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3PO: 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one

ACC: Acetyl-CoA carboxylase; acetil-CoA carboxilasa

ALK: Activin-Like receptor Kinase; quinasas similar al receptor de activina
AMPK: AMP activated protein Kinase; proteina quinasa activada per AMP
BMP: Bone Morphogenic Protein; proteines formadores d’és

bHLH: basic Helix-Loop-Helix; motiu hélix- bucle- hélix de tipus basic

BSA: Bovine Serum Albumin; albimina sérica bovina

cAMP: cyclic Adenosine Monophosphate-3’, 5’; adenosina monofosfat-3’,5’ ciclic
ChIP: Chromatin Immunoprecipitation; immunoprecipitacié de cromatina

ChREBP: Carbohydrate Response Element-Binding Protein; proteina d’unié a I'element de
resposta a carbohidrats

CIAP: Calf Intestine Alkaline Phosphatase; fosfatasa alcalina d’intesti de vaca
Co-Smad: Common mediator Smad; Smad mediadora comd
CRE: cAMP Responsive Element; element de resposta a cAMP

CREB: cAMP Response Element-Binding protein; proteina d'unié a I'element de resposta a
cAMP

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; medi de Eagle modificat per Dulbecco
DMSO: Dimethyl Sulfoxide; dimetil sulfoxid

DTT: Dithiothreitol; ditiotreitol

EGF: Epidermal Growth Factor; factor de creixement epidérmic

EMT: epithelial-mesenchymal transition; transicié epiteli-mesénquima

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase; quinasa regulada per senyals extracel-lulars



FAS: Fatty Acid Synthase; acid gras sintasa

FBPasa-1: Fructose-1,6-bisphosphatase; fructosa-1,6-bisfosfatasa
FBPasa-2: Fructose-2,6-bisphosphatase; fructosa-2,6-bisfosfatasa
FBS: Fetal Bovine Serum; sérum fetal bovi

Fru-1,6-P2. Fructose-1,6-bisphosphate; fructosa-1,6-bisfosfat
Fru-2,6-P2: Fructose-2,6-bisphosphate; fructosa-2,6-bisfosfat
Fru-6-P: Fructose-6-phosphate; fructosa-6-fosfat

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase; gliceraldehid-3-fosfat
deshidrogenasa

GDF: Growth and Differentiation Factor; factor de creixement i diferenciacié
GFP: Green Fluorescent Protein; proteina verda fluorescent
GLUT: Glucose Transporter; transportador de glucosa

HER2: Human Epidermal growth factor Receptor 2; receptor 2 del factor de creixement
epidérmic huma

HIF-1: Hypoxia-Inducible Factor-1; factor induible per hipoxia-1

HK: Hexokinase; hexoquinasa

HRE: Hypoxia Response Element; element de resposta a hipoxia

Hsp25: Heat shock protein 25; proteina de xoc térmic

I-Smad: Inhibitory Smads; Smad inhibidora

IGF: Insulin-like Growth Factor; factor de creixement semblant a la insulina

iPFK-2 & iPFKFB3: inducible PFK-2 /FBPasa-2; isoenzim induible de la PFK-2/FBPasa-2
JINK: c-Jun N-terminal Kinase; quinasa c-Jun N-terminal

LAP: Latency-associated Peptide; péptid associat a laténcia

LPS: Lipopolysaccharide; lipopolisacarid



MAD: Mothers Against Decapentaplegic

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; proteina quinasa activada per mitdgens
MAPKK o MKK: MAPK Kinase; quinasa MAPK

MAPKKK: MAPKK Kinase; quinasa MAPKK

MCT: Monocarboxylate Transporter; transportadors d’acids monocarboxilics

MEC: Extracellular Matrix; matriu extracel-lular

MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts; fibroblasts embrionaris de ratoli

MEF2: Myocyte Enhancer Factor 2; factor potenciador especific de miocits

MEK1: MAP /ERK Kinase 1; quinasa MAP /ERK 1

MK2: MAPK-activated protein Kinase-2, també MAPKAPK?2; proteina quinasa 2 activada
per MAPK

MNK: MAPK-interacting Kinase; quinasa que interactua amb MAPK

MSK: Mitogen and Stress activated protein Kinase; proteina quinasa activada per mitdgens
i estrés

mTOR: mammalian Target of Rapamycin; diana de rapamicina en mamifers
NF-KB: Nuclear Factor-kB; factor nuclear KB

p70S6K: p70 ribosomal protein S6 quinasa; proteina p70 ribosomal S6 quinasa
PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis; electroforesi en gels de poliacrilamida
PDGF: Platelet-derived Growth Factor; factor de creixement derivat de plaquetes
PDK-1: Pyruvate-Dehydrogenase kinase 1; piruvat deshidrogenasa quinasa 1
PEP: Phosphoenolpyruvate; fosfoenolpiruvat

PET: Positron Emission Tomography; tomografia d’emissié de positrons

PFK-1: Phosphofructokinase-1; fosfofructoquinasa-1

PFK-2: Phosphofructokinase-2; fosfofructoquinasa-2



PFK-2/FBPasa-2: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase;
6-fosfofructoquinasa-fructosa-2,6-bisfosfatasa

PFKFB1-4: isoenzims de la 6-fosfofructoquinasa-fructosa-2,6-bisfosfasa codificats pels
gens PFKFB1-4, respectivament

PI3K: Phosphatidylinositol-3-kinase; fosfatidilinositol-3-quinasa

PI(3,4)P2: Phosphatidylinositol-(3,4)-biphosphate; fosfatidilinositol-3,4-bifosfat
PI(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate; fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfat
PK: Pyruvate Kinase; piruvat quinasa

PKA: cAMP-dependent Protein Kinase A; proteina quinasa A dependent de cAMP
PKB: Protein Kinase B; proteina quinasa B

PKM2: M2 isoform of Pyruvate Kinase; isoforma M2 de la piruvat quiansa

PPP: Pentose Phosphate Pathway; via de les pentoses fosfat

PR: Progesterone Receptor; receptor de progestagens

pRb: Retinoblastoma protein; proteina del retinoblastoma

PRE: Progesterone Response Element; element de resposta a progesterona

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog; homologa de fosfatasa i tensina
R-Smad: Receptor-regulated Smad; Smad regulada per receptor

ROS: Reactive Oxygen Species; especies reactives d’oxigen

RSK: Ribosomal S6 Kinase; quinasa ribosomal Sé

RTK: Receptor Tyrosine Kinase; receptor tirosina quinasa

$6: protein ribosomal S6; proteina ribosomal S6

SBE: Smad binding element; element d’unié a Smad

siRNA: small Interference RNA; RNA d’interferéncia petit

SREBP: Sterol Response Element-Binding Protein; proteina d’unié a I'element regulador
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STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription; transductor de senyals i activador
de la transcripcié

TCA: Tricarboxylic Acid Cycle; cicle dels acids tricarboxilics
TGF-B: Transforming Growth Factor 8; factor de creixement transformat 3
TBR: TGF-B receptor; receptor de TGF-f3

TIGAR: TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis Regulator; regulador de la glicolisi i
I'apoptosi induit per TP53

TSC1/2: Tuberous Sclerosis Complex 1/2; complex 1/2 d’esclerosi tuberosa
uPFK-2: ubiquitous PFK-2; isoenzim ubic de la PFK-2 /FBPasa-2
UTR: Untranslated regions; regié no traduida

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor, factor de creixement vascular endotelial
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1. Fenotip del cancer

La cél-lula, en condicions normals, disposa de diferents mecanismes per controlar el
metabolisme, la diferenciacié, la proliferacié i la mort en funcié dels senyals externs i
interns que li arriben, aixi com també, de la disponibilitat de nutrients. Aquests mecanismes
permeten que la cél-lula sobrevisqui, proliferi o bé entri en un procés de senescéncia o
d’apoptosi. En canvi, en els processos tumorals el control sobre aquests mecanismes es
perd donant lloc a una proliferacié cellular descontrolada, a la invasié dels teixits que
I'envolten i a la metdastasi. En aquesta formacid i progressié del tumor hi estan implicats
diferents gens, els quals presenten alteracions de guany de funcié, com és el cas dels
oncogens i protooncogens (Land et al., 1983; Ruley, 1983), o bé d’una pérdua d’aquestaq,
com succeeix amb els gens supressors (Bishop, 1991; Levine and Puzio-Kuter, 2010;

Vogelstein and Kinzler, 1992).

Els investigadors Robert Weinberg i Douglas Hanahan van suggerir que la majoria de
tumors, independentment de les peculiaritats genétiques de cada un, s’originen gracies a
'adquisicié de diferents habilitats fenotipiques que, de forma col'lectiva, permeten el
creixement desdiferenciat (anaplasia), descontrolat (neoplasia) i desorganitzat (displasia)
del tumor. Aquestes habilitats, conegudes com els trets distintius del cancer o “Hallmarks
of cancer”, inclouen I'activacié de senyals de proliferacié, I'evasié de senyals
antriproliferatius, la resisténcia a I'apoptosi, el potencial replicativ il-limitat, la induccié de
'angiogénesi, I'activacié de la invasié i metastasi, 'evasié de la destruccié pel sistema
immune, el fenotip glicolitic, la inestabilitat genémica i la inflamacié promoguda pel tumor

(Figura 1) (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011).




Introduccié

Activacio de Evasio de
senyals de senyals
proliferacio antiproliferatius

Fenotip Evasid de la

glicolitic

Potencial

Resisténciaa Q¢ . —

S il-limitat

Y- ”
2, \ e

Inestabilita Inflamacio
genomicai . promoguda
mutacié \J pel tumor

Induccié de Activacié6 de la
I'angiogénesi invasid i metastasi

Figura 1. Les caracteristiques del cancer. Esquema on s'il-lustren els requeriments de les cél-lules per assolir
el fenotip tumoral juntament amb les habilitats que ajuden a les cél-lules a esdevenir canceroses (Figura
adaptada de (Hanahan and Weinberg, 2011).

1.1 Activacié de senyals de proliferacié

Les célllules normals necessiten senyals de creixement per promoure tant la
proliferacié, per mantenir '’homedstasi en el nimero de cél-lules, com el manteniment de
la funcié i arquitectura normal del teixit. La produccié i I'alliberament d’aquests senyals
proliferatius es troba sota un control molt estricte i, generalment, es transmeten a I'interior
de la célllula a través de receptors transmembrana als quals s’uneixen diferents factors
de creixement donant lloc a I'activacié de vies de senyalitzacié intracel:lulars que regulen
diferents processos. (Hanahan and Weinberg, 2011). En canvi, les céllules tumorals
presenten una elevada taxa de proliferacié ja que sén menys dependents dels senyals
mitogénics. Els mecanismes moleculars que garanteixen aquesta autonomia proliferativa
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e La produccié autocrina dels seus propis factors de creixement. Alternativament,
les cél-lules tumorals poden enviar senyals per estimular a les cél-lules normals del
voltant del tumor perqué alliberin factors de creixement per a les cél-lules
tumorals (Bhowmick et al., 2004; Cheng et al., 2008; Martinez-Outschoorn et al.,
2017).

o L'alteracié dels receptors de membrana de les cél-lules canceroses a causa de la
seva sobreexpressié o a mutacions activadores, fent que els receptors siguin molt
més sensibles al lligand, fins i tot a baixes concentracions d’aquest, o bé que

estiguin sempre activats (Slamon, 1987; Wee and Wang, 2017).

e L'activacié constitutiva dels components de les vies de transduccié de senyals sense
la necessitat d’activar-se en resposta a la unié del lligand als receptor. Per
exemple, en molts tumors s’han detectat mutacions activadores en proteines
reguladores de les vies de senyalitzacié de receptors transmembrana com Ras i
PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) o bé mutacions inactivadores en reguladors
negatius com PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (Ferndndez-Medarde and
Santos, 2011; Jiang and Liu, 2009; Yuan and Cantley, 2008).

1.2 Evasié de senyals antiproliferatius

Les céllules que formen part d’un teixit normal a més de respondre a senyals de
creixement també responen a d’altres d’inhibidores de creixement (antiproliferatius) que
les fan sortir del cicle cel'lular, per entrar en senescéncia o apoptosi, o bé n’indueixen la
seva diferenciacié. En canvi, les cél-lules canceroses sén insensibles a aquests senyals
antiproliferatius i, per tant, tenen la capacitat de dividir-se de forma descontrolada. Dos
dels gens supressors de tumors que s’han trobat mutats en molts tipus de cancers sén Rb i
TP53, els quals codifiquen per la proteina pRb (Retinoblastoma protein) i la proteina p53,
respectivament. Aquestes proteines dirigeixen la cél-lula cap a la proliferacié o cap a
I'activacié de programes de senescéncia o d’apoptosi. Per una banda, la pRb integra

senyals externs i interns de proliferacié i decideix si la cél-lula es troba en condicions de
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progressar en el cicle cellular, concretament en la transicié G1/S (Burkhart and Sage,
2008). En cancer, aquesta proteina es troba hiperactivada causant la insensibilitat als
senyals antiproliferatius que normalment bloquegen la transicié a la fase S. Per altra
banda, p53 rep estimuls de sensors d’estrés, de manera que si el dany al genoma és molt
gran o bé els senyals que promouen el creixement, la glucosa, la quantitat de nucleotids
i 'oxigenacié no sén optims, p53 pot aturar la progressié del cicle cellular fins que les
condicions tornin a la normalitat. En canvi, si el dany al DNA és prou gran p53 indueix
apoptosi per tal de que les mutacions al DNA no es transmetin a les cél-lules filles. Per
tant, mutacions en p53 provoquen la pérdua de la seva activitat supressora de tumor

(Vousden and Ly, 2002).

1.3 Resisténcia a I'apoptosi

El creixement descontrolat de les cél-lules tumorals no només esta determinat per la
seva taxa de proliferacid, sind que també per la seva taxa de mort cel-lular. La disminucié
del nimero de cél-lules es déna principalment per apoptosi o mort cel-lular programada.
L’apoptosi és un procés programat genéticament i conservat evolutivament, essencial pel
desenvolupament normal d’6rgans, la remodelacié de teixits, la resposta immune i la
supressié tumoral, essent clau pel manteniment de I’homedstasi corporal (lannolo et al.,
2008). Entre els mecanismes fonamentals per desactivar I'apoptosi s'inclou la pérdua de
la funcié del gen supressor de tumors TP53 i el guany de la funcié de gens inhibidors
d’apoptosi com BCL-2. S’ha vist que en més del 50% de cancers humans, el gen TP53 es
troba mutat donant lloc a una inactivacié funcional de p53 i, per tant, fa que les cél-lules
tumorals no es puguin reparar correctament o induir apoptosi en resposta al dany al DNA,
permetent que les cél-lules proliferin en preséncia d’aquestes anomalies. A més, la
proteina p53 també actua com a factor de transcripcié activant gens com TIGAR
(antioxidant) o NOXA i PUMA (inductors de I'apoptosi) (Vousden and Prives, 2009).
Alternativament, els tumors poden evitar I'apoptosi sobreexpressant reguladors
antiapoptdtics com BCL-2 o BCL-X1 o senyals de supervivéncia (IGF 1/2) o bé inhibint els

factors proapoptotics com BAX, BIM i PUMA.
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1.4 Potencial replicativ il-limitat

Les cél:lules normals es divideixen unes 50-70 vegades al llarg de la seva vida
abans d’entrar en dos estats no-proliferatius, la senescéncia o mort per apoptosi (crisis).
En canvi, les céllules tumorals requereixen d’un potencial replicativ il-limitat per generar
tumors macroscopics. L'adquisicié d’aquesta caracteristica esta relacionada principalment
amb l'accié de I'enzim telomerasa. Aquest enzim és gairebé absent en les cél-lules no
immortalitzades perd s’expressa a nivells funcionals en el 90% de les céllules
immortalitzades espontaniament, protegint els extrems dels cromosomes i, d’aquesta
manera, evitant la mort o senescéncia de les cél-lules tumorals (Blasco, 2005; Shay and

Wright, 2000).

1.5 Induccié de 'angiogénesi

L’angiogénesi és el mecanisme de formacié de nous vasos sanguinis necessari per
captar nutrients i oxigen i també per eliminar residus metabolics i dioxid de carboni a
través del torrent sanguini. Tant les cél-lules normals com tumorals requereixen del procés
d’angiogénesi per satisfer aquestes necessitats. En els tumors té lloc una rapida expansié
clonal, per tant, presenten una expressié elevada de factors pro-angiogénics que
estimulen el procés d’angiogénesi, afavorint el creixement tumoral i la metastasi. Un dels
principals factors que inicien el procés d’angiogénesi és el factor de creixement de
'endoteli vascular, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), el qual és activat
transcripcionalment en condicions d’hipoxia pel factor de transcripcié HIF-1a (Hypoxia-
Inducible Factor-Ta) (Carmeliet, 2005; Folkman, 1995; Hunt et al,, 2007; Semenza,
2002).
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1.6 Activacio de la invasié i metastasi

Durant el desenvolupament del tumor, algunes cél-lules poden adquirir la capacitat
d’envair teixits adjacent i colonitzar altres érgans. L'adquisicié d’aquesta capacitat per
part de les cél-lules tumorals implica principalment la pérdua de molécules d’adhesié
céllula-céllula, d'unié a la matriv extracellular i metaloproteases de la matriu
extracellular (Orlichenko and Radisky, 2008). El procés d’invasié i metdstasi comenga
amb la invasié local i la motilitat mitjangant el fenomen conegut com a transicié epiteli-
mesénquima (EMT) (Leber and Efferth, 2009). Aquest fenomen es basa en el canvi de les
caracteristiques tipiques de les cél-lules canceroses d’origen epitelial per adoptar un
fenotip de tipus mesenquimal, incloent un augment en la capacitat de motilitat, invasié i
resisténcia a I'apoptosi. Una de les proteines clau en aquest procés és la E-cadhering, una
molécula que participa en I'adhesié cél-lula-cél-lula, ja que s’ha vist que el programa EMT
pot ser reactivat en molts tumors per la repressié de I'expressié d’aquesta molécula. A
més, en molts carcinomes humans s’ha observat una disminucié de I'expressié o mutacions
per inactivacié de E-cadherina (Berx and van Roy, 2009; Cavallaro and Christofori,
2004). El procés de metastasi continua amb la intravasacié de les cél-lules canceroses cap
als vasos sanguinis i limfatics proxims. Durant aquest procés, algunes d’aquestes cél-lules
escapen de la llum dels vasos cap al parénquima de teixits més llunyans (extravasacid) i
comencen a formar petits ndduls de céllules canceroses (micrometastasi). Finalment,
aquestes Ultimes creixen donant lloc a tumors macroscopics (colonitzacié) (Talmadge and
Fidler, 2010). La metastasi és la principal causa de mort per cancer (Leber and Efferth,

2009).

1.7 Evasié de la destruccio pel sistema immune

Les cél-lules del sistema immune sén les responsables de reconéixer les cél-lules
tumorals, a causa de que expressen antigens que soén detectats com a estranys, i
d’eliminar-les, evitant aixi el seu creixement i expansié. Les cél-lules canceroses evadeixen
els mecanismes immunoldgics que els poden atacar, en especial, la resposta per limfocits

T i B, macrofags i céllules NK (Natural Killer). Per tant, I'alteracié del correcte
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funcionament d’aquest mecanisme de vigilancia per part del sistema immune déna lloc al
creixement i progressié del tumor i la seva posterior propagacié per I'organisme de forma
descontrolada. La majoria de tumors pressenten diferents mecanismes per evitar les
respostes immunes de I'organisme. Per una banda, les cél-lules canceroses presenten una
menor expressié d’antigens, reduint la resposta immune. A més, degut al rapid creixement
i propagacié del tumor, moltes vegades sobrepassen la capacitat del sistema immune per
eliminar totes les céllules tumorals. Per altra banda, les cél-lules canceroses poden
secretar factors immunosupressors que fan disminuir el funcionament del sistema immune

(Shields et al., 2010; Yang et al., 2010).

1.8 Fenotip glicolitic

En condicions normals, les cél-lules presenten un metabolisme principalment basat
en la fosforilacié mitocondrial oxidativa. En canvi, la majoria de cél-lules tumorals
reprogramen el seu metabolisme cap a un principalment glicolitic, inclis en preséncia
d’oxigen, conegut com efecte Warburg (Bartrons and Caro, 2007; Chen et al.,, 2007;
DeBerardinis et al., 2008; Warburg, 1925, 1956). Malgrat que d’entrada pugui semblar
contraproduent, especialment a nivell energétic, el canvi cap al fenotip glicolitic confereix
un avantatge proliferatiu a les cél-lules canceroses respecte les céllules normals adjacents.
Entre els diferents avantatges trobem que les cél-lules canceroses presenten una rapida
obtencié d’energia en forma d’ATP, sén capaces de sintetitzar els intermediaris necessaris
per diferents vies biosintétiques i estableixen un microambient de pH intracel-lular i

extracel-lular acid provocant apoptosi a les céllules normals (Liberti and Locasale, 2016).

Independentment del tipus de cancer, diversos gens glicolitics o relacionats amb la via
glicolitica es troben sobreexpresats en les cél-lules tumorals, esdevenint una caracteristica
comuna que s'utilitza per identificar la malignitat d’un tumor i la possible resposta
terapéutica (Cuezva et al., 2002; Lum et al., 2007; Porporato et al.,, 2011; Tarrado-
Castellarnau et al.,, 2016; Yu et al., 2015). Els factors inicials responsables del fenotip
glicolitic, o reprogramacié metabodlica, que pateixen les cél-lules tumorals es tractaran en

profunditat més endavant.
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A part de les caracteristiques fins aqui descrites, I'adquisicié del fenotip tumoral és
possible gracies a dues altres habilitats que permeten que aixo sigui possible, la

inestabilitat gendmica i mutacié i la inflamacié promoguda pel tumor.

1.9 Inestabilitat genomica i mutacié

El manteniment de I'estabilitat gendmica és important per la supervivéncia cel-lular
i depén del correcte funcionament dels mecanismes de resposta al dany al DNA i dels
sistemes de reparacié. Les cél-lules canceroses presenten defectes en aquests mecanismes
de manteniment del DNA, fent que aquestes cél-lules tinguin una taxa de mutacions més
elevada que les céllules normals afavorint la progressié del tumor. Les alteracions
géniques associades a la progressié del tumor inclouen mutacions puntuals, inestabilitats
cromosomiques, com el guany o pérdua de cromosomes sencers, i reorganitzacions
estructurals, com delecions, amplificacions, inversions o translocacions (Lee et al., 2016;
Venkatesan et al., 2015). També, en la tumorogénesi estan implicades les alteracions en
els mecanismes epigenétics com les modificacions d’histones, la metilacié del DNA i els
RNA no-codificant (Feinberg and Tycko, 2004; Yen et al., 2016). De fet, els tumors
normalment presenten patrons de metilacié alterats com hipermetilacié en els promotors
de gens supressors de tumors, donant lloc a la repressié transcripcional, i hipometilacié
d’oncogens, reforcant la seva activacié (Feinberg and Tycko, 2004; Gokul and Khosla,
2013). També, s’ha observat que les modificacions epigenétiques regulen [I'efecte
Warburg i coordinen de manera general el metabolisme cel-lular, afectant a I'activitat de
diferents enzims metabdlics (Nordgren and Skildum, 2015; Wang and Jin, 2010). L'estrés
oxidatiu també té un paper important en la tumorogénesi ja que estda involucrat tant en

les modificacions genétiques com en les epigenétiques (Yen et al., 2016).

1.10 Inflamacié promoguda pel tumor

Les céllules tumorals presenten un estat inflamatori pre-maligne que facilita la
progressié tumoral ja que les céllules inflamatories alliberen molécules bioactives al

microambient del tumor, com sén factors de creixement, que permeten I'activacié de
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senyals proliferatius, factors de supervivéncia, que eviten la mort cel-lular, factors pro-
angiogénics, que alteren la matriv extracellular facilitant I'angiogénesi, invasié i
metadstasi i senyals que donen lloc a l'activacié del programa EMT (Grivennikov et al.,
2010; Qian and Pollard, 2010). A més, les cél-lules inflamatories també poden secretar
espécies reactives de I'oxigen (ROS) que acceleren la progressié tumoral (Grivennikov et

al., 2010).

A més de les habilitats fins aqui esmentades de les cél-lules canceroses, recentment cada
vegada estd agafant més importancia el fet que la propia cél-lula cancerosa ni esta
aillada, ni és I'Onic tipus cellular que estd en I'anomenat microambient tumoral. Les
interaccions entre aquest microambient tumoral s’estan demostrant com claus per a la

progressid i creixement tumoral.

1.11 Microambient tumoral

Les investigacions dels Ultims anys reforcen cada cop més la importancia de la
influéncia del microambient i de tots els tipus de cél-lules que formen part d’aquest en la
generacié i progressié tumoral (Martinez-Outschoorn et al.,, 2011, 2017; Pavlova and
Thompson, 2016). Les cél-lules canceroses no existeixen com a poblacions homogénies
pures, siné que estan integrades en colonies envoltades per les cél-lules del estroma, entre
les quals trobem els fibroblasts, cél-lules del sistema immunologic i les cél-lules endotelials.
Aquestes pateixen canvis fenotipics com a conseqiéncia de la seva proximitat al tumor
(Hanahan et al., 2012). La interaccié entre les cél-lules canceroses i les de I'estroma
comporta l'intercanvi de catabdlits entre cél-lules, la secrecié de factors de creixement i
alteracions de la matriv extracellular i de les interaccions cél-lula-cél-lula. Segons la
disponibilitat de nutrients, algunes de les céllules que formen part del tumor sén
predominantment glicolitiques, mentre que d’altres presenten un metabolisme basat en la
fosforilacié oxidativa. Aquesta heterogeneitat metabdlica entre les diferents poblacions
de céllules afavoreix la proliferacié i el creixement del tumor (Martinez-Outschoorn et
al., 2017). De fet, quan les céllules canceroses sén cocultivades amb fibroblasts, les
cél-lules canceroses augmenten la massa mitocondrial, mentre que els fibroblasts perden

els mitocondris. Aixd és degut a que I'estrés oxidatiu, produit per la rapida proliferacié
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de les cél-lules canceroses, indueix factors com HIF-1a, NFkB, TGF-B, entre d’altres, que
activen l'autofagia d’orgdnuls i mitocondris de les cél-lules de I'estroma i recluten
macréfags que produeixen citoquines i inflamacié. Com a conseqiéncia dels ROS i els
factors induits per aquests, s’indueix el fenotip glicolitic de les cél-lules de I'estroma
produint lactat, glutamina i cossos cetonics que sén utilitzats per les céllules canceroses

(Figura 2).

Vas
sanguini

Gradient de nutrients i oxigen

Cel-lula Cél'lula
Estroma cancerosa cancerosa
Metabolisme Metabolisme Metabolisme
glicolitic oxidativ glicolitic

@ @

® P [ @
-

Figura 2. Heterogeneitat metabolica del tumor. El metabolisme de les cél-lules canceroses del tumor varia
en funcié de les influéncies del microambient tumoral i de la disténcia al sistema vascular. Les cél-lules
canceroses que es troben més proximes als vasos sanguinis tenen accés als nutrients i a 'oxigen i, per tant,
generen ATP de forma aerdbica a través de la fosforilacié oxidativa i I'activacié de les vies anabdliques,
donant lloc a una réapida proliferacié. L'estrés oxidatiu causat per aquesta réapida proliferacié de les cél-lules
canceroses indueix la glicodlisi i autoféigia en les cél-lules de I'estroma més properes, les quals generen
catabolits, com lactat o cossos cetdnics, que sén captats per les cél-lules canceroses i tilitzats per a la
produccié d’ATP. Les cél-lules canceroses que es troben més allunyades del vas sanguini, com que tenen una
baixa disponibilitat de nutrients i oxigen, presenten un metabolisme catabdlic, similar al de les cél-lules de
'estroma, per adaptar-se i satisfer les seves necessitats energétiques. Figura adaptada de (Martinez-
Outschoorn et al., 2017).
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Per tant, aquest model, anomenat efecte Warburg invertit, indueix el catabolisme de les
céllules de l'estroma a través de I'autofagia, i aixd facilita nutrients i fomenta el
creixement anabolic de les céllules tumorals, la progressié del tumor i la metastasi

(Martinez-Outschoorn et al., 2011; Pavlides et al., 2009).
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2. El paper de la reprogramacié metabolica de les
cél-lules canceroses

El metabolisme és el conjunt de reaccions quimiques implicades en el creixement,
proliferacié i supervivéncia de les cél-lules. Aquestes reaccions sén catalitzades per enzims
que es troben altament regulats i proporcionen energia, poder reductor i macromolécules
per satisfer les necessitats cel-lulars. Les reaccions metaboliques es classifiquen en vies
cataboliques, que sén les que produeixen energia, i vies anabdliques, les quals sintetitzen

molécules consumint energia.

La majoria de cél-lules tumorals reprogramen el seu metabolisme respecte el seu teixit
d’origen per tal de poder fer front a les exigéncies de creixement i divisié cel-lular.
Aquesta reprogramacié metabolica tumoral implica l'increment de diverses vies
metabdliques clau com la glicdlisi, la via de les pentoses fosfat, la glutamindlisi, el
metabolisme de lipids, acids nucleics i aminodcids (Figura 3) (Moreno-Sdnchez et al.,

2007; Porporato et al., 2011; Tarrado-Castellarnau et al., 2016; Yu et al., 2015).

L’'increment de la via glicolitica és I'alteracié metabdlica més notable del metabolisme
energeétic de les cél-lules fumorals ja que la produccié d’energia d’aquestes cél-lules recau
principalment en la glicolisi, fins i tot en preséncia d’oxigen suficient. Aquest fenotip, que
canvia la fosforilacié oxidativa per una glicolisi aerdbica per generar lactat i ATP, es
coneix com efecte Warburg en honor al cientific que ho va descriure per primer cop

(Warburg, 1925, 1956).

Actualment, la dependéncia de les cél-lules tumorals per captar glucosa amb més avidesa
que les cél-lules normals s'utilitza per la deteccié i monitoritzacié de tumors mitjangant la
tomografia d’emissié de positrons (PET). Aquesta técnica fa Us d’un andleg de la glucosa
unida amb fluor radioactiv com a marcador (['8F]fluorodeoxiglucosa) (Abbey et al.,
2006). La tomografia d’emissié de positrons ha permés constatar que la majoria de tumors
presenten una captacié de glucosa d’aproximadament un ordre de magnitud superior a

la d’un teixit normal (Gatenby, 1995). Més del 90% de tumors primaris i metastatics tenen
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un elevat consum de glucosa i existeix una bona correlacié entre I'agressivitat del tumor i

la taxa d'utilitzacié de la glucosa (Smallbone et al., 2005).

Glucosa m
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Figura 3. Representacié esquemadtica de les principals vies metabéliques implicades en la reprogramacié
metabélica de les cél-lules canceroses. En la figura es mostren les principals vies catabdliques i anabdliques
que permeten el creixement cellular i la supervivéncia de les cél-lules canceroses. Els enzims es mostren dins
d’un quadre gris i les vies dins d’'un quadre lila. Abreviatures: 6PGD, 6-fosfogluconat deshidrogenasa; ACLY,
ATP-citrat liasa; CoA, coenzim A; GLS, glutaminasa; GDH, glutamat deshidrogenasa; G6PD, glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa; LDH, lactat deshidrogenasa; ME1, forma citoplasmatica de I’enzim malic; ME2, forma
mitocondrial de I'enzim malic; PC, piruvat carboxilasa; PDH, piruvat deshidrogenasa i PHGDH, 3-fosfoglicerat

deshidrogenasa. Figura adaptada de (Tarrado-Castellarnau et al., 2016).

Donat que el gen d’estudi d’aquesta tesi s’emmarca dins de la via glicolitica, dedicarem

tot seguit un apartat a descriure en detall aquesta via i la seva regulacié en cél-lules
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tumorals. Abans, pero, introduirem breument la resta de vies metaboliques alterades en

les cél-lules tumorals (Tarrado-Castellarnau et al., 2016).

e Via de les pentoses fosfat

La via de les pentoses fosfat (PPP) és una de les principals vies metabéliques que
permet la proliferacié cel-lular del tumor ja que proporciona els substrats per la sintesi
d’acids nucleics, els quals sén necessaris per a la replicacié del DNA i la produccié del
RNA. La ribosa-5-fosfat, que és el substrat inicial per a la sintesi de DNA i RNA, es
sintetitza principalment a través d’aquesta via, la qual també genera NADPH, que és un
cofactor essencial per la biosintesi de lipids i aminodcids i per la modulacié de I'estrés

oxidatiu (Patra and Hay, 2014).

La PPP es divideix en dues branques, la oxidativa i la no oxidativa. La branca oxidativa,
que és irreversible, catalitza el pas de la glucosa-6-fosfat a ribosa-5-fosfat a través de
tres reaccions que generen NADPH. L'enzim glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD)
catalitza el primer pas d’aquesta via i es considera un enzim clau en el control d’aquesta
(Boren et al., 2002). En la branca no oxidativa, que és reversible, les pentoses produides
en la branca oxidativa s’intercanvien entre si a través d’una série de reaccions que
permeten l'intercanvi de les seves molécules de carboni per formar gliceraldehid-3-fosfat
i fructosa-6-fosfat. Aquestes Ultimes molécules poden entrar directament a la via de la
glicolisi o bé ser reintroduides a la PPP. L’enzim que principalment regula la branca no

oxidativa és la transcetolasa (TKT).

Diferents oncogens i gens supressors de tumors regulen la via de les pentoses fosfat
indicant I'existéncia d’una relacié entre la reprogramacié metabolica d’aquesta via amb
la progressié tumoral. Per exemple, s’ha descrit que mutacions en l'oncogén K-Ras
indueixen I'activacié de la G6PD (de Atauri et al., 2011), fent que aquesta via es trobi
augmentada. En canvi, el supressor de tumors p53 inhibeix directament I'activitat de la

G6PD i per tant la via de les pentoses fosfat (Jiang et al., 2011).
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o  Metabolisme lipidic

Els lipids estan implicats en la transduccié de senyals i participen en la regulacié
del creixement cellular, proliferacié, diferenciacid, supervivéncia, apoptosi, homedstasi,
motilitat i resisténcia a farmacs (Huang and Freter, 2015; Santos and Schulze, 2012). En
la reprogramacié metabolica de les cél-lules fumorals té lloc un augment de la biosintesi
de lipids que permet la formacié de les membranes cellulars i organuls per poder
mantenir I'elevada taxa proliferativa d’aquestes céllules. Aquest augment de la
lipogeénesi es déna gracies a I'augment dels precursors per a la sintesi d’acids grassos a
través del transport de glucosa i glutamina, de la glicolisi i de la PPP i de la
sobreexpressié dels enzims que controlen la sintesi de lipids, com sén I’ATP-citrat liasa
(ACLY), l'acid gras sintasa (FAS) i I'acetil-CoA carboxilasa (ACC), donant lloc a un
augment en I'activacié d’aquest metabolisme respecte les cél-lules normals (Zhang and Du,
2012). A més, les vies de senyalitzacié que regulen la sintesi de lipids es troben alterades
en cancer, com sén les vies relacionades amb el factor de transcripcié SREBP, el qual esta
regulat per supressors de tumors com p53, pRB i AMPK, i activat per oncogens com PI3K

i Akt (Porstmann et al., 2005).

o Metabolisme d’aminoacids

Els aminodcids sén necessaris per a la supervivéncia cellular ja que, a part de
formar part de les proteines, poden ser metabolitzats com a font de carboni i nitrogen
per la biosintesi d’altres molécules i, per tant, permeten mantenir el metabolisme
proliferatiu de les céllules (Tsun and Possemato, 2015). A continuacié s’expliquen alguns

dels aminodcids més importants en aquesta sintesi.

- Metabolisme de la glutamina

Com s’ha comentat anteriorment, la glucosa és el principal substrat energétic de les
cél-lules, perd no és I'tnic. Les cél-lules tumorals utilitzen la glutamina, que és I'aminoacid

més abundant en el plasma, per generar lactat i ATP, procés que es coneix com
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glutamindlisi (Daye and Wellen, 2012). Aquesta via metabdlica, que es troba
sobreexpressada en molts tipus de cancer, a part de proporcionar energia en forma
d’ATP, proporciona poder reductor en forma de NADPH, el qual és necessari per la sintesi
de nucleotids i d’acids grassos, com I'a-cetoglutarat, i reomple els intermediaris del cicle
de Krebs o cicle dels acids tricarboxilics (TCA) (anaplerosi). Finalment, pot convertir-se en
lactat en el citosol, o bé en acids grassos, aminodcids, nucledtids o glutatié (Daye and
Wellen, 2012; DeBerardinis and Cheng, 2010). Per tant, tot i que la glutamina és un
aminodcid no essencial, les céllules tumorals consumeixen una gran quantitat de glutamina
en comparacié amb les célllules normals i s’ha vist que indueixen I'activacié dels

transportadors de glutamina (Chen et al., 1993).

Per tant, la glucosa i la glutamina sén les dues fonts principals de nutrients que permeten
la proliferacié de les cél-lules tumorals ja que no només aporten ATP siné que també
precursors per a la sintesi de proteines, lipids i acids nucleics. De fet, algunes cél-lules
canceroses canvien la seva font de carboni en funcié de la disponibilitat de nutrients.
Aquesta adaptacié que presenten aquestes cél-lules s’ha de tenir en comte alhora de

dissenyar terdapies contra el cancer (Tarrado-Castellarnau et al., 2016).

- Metabolisme de la serina i glicina

En alguns tipus de cancer s’ha observat un augment de la biosintesi de la serina i
la glicina (Davis et al., 1970; Snell, 1984). Aquesta via proporciona els precursors
essencials per a la sintesi de proteines, acids nucleics i lipids que sén importants per al
creixement cellular del tumor. A més, la biosintesi de la serina i glicina afecta a la
capacitat antioxidativa de la cél-lula, mantenint la homeostasi redox del tumor (Yang and

Vousden, 2016).

La sintesi de serina es déna a partir de 3-fosfoglicerat, el qual és un intermediari de la
glicolisi, a través de tres reaccions. A partir de la serina s’obté la glicina per eliminacié
d’un atom de carboni, el qual es transfereix a altres vies metaboliques, conegut com el
metabolisme d’un carboni, i s'utilitza per a la sintesi de proteines, lipids, acids nucleics i
altres cofactors. Un dels enzims importants en aquesta via és el 3-fosfoglicerat

deshidrogensasa (PHGDH), que oxida el 10 % del 3-fosfoglicerat en 3-
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fosfohidroxipiruvat, el qual és un precursor de la serina (Locasale, 2013). Aquest enzim
s’ha trobat sobreexpressat en un proporcié elevada de cancers i en melanoma (Possemato
etal, 2011). També s’ha descrit que I'activacié de la biosintesi de la serina estd implicada
en la proliferacié de les cél-lules canceroses i predisposa a les cél-lules epitelials normals
a la transformacié cellular (Amelio et al., 2014; Mattaini et al., 2016). Per exemple, la
serina actua com un activador allostéric de la PKM2. Per tant I'acumulacié d’aquest

.....

son clau per al creixement i supervivéncia del tumor (Ye et al., 2012).

o Metabolisme mitocondrial

El metabolisme mitocondrial és essencial per les céllules canceroses ja que estd
implicat en nombrosos processos cellulars com la generacié d’ATP, la regulacié de
'apoptosi i la regulacié de vies de transduccié de senyals a través de la produccié de
ROS, de la modulacié dels nivells de calci al citosol i del trafic de petits metabolits. Una
de les vies que té lloc al mitocondri és el TCA, aquest proporciona precursors per la
biosintesi de lipids, acids nucleics i proteines com també NADH i FADH per a la produccié
d’ATP. Mutacions en gens que codifiquen per enzims d’aquesta via s’han associat amb
alguns tipus de cancers (Desideri et al.,, 2015; Gaude and Frezza, 2014). A més, el
genoma mitocondrial codifica per proteines que formen part de la cadena respiratoria,
de manera que mutacions en aquest DNA afecten a la funcionalitat de la cadena
respiratoria. (Carew and Huang, 2002; Singh and Trigun, 2010; Taylor and Turnbull,
2005). Aquest tipus de mutacié s’ha trobat en cancer de prostata (Chen and Kadlubar,
2004) i leucémia (Carew and Huang, 2002). La generacié de ROS, per part del
mitocondri com a conseqiéncia de I'elevat metabolisme oxidatiu, és un dels factors
implicats en les mutacions al DNA mitocondrial a causa de la seva proximitat fisica amb
aquestes molécules (Trachootham et al., 2009). Un disfuncié en la fosforilacié oxidativa
fa que les céllules hagin d'utilitzar la via glicolitica com a font d’obtencié d’ATP. Donat
que l'eficiéncia energética de la glicolisi (2 mols d’ATP per mol de glucosa) és molt menor

que la de la fosforilacié oxidativa (36 mols d’ATP per mol de glucosa), caldria un augment
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important en el consum glucosa i glicolisi per mantenir el balang energétic en condicions

en qué hi hagi pérdua de funcié respiratoria (Pelicano et al., 2006).

Cal dir que hi ha carcinomes que presenten mutacions mitocondrials que correlacionen
amb una taxa respiratéria baixa i viabilitat reduida (Carew and Huang, 2002; Gaude
and Frezza, 2014). Perd també hi ha cdncers que tenen uns nivells de mutacions
mitocondrials molt baixos (Moreno-Sdnchez et al.,, 2007; Wallace, 2012; Weinberg et
al., 2010).

2.1 Metabolisme de la glucosa

Com ja s’ha comentat, les cél-lules necessiten energia en forma d’ATP per tal de
sobreviure i proliferar. En condicions fisioldgiques, aquesta s’obté principalment de dues
fonts: la glicolisi i el TCA-cadena respiratoria mitocondrial. En condicions d’aerobiosi, les
cél-lules normals degraden la glucosa fins a piruvat, el qual entra al mitocondri on és
oxidat en el TCA generant energia per mitiad de la cadena respiratoria a través de la
fosforilacié oxidativa mitocondrial. Aixi doncs, en preséncia d’oxigen lliure, a partir d’un
mol de glucosa la cél-lula s’obtenen 36 mols d’ATP, es generen precursors metabodlics per
a la sintesi d’altres molécules i es regula el potencial redox de la cél-lula a través de la
generacié de NADH i NADPH (Deberardinis et al., 2008). En canvi, en un ambient on
'oxigen és limitant, és a dir, en condicions anaerdbies, el procés de fosforilacié oxidativa
no és actiu i, per tant, la céllula opta per una via alternativa en la que el piruvat no és
oxidat a acetil-CoA sind que és transformat a lactat a través d’una reaccié catalitzada
per la lactat deshidrogenasa (LDH). El lactat produit és secretat per la cél-lula a través
dels transportadors d’dacids monocarboxilics (MCT). Aquest mecanisme es coneix com
glicolisi anaerobica i té un rendiment energétic molt més baix que la glicolisi aerdbica ja
que només s’obtenen dues molécules d’ATP per mol de glucosa. En funcié de les condicions

ambientals les cél-lules escullen una via o I'altra.

A diferéncia de les cél-lules normals, les céllules tumorals metabolitzen la major part de

la glucosa a lactat, fins i tot en preséncia d’oxigen. Aquest canvi en el metabolisme va ser
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observat per primer cop per Otto Warburg al 1924 i es coneix com I'efecte Warburg
(Warburg, 1925, 1956), el qual és la major diferéncia metabdlica entre les cél-lules

normals i tumorals.

Després de que Warburg presentés per primer cop els seus resultats van sorgir nombrosos
estudis que donaven suport al qué ell havia descrit i pel que obtingué el premi Nobel
any 1931, tot i que anteriorment s’havien publicat alguns treballs que apuntaven en la
direccié de Warburg. Per exemple, Carl i Gerty Cori van realitzar diversos experiments
in vivo per estudiar el metabolisme de carbohidrats en cél-lules tumorals (Cori, 1925; Cori
CF., 1925). Aquests autors van observar que diferents tipus de tumors mostraven un
contingut de glucosa lliure més baix que la resta de teixits analitzats, suggerint que un
increment en el consum de glucosa era compatible amb un canvi de respiracié a
fermentacié. A la mateixa época que Warburg, Herbert Grace Crabtree va descriure un
fenomen semblant. Va observar que alguns tumors presentaven una disminucié de la
respiracié cellular quan s’incrementaven els nivells de glucosa (Crabtree, 1929). Aquest
fet, anomenat efecte Crabtree, s’ha descrit en céllules altament proliferants i tumorals,
com les que es troben a la mucosa intestinal o als espermatozous (Guppy et al., 1993;
Woijtczak et al., 1999), mentre que la majoria de les cél-lules diferenciades no presenten

aquest comportament.

Malgrat que algunes cél-lules tumorals no presenten una glicolisi elevada (Zu and Guppy,
2004), I’efecte Warburg s’ha observat en una gran varietat de cancers humans, tal i com
s’ha pogut comprovar a 'analitzar molts tipus de tumors per la técnica PET, com també
en cél-lules i teixits proliferants com limfocits T i teixits embrionaris (Bortner et al., 2016;
Ferndndez-Ramos et al., 2016). Warburg va hipotetitzar que el motiu pel qual les cél-lules
canceroses depenien de la glicolisi per sobreviure era que presentaven defectes en la
funcié mitocondrial. De fet, tant, '’efecte Warburg com |'efecte Crabiree es podrien
explicar per alteracions enzimatiques de la cadena respiratoria i, per aquesta rad, la
glicolisi aerobica permetria a les cél-lules canceroses adaptar-se a la manca de generacié
d’ATP per fosforilacié oxidativa. Perd, posteriorment, es va descriure que els defectes
mitocondrials sén en general rars (Frezza and Gottlieb, 2009) i que molts tumors mantenen

la capacitat de fer la fosforilacié oxidativa.
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Com que la majoria de les cél-lules tumorals depenen de la glicolisi aerobica per obtenir

ATP, independentment de la preséncia d’oxigen, i presenten una fosforilacié oxidativa

reduida, el seu rendiment energétic es molt més baix que el de les céllules normals,

obtenint fins a 4 mols d’ATP per cada molécula de glucosa (Vander Heiden et al., 2009)

(Figura 4).
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Figura 4. Representacié esquematica del metabolisme de la glucosa de la cél-lula normal i cél-lula

cancerosa. Quan la concentracié d’oxigen no és limitant, les cél-lules normals metabolitzen la glucosa a

piruvat, el qual es transforma a Acetil-CoA per a entrar a la cadena respiratoria mitocondrial. Quan la

concentracié d’oxigen és limitant, el piruvat es metabolitza a lactat en el citosol. Les cél-lules canceroses

principalment oxiden el piruvat a lactat, independentment de la preséncia d’oxigen (efecte Warburg). Figura

adaptada de (Zhang et al., 2015).
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Tot i aixo, el percentatge d’ATP produit per la glicolisi pot arribar a superar el de la
respiracié mitocondrial (DeBerardinis et al.,, 2008). La produccié glicolitica d’ATP té lloc
a una velocitat 100 vegades superior respecte de I'oxidacié mitocondrial i, per tant,
supera la velocitat d’oxidacié del piruvat, de manera que les cél-lules han d’eliminar
aquest piruvat utilitzant una altra via que tingui un alt flux, és a dir, a través de la
conversié a lactat. L'augment d’aquesta via confereix a les cél-lules tumorals una série
d’avantatges proliferatius. En les primeres etapes del procés de carcinogénesi, els cancers
sén avasculars, per tant, la primera limitacié a la que es veuen sotmeses les cél-lules
neopldasiques és una concentracié baixa d’oxigen. S’ha proposat que la glicolisi sorgeix
com una adaptacié a les restriccions ambientals inicials (hipoxia) durant el procés de la
carcinogénesi per obtenir ATP en abséncia d’oxigen (Gatenby and Gillies, 2004). A partir
de models de difusié i estudis empirics s’ha observat que la pressié d’oxigen disminueix
més rapid que els nivells de glucosa al recérrer la mateixa distancia des dels vasos

sanguinis fins a les cél-lules tumorals (Gatenby and Gillies, 2004) (Figura 5).

Figura 5. Carcinoma ductal in situ. Mostra d’una bidpsia tenyida amb hematoxilina/ eosina. Els vasos
sanguinis (blau) es localitzen a I'estroma (S) envoltant el tumor (T). Perd el tumor per se és avascular i esta
envoltat per la lamina basal (B). El centre del tumor és necrotic (N). Figura extreta de (Gatenby and Gillies,
2004).

Els mateixos autors van suggerir que la hipoxia és el factor ambiental que afavoreix el

canvi cap al fenotip glicolitic. Com a conseqiéncia d’aquest increment de la glicolisi, té
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lloc I'acidificacié del microambient, deguda a la produccié de lactat, la qual facilita la
invasié tumoral per mitja de la destruccié de les cél-lules normals adjacents, I'alliberacio,
per part dels fibroblasts i macréfags, d’enzims proteolitics que degraden la matriu
extracellular facilitant aixi la invasid, la metastasi i 'estimulacié de I'angiogénesi per la
secrecié de factors com VEGF (Gillies et al., 2008; Montcourrier et al., 1997; Rozhin et
al., 1994). També s’ha descrit que el lactat produit per les cél-lules hipoxiques d’un tumor
pot ser utilitzat com a substrat energétic per les cél-lules aerdbiques que I'envolten més
properes als vasos sanguinis. Per tant, utilitzant el lactat com a font d’energiaq, les cél-lules
no consumeixen la glucosa i per tant augmenta la seva disponibilitat per les cél-lules

hipoxiques del tumor (Semenza, 2008).

El fenotip glicolitic déna a la céllula la capacitat de captar quantitats de glucosa un ordre
de magnitud superior respecte de la célllula normal, a causa de I'augment de
transportadors de glucosa. Estudis recents suggereixen que el major avantatge de I'efecte
Woarburg no és la generacié d’ATP a través de la glicolisi, sind que la generacié de
diversos metabdlits intermediaris, a través de la degradacié de la glucosa, que poden
actuar com a precursors per diferents vies anabdliques com la PPP i la sintesi de serina.
Aquestes vies sintetitzen les biomolécules essencials, com ara acids nucleics, proteines i
lipids, necessaries per duplicar els components cellulars durant la divisié. A més, la
reduccié de I'entrada del piruvat al mitocondri fa que disminueixin els nivells de ROS i
per tant 'apoptosi (Vander Heiden et al., 2009; Liberti and Locasale, 2016; Moreno-
Sdnchez et al., 2007). Aquest avantatge es déna per I'activacié d’oncogens que estimulen
expressié d’enzims glicolitics que permeten obtenir un elevat flux d’oxidacié de la
glucosa a lactat (Levine and Puzio-Kuter, 2010; Tarrado-Castellarnau et al., 2016; Yu et
al., 2015). Els diferents oncogens que activen la glicdlisi s’explicaran en un dels segients

apartats.
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2.2 El metabolisme glicolitic del cancer com una perspectiva

terapéutica

Donat que les cél-lules tumorals depenen principalment de la glucosa per obtenir
energia, actualment molts estudis es centren en el desenvolupament d’agents terapéutics
contra diferents enzims glicolitics o transportadors de productes de la glicolisi. A
continuacié es presenten els diferents enzims glicolitics o relacionats amb aquesta via que
estan sobreexpressats en tumors. Actualment, existeixen diferents compostos en assajos

pre-clinics i clinics amb potencial Us médic (Yu et al., 2015).

2.2.1 Transportadors de glucosa (GLUTs)

Els transportadors de glucosa (GLUTs) permeten el pas d’aquest metabolit a través
de la membrana cel-lular. Les cél-lules tumorals presenten un increment del transport de
glucosa que s’ha associat a un augment de I'expressié de GLUT (Macheda et al., 2005).
Existeixen diferents isoformes de GLUT (GLUT1-4) amb propietats cinétiques diferents.
GLUT1 té una alta afinitat per la glucosa (Medina and Owen, 2002) i la transcripcié del
gen de GLUT1 esta regulat per HIF-1 (Chen et al., 2001), c-myc (Osthus et al., 2000) i
Akt (Kroemer and Pouyssegur, 2008; Rathmell et al., 2003). Tant GLUT1 com GLUT3 s’han
trobat sobreexpressats en diferents tipus de tumors com pulmé, ovari, mama i colon (Baer
et al., 1997; Cantuaria et al., 2001; Haber et al., 1998; Kang et al., 2002; Ogawa et
al.,, 1997; Younes et al.,, 1997). La sobreexpressié d’aquests transportadors de glucosa
en diferents tipus de tumors s'utilitza com a indicador de baixa supervivéncia (Ayala et

al.,, 2010; Fenske et al., 2009; Kim et al., 2002; Macheda et al., 2005).

2.2.2 Hexoquinasa Il (HK-II)

L’hexoquinasa Il (HK-Il) és un membre de la familia d’enzims HK que catalitza la
primera reaccié de la glicolisi, en la qual la glucosa es fosforila a glucosa-6-fosfat (Glu-
6-P) de manera que aquesta no pot sortir del citoplasma cellular, esdevenint un punt clau
del control del flux glicolitic. S’ha observat que I'enzim HK es troba sobreexpressat en

cél-lules tumorals-Il (Lyshchik et al., 2007; Mathupala et al., 1997; Palmieri et al., 2009;
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Peng et al., 2008; Rempel et al., 1996; Rho et al., 2007) i que promou el creixement
tumoral i metastasi regulant la produccié de lactat en cél-lules de cancer de pancrees
(Anderson et al., 2014). El gen codificant per la HK-Il esta regulat per HIF (Rankin and
Giaccia, 2008). L'HK-Il pot unir-se a la membrana mitocondrial externa a través de la
interaccié entre 15 aminodcids hidrofébics de la regié amino-terminal amb el canal
d’anions dependent de voltatge (Pastorino et al., 2002). Aquesta unié permet que I'HK-II
sigui menys sensible a la inhibicié per la Glu-6-P (Pedersen, 2007) i té més facil accés a
I’ATP, generat als mitocondris mitjancant fosforilacié oxidativa, per canalitzar-lo cap a la
fosforilacié d’hexoses (Arora and Pedersen, 1988; Bessman and Fonyo, 1966) contribuint
aixi al fenotip glicolitic alhora que bloqueja I'alliberament del citocrom ¢, protegint a la

céllula de 'apoptosi (Majewski et al., 2004).

2.2.3 Piruvat quinasa (PK)

La piruvat quinasa (PK) és un enzim clau que catalitza un pas limitant de la glicolisis,
la desfosforilacié del fosfoenolpiruvat (PEP) a piruvat per produir ATP. La PK de muscul
(PKM) és un dels enzims clau de I'efecte Warburg i del metabolisme tumoral. Les isoformes
PKM1 i PKM2 sén produides per splicing alternativ del gen PKM. La isoforma PKM1 és
constitutivament activa i s’expressa en teixits diferenciats com muscul i cervell. En canvi, la
isoforma PKM2 s’expressa en teixits que tenen funcions anabdliques, incloent cél-lules
proliferants i canceroses. En la majoria de céllules canceroses, PKM2 es troba
sobreexpressada i per tant pot ser considerada com una diana terapéutica contra el
cancer. La PKM2 es caracteritza per tenir una menor afinitat pel PEP (Schering et al.,
1982) i el seu principal activador allostéric és la fructosa-1,6-bisfosfat (Fru-1,6-P2)
(Dombrauckas et al., 2005; Jurica et al., 1998). A més, 'aminodcid serina és un regulador
positiu de la PKM2. L'activitat de la PKM2 també es regula per modificacions post-
traduccionals com fosforilacid, acetilacié i oxidacié. La disminucié de I'activitat de la PKM2
al citoplasma facilita I'acumulacié d’intermediaris glicolitics i la seva entrada a vies
anaboliques com la sintesi de glicerol i la PPP, la qual produeix NADPH per inhibir la

produccié de ROS i estd involucrada en la sintesi de nucledtids (Dong et al., 2016).
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2.2.4 Fosfofructoquinasa-1 (PFK-1)

La fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) catalitza la fosforilacié de la Fru-6-P a Fru-1,6-
P2, consumint ATP. Aquesta reaccié és un pas limitant de la via glicolitica ja que és una
reaccid irreversible i, a més a més, el producte d’aquesta activa la HK i la PK que, com
hem comentat, catalitzen la conversié de la glucosa a Glu-6-P i la del PEP a piruvat,
respectivament, que sén passos que controlen el flux glicolitic. Per tant, la PFK-1 és de
gran importancia en la regulacié de la glicolisi en resposta a la transformacié tumoral. La
PFK-1 és un enzim multimodulat ja que la seva activitat estd regulada de manera
al-lostérica per dos substrats de la reaccié, 'ATP i la Fru-6-P. LATP actua com a efector
al-lostéric negatiu, mentre que la Fru-6-P allibera I'enzim d’aquesta inhibicié per I'ATP. La
PFK-1 també esta regulada per altres efectors negatius com el citrat, glicerol-3-P i la
concentracié de protons i per efectors positius com I'’AMP que reforcen I'accié dels
substrats. Pero, I'activador al-lostéric més potent de la PFK-1 és la fructosa-2,6-bisfosfat
(Fru-2,6-P2) (Hers and Van Schaftingen, 1982; Rider and Bartrons, 2010). La regulacié

de la PFK-1 per la Fru-2,6-P2 es tractard més endavant.

Les cél-lules tumorals expressen majoritariament la forma L de la PFK-1 (PFK-1L) que es
caracteritza per presentar una activitat més alta, ser menys sensible a la inhibicié per ATP
i citrat i ser més sensible a I'activacié per Fru-2,6-P2 (Colomer et al., 1987; Vora et al.,
1985). A més a més, la PFK-1L esta induida per HIF (Marin-Herndndez et al., 2009).
L'activitat de la PFK-1 esta incrementada en linies cel:lulars transformades i en cél-lules
tumorals i també pot activar-se per sobreexpressié dels oncogens RAS i SRC (Bosca et al.,

1985; Hennipman et al., 1988; Kole et al., 1991).

2.2.5 Lactat deshidrogenasa (LDH)

La lactat deshidrogenasa (LDH) catalitza I'Gltim pas de la glicolisi, el qual redueix
el piruvat a lactat. La LDH és un tetramer format per dues subunitats, la subunitat LDH-H,
que es codificada pel gen LDH-B i s’expressa de forma ubiqua en teixits sans, i la subunitat
LDH-M, codificada pel gen LDH-A, el qual és diana de HIF-1. La LDH-M presenta una

major Km pel piruvat i una major Vmax per la reduccié del piruvat comparat amb la LDH-
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H (Markert et al., 1975), per tant, juga un paper important en el manteniment de I'elevat

flux glicolitic de les cél-lules canceroses.

2.2.6 6-fosfofructoquinasa-2/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2)

L'enzim  6-fosfofructoquinasa-2/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2)
catalitza la sintesi de la Fru-2,6-P2 a partir de Fru-6-P. Com ja s’ha comentat, la Fru-2,6-
P2 és un regulador important de la glicolisi, ja que activa al-lostéricament a la PFK-1, que
és un dels enzims clau en la regulacié d’aquesta via. Tant el paper d’aquest enzim com la

seva regulacié es tractaran amb més profunditat en un dels segients apartats.

2.3 Oncogens, gens supressors de tumors i vies de senyalitzacié

implicades en la reprogramacié metabolica

La reprogramacié metabodlica de les cél-lules tumorals és el resultat d’alteracions
de vies de senyalitzacié intracel-lulars degudes a mutacions en oncogens i gens supressors
de tumors. De fet, en molts cancers I'activacié d’oncogens o la inhibicié de gens supressors
per aquestes mutacions és el que determina el fenotip metabdlic del tumor proporcionant
un avantatge a les cél-lules tumorals sobre les cél-lules normals (Levine and Puzio-Kuter,
2010; Tarrado-Castellarnau et al., 2016; Yu et al.,, 2015). A continuacié s’explica el
paper de diferents oncogens, gens supressors de tumors i vies de senyalitzacié implicades

en la reprogramacié metabédlica.

2.3.1 HIF-1a

Un dels punts claus per entendre el fenotip glicolitic és el factor de transcripcié HIF-
1a (Courtnay et al., 2015; Semenza, 2002, 2008). Els nivells de la proteina HIF-1a s’han
trobat augmentats en la majoria de cancers humans (Zhong et al., 1999) i, en bidpsies de
tumors primaris, els nivells elevats d’HIF-1a s’han associat amb un increment del risc de
mortalitat (Semenza, 2010). Com s’ha explicat anteriorment, durant el procés de la

carcinogénesi arriba un moment en qué les cél-lules que estan creixent a I'epiteli superen
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el limit de difusié d’oxigen i passen a estar en un ambient hipoxic. S’ha proposat que és
en aquest moment en el que les cél-lules inicien el canvi cap al fenotip glicolitic (Abbey et
al., 2006). Durant el creixement desorganitzat de les cél-lules (displdasia) es produeix una
hipoxia intermitent que afavoreix I'estabilitzacié de HIF-1 (Dewhirst, 2007; Martinive et
al.,, 2006). Mitjancant l'activacié transcripcional dels seus gens diana, HIF actuaria
afavorint aquelles cél-lules menys dependents de I'oxigen i amb un fenotip més glicolitic.
Aquestes cél-lules de glicdlisi incrementada produirien un increment de I'acid lactic
intersticial causant acidosi. Aquests dos fendmens, hipdxia i acidosi podrien causar la mort
cel-lular per necrosi o apoptosi de les cél-lules no transformades, afavorint encara més la
proliferacié de les cél-lules amb un fenotip més resistent al pH baix. També s’ha descrit
que 'acidificacié del microambient tumoral facilita la invasié del tumor per la degradacié
acida de la matriu extracellular, de manera que les cél-lules que adquireixen motilitat
poden superar la membrana basal i accedir aixi als vasos sanguinis i limfatics formats de

nou pel procés de I'angiogénesi (Smallbone et al., 2005).

El factor HIF-1a indueix gens que participen en I'angiogénesi, el transport d’oxigen, la
glicolisi, la captacié de glucosa, la senyalitzacié per factors de creixement, I'apoptosi, la
invasié i la metastasi (Arias et al., 2000; Dayan et al., 2006; Lépez-Barneo et al., 2001;
Mezquita et al., 1998; Pouysségur et al.,, 2006; Semenza, 2002, 2008). Aquest factor
contribueix a I'augment de la glicolisi en els tumors a través de l'activacié directa de
GLUT1, HK-Il, PDK1, PKM2 (Denko, 2008). Per exemple, HIF-1 bloqueja el TCA i la
respiracié mitocondrial a través de la induccié de la PDK1, que inhibeix, per fosforilacid,
I'activitat de la piruvat deshidrogenasa (PDH). D’aquesta manera, es limita el piruvat que
entra al TCA, fent que les cél:lules hipoxiques acumulin aquest metabolit que convertiran
a lactat amb I'activitat de la LDH-A, regenerant aixi el NAD* necessari per la glicolisi
d’aquestes cél-lules (Kim et al., 2006a; Papandreou et al., 2006). Al inhibir-se el complex
de la PDH no només es frena la respiracié mitocondrial siné que també disminueix la
produccié mitocondrial de ROS en aquestes céllules hipoxiques, estimulant la
supervivéncia cellular (Cairns et al., 2006; Kim et al., 2006qa; Papandreou et al., 2006).
També s’ha demostrat que HIF-Ta regula PFKFB3, una de les isoformes del gen PFKFB
que codifiquen per la familia d’isoenzims de PFK-2/FBPasa-2, en condicions d’hipoxia

(Obach et al., 2004).
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2.3.2 AMPK

La quinasa activada per AMP (AMPK) és un important sensor energétic cel-lular que
detecta el balang entre la produccié i consum d’ATP (Oakhill et al., 2011). Aquesta
quinasa s’activa al incrementar la ratio AMP/ATP, com succeeix quan el subministrament
de nutrients és limitat, en condicions d’hipoxia o mitjancant altres quinases (Liang et al.,
2007). Un cop activada, AMPK fosforila a proteines que participen en la parada del
cicle cel'lular (DeFeo-Jones et al., 2005) i en el control del metabolisme energétic (Hardie,
2011). A més a més, s’ha descrit que en situacions d’hipdxia, AMPK fosforila a I'isoenzim
PFKFB3, incrementant els nivells del metabdlit Fru-2,6-P2 i, per tant, activant la via
glicolitica (Marsin et al., 2002). També s’ha demostrat que AMPK fosforila a PFKFB3 per
dirigir el metabolisme cel-lular cap a la glicolisi, augmentant la supervivéncia de les

cél-lules durant la mitosi (Doménech et al., 2015).

2.3.3 Via de PI3K/Akt/mTOR

La via de PI3K/Akt/mTOR normalment es troba hiperactivada en tumors i és la
principal via de senyalitzacié implicada en el desenvolupament i progressié del cancer ja
que regula la proliferacié cel-lular, el creixement, la supervivéncia i la reprogramacié
metabdlica (Thorpe et al., 2015). Akt és una serina/treonina quinasa que promou el
creixement del cancer, activa la glicolisi i permet que les cél-lules tumorals depenguin de
la glicolisi per sobreviure (Elstrom et al., 2004). Akt regula la glicolisi induint I'expressié
de HK-Il (Zhuo et al., 2015) i de GLUT1 (Barthel et al., 1999). També, Akt fosforila i
inactiva a TSC2, un regulador negatiu de mTOR, i indueix la fosforilacié i activacié d’un
dels isoenzims de PFK-2-FBPasa-2 (Deprez et al., 1997; Pozuelo Rubio et al.,, 2003). A
més, Akt activa la sintesi de la proteina HIF-1a per la via de PI3K/AKT/mTOR en
condicions normals de pressié parcial d’oxigen (Gordan and Simon, 2007; Semenza,

2003) i de PKM2 (Sun et al., 2011).

Els factors de transcripcié FOXO (Forkhead box O) també sén dianes d’Akt i regulen vies
del cicle cel-lular, el creixement, la reparacié del DNA, la supervivéncia, I'apoptosi, el
metabolisme, la diferenciacié cel-lular i la resisténcia a I'estrés oxidatiu (Greer and Brunet,

2005; Waqtroba et al,, 2012). Molts cdancers presenten hiperactivacié de la via de
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PIBK/Akt a causa de la inactivacié de les proteines FOXO fet que els fa considerar com

a supressors de tumors (Altomare and Testa, 2005; Wang et al., 2014).

La fosfatasa PTEN és un regulador negativ de la PI3K. S’ha descrit que la pérdua de
PTEN sovint facilita la progressié tumoral i afavoreix la susceptibilitat al cancer (Li et al.,,
1997), és per aixd que incrementar PTEN podria ser una bona diana terapéutica pel
cancer. Recentment, s’ha vist que I'augment de PTEN en cél-lules MEFs (Mouse Embryonic
Fibroblasts) (provinents de ratolins super-PTEN mutants) déna un canvi metabolic que
caracteristiques de les cél-lules canceroses. Concretament, aquests autors assenyalen que
I'increment de PTEN de les cél-lules MEFs provoca una disminucié de PFKFB3 i glutaminasa

a través de promoure I'activitat APC/C-Cdh1 (Garcia-Cao et al., 2012).

2.3.4 p53

En la transformacié oncogénica també hi participa la inactivacié del gen supressor
de tumors TP53 (Bensaad and Vousden, 2007). Aquest gen codifica per la proteina p53
que indueix la parada del cicle cel-lular i la mort cellular en resposta a dany en el DNA,
contribuint a I'estabilitat gendmica, perd també, té un paper important en la induccié la
fosforilacié oxidativa mitocondrial i la inhibicié de la glicdlisi (Liang et al., 2013). p53
bloqueja la glicolisi inhibint I'expressié dels transportadors de glucosa (Schwartzenberg-
Bar-Yoseph et al., 2004), induint la degradacié de la fosfoglicerat mutasa, induint a PTEN,
regulador negatiu de PI3K, i activant a AMPK i TSC2, reguladors negatius de mTOR (Feng
et al., 2007). També inhibeix la glicolisi a través de TIGAR (TP53-induced glycolysis and
apoptosis regulator), ja que aquest enzim disminueix la concentracié de Fru-2,6-P2
redirigint 'oxidacié de glucosa cap a la via de les pentoses fosfat, fet que permet la
generacié de NADPH i, en conseqiéncia, incrementa el glutatié reduit (GSH), el qual és
un substrat necessari per la reconversié dels ROS (Bensaad et al.,, 2006). Un altre gen
diana de p53 és PFKFB3. p53 indueix la biosintesi de nucleotids en resposta al dany al
DNA bloquejant I'expressié de PFKFB3 que augmenta el flux de la glucosa a través de
la via de les pentoses fosfat per augmentar la produccié de nucledtids (Franklin et al.,

2016). Per tant, p53 optimitza el seu control sobre la glicolisi i la PPP inhibint a PFKFB3 i
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induint 'expressié de TIGAR en resposta estrés. S’ha descrit que en tumors la proteina
p53 sovint es troba mutada donant lloc a una pérdua o canvi de la seva activitat que
provoca la induccié de la proliferacié de les céllules tumorals (Ciriello et al., 2013;

Vousden and Lu, 2002).

2.3.5 MYC

El producte del gen MYC és un factor de transcripcié multifuncional ja que regula
la proliferacié cellular, la progressié del cicle cel'lular, el creixement, metabolisme,
apoptosi, diferenciacié i les respostes a estrés a través de la regulacié transcripcional
dels seus gens diana (Gabay et al., 2014; Meyer and Penn, 2008). L'expressié del gen
MYC es troba alterada en molts cancers ja sigui per translocacié cromosémica o
amplificacié genética. A més, 'estabilitat de la seva proteina i del seu mRNA pot estar
també alterada, induint la tumorogénesi a través de la proliferacié cellular
descontrolada, inhibicié de la diferenciacié cel-lular, adaptacié metabdlica, angiogénesi,
reduccié de I'adhesié cellular i la inestabilitat gendmica (Adhikary and Eilers, 2005;
Gabay et al.,, 2014; Meyer and Penn, 2008; Wahlstrom and Henriksson, 2015). S’ha
descrit que MYC incrementa la captacié de glucosa per activacié de GLUT1 i la glicolisi
a través de l'activacié de gens glicolitics com HK-1l, GAPDH, ENO1 i PK, entre d’altres
(Dang et al., 2006, 2008; Osthus et al., 2000; Valera et al., 1995). A més, s’ha observat
que c-MYC indueix la produccié de lactat augmentant I'expressié del gen LDH-A i el
transportador de lactat MCT1 (Adhikary and Eilers, 2005; Gordan et al., 2007; Rimpi
and Nilsson, 2007). La majoria d’enzims glicolitics presenten seqiéncies consens
conservades per a MYC (E-boxes) (5’-CACGTG-3’) en els seus promotors (Dang et al.,
2009).

Per altra banda, MYC indueix I'expressié dels transportadors de glutamina (ASCT2 i
SLC7A25) i la glutaminasa mitocondrial permetent que la glutamina s’incorpori al TCA en
forma de glutamat o a—cetoglutarat (Dang et al., 2009; Liuv et al., 2012). D’aquesta
manera, les cél-lules poden utilitzar la glutamina com a substrat, que pot acabar donant
lloc a lactat o bé utilitzar-se per la sintesi de molécules com nucledtids, aminodcids, dacids

grassos o glutatié (Wise et al., 2008). També, s’ha vist que MYC activa la biosintesi de

32



Introduccid

nucleotids induint gens implicats en el seu metabolisme (Bello-Fernandez et al.,, 1993;
Dang et al., 2006; Liu et al., 2008; Rimpi and Nilsson, 2007) com també redirigeix el flux
glicolitic cap a la sintesi de serina i glicina a partir de 3-fosfoglicerat (Vazquez et al.,
2011). MYC s’ha descrit com una de les dianes de RAS (Kole et al., 1991), el qual s’ha
vist que incrementa el transport de glucosa i la glicolisi en cél-lules transformades (Dang

and Semenza, 1999; Mazurek, 2011; Shaw and Cantley, 2006).

2.3.6 RAS

RAS és un dels altres oncogens que es troba freqientment mutat en cancer. Les
proteines RAS sén codificades per tres isoformes, H-RAS, K-RAS i N-RAS. Aquestes
proteines sén GTPases que regulen vies responsables de la proliferacié i supervivéncia
cel-lular. Mutacions en la isoforma K-RAS sén les més frequents (Prior et al., 2012). S’ha
vist que, mutacions en I'oncogén RAS augmenten I'expressié de GLUT1, la captacié de
glucosa, la glicolisi i la produccié de lactat (Yun et al., 2009). Per exemple, s’ha vist que
K-RAS activa mTOR a través de la via PI3K/Akt/mTOR estimulant la glicdlisi a través de
la induccié de HIF (Divel et al., 2010).
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3. PFKFB3: un gen clau

3.1 Paper de I'’enzim PFK-2/FBPasa-2 en el metabolisme de les

cél-lules canceroses

L'enzim PFK-2/FBPasa-2 té un paper molt important en el metabolisme de les
cél-lules canceroses ja que és el responsable de la sintesi i degradacié de la Fru-2,6-P2,
metabolit regulador de la glicolisi. La Fru-2,6-P2 va ser descoberta a principis dels anys
vuitanta pel grup del professor Henry G Hers, mentre aquest estudiava I'accié del glucagé
en la gluconeogénesi hepatica. Aquest metabdlit és I'activador al-lostéric més potent de
la PFK-1, el qual catalitza la fosforilacié de la Fru-6-P a Fru-1,6-P2 en preséncia d’ATP,
que es converteix a ADP, i és considerat un dels enzims reguladors de la via glicolitica

(Hers and Van Schaftingen, 1982; Rider and Bartrons, 2010).

Els primers estudis que es van fer per esbrinar el paper de la Fru-2,6-P2 van mostrar que
té una doble funcid, incrementa I'afinitat de la PFK-1 per la Fru-6-P alhora que allibera
a I'enzim de la inhibicié per I’ATP. També incrementa I'afinitat de la PFK-1 per ’AMP, un
efector allostéric positiu, que al seu torn inhibeix la fructos-1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1),
la qual catalitza el pas de Fru-1,6-P2 a Fru-6-P (Pilkis et al., 1995; Van Schaftingen,
1987). D’aquesta manera, les variacions en la concentracié d’aquest metabolit regulen
I'activitat de la PFK-1 en tots els teixits i, de forma indirecta, modulen la intensitat i la
direccié de la glicolisi i la gluconeogénesi a través del control de la PFK-1 i la FBPasa-1.
Aquest metabolit es va descobrir en fetge de rata, perd des de llavors s’ha trobat en
totes les espécies eucariotes estudiades (Rider and Bartrons, 2010). Generalment, la
concentracié de Fru-2,6-P2 en cél-lules tumorals és clarament superior a les que es troben
en les cél-lules normals (Colomer et al., 1987; Riera et al., 2002) i s’han dut a terme molts
estudis per investigar el paper de la Fru-2,6-P2 en la regulacié del flux glicolitic en

diferents condicions experimentals en qué s’estimula la proliferacié cellular.

Tal i com s’acaba de comentar, la Fru-2,6-P2 és sintetitzada per I'enzim PFK-2 /FBPasa-2

(EC 2.7.1.105/ EC 3.1.3.46) a partir de Fru-6-P i ATP. Per tant, el balang entre I'activitat
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6-fosfoructoquinasa-2 (PFK-2), que sintetitza la Fru-2,6-P2, i I'activitat fructosa-2,6-
bisfosfatasa (FBPasa-2), que la degrada, és el que determina la concentracié d’aquest
metabdlit (Okar et al., 2001; Pilkis et al.,, 1995; Rider et al.,, 2004; Van Schaftingen,
1987).

La PFK-2/FBPasa-2 és un enzim homodiméric bifuncional de 110 KDa format per dues
subunitats de 55 KDa cadascuna. Cada mondomer presenta les dues activitats en la
mateixa cadena polipeptidica, on el domini quinasa es troba a I'extrem N-terminal de la
proteina i el domini bisfosfatasa al C-terminal (Figura 6) (El-Maghrabi et al., 1982; Kim
et al.,, 2006b; Okar et al., 2001; Pilkis et al., 1995; Rider and Bartrons, 2010; Rider et
al.,, 2004).

[ f Q)
Domini Figura 6. Estructura
quinasa

K ] \ o) tridimensional del dimer PFK-
fou & 2/FBPasa-2 de I'isoenzim ubic
(PFKFB3). El domini quinasa es
representa de color lila i on es
troba unit 'ADP correspon al
centre  catalitic.  El  domini

Domini )
bisfosfatasa és de color blau i al

bisfosfatasa o
centre catalitic s’hi representa la

Fructosa-6-P (Kim et al., 2006b).

Monomer

Homodimer

Els aminodcids localitzats a prop dels extrems N-terminal i C-terminal de la proteina sén
residus fosforilables i, per tant, responsables de part de la seva regulacié post-
traduccional. Aquesta proteina deriva de la fusié de dos gens que expressen un domini
quinasa, evolutivament relacionat amb la familia de proteines que enllacen
mononucledtids, com I'adenilat ciclasa, i un domini bisfosfatasa, relacionat amb la familia
de les fosfoglicerat mutases i fosfatases dacides (Okar et al.,, 2001). Els dos mondmers
interaccionen per diversos contactes proteina-proteina entre els dominis quinasa de

cadascun mentre que els dominis bisfosfatasa tenen molt poques interaccions entre ells
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(Okar et al.,, 2001). En llevats, en canvi, les activitats PFK-2 i FBPasa es localitzen en

proteines diferents (Kretschmer and Fraenkel, 1991; Kretschmer et al., 1987).

Les propietats d’aquest enzim bifuncional van ser descrites per primera vegada en fetge,
d’on es purificd per primer cop. Es va constatar que I'activitat PFK-2 es troba activada
per Fru-6-P i inhibida per citrat, PEP i sn-glicerol-3-fosfat (Glicerol-3-P), a concentracions
fisiologiques d'aquests metabolits a I'hepatodcit. L'activitat bisfosfatasa, en canvi, és
estimulada per Glicerol-3-P i nucledsids trifosfats i esta inhibida per la Fru-6-P (Bartrons

et al.,, 1983; Rousseau and Hue, 1993) (Figura 7).

Glucosa

Lno
Glu-6-P

I

Fru-6-P
Citrat

Glicerol-3-P PEK-2/EBP 2 ‘.‘-_‘Glicerol-3-P
PFK-1 , ¥ =7 -2/FBPasa- + P FBPasa-1

FI‘U-] ,6-P2

PEP
[P
Piruvat

1] toH

Lactat

Figura 7. Activitat de la PFK-2/FBPasa-2. En condicions d’elevada activitat bisfosfatasa la concentracié de
Fru-2,6-P2 disminueix facilitant aixi el pas de Fru-1,6-P2 a Fru-6-P. En canvi, quan l'activitat quinasa és la
predominant, la concentracié de Fru-2,6-P2 augmenta i activa allostéricament I'enzim PFK-1 i,

consequentment, incrementa el flux glicolitic.
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La importancia que té la Fru-2,6-P2 en el control del metabolisme dels glicids no és igual
en tots els teixits, ja que la concentracié d’aquest metabolit depén de I'activitat relativa
de I'enzim PFK-2/FBPasa-2 en tots ells. Mentre que la relacié entre la concentracié de
Fru-2,6-P2 i la regulacié del flux glicolitic i gluconeogénic al fetge és molt evident, en
teixits com el miscul esquelétic, el testicle o el cervell aquest metabolit passa a tenir un
paper permissiu per mantenir la PFK-1 activa tot i la preséncia d’inhibidors al-lostérics
(ATP). Aixo és degut a que el paper de la Fru-2,6-P2 esta directament relacionat amb la
importancia de I'enzim PFK-1, fent que en teixits on la glicdlisi és la principal font
d’energia, com el cervell, la funcié d’aquest metabolit estd limitada a mantenir la via
permanentment activa (Hue and Rider, 1987; Okar et al.,, 2001; Pilkis et al., 1988q;
Rider and Bartrons, 2010; Ventura et al., 1991).

El grau de complexitat que representa la regulacié dels nivells de Fru-2,6-P2 en cada
teixit i condicié fisiologica, tenint en compte les diferents necessitats energétiques que
aquests o els diferents tipus cellulars de I'organisme requereixen, expliquen I'existéncia
de diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2 amb capacitat per respondre de forma
eficient a les diferents demandes bioenergétiques en cada moment. Mitjangant estudis on
es comparaven les propietats enzimatiques de la PFK-2/FBPasa-2 de fetge amb les
caracteristiques dels enzims aillats d’altres teixits, com cor i miscul, es va evidenciar
I'existéncia de diferents isoenzims amb especificitat tissular (el-Maghrabi et al., 1986;

Okar et al., 2001; Rider and Hue, 1985).

3.2 Isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2

Des de la descoberta de I'isoenzim de PFK-2/FBPasa-2 de fetge de rata, s’han
descrit més isoenzims localitzats inicialment a miscul esquelétic (Darville et al., 1989), cor
(Darville et al,, 1991), cervell (Manzano et al.,, 1998; Ventura et al, 1992, 1995;
Watanabe et al., 1994), testicle (Manzano et al., 1999; Sakata et al., 1991), aixi com
un isoenzim fetal clonat a partir de céllules FTO2B d’hepatoma de rata similar a les

isoformes de fetge i muscul (Rider et al., 2004). També s’ha identificat un nou isoenzim de
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cor que, respecte al identificat anteriorment, només difereix en I'extrem C-terminal (Vidal

et al.,, 1993).

Aquests isoenzims sén el resultat de I'expressié de quatre gens (PFKFB1-PFKFB4) (Okar et
al.,, 2001). El gen PFKFB1 codifica pels isoenzims identificats originariament a fetge,
muscul i la isoforma fetal (F-type). El gen PFKFB2 codifica per I'isoenzim identificat a cor i
ronyé. El gen PFKFB3 codifica pels isoenzims trobats inicialment a cervell, placenta i teixit
adipés i és el més abundant a les cél-lules proliferants i canceroses. Finalment, el gen
PFKFB4 codifica per I'isoenzim de testicle, tot i que també s’ha identificat en diverses linies

tumorals (Minchenko et al., 2005a) (Taula 1).

Els diferents isoenzims estan altament conservats en el seu centre catalitic (85%), perod
presenten diferéncies en les seves activitats enzimatiques, és a dir, en la seva relacié
quinasa:bisfosfatasa, i en la resposta a diferents senyals que els regulen. Aquestes
diferencies sén degudes majoritariament a diferencies en els seus dominis reguladors dels
extrems N- i C-terminals que podrien conferir variacions estructurals a la proteina (Okar
et al., 2001). A més, petites diferéncies en la sequéncia dels dominis catalitics que
constitueixen els residus secundaris que envolten els centres actius també contribueixen a
les diferéncies cinétiques (Cavalier et al., 201 2). Els isoenzims codificats pels gens PFFKB1,
PFKFB2 i PFKFB4 mostren una relacié quinasa:bisfosfatasa molt similar, mentre que el
producte del gen PFKFB3 presenta una relacié quinasa:bisfosfatasa molt superior (al
voltant de 700) (Sakakibara et al., 1997), fent que la concentracié de Fru-2,6-P2 resultant
sigui alta, activant aixi I'enzim PFK-1 i, conseqiientment, la via glicolitica. A causa de
I'elevada activitat quinasa que presenta I'isoenzim PFKFB3, s’ha suggerit com I'isoenzim
que majoritariament contribueix a I'elevada activitat glicolitica de les cél-lules tumorals
(Yalcin et al.,, 2009). La baixa activitat bisfosfatasa de PFKFB3, la qual és un ordre de
magnitud menys que la dels altres isoenzims, és degut a la preséncia d’un residu de serina
a la posicié 302 (Ser302) en comtes d’una arginina, que si que estd conservat en els altres

isoenzims (Cavalier et al., 2012; Kim et al., 2006b).

Els diferents isoenzims PFK-2/FBPasa-2 es troben regulats per modificacions post-
traduccionals que modulen les seves activitats quinasa/bisfosfatasa. Aquest mecanisme

de regulacié fa que la produccié de Fru-2,6-P2 es trobi sota el control de vies de
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senyalitzacié cellular i facilita la regulacié de 'activitat glicolitica en resposta a estimuls
extracellulars com hormones o factors de creixement. Per tant, aquest metabolit juga un

paper important en I'adaptacié cellular a canvis del microambient o de I'estat metabolic.

De les tres isoformes del gen PFKFB1, Unicament la isoforma de fetge es fosforila a la
Ser32 per mitjad de la proteina quinasa dependent d’AMP ciclic (PKA) en resposta a
glucagéd. Aquesta fosforilacié a I'extrem N-terminal de la proteina déna un canvi
conformacional en el dimer (Okar et al., 2001), disminuint aixi l'activitat quinasa i
augmentant la bisfosfatasa (Bartrons et al., 1983; Stewart et al., 1986). Aixd comporta
la disminucié del flux glicolitic i I'increment de la gluconeogénesi en les cél-lules del fetge
(Bartrons et al., 1983). L’efecte contrari es déna quan I'enzim és desfosforilat en resposta

a insulina (Nishimura et al., 1994; Pilkis et al., 1988b).

A diferencia de I'isoenzim PFKFB1, la fosforilacié de l'isoenzim PFKFB2 déna lloc a un
augment de l'activitat PFK-2. Aquest isoenzim presenta dos residus de serina, Ser466 i
Ser483, que es poden fosforilar a I'extrem C-terminal del seu domini regulador en
resposta a insulina i adrenalina per les quinases Akt, coneguda també com proteina
quinasa B (PKB), i PKA, respectivament, estimulant la glicolisi (Deprez et al.,, 2000;
Narabayashi et al., 1985; Rider et al., 1992). PFKFB2 també és substrat de PKC, la qual
fosforila les serines 84, 466 i 475 (Rider and Hue, 1992) i la Thr476 (Kitamura et al.,
1988), malgrat que el paper fisioldgic d’aquestes fosforilacions encara avui no esta clar.
La glicolisi al cor també s’estimula quan 'aportacié d’oxigen és insuficient (efecte Pasteur),
condicié en qué l'Unica font d’ATP és la glicolisi. Al disminuir la concentracié d’ATP i
incrementar els nivells d’AMP s’activa AMPK (Hardie et al., 1998) que estimula la glicolisi
incrementant la translocacié de GLUT4 i activant la PFKFB2 de cor per fosforilacié en la
Ser466 (Marsin et al., 2000). També s’ha descrit que, en resposta a aminodcids, PFKFB2
es fosforila en la Ser483 en les cél-lules canceroses Hela i MCF7 per Akt, augmentant la
produccié de Fru-2,6-P2, el consum de glucosa i la produccié de lactat. Resultats similars
s’han observat en cardiomiocits de rata tractats amb aminodcids (Novellasdemunt et al.,

2013a).

En el cas de l'isoenzim PFKFB4, actualment no s’ha descrit cap regulacié a nivell de

fosforilacié perd és possible que I'activitat d’aquest isoenzim es moduli per canvis en la
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concentracié de substrat i producte o per la presencia d’activadors o inhibidors. La

regulacié de I'isoenzim PFKFB3 s’explicard en un dels segients apartats.

Aquests isoenzims també presenten diferéncies en la seva distribucié en les cél-lules i els

teixits. De fet, encara que els diferents isoenzims es coneixen amb el nom del teixit del

qual es van purificar origindriament, se sap que varies isoformes es poden coexpressar

en un mateix teixit i fins i tot en una mateixa céllula (Duran et al.,, 2009; Minchenko et

al., 2003) (Taula 1).

Localitzacié
al cromosoma

huma

PFKFB1 Xq27-q28
PFKFB2 1931

PFKFB3 10p14-p15
PFKFB4 3p22-p21

Relacié

quinasa/bisfosfatasa

2.5 (fetge de rata)

0.4 (a moscul de rata)

1.8 (cor bovi)

710 (placenta humana)

3.1 (cervell bovi)

0.9 (testicle huma)

4.9 (testicle de rata)

Isoenzims

identificats

IPFK-2 (fetge)
mPFK-2 (méscul)

fPFK-2 (fetal)

hPFK-2 (cor)

UuPFK-2 (cervell, placenta,
ubic)

iPFK-2 (induible)

tPFK-2 (testicle)

Quinases que

fosforilen

PKA

PKA, PKC, PKB,
AMPK

AMPK, PKC,
PKA, RSK, MK2

Taula 1. Propietats dels gens PFKFB. Taula on es mostren els gens que codifiquen per la familia PFK-

2/FBPasa-2 en mamifers indicant la seva localitzacié al cromosoma, la relacié quinasa:bisfosfatasa

(especificant el teixit on s’ha fet la determinacid), els isoenzims identificats i les quinases que els fosforilen.
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3.3 Els gens PFKFB en mamifers

En mamifers hi ha quatre gens PFKFBs independents (PFKFB1-PFKFB4) que
codifiquen pels quaire isoenzims de PFK-2/FBPasa-2 que es van anomenar amb el nom
del teixit originari d’on es van purificar. L'expressié d’aquests gens depén del tipus
cellular o teixit i de la fase de desenvolupament (Goren et al.,, 2000). Els gens PFKFB
presenten una organitzacié similar, tenen diferents isoformes generades per splicing
alternatiu i contenen més mRNAs a causa de I'existéncia de diversos promotors i d’exons

5’ no codificants.

3.3.1 El gen PFKFB1

El gen PFKFB1 codifica per I'isoenzim originalment identificat a fetge (PFKFB1).
Aquest gen es localitza a la regié p11.21 del cromosoma X en humans (Batra et al., 1997)
i conté al voltant de 65 kb amb 14 exons. En rata, el gen PFKFB1 es localitza a la regié
q22-q31 del cromosoma X (Olson et al., 1989). Aquest gen déna lloc a tres mRNAs
diferents generats per splicing alternatiu i cada un d’ells es transcriu sota el control de
promotors diferents per donar els mRNAs L, M i F (Darville et al., 1989, 1992; Dupriez et
al.,, 1993). La isoforma L s’expressa en fetge, muscul esquelétic i teixit adipoés blanc i
codifica per lisoenzim IPFK-2. El primer exé de la isoforma L codifica per I'extrem N-
terminal que conté un residu de serina a la posicié 32 (Ser32), el qual és responsable de
la regulacié de I'isoenzim hepatic per glucagd i cAMP (Bartrons et al., 1983). La isoforma
M s’expressa en muUscul esquelétic i teixit adipés blanc i codifica per I'isoenzim mPFK-2.
Finalment, la isoforma F s’expressa en fibroblasts i teixit fetal i codifica per I'isoenzim f-
PFK-2 (Ros and Schulze, 2013). Tot i que tos els mRNA dels gens PFKFB s’han trobat
sobreexpressats en cancer humda de pulmé respecte al teixit normal (Minchenko et al.,
2005a), encara no s’ha caracteritzat el possible paper de PFKFB1 en cancer. L'expressié
de la isoforma F s’ha trobat induida en cél-lules proliferants donant lloc a un augment del

flux glicolitic (Darville et al., 1992).
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3.3.2 El gen PFKFB2

El gen PFKFB2 codifica per I'isoenzim identificat a cor i ronyé (h-PFK-2, PFKFB2) i
va ser identificat per primera vegada en rata, a la regié q24-q25 del cromosoma 13.
En humans estd localitzat al cromosoma 1, a la posicié 1q31-932.2 i conté 22 Kb amb
15 exons (Heine-Suiier et al., 1998; Rodriguez-Garcia et al., 201 4). Els diferents transcrits
del gen PFKFB2 s’originen a partir de promotors diferents i només difereixen en la
seqiéncia no codificant de I'extrem 5°. Les proteines resultants presenten diferéncies en
la seqiéncia d’aminodcids de I'extrem C-terminal. L'splicing alternatiu, amb delecié de
I'exé 15, déna lloc a una isoforma més curta, de 54 KDaq, isoforma b, enlloc dels 58 KDa,
isoforma a, (Tsuchiya and Uyeda, 1994; Vidal et al., 1993). Aquest exd constitueix una
zona reguladora de I'enzim ja que conté residus susceptibles de ser fosforilats per
proteines quinasa, de les quals s’ha descrit la fosforilacié de PFKFB2 per PKA, PKC i PKB
(Deprez et al., 1997; Kitamura et al., 1988). Els transcrits H1, H2 i H4 codifiquen per la
isoforma a i I'H3 codifica per la isoforma b. S’ha descrit que el gen PFKFB2 s’indueix en
cél-lules de cancer de prostata via el receptor d’androgens (Massie et al.,, 2011). En
cél-lules LNCaP de cdancer de prostata PFKFB2 s’'indueix en resposta al tractament amb
androgens per la unié del receptor d’androgens activat per lligand al promotor de

PFKFB2 (Moon et al., 2011).

3.3.3 El gen PFKFB3

El gen PFKFB3 originariament es va clonar a partir d’'una llibreria de cervell fetal
(Manzano et al., 1998; Ventura et al., 1991), de placenta humana (Sakai et al., 1996) i
de céllules de cancer de mama (Hamilton et al., 1997). PFKFB3 s’expressa de forma
ubiqua i és la isoforma més abundant a les céllules proliferants i canceroses
(Novellasdemunt et al., 2013b). El gen PFKFB3 es localitza al cromosoma 10 humé, a la
posiciéd 10p15.1(Manzano et al., 1999) (Figura 8) i conté al voltant de 90.6 Kb amb 19
exons que, per splicing alternatiu, donen lloc a, com a minim, 6 mRNAs diferents anomenats

UBI2K1-6 (Kessler and Eschrich, 2001; Navarro-Sabaté et al., 2001) (Figura 9).
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Figura 8. Localitzacié del gen PFKFB3 mitjangant I’Gs de la técnica d’hibridacié in situ. Figura extreta de
(Novellasdemunt et al., 2013b)

S’han identificat tres proteines d’aquests sis mRNAs. Per splicing alternativ de I'exé 16
s’obtenen les dues principals isoformes que difereixen per una regié de la seqiéncia C-
terminal (Navarro-Sabaté et al.,, 2001). Aquestes sén la isoforma ubiqua (uPFK-2,
PFKFB3) (Hamilton et al., 1997) que conté 15 exons i la isoforma induible que conté 16
exons (iPFK-2, iPFKFB3) (Chesney et al., 1999a). També s’ha identificat la isoforma RB2K3
(k3-PFKFB3) que conté 17 exons i es diferencia de les anteriors per I'existéncia d’un exé
extra (Chesney et al., 1999q; Duran et al., 2008a; Manzano et al., 1998). Aixi doncs, les
proteines iPFKFB3 i PFKFB3 tenen el mateix pes molecular (59 KDa) mentre que la

proteina RB2K3 és una mica més gran a causa de I'exé extra.
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Figura 9. Estructura de I’extrem proper al 3’ terminal del gen PFKFB3. Esquema on es mostren els transcrits
per splicing alternatiu i la seqiéncia proteica. Les sequéncies de les isoformes UBI2K4 i UBI2K5 corresponen
a la iPFKFB3 i PFKFB3 ubiqua, respectivament. Figura extreta de (Novellasdemunt et al., 2013b).

3.3.4 El gen PFKFB4

El gen PFKFB4 codifica per I'isoenzim originalment identificat a testicle (tPFK-2,
PFKFB4) (Gémez et al.,, 2005; Manzano et al.,, 1999; Sakata et al,, 1991). Aquest
isoenzim consisteix en 469 aminodcids amb un pes molecular de 55 KDa i presenta una
elevada homologia amb el producte del gen PFKFB1. Aquest gen es localitza al brag curt
del cromosoma 3 humd, a la posicié 3p21.31 i conté al voltant de 44 kb amb 19 exons.
S’han identificat diferents mRNAs no només en testicle siné que també en diferents teixits
de rata (Minchenko et al., 2008). Aquests transcrits presenten delecions o insercions en la
regié FBPasa-2 de manera que es diferencien en la longitud i la seqiéncia d’aminodcids
de I'extrem C-terminal. En canvi, el domini catalitic de PFK-2 és idéntic en totes les variants.
PFKFB4 s'expressa en testicle i en moments especifics de la maduracié de I'esperma
(Goémez et al.,, 2009; Manzano et al., 1999). S’ha descrit que la secrecié paracrina de

FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) per les cél-lules de Sertoli podria modular I'expressié
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dels isoenzims PFKFB durant I'espermatogenesi (Gémez et al., 2012). Malgrat que
expressié de l'isoenzim PFKFB4 és bastant especifica de testicle, I'expressié del gen
PFKFB4 també s’indueix en linies cellulars de cancer de mama, colon, pulmé, pancrees i
cancer gastric (Bobarykina et al., 2006; Minchenko et al., 2004, 2005a, 2005b, 2005c¢).
PFKFB4 s’indueix per hipoxia a través de I'element de resposta a hipoxia (HRE) present
en el promotor del gen PFKFB4 (Minchenko et al., 2004). A més, s’ha descrit que PFKFB4

es troba sobreexpressat en astrocitoma (Goidts et al., 2012).

3.4 Expressio i regulacio de PFKFB3

PFKFB3 s’expressa de forma ubiqua i és la isoforma més abundant a les cél-lules
proliferants i canceroses. Bando i col-laboradors van analitzar I'expressié de les diferents
variants d’splicing del gen PFKFB3 en diferents linies cellulars de tumors humans: HepG2,
HCT15, MCF7, U937 i Jurkat. De totes les isoformes de PFKFB3, només dues d’elles es van
trobar en les linies estudiades que corresponien a la PFKFB3 ubiqua i la UBI2K6 (Bando
et al., 2005). Els mateixos autors van analitzar I'expressié dels transcrits del gen PFKFB3
en mostres de carcinoma de cdlon humad i van observar que I'expressié de la isoforma
PFKFB3 ubiqua era significativament major en les mostres de cancer de colon respecte els
controls (Bando et al., 2005). Mitjancant la técnica d’hibridacié in situ, altres autors han
detectat també una major expressié del mRNA del gen PFKFB3 en tumors humans i, molt

especialment, en les cél-lules neopldasiques de cancer de prostata, de mama, d’ovari i de

tiroides (Atsumi et al., 2002).

El grup de Hamilton i col-laboradors va demostrar la preséncia del mRNA del gen PFKFB3
en diferents linies cellulars de cancer de mama, on observaren que aquest gen s’induia
rapidament amb I'Gs d’andlegs de progesterona, fet que va suggerir que PFKFB3 podria
estar involucrat en la progressié del cancer de mama (Hamilton et al., 1997). Tant el
mRNA del gen PFKFB3 com el producte d’aquest s’han trobat sobreexpressats en diferents
linies cel'lulars de leucémia i adenocarcinoma comparat amb les cél-lules normals (Atsumi
et al., 2002; Chesney et al., 199%9a). En aquest sentit, diversos estudis realitzats al nostre

laboratori han mostrat la preséncia del mRNA de PFKFB3 en diferents linies tumorals com
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cél-lules Hela (cancer de cérvix), HT29 (adenocarcinoma de codlon), T98G (glioblastoma
multiforme), MCF7 i T47D (cancer de mama) (Calvo et al., 2006; Navarro-Sabaté et al.,
2001; Novellasdemunt et al., 2012; Obach et al., 2004; Riera et al., 2002). Per tant, la
importancia del gen PFKFB3 sobre la via glicolitica en models de cél-lules transformades
ha fet que nombrosos grups hagin invertit esforcos en I'estudi de la regulacié d’aquest

gen i de la proteina que codifica.

L'any 2000, Fukasawa i collaboradors van aillar i caracteritzar el DNA gendmic
corresponent al gen PFKFB3, incloent la seva regié promotora. Aquest grup va localitzar
el lloc d’inici de la transcripcié a la posicié 329 respecte el codé d'inici de la traduccié.
Aproximadament el 75% d’aquesta seqiiéncia conté bases guanina (G) i citosina (C), per
tant aquesta regié és molt rica en G i C. Les zones 5’UTR (Untranslated Regions) sén riques
en G i Ci es localitzen en mRNAs que codifiquen per factors de creixement, receptors de
membrana i també alguns proto-oncogens (Fukasawa et al., 2000). En el promotor del
gen PFKFB3, la caixa TATA es localitza entre les posicions -23 i -32, prenent com a
referéncia la posicié +1 d'inici de la transcripcié (Fukasawa et al., 2000; Navarro-Sabaté
et al., 2001). Al voltant de la caixa TATA, s’han identificat quatre regions que es
corresponen amb la seqiiéncia consens d’unié al factor de transcripcié SP1 (Specific Protein
1) que es troben a les posicions -191, -287, -98 i -83, perd també en altres regions del
promotor de PFKFB3. SP1 pot activar la transcripcié funcionant com un element basal de
promotor o com un activador de la transcripcié, dependent del context del promotor (Fry
and Farnham, 1999). També s’han localitzat varies regions d’unié a AP2 (Activator protein
2) i diverses E-boxes (Navarro-Sabaté et al., 2001). La proteina AP2 participa en
I'activacié transcripcional com a resposta a dues vies de transduccié de senyals: una
implica a la proteina quinasa activada per diacilglicerol C i els ésters de forbol i I'altra
involucra la PKA (Imagawa et al., 1987). Les E-boxes habitualment sén importants en gens
que no tenen caixa TATA, perd el gen PFKFB3 si que en té, aixi que podria ser un element

de resposta a factors de transcripcié per ell mateix o bé cooperant amb el factor SP1.

A més a més, el promotor del gen PFKFB3 conté varies seqiéncies consens per la unié de
HIF-1, anomenades HRE (Hypoxia Response Element) i localitzades als nucledtids —=1279 i
—1288 respecte I'inici de transcripcié. Com ja s’ha comentat anteriorment, una part dels

tumors es caracteritzen per estar sotmesos a condicions d’hipoxia mentre estan creixent
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(Dang and Semenza, 1999). S’ha demostrat que el gen PFKFB3 s’'indueix en resposta a
hipoxia per unié de HIF-1a en aquestes HRE en cél-lules de glioblastoma (T98G) (Obach
et al.,, 2004), perd també en altres linies tumorals de pdncrees, de leucémia mieloide
aguda i de tumors gastrics (Bobarykina et al., 2006; Feng and Wu, 2017; Fukasawa et

al., 2004) i a diferents érgans d’un animal sotmés a hipoxia (Minchenko et al., 2003).

El nostre grup també ha descrit la preséncia d'un element de resposta a progestagens
(PRE) i d’un element de resposta a sérum (SRE) al voltant de la posicié -3490 i -938 relatiu
a l'inici de la transcripcid, respectivament (Novellasdemunt et al., 2012, 201 3c). També
s’ha descrit que PFKFB3 és un gen de resposta primerenca a estradiol a través de la unié
de ER (Esfrogen Receptor) a I'’element de resposta ERE (ER Response Element) present en el
promotor de PFKFB3 en céllules de cancer de mama (Imbert-Fernandez et al., 2014).
Aquestes regions (Figura 10), juntament amb altres sequéncies consens localitzades al
promotor del gen PFKFB3, podrien contribuir a la regulacié de I'expressié d’aquest gen

en diferents cél-lules o teixits.
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Figura 10. Esquema dels elements reguladors del promotor huma de PFKFB3. Fragment del promotor humé

de PFKFB3 on s’indica la posicié dels diferents elements reguladors descrits.
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També s’ha descrit que I'expressié del gen PFKFB3 també es pot induir per insulina (Riera
et al.,, 2002), per molécules pro-inflamatéries, com la interleuquina IL-6 (Ando et al.,
2010; Chesney et al.,, 1999b), LPS (Lipopolysaccharide) i adenosina (Ruiz-Garcia et al.,
2011).

L'analisi de I'expressié de la proteina PFKFB3 en sistemes no tumorals, com per exemple
en diferents teixits de rata, s’ha observat que aquesta es troba principalment en els teixits
que presenten una major proliferacié cellular, com el testicle, el timus i la melsa, aixi com
també el cor i el fetge. A més a més, en individus joves, I'expressié de PFKFB3 és més
generalitzada en tots els teixits ja que conserven certa capacitat de proliferacié per

poder assolir la maduresa (Duran et al., 2008b; Goren et al., 2000).

PFKFB3 també s’expressa en adipocits. S’ha descrit que el tractament prolongat amb
insulina en adipocits 3T3-L1 déna lloc a una disminucié del mRNA de PFKFB3 i que els
dipdsits lipidics epididimals de ratolins db/db tenen una expressié reduida de PFKFB3
(Atsumi et al., 2005). De fet, PFKFB3 juga un paper en I'adipositat tal i com es va veure
en ratolins Pfkfb3 */- sotmesos a una dieta rica en greixos, ja que aquests animals van
guanydr menys pes corporal respecte els seus germans de manada salvatges. Pero
malgrat aixd, PFKFB3 protegeix enfront de la resisténcia a insulina induida per la dieta i

de la resposta inflamatéria del teixit adipés (Huo et al., 2010).

En quant a la regulacié del producte del gen PFKFB3 també s’han descrit diferents
mecanismes. L'isoenzim PFKFB3 s’ha trobat que estd majoritariament fosforilat en cél-lules
tumorals (Bando et al., 2005). S’ha descrit que les isoformes ubiqua i induible de I'isoenzim
PFKFB3 contenen el residu Ser461 en el domini regulador de I'extrem C-terminal, el qual
és fosforilat per diferents quinases com AMPK, PKC i PKA, activant I'activitat PFK-2 de
I'isoenzim PFKFB3 (Bando et al., 2005; Marsin et al.,, 2002; Okamura and Sakakibara,
1998)

El nostre grup ha demostrat que PFKFB3 es regula en resposta a progestagens en les
cél-lules T47D, i en resposta a estressos cel'lulars ambientals, ja sigui pel tractament amb

anisomicina o NaCl, en les céllules Hela i T98G, donant lloc un augment rapid de la
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concentracié de Fru-2,6-P2 i de la glicolisi. Aquests efectes sén produits per la fosforilacié
de l'isoenzim PFKFB3 a la seva Ser461 per la via de Erk (Extracellular signal-Regulated
Kinase) /RSK (Ribosomal Sé Kinase) i per la via de p38/MK2 (MAPK-activated protein
Kinase-2) MAPK, respectivament, produint un augment de la seva Vmax (Novellasdemunt
et al., 2012, 2013c). La fosforilacié de PFKFB3 augmenta la Vmax de 'activitat quinasa
i una disminucié de la Km per la Fru-6-P (Marsin et al., 2002; Novellasdemunt et al.,

2012) (Figura 11).

PFKFB3 AKKGPNPLMRENSVTPEASPE PTKKPRINSFEEHVASTS
PFKFB2 PKNQTPVRMRﬁNiFTP%S SSNTIRRPRNYSVGSR-----
PFKFB4 VD= ITg‘EgE% ————————————————————
PFKFB1 V=] ISEPREEARVT-———- -~ ——————————— -
Estrés
\1/ Hipoxia
Progestagens LPS
p38 \l/ \L
¢ AMPK  PKA

Domini Regulador PFK-2 FBPase-2 Domini Regulador

Figura 11. Cascades de senyalitzacié que fosforilen a I'isoenzim PFKFB3 a la Ser 461. Els residus
assenyalats corresponen a la Ser461 i a la Ser678 de l'isoenzim PFKFB3, els quals sén equivalents a la Ser
466 i la Ser 483 de l'isoenzim PFKFB2. Els colors representen els residus de fosforilacié (vermell), els residus
plenament conservats en totes o en tres de les isoformes com a minim (verd), els residus similars (groc) i els

residus diferents (negre). Figura adaptada de (Novellasdemunt et al., 2013b).

S’ha descrit que en astrocits la cadena respiratoria es troba inhibida a nivell de la
citocrom oxidasa per I'dxid nitric (NO) i s’activa AMPK que fosforila i activa a PFKFB3,
També, I'activacié de 'TAMPK per hipoxia produeix la fosforilacié de I'isoenzim PFKFB3

augmentant la Vmax i disminuint la Km i, conseqientment, s’augmenta la concentracié de
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Fru-2,6-P2 i el flux glicolitic (Rider et al., 2004). L'activacié de 'AMPK en microambients
hipoxics o isquémics pot ser critica per la supervivéncia cellular i, per tant, seria un
mecanisme de proteccid per a les céllules amb necessitats metabéliques o amb deficiéncia
d’ATP. Recentment, s’ha descrit que la fosforilacié de PFKFB3 per AMPK contribueix a
I'estimulacié de la glicolisi durant la mitosi, augmentant la supervivéncia de les cél-lules en

aquestes condicions (Doménech et al., 2015).

L'activacié de la via Shh (Sonic hesgehog), la qual s’ha vist que és important en la
progressié tumoral, estimula la utilitzacié de glucosa i la produccié de lactat com a
consequéncia de la fosforilacié de la Ser461 de PFKFB3 i I'augment de la sintesi de Fru-
2,6-P2 a través de Smo (Smoothed) i p38/MK2 en céllules de céncer de mama MCF7 i
MDA-MB-231(Ge et al., 2015).

La regulacié de PFKFB3 no només es porta a terme a través de mecanismes de fosforilacié
i regulacié de la transcripcié, sind que I'activitat de PFKFB3 també es regula per
'estabilitat de la proteina. El nostre grup ha publicat que, durant la diferenciacié
muscular, en les célllules C2C12 (fibroblasts de ratoli) disminueix I'expressié de la
proteina PFKFB3 i del seu mRNA, aixi com també hi ha una reduccié dels nivells de Fru-
2,6-P2. Aquesta disminucié de PFKFB3 durant la diferenciacié miogénica és deguda a la
degradacié de la proteina pel sistema ubiqiitina-proteasoma. Aquest procés de
degradacié de proteines requereix de dos passos successius: la conjugacié de mdltiples
molécules d’ubiqiitina a la proteina i la degradacié d’aquesta pel proteasoma 26S (Riera
et al.,, 2003). PFKFB3, a diferéncia dels altres isoenzims, conté una caixa KEN que es
reconeguda per APC/C-cdhl (anaphase-promoting complex/cyclosome), el qual és un
complex E3 ubiquitina lligasa que té un paper important en la fase G1 i la mitosi a través
de la degradacié de diferents proteines del cicle cel-lular. Per tant, la inactivacié d’aquest
complex és necessaria per la transicid de G1 a S. En neurones, durant la fase G1, la
PFKFB3 és degradada per I'enzim E3 ubiqiitina lligasa APC/C-Cdh1 al nucli i, per tant,
I'increment de la via glicolitica es déna quan s’inhibeix la degradacié, permetent que
PFKFB3 transloqui al citoplasma (Almeida et al., 2010). Colombo i collaboradors han

demostrat que, en cél-lules Hela, els nivells de PFKFB3, i per tant, el flux de la via
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glicolitica, sén elevats durant la fase G1 mitja i tardana, mentre que disminueixen a la
fase S (Colombo et al., 2011). PFKFB3 també conté un motiu DSG que és reconegut pel
complex ubiquitina lligasa SCF-BTrCP durant la fase S1, donant lloc a la degradacié de
PFKFB3 (Colombo et al.,, 2011). En conjunt, aquest estudis demostren que PFKFB3 és
important per a la progressié del cicle cel-lular, ja que la seva silenciacié no només evita
'augment de la glicolisi siné que també la transicié de la fase G1 a la fase S. Un estudi
posterior descriu el possible mecanisme de regulacié de la degradacié de PFKFB3 induida
per la deprivacié de nutrients. Els autors suggereixen que MAPK14 podria controlar els
nivells de PFKFB3 a través de la fosforilacié del residu Ser273 que es troba al motiu DSG
(Desideri et al., 2014), ja que aquest residu s’ha vist que és necessari per al reconeixement
de PFKFB3 per SCF-BTrCP (Tudzarova et al., 2011). Aquest grup proposa un model en el
qual, en condicions de deprivacié de nutrients, s’activa 'autofagia i la fosforilacié de
MAPK14, la qual indueix I'expressié del transportador de glucosa GLUT3 (SLC2A3), a
través de l'estabilitzacié de HIF-10, augmentant la captacié de glucosa. A més a més,
MAPKT14 indueix la degradacié de PFKFB3 que déna lloc a la disminucié de la via
glicolitica, derivant la glucosa cap a la via de les pentoses fosfat que proporciona NADPH

i per tant redueix els nivells de ROS i I'activacié de I'autofagia (Desideri et al., 2014).

Diferents estudis demostren que PTEN també pot regular I'estabilitat de la proteina de
PFKFB3. Per exemple, I'expressié elevada de PTEN afecta de forma negativa a la
glicdlisi, ja que estimula I'activitat de APC/C-Cdh1 que déna lloc a la disminucié de la
proteina PFKFB3 (Garcia-Cao et al, 2012). Un altre estudi demostra que cél-lules
deficients de PTEN tenen alterada la degradacié depenent de APC/C-Cdh1 i presenten
elevades concentracions de Fru-2,6-P2, a causa de l'estabilitzacié de la proteina de
PFKFB3 que déna lloc a un augment del flux glicolitic i la proliferacié cel-lular (Cordero-
Espinoza and Hagen, 201 3). PTEN és un dels gens supressors de tumors que freqientment
es troba mutat en cancer (Li et al.,, 1997), és per aixd PFKFB3 es pot considerar una
important diana terapéutica en céllules canceroses que presenten deficiéncia de

I'activitat de PTEN.

Resultats obtinguts de Yalcin i colllaboradors, juntament amb els d’Almeida i

collaboradors, demostren la localitzacié nuclear de PFKFB3 i, a més, que aquest isoenzim

51



Introduccié

regula la proliferacié a través de quinases depenent de ciclines. Demostren que la sintesi
de Fru-2,6-P2 per PFKFB3 al nucli activa a la Cdk1, la qual fosforila a p27 a la Thr187,
donant lloc a la disminucié d’aquesta i, per tant, a I'acceleracié de la progressié del cicle
cellular a la fase G1/S i a la proteccié en front I'apoptosi. També s’ha descrit que en
cél-lules de leucémia mieloide aguda, que presenten la via de mTOR activa, té lloc un
augment de I'expressié del gen i proteina de PFKFB3 donant lloc a un increment de la
glicolisi i de la proliferacié cellular. En canvi, la silenciacié de PFKFB3 augmenta el mRNA
de p21 i p27 i disminueix el de la ciclina B1 i D1, activant 'apoptosi (Feng and Wu,
2017). Aixi doncs, s’obre una nova via en l'estudi de la regulacié de la proliferacié
cel'lular per PFKFB3, ja que no només regula el metabolisme de la glucosa, sind que també

pot actuar com a regulador directe del cicle cel-lular (Yalcin et al.,, 2009, 201 4).

El paper que juga PFKFB3 en les cél-lules tumorals també s’ha descrit en diferents treballs.
Per exemple, mitjancant I'ds de siRNAs pel mRNA de PFKFB3 s’observda una disminucié de
la viabilitat cel-lular, un retard en la progressié del cicle cellular, una inhibicié de la
capacitat de creixement per ancoratge (és a dir, la pérdua de la capacitat de formar
focus en un cultiv semisolid) i una disminucié del creixement tumoral (Calvo et al., 2006;
Feng and Wu, 2017; Yalcin et al., 2014) com també una inhibicié en la formacié de vasos
sanguinis (De Bock et al., 201 3). Resultats similars s’han obtingut amb I'ds d’un inhibidor
especific de PFK-2, el N-bromoacetiletanolamina fosfat i els seus analegs (Hirata et al.,
2000). L’inhibidor de PFKFB3 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO) s’ha
vist que disminueix la concentracié de Fru-2,6-P2 i la glicolisi en cél-lules transformades i
inhibeix el creixement de certs tumors in vivo (Clem et al., 2008, 2013; O’'Neal et al.,
2016) com també la migracié en cél-lules de cancer de mama (Trenti et al., 2017). En
conjunt, aquests resultats donen suport al fet de que el gen PFKFB3 juga un paper molt

important en la induccié de la glicolisi en sistemes proliferants i tumorals.
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4. Metabolisme i vies de transduccié de senyals

Les vies de senyalitzacié intracel-lulars controlen diferents processos cel-lulars com
la divisié i proliferacié cel-lular, metabolisme, senescéncia, apoptosi i diferenciacié (Arthur
and Ley, 2013). Existeixen un gran nombre de vies de senyalitzacié intracel-lular i,
generalment, consisteixen en una cadena de proteines que interactuen una amb I'altra en

una seqiéncia establerta evolutivament.

4.1 Les vies de MAPKs convencionals

Entre les diferents cascades de senyalitzacié cel-lular, la via més estudiada és la
de MAPKs. Les MAPKs sén proteines Ser/Thr quinases que converteixen estimuls
extracellulars en una amplia varietat de respostes cellulars. Alteracions en aquestes vies
pot originar diferents malalties com el cancer (Kim and Choi, 2010). Les MAPKs
s’expressen de forma ubiqua, es troben conservades evolutivament en eucariotes (Kyriakis
and Avruch, 2012; Peti and Page, 2013) i es consideren les vies de transduccié de senyal
més antigues (Widmann et al.,, 1999). En mamifers s’han descrit 14 MAPKs que s’han
caracteritzat en 7 grups. Aquests grups estan dividits en MAPKs convencionals i atipiques.
Les MAPKs convencionals sén les quinases regulades per senyals extracellulars 1/2
(ERK1/2), quinases c-Jun amino N-terminal 1/2/3 (JNK 1/2/3), la quinasa p38 (que
inclou les isoformes a, B, y i 6) i ERK5. Les MAPKs atipiques, les funcions i regulacié de les
quals encara no es coneix del tot, sén ERK 3/4, ERK 7 i les NLK (Nemo-like quinases).
Actualment, els grups de MAPKs més estudiats sén ERK1/2, JINK i p38. Cadascuna
d’aquestes vies respon a diferents factors de creixement, de diferenciacié i senyals

extracellulars d’estrés i citoquines inflamatories (Arthur and Ley, 201 3).

Les vies de MAPKSs convencionals estan constituides per no menys de tres quinases que es
fosforilen i s’activen sequencialment, determinant tres nivells de cascada. El nivell superior
esta format per una MAPKKK (MAPK quinasa quinasa) que normalment s’activa en els
complexos de receptors de membrana plasmatica i fosforila i activa a la MAPKK (MAPK

quinasa) del nivell intermedi, que, al seu torn, fosforila i activa a la MAPK que constitueix
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el nivell inferior. L'activacié de les MAPKs es déna per fosforilacié dual en residus de Thr
i Tyr en una sequéncia conservada corresponent a Thr-X-Tyr localitzada al loop
d’activacié del domini quinasa, la fosforilacié dels quals és essencial per l'activitat

enzimatica d’aquestes proteines (Robbins et al., 1993) (Figura 12).
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Figura 12. Representacié esquematica de I'estructura de les MAPKs convencionals i atipiques. Les MAPKSs
contenen un domini Ser/Thr quinasa entre les regions N- i C-terminal. Algunes MAPKs també presenten altres
dominis addicionals, com el domini de transactivacié (TAD), una seqiencia de localitzacié nuclear (NLS), una
regié conservada en ERK3/4 (C34) i un domini ric en Ala, His i Glu (AHQ). Les isoformes de p38 es troben
entre paréntesi per a indicar que no s’ha descrit que activin a MAPKAPK. Figura adaptada de(Cargnello

and Roux, 2011).
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Les MAPK, un cop activades, fosforilen a proteines efectores finals com factors de
transcripcid, transportadors de membranes, elements del citoesquelet i a altres proteines
quinases anomenades MAPKAPK (MAPK-activated protein kinase) (Figura 13) (Arthur and
Ley, 2013; Cargnello and Roux, 2011; Morrison, 2012).
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Figura 13. Representacié esquematica on es mostren les cascades de senyalitzacié de MAPKSs. Les fletxes
amb linia discontinua indiquen que la regulacié del substrat per la quinasa corresponent encara que s’ha

descrit, falta confirmar-ho. Figura adaptada de (Arthur and Ley, 2013).

La familia de les MAPKAPKs estd formada per 11 membres, els quals s’activen en
resposta a diferents estimuls depenent de la quinasa que els fosforila. Tots aquests tenen
una seqiéncia similar al seu loop d’activacié on el fosfoacceptor es troba seguit d'una
prolina (Pro, P) (Figura 14). Aquestes seqiéncies seran fosforilades per les seves
respectives MAPKs. Segons I'homologia de les seves seqiéncies i particularment les del
segment d’activacié, les MAPKAPKSs es classifiquen en cinc grups: RSKs (p?0 ribosomal S6
kinase), MSKs (mitogen- and stress-activated kinase), MNKs (MAPK-interacting kinases),
MK2 /3 (MAPK-activated protein kinase 2/3) i MK5. Aquestes proteines regulen de manera
directa I'expressié génica al nucli, o bé alires proteines nuclears o citoplasmatiques

implicades en multiples processos cel-lulars.
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RSK1 SS7BIGFAKQLRAE-------
RSK2 ¢ IIGFAKQLRAE--~-~~-~
RSK3 > BRIGFAKQLRAE-------
RSK4 SSSBIRIGFAKQLRGE-----~-~
MSK1 >SSGFARLKPPD-------
MSK2 S\ BI3GFARLRPQSP
MK2 20 FAKETTSH-----~--
MK3 1871585
MK5 TOIGFAKIDQGD-~-=-=====~~

MNK1 " BRIDLGSGMKLNNSCTPITTPELTINS
MNK2 2268l DL.GSGIKLNGDCSPISTPELLSS

Figura 14. Seqiiéncies del loop d’activacié de les diferents MAPKAPKSs. Alineament de les seqiiéncies del

voltant del segment d’activacié de les MAPKAPKs. Figura extreta de (Cargnello and Roux, 2011).

Les MAPKAPKSs interaccionen amb la MAPK corresponent a través del seu domini D
(Docking) o KIM (Kinase Interaction Motif). Aquest domini es troba a I'extrem C-terminal
de la proteina i consta d’una seqiiéncia consens de 13-16 aminodcids: (R/K)2-3-X2.6-Oa-

X-Os (on O és un residu hidrofdbic) (Peti and Page, 2013).

A part de la importancia de l'activacié de la via de MAPKs, també és necessaria una
regulacié molt precisa de la duracié i intensitat de la resposta generada per aquesta
activacié. Una de les formes de regular-ho és a través de la desfosforilacié i inactivacié
de les MAPKs per proteines fosfatases. Aquetes fosfatases juguen un paper important en
la regulacié negativa de la senyalitzacié d’aquetes vies de transduccié de senyals. Entre
les fosfatases que desfosforilen les MAPKs trobem les PPs (Protein Phosphatases), que sén
fosfatases de serina/treonina, les KIM-PTPs (Kinase Interaction Motif Protein Tyrosin
Phosphatases), fosfatases de tirosina amb domini d’interaccié quinasa, les DUSPs (Dual

Specificity protein Phosphatases), d’especificitat dual (Peti and Page, 201 3).
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4.1.1 La via d’ERK1/2 MAPK

ERK1 fou la primera MAPK de mamifer que es va clonar i caracteritzar. ERK1 i
ERK2 s’activen en resposta a factors de creixement, com el factor de creixement derivat
de plaquetes (PDGF), 'EGF i el factor de creixement nerviés (NGF) i també en resposta
a insulina (Boulton et al., 1990). També es poden activar per lligands de la proteina G
heterotrimérica unida a receptors (GPCRs), citoquines, estrés osmotic i desorganitzacié de
microtUbuls (Raman et al., 2007). La via d’ERK1/2 MAPK regula la proliferacié, la

diferenciacié i la supervivéncia cel-lular.

La cascada d’activacié de ERK1/2 consisteix en les MAPKKKs A-Raf, B-Raf i Raf-1, les
MAPKKs MEK1 i MEK2, i les MAPKs ERK1 i ERK2. Encara que les isoformes de Raf sén
principalment les MAPKKK d’aquesta via, les proteines quinases MEKK1, Mos i Tpl2, sén
MAPKKKSs addicionals presents en tipus cel-lulars concrets i en resposta a estimuls especifics
(Raman et al., 2007). L'activacié classica de ERK1/2 s’inicia principalment per la unié del
lligand al receptor tirosina quinasa (RTK) a la membrana plasmatica. La unié del lligand
indueix la dimeritzacié del receptor i promou I'activacié i autofosforilacié d’aquest en
residus de tirosina (Tyr) del domini intracel-lular. Aquests residus fosforilats serveixen com
llocs d’unié especifics de proteines adaptadores que contenen dominis d’homologia Src 2
(SH2) i d’unié a fosfotirosines (PTB). Una de les proteines adaptadores d’aquesta via és
Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) que té un domini central SH2 i dos dominis
d’homologia Src 3 (SH3). Aquests dominis permeten que Grb2 s’uneixi a les fosfotirosines
dels receptors de forma directa o a través d’'una altra proteina adaptadora SH2, She
(Src homology 2 domain containing transforming protein) i a la regié rica en prolines del
factor bescanviador de GTP (GEF) SOS (Son of Sevenless). El reclutament de Grb2 a la
membrana plasmatica porta a SOS a prop de Ras, que és una GTPase petita, i estimula
el bescanvi de GDP per GTP de la proteina Ras. Aquest bescanvi de nucleétids activa a
Ras i permet la interaccié d'aquesta GTPasa amb proteines efectores com la
serina/treonina quinasa Raf (MAPKKK) (Geyer and Wittinghofer, 1997). El domini efector
de Ras s'uneix a Raf a través del domini RBD (Ras-binding domain) i el domini CRD
(cysteine-rich domain). Un cop activada, Raf fosforila i activa les proteines MEK 1/2
(MAPKK) que al seu torn activen a ERK1/2 mitjangant la fosforilacié del motiu treonina-

glutamina-tirosina (TEY) localitzat al seu loop d’activacié (Karnoub and Weinberg, 2008).
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Un cop activat, ERK1 /2 fosforila a diversos substrats (Yoon and Seger, 2006) que poden
ser citoplasmatics com RSK, TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2), DAPK (Death-Associated
Protein Kinase) i MNK i nuclears com NF-AT, Elk-1, MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), c-
Fos, c-Myc i STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription). A més, alguns
substrats d’ERK estan associats a membranes (CD120aq, Syk i calnexina) o al citoesquelet

(Figura 15).
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Figura 15. Representacié esquematica de la via de ERK MAPK. Després de la unié del lligand al receptor
RTK, aquest s’autofosforila en els residus de tirosina i permet el reclutament de proteines adaptadores com
Grb2. Aquesta recluta a SOS que indueix el canvi de Ras, de la forma inactiva unida a GDP a la forma
activa unida a GTP. Ras activa a Raf que fosforila i activa a MEK1/2, la qual fosforila i activa a ERK1/2.
Un cop activat ERK1/2 pot fosforilar a diferents substrats citosodlics i també pot entrar al nucli per a regular
I'expressié génica per fosforilacié de diferents factors de transcripciéd. A la figura es mostren els components
més representatius de la via de ERK MAPK.
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En céllules quiescents, els components de la via d’ERK1/2 es troben al citoplasma, en
canvi, després de I'estimulacié, una part important d’ERK1 /2 s’acumula al nucli (Chen et
al., 1992; Lenormand et al., 1993). La via de senyalitzacié d’ERK1/2 té un paper molt
important en el control de la proliferacié cel-lular. Una desregulacié en la via de Ras-Raf
pot donar lloc a diversos desordres i malalties com alguns tipus de cancers (Roux and

Blenis, 2004).

En cancer, els components de la via d’ERK1/2 freqiientment es troben mutats,
aproximadament el 30% dels tumors humans expressen una forma mutada de Ras
constitutivament activa de forma constitutiva (Roberts and Der, 2007) i aproximadament
un 8% expressen una forma activa de B-Raf (Cantwell-Dorris et al., 2011). Aixd fa que
es desenvolupin molécules inhibidores dels components de la via d’ERK per a utilitzar-les

com agents anticancerigens.

Els inhibidors classics de la via d’Erk1/2 sén PD98059 (Alessi et al., 1995; Dudley et al.,
1995) i UO126 (Favata et al., 1998). Aquests sén inhibidors de MEK1/2 i no sén
competitius respecte I'ATP siné que interaccionarien amb la quinasa no fosforilada i
inactiva més fortament que amb les que estan activades. Aquesta interaccié es pensa que
evita la fosforilacié i/o la transicié conformacional que déna lloc a la forma activa de
lenzim (Alessi et al.,, 1995). Posteriorment, s’han desenvolupat altres inhibidors de

MEK1 /2 com PD198306, PD0325901 (Fremin and Meloche, 2010).

4.1.2 La via de p38 MAPK

La familia de p38 presenta quatre isoformes de 38 kDa, p38a, p38p, p38y i p386,
les quals presenten un 60% de similitud aproximadament. Mentre que p38a i p38f
s’expressen de forma ubiqua en les linies cel-lulars i teixits, p38y i p386 presenten un
patré d’expressid més restrictiv i tenen funcions més especifiques. Com que p38a
s'expressa de forma més elevada que p38pB, la majoria de bibliografia es refereix a
aquesta isoforma com p38 MAPK. En cél-lules de mamifer, les quatre isoformes s’activen

per diversos estressos ambientals com I'estrés oxidativ, la radiacié UV, la hipoxia, la

isquémia, i per citoquines inflamatéries com interleuquina-1 (IL-1) i el factor de necrosi
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tumoral o (TNF-a) Es per aquest motiu que p38 MAPK es va descriure com a proteina

quinasa activada per estrés (SAPK). L'activacié de la via de p38 MAPK regula la

inflamacié, apoptosi, diferenciacié i cicle cel-lular (Cuadrado and Nebreda, 2010).

L'activacié de les p38 MAPKs es déna per fosforilacié dual (a la treonina i la tirosina) en
la sequéncia del loop d’activacié Thr-Gly-Tyr (TGY). MKK3 i MKKé sén les dues principals
quinases responsables de I'activacié de p38, tot i que MKK4, un activador de JNK, també
podria fosforilar a p38a (Cargnello and Roux, 2011). Les MAPKKs s’activen per
fosforilacié en el loop d’activacié de dos residus de Ser/Thr. MKKé pot activar a totes les
isoformes de p38 mentre que MKK3 no pot fosforilar a p38p (Figura 16). MKK3/6 sén
activades per un gran nombre de MAPKKK com MEKK1-4 (MAPK/ERK kinase kinase 1-4),
MLK2 /3 (Mixed-lineage kinase 3), ASK1 (apoptosi signal-regulating kinase 1), Tpl2 (Tumour
progression loci 2), TAK1 (TGF-B8-activated kinase 1), TAO1/2, DLK1 (Dual-leucine-zipper-
bearing kinase 1) i ZAK1 (leucine zipper and sterile-omotif kinase 1). L'activacié d’aquestes
MAPKKKs és déna gracies a el reclutament de GTPases petites de la subfamilia de Rho,

entre els que trobem Rho, Rac i Cdc42 i proteines adaptadores al receptor com TRAFs,

(Cuadrado and Nebreda, 2010).

Les isoformes de p38 es troben tant al nucli com al citoplasma de les céllules quiescents
(Ben-Levy et al., 1998) i s"acumulen al nucli de les cél-lules quan aquestes estan sotmeses
a determinats estressos (Raingeaud et al., 1995). Després de 'activacié de p38, aquesta
fosforila a un gran nimero de substrats, tant citoplasmatics (MNK1 /2, MK2/3, HuR, Bax
i Tau) com nuclears (ATF1/2/6, MEF2, Elk1, p53, Ets-1 i MSK1/2), entre d’altres
(Cuadrado and Nebreda, 2010).
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Figura 16. Representacié esquematica de la via de p38 MAPK. Diferents estimuls activen a p38 MAPK a
través d'una cascada de proteines quinases, per mitjad de molécules intermedidries que trameten I'estimul a
la cascada de quinases. Aquesta cascada consisteix en MAPKKKs que fosforilen a MAPKKSs, les quals fosforilen
a les diferents isoformes de p38 MAPK. Un cop activada p38 MAPK, aquesta fosforila substrats citoplasmatics
o es transloca al nucli per regular diferents factors de transcripcié. A la figura es mostren els components més
representatius de la via de p38 MAPK.

La via de p38 MAPK té un paper important en les respostes immunes normals i
inflamatoria (revisat a (Cuadrado and Nebreda, 2010)) i també participa en la

proliferacié cel:lular i supervivéncia.
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La majoria d’estimuls que activen a les p38 MAPKs també estimulen les isoformes de JNK.
Per tal d’estudiar les funcions biologiques en les que participa p38 s’ha utilitzat
SB203580, una droga anti-inflamatodria, i SB202190. Ambdds compostos inhibeixen les
isoformes de p38a i p38B competint per la unié de I'ATP (Lee et al., 1994). A més,
BIRBO796 és un altre inhibidor de les isoformes de p38a i p38B molt potent que inhibeix

I'activitat quinasa competint indirectament per la unié de ’ATP (Regan et al., 2002).

4.1.3 La via de JNK MAPK

En mamifers s’han descrit tres isoformes de JNK, JNK1-JNK3 (també conegudes com
a SAPKy, SAPKa i SAPKB, respectivament) les quals estan codificades per tres gens
diferents en tres cromosomes diferents. Els gens de JNK donen lloc a com a minim 10
proteines de JNK diferents per splicing alternativ amb un pes molecular de 46-55 KDa
(Cargnello and Roux, 2011). Mentre que JNK1 i JNK2 presenten una amplia distribucié
tissular, JNK3 es localitza principalment en neurones i, en menor mesura, en cor i testicles

(Yarza et al., 2016).

Les isoformes de JNK, similar a les de p38, s’activen en resposta a varis estressos
ambientals com xoc térmic, estrés oxidatiu, agents que provoquen dany al DNA, radiacié
UV, deprivacié de factors de creixement, com també en resposta a citoquines pro-
inflamatoéries com TNF-a i IL-1 i, en menor mesura, per factors de creixement (Bogoyevitch
et al.,, 2010), és per aixd que juntament amb p38 es coneix com una SAPK. La via de JNK
MAPK juga un paper important en apoptosi, inflamacié, produccié de citoquines i
metabolisme (Dhanasekaran and Reddy, 2008; Huang et al., 2009; Rincén and Davis,
2009).

L'activacié de JNK requereix de la fosforilacié dual del residus Thr i Tyr del motiu Thr-
Pro-Tyr (TPY) del seu domini d’activacié. Les MAPKK que les fosforilen son MKK4 (o SEK1)
i MKK7 (Lawler et al., 1998). Al seu torn, MKK4 i MKK7 s’activen per diverses MAPKKK
com MEKK1-MEKK4, MLK1-MLK3, Tpl2, TAO1/2, TAK1 i ASK1/2 (Kyriakis and Avruch,

2001). L'activacié d’aquestes MAPKKKs és déna gracies a el reclutament de GTPases
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petites de la subfamilia de Rho, entre les que trobem Rho, Rac i Cdc42 i proteines

adaptadores al receptor com TRAFs, (Cuadrado and Nebreda, 2010).

MKK4 i MKK7 tenen propietats bioquimiques diferents, per exemple, MKK4 pot fosforilar
també a p38 MAPK, en canvi MKK7 fosforila especificament a JNK (Figura 17). A més,
aquestes dues quinases es regulen selectivament per estimuls extracel-lulars i presenten
diferent afinitat per JNK ja que MKK4 i MKK7 preferentment fosoforilen a JNK en els
residus de Tyr i Thr, respectivament (Wang et al., 2007).

Com en el cas I’ERK1 /2 i p38, una part dels substrats activats per JNK relocalitzen del
citoplasma al nucli després de I'estimulacié (Mizukami et al., 1997). El principal substrat
que JNK activa per fosforilacié és c-Jun, el qual a la vegada pot interaccionar amb JunB,
c-Fos i ATF-2 (Activating Transcription Factor 2) constituint el complex AP-1. Per tant JNK
juga un paper important en el control del cicle cellular ja que promou la formacié de
complexos AP-1, activant la transcripcié dels gens que contenen llocs d’unié per AP-1,
alguns dels quals sén gens que controlen el cicle cel:lular com ciclina D1 (Sabapathy et
al.,, 2004). JNK també activa a altres factors de transcripcié com, p53, Elk-1, STAT3 i ¢-
Myc, entre d’altres (Bogoyevitch et al.,, 2010; Raman et al.,, 2007) i proteines pro-
apoptoétiques com BIM i BMF donant lloc a I'activacié de caspases. JNK també fosforila
Bcl-2, Bcl-xL i DP5-HRK que sén proteines anti-apoptotiques que s’inhibeixen per
fosforilacié a través de JNK (Yarza et al., 20146). La via de senyalitzacié de JNK ha sigut
estudiada com un mecanisme patoldgic en diferents malalties, especialment en el camp

de la oncologia.
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Figura 17. Representacié esquematica de la
via de JNK MAPK. Diferents estimuls activen
a JNK MAPK a través d'una cascada de
proteines quinases, per mitja de molécules
intermedidaries que trameten l'estimul a la
cascada de quinases. Aquesta cascada
consisteix en MAPKKKs
MAPKKs, les quals fosforilen a les diferents
isoformes de JNK MAPK. Un cop activada JNK
MAPK,

citoplasmatics o es transloca al nucli per

que fosforilen a

aquesta fosforila substrats

regular diferents factors de transcripcié. A la

figura es mostren els més

representatius de la via de JNK MAPK.

components

Dos dels inhibidors de la via de JNK sén SP600125 (o inhibidor de JNK II) (Bennett et al.,

2001) i AS601245 (o inhibidor de JNK V) (Carboni et al,

2004) que son inhibidors

competitius d’ATP reversibles que s’han utilitzat molt per I'estudi de les funcions en les que

participa JNK. Pero, s’ha descrit que aquests compostos presenten una baixa selectivitat

ja que no només inhibeixen a MKK4 i MKK7, siné que també inhibeixen a altres proteines

quinases (Bain et al.,

2007). Posteriorment, s’han descrit altres molécules, de les quals la

majoria inhibeixen JNK3 (Bogoyevitch et al., 2010).
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4.2 Altres vies de senyalitzacié: AMPK i PI3K/Akt

4.2.1 La via d’AMPK

La majoria de processos cellulars requereixen energia que s’obté de la hidrolisi
de I'ATP a ADP o, menys freqientment, a AMP i pirofosfat. La proteina quinasa activada
per AMP (AMPK) és una proteina reguladora de la homeostasi energética cel*lular, ja que
coordina diferents vies metabodliques per tal de mantenir el balang entre el

subministrament i la demanda de nutrients en les cél-lules.

AMPK s’activa en resposta a un augment de la ratio AMP/ATP induint les vies
cataboliques, per generar més ATP, i inhibint les vies anabéliques. Per tant, AMPK funciona
com un sensor metabolic que integra senyals nutritives i hormonals per mantenir el balang
energétic cellular i exercir les funcions metabodliques apropiades en resposta a les
variacions nutricionals i ambientals. Es per aixd que aquesta proteina es considera una
diana terapéutica per al tractament de malalties amb alteracions metabdliques com el

cdncer.

En mamifers hi ha set gens que codifiquen per les diferents subunitats d’AMPK (a1, a2,
B1, B2, v1,v2iy3), el que permet I'expressié de 12 complexos diferents (Hardie et al.,
2016). AMPK consisteix en un complex heterotriméric format per una subunitat catalitica
o i dues subunitats reguladores (B i y) en una ratio de Ta:1B:1y (Crute et al., 1998). S’ha
descrit que 'activacié d’AMPK es déna per dos mecanismes. Per fosforilacié de la Thr172
en el loop d’activacié de la subunitat a (Hawley et al.,, 1996). Dues de les quinases
identificades de la cascada de fosforilacié sén CaMKKB (Calcium /calmodulin dependent
protein Kinase Kinase B), que s’activa en resposta a calci, i LKB1 (Liver Kinase B1), que
forma un complex amb dues subunitats accessories, STRAD i MO25 (Hawley et al., 2003;
Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003, 2005). Recentment s’ha suggerit que el membre
de la familia de MAPKKK TAK1/MAPK3KT podria fosforilar la Thr172, encara que les
condicions fisiologiques en les quals TAKT regula AMPK no estan del tot clar (Momcilovic
et al., 2006; Xie et al., 2006). A més, AMPK pot ser activada al-lostéricament per la unié

d’AMP a la subunitat y o per molécules activadores (Xiao et al.,, 2013). La unié d’AMP
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augmenta l'activitat de I’AMPK i provoca un canvi conformacional de la proteina que la
protegeix de la desfosforilacié de la Thr172, afavorint 'acumulacié de la forma
fosforilada activa d’AMPK (Suter et al., 2006). També s’ha demostrat que nivells elevats

d’ATP tenen un efecte contrari en AMPK.

AMPK s’activa per estrés metabdlic, ja sigui perqué interfereix en la generacié d’ATP
(com la caréncia de glucosa, hipdxia, isquémia o tractament amb drogues metabodliques)
o bé perqué accelera el consum d’ATP (com la contraccié muscular). En ambdés casos les
ratios AMP:ATP i ADP:ATP incrementen (Hardie, 2007). AMPK també pot activar-se per
nombroses drogues o xenobiodtics com la metformina (Zhou et al.,, 2001) i les
tiazolidinediones (Fryer et al.,, 2002) que s'utilitzen per tractar la diabetis de tipus 2. A
més a més, AMPK també estd modulada per hormones i/o citoquines que regulen el
balang energétic de tot el cos, com la leptina i 'adiponectina (Khan et al.,, 2009), els

canabinoides (Kola et al., 2006) i les hormones tiroides (Lépez et al., 2010).

Per tal de mantenir 'lhomedstasi energética, com ja s’ha comentat, AMPK activa vies
cataboliques que generen ATP, alhora que reprimeix vies que consumeixen ATP. Dins de
les vies cataboliques induides per AMPK hi ha la captacié de glucosa, activant a GLUT1
(Barnes et al., 2002) i GLUT4 (Holmes et al., 1999; Kurth-Kraczek et al., 1999), la glicolisi,
via fosforilacié i activacié dels isoenzims PFKFB2 i PFKFB3 de PFK-2/FBPasa-2 que
sintetitzen el metabdlit activador de la glicdlisi Fructosa-2,6-P2 (Marsin et al.,, 2002,
2000), la captacié d’acids grassos (Bonen et al., 2007) i 'oxidacié d’acids grassos (Merrill
et al., 1997). Entre les vies anabdliques que inhibeix s’hi troben la sintesi d’acids grassos
a través de la fosforilacié d’ACC1 (Acetyl-CoA Carboxylase 1), la sintesi d’isoprenoides,
triglicérids i fosfolipids, la sintesi de glicogen, per fosforilacié de la glicogen sintasq, i la
sintesi de RNA ribosomal (Hardie, 2007; Hoppe et al., 2009). AMPK també pot reprimir
I'expressié d’enzims per la sintesi d’acids grassos a nivell de la transcripcié mitjangant la
fosforilacié de factors de transcripcidé com SREBP-1¢, fet que inhibeix el processament
proteolitic que el fa activ al nucli (Zhou et al.,, 2001). AMPK indueix senyals anti-
proliferatius, a través de la inhibici6 de mTOR, i I'autofagia, a través de I'activacié de

ULK1 (Unc-51-like Kinase 1) (Figura 18).
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Figura 18. Representacié esquematica de la regulacié d’AMPK. AMPK en resposta a diferents estimuls
s'activa al-lostéricament per un augment en la ratio AMP/AKT o ADP/ATP i és fosforilada per CaMKKf o

LKB1. A la figura es mostren alguns dels substrats d’AMPK i alguns dels efectes en el metabolisme cel-lular.

4.2.2 La via de PI3K/Akt

La via de PI3K/Akt es troba altament conservada i juga un paper important en
la regulacié de diferents processos cellulars com el metabolisme, el creixement, la
proliferacid, la supervivéncia i la sintesi de proteines (Manning and Cantley, 2007) és per
aixd que els membres d’aquesta via sén dianes terapéutiques pel tractament de diferents

patologies com el cancer i la diabetis.

Les proteines PI3K es divideixen en tres classes en funcié de les seves caracteristiques
estructurals i I'especificitat per substrat. D'aquestes, la més comunament estudiada és la
classe |, la qual estd formada per heterodimers que consisteixen en una subunitat catalitica
p110 i una subunitat reguladora p85, la qual estd implicada en I'activacio, per la unié al

receptor, i la localitzacié de I'enzim (Cantley, 2002).

La via de PI3K/Akt pot activar-se a través de diferents receptors com els RTK, de
citoquines, d’integrines, de cél-lules B i T o receptors acoblats a proteines G. Un cop el
receptor és activat, estimula directament la unié de PI3K a través dels dominis SH2 de la

seva subunitat reguladora p85 o de molécules adaptadores com les proteines IRS (Insulin
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Receptor Substrate). Ras també pot reclutar i activar a PI3K a través de la unié directa a
p110. A la membrana, PI3K fosforila al fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2) al residu 32
convertint-lo aixi a PIP3. Els nivells de PIP3 a la cél-lula estan molt regulats per diverses
fosfatases lipidiques. Especialment PTEN, que converteix PIP3 de nou a PIP2 aturant la
senyalitzacié de PI3K (Engelman et al., 2006). PIP3 recluta altres molécules, especialment
a les quinases Akt i PDK1 (Pyruvate-Dehydrogenase Kinase 1) a través dels seus dominis
d’homologia a plecstrina (PH). A la membrana, Akt és parcialment activat per mitja de
fosforilacié de la Thr308 al seu loop d’activacié per PDK1 (Alessi et al.,, 1997). La
fosforilacié de la Ser473 en I'extrem C-terminal d’Akt per mTORC2 fa que aquesta

s’activi completament (Sarbassov et al., 2005) (Figura 19).

S’han descrit tres isoformes, Akt1 /PKBa, Akt2 /PKBP i Akt3 /PKBYy, les quals sén codificades
per tres gens diferents (Datta et al., 1999) i presenten una homologia considerable amb
el domini quinasa de les proteines quinases A, G i C, essent doncs membres de la familia
AGC. La seqiiéncia consens de reconeixement per Akt descrita és R-X-R-X-X-S/T-B on X
representa qualsevol aminodcid i B un aminodcid hidrofobic voluminés (Alessi et al., 1996).
El residu B sembla no ser sempre essencial perqué Akt reconegui la seqiiéncia anterior i

la fosforili.

Akt fosforila i inactiva a proteines pro-apoptdtiques com FOXO bloquejant la transcripcidé
de gens que promouen apoptosi, aturada de cicle cel-lular i certs processos metabolics
(Tran et al., 2003). Un altre substrat d’Akt és GSK-3p (Glycogen Snthase Kinase-3f), que
al igual que FOXO, s’inhibeix quan es fosforila. Per tant la fosforilacié d’aquesta quinasa
inhibeix I'activitat dels seus substrats, com elF-2B, el qual quan és fosoforilat per GSK-3
B s'inhibeix i per tant bloqueja I'inici de la traduccié. Akt regula el creixement cel-lular a
través dels seus efectes en les vies de mTOR. mTOR és una serina/threonina quinasa que
forma part de dos complexes diferents, associat a raptor o a rictor. mTOR/rictor
juntament amb altres proteines formen el complex anomenat mTORC2, el qual fosforila i
activa a Akt. En canvi, mTOR/raptor juntament amb alres proteines formen el complex
anomenat mTORC1 que s’activa per sota d’Akt i regula la sintesi de proteines. El complex
mTORC1 es regula per una proteina d’unié a GTP anomenada Rheb, la qual és regulada

per un altre complex anomenat TSC1/2 (Tuberous Sclerosis 1/2). Akt al activar-se
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fosforila i inhibeix el complex TSC1/2 donant lloc a I'activacié de Rheb que activa al
complex mTORC1. Aquest Gltim complex pot fosforilar i activar a p70S6K (Ribosomal
profein Sé6-kinase) i fosforilar i inhibir a 4E-BP1 (Eukariotic Initiation factor-4E Binding
Protein). Quan mTORC1 és actiu, la proteina p70S6K regula la traduccié fosforilant la
proteina Sé, entre d’altres. La proteina 4E-BP1 regula la traduccié unint-se amb elF4E
(eukariotic Initiation Factor-4E). Quan mTORC]1 és actiu, 4E-BP1 es fosforila evitant la unié
a elF4E, la qual s'unieix al 5’cap dels mRNAs donant lloc a un augment de la traduccié,
en canvi, quan mTORC1 és inactiv 4E-BP1 no fosforilat s’'uneix a elF4E i inhibeix la
traduccié. Akt també promou la proliferacié i el cicle cel-lular per mitja dels inhibidors de
CDK, p21 i p27 i, indirectament, sobre ciclina D1 i p53. Un altre substrat d’Akt és PRAS40
(Proline-Rich Akt Substrate of 40 KDa) que s’associa amb mTORCT1 inhibint-lo. A través de
la fosforilacié de PRAS40, Akt activa a mTORC1 (Vander Haar et al., 2007; Sancak et
al., 2008) (Figura 19).

Factors de creixement
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Figura 19. Representacié esquematica de la via de PI3K/Akt. Exemple d’activacié de la via PI3K/Akt pel
receptor RTK, el qual, un cop activat per factors de creixement, PI3K es reclutat a la membrana a on fosforila
a PIP2 convertint-lo en PIP3, que recluta a PDK1 i Akt. PDK1 i mTORC2 fosforilen i activen a Akt que fosforila

a un gran nombre de substrats. En la figura es mostren els més representatius.
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La fosforilacié d’un substrat d’Akt pot bloquejar-se mitjangant I'ds d’inhibidors de les
fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) com wormanina o LY294002, ja que les PI3Ks de

classe | sén activadors d’Akt.

4.3 La via de senyalitzacié de TGF-8

TGF-B (Transforming Growth Factor-8) pertany a una superfamilia de factors de
creixement formada per més de 30 membres en humans, juntament amb activines,
inhibines, BMPs (Bone Morphogenic Proteins), MIS (Mullerian Inhibiting Substance), nodal i
GDFs (Growth and Differentiation Factors) (Shi and Massagué, 2003).

TGF-B és una citoquina multifuncional (pleiotrdpica), ja que controla nombrosos processos
cellulars com és la proliferacié, diferenciacié, produccié de matriu extracel-lular,
migracié, adhesid, organitzacié del citoesquelet, homedstasi i mort depenen del tipus

cellular (Fabregat et al., 2014; Han et al., 2015; Massagué, 2008).

o Isoformes i estructura de TGF-f8

S’han descrit sis isoformes diferents de TGF-B, de les quals només les isoformes
TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 s’expressen en mamifers (Fabregat et al., 2014). Existeix una
homologia del 70% d’aminodcids entre les isoformes TGF-B1 i TGF-B2, i del 79% entre
les isoformes TGF-B2 i TGF-B3 (Massagué, 1987). El TGF-B1 i 2 sén sintetitzats per
diferents tipus cel-lulars com sén els limfocits, macrdfags, fibroblasts, astrocits, cél-lules
epitelials aixi com per cél-lules tumorals (da Cunha and Vitkovié, 1992; Steigerwalt et al.,
1992). En canvi el TGF-B3 s’ha trobat només expressat en cél-lules mesenquimals (Barnard
et al., 1990). Cadascuna d’aquestes tres isoformes del TGF-B sén sintetitzades
primerament com a proteines precursores inactives (Pro-TGF-B) (Massagué, 1987) que,
durant el procés de secrecid, es trenca I'enllag peptidic entre I'extrem carboxil-terminal
(C-terminal) i I'extrem amino-terminal (N-terminal) d’aquest. El C-terminal rep el nom de
péptid associat a laténcia (LAP), mentre que el N-terminal s’anomena TGF-B madur o

actiu. El TGF-B processat es secreta com un complex latent format per I'associacié no
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covalent del LAP amb la forma madura, el que s’anomena L-TGF-B. Aquest complex no
té cap efecte bioldgic ja que no pot interactuar amb el seu receptor a causa de la
preséncia del LAP que impedeix la unié (Khalil, 1999). Perqué el TGF- sigui actiu és
indispensable que es dissocii del LAP. La forma activa del TGF-f estd constituida per dos

dimers de 25 kDa del TGF-3 madur.

o Receptors

Els membres de la familia de TGF-f inicien la seva senyalitzacié a través de la unié
a receptors heterotetramérics de membrana amb activitat serina /treonina quinasa (Weiss
and Attisano, 2013). Aquests complexes heterotetramérics dels receptors consten de dos
tipus de receptors, els quals tenen una estructura i funcié diferent. En humans, s’han descrit
set receptors tipus | de TGF- (TBRI), anomenats també ALKs (Activin-Like receptor Kinases)
i cinc receptors tipus Il de TGF-f (TBRII). Els dos tipus de receptors presenten un domini
extracel-lular capag d'unir el lligand, una regié transmembrana i un domini citoplasmatic
amb activitat serina/treonina quinasa (Akhurst and Hata, 2012). Una de les diferéncies
principals entre els dos tipus de receptors és que el TBRIl es troba fosforilat de forma
constitutiva (Fabregat et al., 2014) i que el TBRI es activat pel TBRIl a través de la
fosforilacié al seu domini glicina/serina (domini GS), que es troba al N-terminal, en
resposta a la unié del lligand als dos receptors (Derynck and Feng, 1997; Massagué and
Weis-Garcia, 1996). Mentre que en abséncia de lligand els TBRI/Il existeixen com a
homodimers a la superficie cellular, en preséncia de lligand es forma un complex

heterotetraméric que consisteix en dos TBRI i TRRII.

S’han descrit també diferents co-receptors de TGF-B, com el receptor tipus Ill (TPBRIII),
també anomenat betaglica, i I'endoglina que, encara que no presenten el domini
citoplasmatic quinasa de senyalitzacié, tenen la funcié principal de regular la unié del
lligand al receptor (Akhurst and Hata, 2012; Principe et al., 2014).Tot aquests conjunt de
molécules actuen conjuntament per poder exercir un control especific sobre la

senyalitzacié de TGF-f.
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Existeix una afinitat diferencial entre el TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 i la unié als diferents
receptors. Per exemple, el receptor tipus | i Il s'uneix al TGF-B1 i TGF-B3 amb major

afinitat que al TGF-2.

e Via de senyalitzacié

El TGF-B funciona com una proteina reguladora que transmet la seva funcié des de
la superficie celllular al nucli a través de la transduccié de senyals moleculars. La
senyalitzacié de TGF-3 es déna principalment a través de la via de Smads (via candnica),
perd també pot activar vies independent de Smads (vies no candniques). L'activacié
d’aquestes vies depén del context i del tipus cel-lular i la integracié d’aquestes és el que

determina les respostes cel-lulars del TGF-B (Principe et al., 2014) (Figura 20).

Via canénica

Les proteines Smads

Les proteines Smad (homdlogues de la proteina de Drosophila, Mothers Againts
Decapentaplegic (MAD) i la proteina de C.elegans, SMA) han sigut identificades com les
principals transductores de senyals de TGF-B (Arrick et al.,, 1992; Chen et al., 1997;
Derynck et al.,, 1998; Heldin et al., 1997). En humans, la familia de Smad inclou vuit
membres que es divideixen en tres grups segons la funcionalitat (Chen et al., 1997;

Derynck and Zhang, 2003; Shi and Massagué, 2003; Weiss and Attisano, 201 3).

e Les R-Smads (Receptor-regulated Smads): formades per Smads 1, 2, 3, 5 i 8.
Presenten un motiu al C-terminal Ser-X-Ser, el qual es fosforila pel receptor tipus I.
Aquestes proteines es poden subdividir segons com sén activades per aquest
receptor. Per una banda tenim la Smad?2 i la Smad3 que sén activades per TGF-f3,
nodal, activines i miostatines a través del receptor de tipus | ALKS, i per I'altra banda
trobem les Smads 1, 5 i 8 que sén activades per BMPs i MIS a través del receptor

de tipus | ALK1 (Macias et al., 2015).
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e La Co-Smad (Common mediator Smad): anomenada Smad4 i és mediadora Unica

per a totes les R-Smads i necessaria per a la majoria dels efectes de les R-Smads.

e Lles I-Smads (Inhibitory Smads): formades per la Smadé i Smad7. Aquestes sén
induides transcripcionalment per diversos membres de la superfamilia de TGF-B i, a
diferéncia de les altres, no presenten el motiu Ser-X-Ser al C-Terminal, per lo que no
serveixen com a substrat del receptor tipus . En canvi si que interactuen amb aquest
receptor competint amb les R-Smads en la seva associacié amb el receptor o amb la
Co-Smad. Per tant, les I-Smads tenen un paper important en la regulacié de la
resposta induida per TGF-f ja que interactuen amb el receptor tipus | de forma més
estable que les Smad?2 i 3, competint llavors per la unié amb el receptor i bloquejant

la seva fosforilacié (Shi and Massagué, 2003; Weiss and Attisano, 201 3).

Les proteines Smad2, Smad3 i Smad4 consisteixen en dos dominis globulars units per una
regid linker. El domini MH1 (Mad Homology domain 1), que es troba al N-terminal, té la
funcié d’unir-se al DNA i el domini MH2, al C-terminal, estd implicat en la interaccié
proteina-proteina amb un gran nombre de proteines reguladores i efectores, incloent el
receptor de TGF-B entre d’altres (Macias et al., 2015). La regid linker és rica en serines i
prolines que sén dianes de fosforilacié per altres vies de senyalitzacié. Les I-Smads, a
diferencia de les R-Smads i la Co-Smad, només conserven de les altres proteines Smads

el domini MH2 (Weiss and Attisano, 201 3).

Senyalitzacié

La forma activa del TGF-f, consitituida per un dimer de dues subunitats idéntiques
unides generalment per ponts disulfur, s'uneix primer al receptor tipus Il de TGF-f (TBRII),
el qual fosforila el domini ric en glicina/serina del receptor tipus | de TGF-B (TBRI),
activant I'activitat quinasa d’aquest i donant lloc a un complex heterotetraméric constituit
per dos TRRI i dos TRRIl (Wrana et al., 1994). Un cop format el complex, el TBRI recluta

i fosforila les R-Smads, a la sequéncia pSer-X-pSer que es troba a I'extrem C-terminal.
Aquesta fosforilacié permet la formacié d’'un complex entre les R-Smads juntament amb

la Co-Smad a través del domini MH2 originant heterotrimers compostos per una molécula
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de Smad4 i dues de R-Smad. S’ha vist que in vitro el complex pot estar format per
homotrimers o heterotrimers amb la Smad4. Un cop format el complex, aquest es transloca
del citoplasma al nucli, per un mecanisme mediat per importines i/o nucleoportines, a on
interacciona amb proteines Co-reguladores i altres factors per regular la transcripcié dels
gens diana com Id1, Id3, fibronecting, PAI-I (Macias et al., 2015; Massagué, 2000). Un
cop realitzada la seva funcié, fosfatases nuclears desfosforilen a les R-Smads, donant lloc
a la dissociacié del complex i la seva exportacié al citoplasma, tancant el cicle de
senyalitzacié. Mentre que les R-Smads presenten una localitzacié citoplasmatica en
abséncia de senyal, Smad4 es distribueix igualment entre el citoplasma i el nucli (Feng

and Derynck, 2005; Massague et al., 2005; Ross and Hill, 2008).

La disponibilitat de les R-Smads esta controlada per I'accié de la ubiqiitina lligasa Smurf1
i 2 (Smad Ubiquitination-Related Factor). Aquestes proteines interaccionen fisicament amb
les R-Smads induint la seva degradacié via proteasoma (Kuratomi et al., 2005). Les I-
Smads també poden reclutar fosfatases, que inactiven a les R-Smads, o Smurfl i 2 per
induir la degradacié (Feng and Derynck, 2005; Massague et al.,, 2005; Ross and Hill,
2008).

S’ha descrit un altre efecte inhibitori de les I-Smad sobre la senyalitzacié de TGF-3, en
aquest cas la inhibicié de la formacié del complex Smad-DNA per Smad?7, eliminant la
funcionalitat del complex en la induccié de la transcripcié del gen diana (Zhang et al.,
2007). També s’ha observat que Smad3 indueix la I'expressié de Smad7 suggerint un
mecanisme de retroalimentacié negativa, assegurant la transduccié de la senyal durant

un periode de temps determinat (Feng and Derynck, 2005).
Vies no canoniques

En les vies no-candniques, el complex del receptor de TGF-B activat transmet la
senyal a través d’altres factors com TRAF4 (TNF Receptor Associated Factor 4) o TRAF6,
TAK1 (TGFB-Activated Kinase 1), p38 MAPK, Rho, PI3K/Akt, Erk, JNK o NF-kB (Moustakas
and Heldin, 2005; Weiss and Attisano, 2013; Zhang, 2009).
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S’ha observat un alire nivell de regulacié ja que la via de TGF-B pot ser regulada per
miRNAs i també les Smads poden regular la transcripcié de miRNA (Saj and Lai, 2011).
Les proteines Smads poden unir-se directament al pri-miRNA per estimular el

processament per Dorsha d’aquestes molécules donant lloc al pre-miRNA (Davis et al.,

2010).
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Figura 20. Representacié esquemadtica de la via de senyalitzacié de la familia de TGF-B. La unié del
lligand al receptor amb activitat quinasa serina/threonina fosforila a les R.Smads Smnad2/3 (TGF-B, activina,
Nodal, miocestatina) o Smad1/5/8 (BMP, MIS). Un cop fosforilades les R-Samds formes un complex amb
Smad4 (Co-Smad) i que es transloca al nucli donant lloc a la regulacié transcripcional dels seus gens diana,
juntament amb altres factors de transcripcié i cofactors. Les Smads 6/7 (I-Smnads) antagonitzen I'activacié
de les R-Smads. La via de TGF-B també afecta a vies no-candniques com Erk, JNK i p38 MAPK, PI3K/Akt,
GTPasa Rho entre d’altres.
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Obijectius

L'objectiu general d’aquesta tesi doctoral és I'estudi de la regulacié del gen PFKFB3 i de
la proteina principal per la que codifica en models de céllules tumorals i en resposta a
diferents estimuls. També, definir i caracteritzar els mecanismes moleculars directament
implicats en aquesta regulacié per tal de correlacionar-la amb la reprogramacié

glicolitica caracteristica d’aquestes cél-lules.

Hem desglossat aquest objectiv general en quatre objectius especifics:

1. Estudiar la regulacié post-traduccional de PFKFB3 en resposta a insulina en
la linia d’adenocarcinoma de colon HT29 i la via de senyalitzacié implicada

en aquesta regulacié.

2. Estudiar els mecanismes moleculars implicats en la regulacié transcripcional

de PFKFB3 en resposta a insulina en les cél-lules HT29.

3. Estudiar la resposta de PFKFB3 i de la glicdlisi al tractament amb TGF-B1 en

la linia cel'lular de glioblastoma T98G.

4. Definir els mecanismes moleculars responsables de la regulacié

transcripcional de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 en les cél-lules T98G.
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Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

1. Introduccié

La insulina és la principal hormona que regula el metabolisme dels carbohidrats. El
principal factor que regula la seva sintesi i secrecié és la concentracié de glucosa en sang
(Beardsall et al., 2008). Es una hormona peptidica formada per 51 aminodcids. Es
sintetitza com a pre-pro-insulina per les cél-lules B dels illots de Langerhans al péancrees.
Posteriorment, a través d’un processament post-traduccional, déna lloc primer a la pro-
insulina i, finalment, a la forma madura i activa de la insulina. Aquesta Gltima esta
formada per dues cadenes (A i B) unides per ponts disulfur (Weiss et al., 2000). Un cop
es troba al torrent sanguini, la insulina exerceix els seus efectes metabdlics a les cél-lules

mitjancant la unié al receptor de la insulina.

La insulina també participa en diferents processos cel-lulars com és el creixement, la
proliferacié i la supervivéncia (Drakas et al., 2004; Kahn, 2003), regulant particularment
els procesos que estan relacionats amb el metabolisme, com és el transport de glucosa, la
sintesi de glicogen, la sintesi de proteina, el metabolisme lipidic i 'expressié génica (Saltiel

and Kahn, 2001).

1.1 Via de senyalitzacié de la insulina

Els receptor de la insulina (IR) forma part de la familia de receptors de factors de
creixement amb activitat tirosina quinasa. Existeixen dues isoformes per splicing alternatiu
de I'IR, IR-A i IR-B. L'IR-B és el receptor tradicional de la insulina i I’IR-A és la forma fetal,
que també es re-expressa en diferents tumors. Els IR consten de proteines tetramériques
formades per dues subunitats o extracel-lulars idéntiques, que és on es troba el domini
d’unié a la insuling, i per dues subunitats B transmembrana, que presenten I'activitat
tirosina quinasa activada per lligand en el seus dominis intracellulars (Goldifne, 1987;

Ottensmeyer et al., 2000; Rosen, 1989; Ullrich et al.; White and Kahn, 1994).
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Apart de la insuling, els factors IGFs (Insulin-like Growth Factors) també es poden unir a
'IR. Els IGFs sén péptids estructuralment relacionats amb la insulina que regulen la
proliferacié, diferenciacié, migracié, supervivéncia cellular i apoptosi (Pavelié et al.,
2007). Existeixen dos tipus d’IGF, I'lGF-1 i I'lGF-Il que s’'uneixen als seus receptors, IGFIR i
IGFIIR. S’ha descrit que els receptors IGFIR i IR interaccionen de diferents maneres donat
que presenten una elevada homologia en els seus dominis quinasa i per tant poden formar

receptors hibrids per heterotetrameritzacié (Kasuya et al., 1993).

La via de senyalitzacié s’inicia per la unié de la insulina a les subunitats o del receptor,
que activa l'activitat quinasa de les subunitats B donant lloc a I'autofosforilacié d’aquest
en els residus de tirosina permetent aixi el reclutament de diferents substrats com sén les
proteines del receptor de la insulina (IRS1-4) o SHC entre d’altres. Quan aquests substrats
sén fosforilats pel receptor en els residus de tirosina s’inicia el reclutament de molécules
adaptadores amb dominis SH2 (Src-homology-2) (Sun et al., 1993), com PI3K o Grb2
(Clayton et al.,, 2011; Pollak, 2008; Sachdev and Yee, 2001; Zhang and Yee, 2006).
Aquest procés déna lloc a I'activacié de diferents vies entre les quals les més principals
sén les vies PI3K/Akt i Erk MAPK (Figura 21). La via de PI3K/Akt s’ha relacionat
principalment amb I'accié metabdlica de la insulina, mentre que la via de Erk MAPK es
troba principalment implicada en el creixement cel-lular i la diferenciacié (Boucher et al.,

2014).

PI3K un cop a la membrana, és activada i transfereix el seu grup fosfat al seu substrat
phosphatidilinositol (4,5)-bisfosfat [PtdIns(4,5)P2] (PIP2), que déna lloc a fosfatidilinositol-
(3,4,5)-trifosfat (PtdIns(3,4,5)P3) (PIP3). Aquest s’uneix als dominis PH de la quinasa
depenent de PIP3 (PDK-1) activant-la. PDK-1 fosforila i activa la proteina quinasa B,
coneguda com Akt, a la treonina 308. Perque Akt sigui completament activada és
necessaria la fosforilacié de la seva serina 473 per mTORC2 (Sarbassov et al., 2005).
Un cop activada Akt, aquesta fosforila i inactiva TSC-2. L'activacié de TSC-2 indueix la
formacié d’un estat inactiu de la proteina Rheb unida a GDP, llavors quan s’inactiva TSC-
2 a causa de la fosforilacié per Akt, s'indueix I'activacié de Rheb que activa el complex
mTORC1. Aquest Ultim complex fosforila p70S6K i la 4E-BP1 donant lloc a la regulacié

de diferents gens que controlen el metabolisme, la sintesis de proteines, el creixement
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cel:lular i 'autofagia (Divel et al., 2010). Akt també regula dos altres substrats que sén

GSK-3 i la familia de factors de transcripcié forkhead FOXO.

A través de I'activacié de la via de PI3K/Akt, en miscul i adipécits, la insulina indueix la
translocacié del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana cel-lular afavorint
d’aquesta manera la captacié de glucosa per part de la cél-lula (Slot et al., 1991;

Zorzano et al., 1997).

PTEN es considerat com supressor tumoral en molts tipus de cancer ja que és una fosfatasa
lipidica que desfosforila PIP3 regulant de forma negativa la via de senyalitzacié de
PIBK/Akt. En aquest sentit, en moltes cél-lules tumorals I'activitat de PTEN es troba
alterada potenciant d’aquesta manera la induccié de la via de PI3K/Akt/mTOR/SéK per

la insulina en cancer (Simpson et al., 2001).

Independentment de la via de PI3K, la insulina també activa la via de Grb2-SOS-Ras-
MAPK. Grb2 presenta dominis SH2 que s’'uneixen al receptor. Grb2 s’'uneix a Gab-1 i a
SOS, que és un factor intercanviador de nucleodtid de guanina i per tant catalitza el canvi
de la forma inactiva de Ras unida a GDP (Ras-GDP) a una forma activa de Ras unida a
GTP (Ras-GTP). Ras-GTP interactua amb la quinasa Raf, que és una proteina quinasa, la
qual indueix l'activacié de MEK1 i MEK2 que fosforila i activa a Erk1/2. L'activacié
d’aquesta via de senyalitzacié déna lloc a la fosforilacié de serines i treonines de
diferents substrats com c-Jun, c-Fos, c-Myc, ATF-2, entre d’altres, que regulen la
transcripcié de diferents gens relacionats amb la supervivéncia, creixement, cicle cel-lular
com Sp1, E2F, Ap-1, entre d’altres (Bonni et al., 1999; Ceresa and Pessin, 1998; Murphy
and Blenis, 2006; Roux and Blenis, 2004).
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Figura 21. Representacié esquematica de la via de senyalitzacié d’insulina. Després de la unié de la
insulina al receptor amb activitat tirosina quinasa, aquest s’autofosforila i permet el reclutament de PI3K que
recluta a PDK1 que, juntament amb el complex mTORC2, fosforilen a Akt. Un cop activat Akt, aquest fosforila
a un gran nombre de substrats. En la figura es mostren els més representatius. L’'activacié del receptor de la
insulina també pot activar la via de Erk1/2 que activa la transcripcié de gens responsables dels efectes

mitogénics de la insulina. Figura adaptada de (Boucher et al., 2014).

1.2 Insulina i cancer

Diferents estudis demostren que la insulina té un paper important en el creixement
cel-lular i la supervivéncia del cancer (Fierz et al.,, 2010; Gallagher and LeRoith, 2011;
Szabolcs et al., 2009; Zhang et al.,, 2010). Com s’acaba de comentar, la insulina és un

regulador principal del metabolisme cel-lular peré també actua com a factor de

88



Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

creixement, és per aixd que una hiperactivacié de la via de la insulina pot donar lloc a
diferents patologies com el cancer. Als anys 70, es va descriure que concentracions
fisioldgiques d’insulina estimulaven la proliferacié de cél-lules de cancer de mama, ja que,
en models de rata, la deficiéncia d’aquesta hormona inhibia la seva proliferacié (Heuson
et al., 1972; Osborne et al., 1976). Estudis posteriors van suggerir un paper directe de
la insulina sobre el creixement tumoral, ja que mostraven que la linia cellular de cancer
de mama MCF7 no formava tumors en models de ratoli amb deficiéncia d’insulina, pero

si que formaven tumors quan els ratolins eren tractats amb aquesta hormona (Nandi et

al., 1995).

També s’ha descrit que I'IR es troba altament sobreexpressat en diferents tipus de cél-lules
canceroses (Avnet et al., 2009; Frasca et al., 2003; Frittitta et al., 1993; Mathieu et al.,
1997; Zhang et al.,, 2012) i que de forma majoritaria és la isoforma IR-A, la qual té
efectes predominantment mitogénics (Frasca et al., 1999). A més, s’ha descrit que la
inhibicié de I'IR evita la proliferacié cellular, 'angiogénesi i metastasi (Zhang et al.,
2010). Aquestes caracteristiques proporcionen un avantatge a nivell de creixement a les
cél-lules canceroses en preséncia d’insulina. Aquests estudis es correlacionen amb estudis
epidemiologics on demostren que condicions d’hiperinsulinémia, tant enddgena (sindrome
metabdlic, obesitat, diabetis tipus 2) com exdgena (diabetis tipus 1), s’associen amb un
increment del risc de patir diferents tipus de cancer, com és el de mama, prostata, colon

i ronyé (Calle and Thun, 2004; Frasca et al., 2008; Pollak, 2008; Vigneri et al., 2006).

LY

1.3 Insulina i glicolisi

Com ja s’ha comentat a l'apartat d’introduccié, els isoenzims PFKFB sén els
responsables de la sintesi de Fru-2,6-P2. Diferents estudis descriven I'efecte de la insulina
sobre la concentracié de Fru-2,6-P2i el paper d’aquest metabdlit en I'activacié del flux
glicolitic. Per exemple, s’ha observat que el tractament amb sérum i insulina en fibroblasts
humans produeix un increment de la produccié de lactat que es correlaciona amb un
augment de Fru-2,6-P2 (Bruni et al., 1983; Farnararo et al., 1984). També s’ha vist que,

en fibroblasts embrionaris de pollastre, es déna una estimulacié de la glicolisi després de
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I'addicié d’insulina i d’ésters de forbol que també es correlaciona amb un increment de la
concentracié de Fru-2,6-P2 (Bosca et al., 1985). En linies cel-lulars establertes s’han trobat
resultats similars. Per exemple, la insulina produeix un augment de la glicolisi i del consum
de glucosa, perdo sense augmentar el transport d’aquesta en la linia cellular
d’adenocarcinoma de colon huma HT29 (Franklin et al., 1988), indicant que la insulina
estaria induint algun canvi en la via. A més, altres estudis han demostrat que tant la insulina
com els ésters de forbol augmenten la taxa glicolitica d’aquestes cél-lules en paral-lel a
un augment de la concentracié de Fru-2,6-P2 i de lactat (Babia et al.,, 1989; Denis-
Pouxviel et al., 1990). També s’ha vist que en fibroblasts swiss-3T3, I'estimulacié de
diferents vies mitogéniques (PKC, cAMP i insulina) incrementa la concentracié de Fru-2,6-

P2 (Dalmau et al., 1994).

En conjunt, aquests estudis previs mostren I'existéncia d’una correlacié entre els nivells de
Fru-2,6-P2 i la taxa glicolitica sota diferents condicions d’estimulacié de la proliferacié
cel-lular en presencia d’insulina i denoten la importancia que podria tenir aquest metabolit
en el control de la glicdlisi en sistemes proliferants, que poden ser processos tumorals o
deguts a proliferacié cel-lular induida per agents mitogénics. Aixi doncs, la regulacié dels
nivells intracel-lulars de Fru-2,6-P2 esdevindria un punt de connexié entre el metabolisme

energeétic de la cél'lula i els senyals mitogénics.

En el nostre grup va demostrar que PFKFB3 s’expressa en les cél-lules HT29 i que a més
es regula en resposta a senyals mitogénics, com és el sérum, els ésters de forbol i la
insulina. Per tant, es va pensar que la induccié de la glicolisi i dels nivells de Fru-2,6-P2
observats anteriorment en aquestes cél-lules eren deguts a un augment en I'expressié de
PFKFB3. Els resultats obtinguts van mostrar que I'estimulacié de les cél-lules HT29 amb
insulina donava lloc a un augment de I'expressié del mRNA i de la proteina de PFKFB3.
Aquest augment del mRNA de PFKFB3 era degut a un augment en la transcripcié del gen

i es requeria I'expressié de novo d’alguna proteing, tot i que no era imprescindible per

detectar-ne la induccié (Riera et al., 2002).

Resultats no publicats del nostre laboratori demostraven també la resposta a insulina de
PFKFB3 en el model cellular de Hela, implicant a la via de PI3K/Akt en aquesta regulacié

(Novellasdemunt 2012, tesi doctoral). Aquests resultats previs en el model de Hela van
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servir com a model per iniciar els estudis, objecte de la present tesi doctoral, en les cél-lules

HT29.

En aquest capitol, farem una aproximacié a la regulacié de I'isoenzim PFKFB3 en resposta
a insulina. Primerament, s’intentard esbrinar el paper de la proteina PFKFB3 en resposta
a aquest estimul mitogénic a temps curts i, posteriorment, s’analitzara I'efecte de la insulina

sobre la regulacié transcripcional de PFKFB3.
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2. Resultats

2.1 Induccié de I'expressié de PFKFB3 per insulina

Per abordar aquest objectiu vam utilitzar la linia cel-lular HT29 ja que, com s’ha
comentat a l'apartat d’introduccié d’aquest capitol, els resultats obtinguts préviament
demostren que aquestes céllules expressen PFKFB3 i que el metabolisme de carbohidrats

d’aquestes respon a insuling, indicant que la insulina regula el metabolisme de les HT29.

Experiments anteriors del nostre grup van demostrar que les cél-lules HT29 expressen la
isoforma PFKFB3 a nivell basal. Vam voler determinar, per una part, si aquesta linia
cel-lular també expressa PFKFB1, PFKFB2 i PFKFB4 i, alhora, si la insulina afectava a
'expressié d’aquestes isoformes. Per dur a terme aquest estudi vam tractar les cél-lules,
préviament dejunades de sérum durant 24 hores, amb insulina durant diferents temps.
Mitjancant una RT-qPCR vam analitzar els nivells de mRNA de cada una de les isoformes
de PFKFB. La Figura R-1 mostra que la linia cel-lular HT29 expressa el mRNA de PFKFB2,
PFKFB3 i PFKFB4, perd en canvi no vam detectar expressié de PFKFB1. En resposta a
insulina, PFKFB3 és la dnica isoforma que es modula, augmentant la seva expressié
significativament després d’una hora de tractament i obtenint un maxim d’expressié a les

tres hores que es manté de manera sostinguda a les 6 i a les 10 hores.

610 prcFB2 @@ PFKFB3 W PFKFB4
© 54 ok
v
g v
- -3 4- ok ok
'E £ >k
--) o 3-
L9
3 2
-
0.

Temps (h) o 0.5 1 3 6 10

Figura R-1. Expressié relativa dels gens PFKFB al llarg del temps en cél-lules HT29. El peu de figura

continua a la pagina segient.

92



Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

Figura R-1. Expressié relativa dels gens PFKFB al llarg del temps en cél-lules HT29. Les cél-lules,
préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb insulina (1 UM) durant diferents
temps. RT-qPCR utilitzant les sondes humanes especifiques per PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 i PFKFB4. La sonda
TBP es va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié
control de cada isoforma. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments

independents = SEM de cada condicié (p<0.01, **¥;0<0.001, *** determinat pel test t-Student).

A continuacié, vam comprovar com es traduien aquests resultats a nivell de quantitat de
proteina de PFKFB3. A les tres hores de tractament amb I’lhormona s’observa un increment
significatiu de la proteina PFKFB3 (Figura R-2). Aquest increment es manté a 6 i 10 hores

en consondncia a 'augment mantingut de mRNA.
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Figura R-2. Efecte del tractament amb insulina al llarg del temps sobre I'expressié de PFKFB3 en cél-lules
HT29. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb insulina (1 M)
durant diferents temps. Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3 (panel superior).
Western blot representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per a normalitzar
la carrega. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es
presenten com les mitianes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.001,

**% determinat pel test t-Student).
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Per confirmar el paper fisiologic de la induccié de PFKFB3 per insulina, vam analitzar si
la concentracié de Fru-2,6-P2 i de lactat augmentava de la mateixa manera. A la Figura
R-3 podem observar com hi ha un augment significatiu ja als 30 minuts de la concentracié
de la Fru-2,6-P2 i a una hora del lactat després del tractament amb insulina. Donat que
'augment de proteina de PFKFB3 total no es detectd fins a les 3 hores de tractament, i
alhora és I'dnica isoforma que es modula a nivell de mRNA en resposta a insulina, s’havia
de pensar en algun altre mecanisme de regulacié sobre els isoenzims PFKFB com
responsable de I'efecte de la insulina sobre la concentracié de Fru-2,6-P2 i de lactat dins

de la primera hora post-tractament.
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Figura R-3. Efecte del tractament amb insulina al llarg del temps sobre la concentracié de Fru-2,6-P2 i de
lactat en cél-lules HT29. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb
insulina (1 YUM) en els temps indicats. A) Concentracié de Fru-2,6-P2. B) Produccié de lactat. Les dades es
presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.01,

**,. p<0.001, *** determinat pel test t-Student).

2.2 Regulacié post-traduccional de PFKFB3 en resposta a insulina

En el nostre grup ja s’ha demostrat que, en resposta a altres estimuls, com

progestagens i estrés, PFKFB3 es regula a través de dos mecanismes diferents
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(Novellasdemunt et al., 2012, 201 3c). En primer lloc, PFKFB3 es regula per fosforilacié a
la seva serina 461 (Ser461) a temps curts, és a dir, de I'ordre de minuts. |, a més a més,
a temps més llargs, hi ha una regulacié per activacié transcripcional del gen PFKFB3 per

donar lloc a un augment de seva proteina total.

Davant els resultats obtinguts en el nostre model d’insulina en HT29, vam estudiar si també
PFKFB3 presentava els dos mateixos mecanismes de regulacié descrits anteriorment pels
altres estimuls. Aixi doncs vam procedir a analitzar les possibles modificacions en I'estat
de fosforilacié de les proteines PFKFB en resposta a insulina. Vam analitzar la fosforilacié
de PFKFB3 a la Ser461 i, a més a més, vam analitzar la fosforilacié de PFKFB2, ja que
segons el que hi ha descrit a la bibliografia, després de I'estimulacié amb insulina en
altres models, es produeix la fosforilacié de PFKFB2 en la Ser483 i Ser466 (Deprez et
al., 1997). Els resultats de la Figura R-4 mostren un increment tant de la fosforilacié de
PFKFB3 com de PFKFB2 després de que les cél-lules, fossin tractades amb insulina durant
30 minuts. En canvi els nivells de proteina total tant de PFKFB3 com de PFKFB2 es

mantenen invariables i al mateix nivell que la proteina basal.

Per tal d'investigar la via de senyalitzacié implicada en I'efecte de la insulina sobre la
fosforilacié6 de PFKFB3, vam comengar estudiant la via d’Akt, ja que com s’explica a
apartat d’introduccid, Akt es fosforla en preséncia d’insulina i tal i com es pot observar

a la Figura R-4 també estd activa en el model HT29 en resposta a insulina.

Per tal de veure la implicacié d’Akt en la fosforilacié de les proteines PFKFB, vam
pretractar les cél-lules amb l'inhibidor especific d’Akt Akti-1/2 (A) i I'inhibidor especific
de PIBK LY294002 (LY). Com es pot observar a la Figura R-5, la inhibicié tant d’Akt com
de PI3K impedeix la fosforilacié de la Ser235/236 de la proteina S6, que és un substrat
de la via d’Akt. Aquest resultat ens serveix de control positiu per indicar que els inhibidors
utilitzats bloquegen I'activacié de la via. De la mateixa manera, els resultats indiquen que
la inhibicié de la via evita també la fosforilacié de PFKFB3 i PFKFB2. Aixi doncs, podem
afirmar que la via de PI3K/Akt participa en I'activacié per fosforilacié de PFKFB3 i

PFKFB2 a temps curts en resposta al tractament amb insulina.
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Figura R-4. Efecte de la insulina sobre la fosforilacié de PFKFB3 i PFKFB2 a temps curts en cél-lules HT29.
Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb insulina (1 YM) durant
30 minuts. A) Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L'anticds a-tubulina es va utilitzar
per normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de les proteines indicades.
Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les
mitjianes de com a minim tres experiments independents * SEM de cada condicié (p<0.001, *** determinat

pel test t-Student).
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Figura R-5. Efecte de la inhibicié de la via d’Akt sobre la fosforilacié6 de PFKFB3 i PFKFB2 a temps curts
en cél-lules HT29. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant
30 minuts amb Akti-1/2 (A) (10 UM) o LY294002 (LY) (10 UM) i posteriorment tractades amb insulina (1 M)
durant 30 minuts. A) Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L'anticds a-tubulina es va
utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de les proteines
indicades. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es
presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents + SEM de cada condicié (p<0.05,
*, p<0.01, *¥*; p<0.001, ***; per les condicions tractades amb insulina respecte a la condicié control; p<0.05,
#; p<0.01, ##; p<0.001, ###; per les condicions tractades amb insulina i inhibidor respecte a les tractades

només amb insulina, determinat pel test t-Student).

A la llum d’aquests resultats, podiem pensar que I'augment de la concentracié de Fru-2,6-
P2 i de lactat que haviem observat a temps curts (Figura R-3) podria ser degut a I'activitat
conjunta dels dos insoenzims, PFKFB3 i PFKFB2, ja que tots dos modifiquen el seu grau de
fosforilacié en resposta a insulina, podent ser indicativ d’una major activitat. Per confirmar
aquesta hipdtesi, i per tal d’analitzar el grau de contribucié de PFKFB3 i/o PFKFB2 a la
produccié de Fru-2,6-P2, vam procedir a eliminar-ne un o altre transfectant de manera
transitoria les cél-lules HT29 amb els seus siRNAs especifics de PFKFB3 i PFKFB2,
respectivament. Després de 72 hores de silenciacié, moment en que s’assoleix la maxima
eficiéncia del siRNA (Calvo et al., 2006), les cél-lules van ser tractades amb insulina durant

30 minuts. Els resultats obtinguts mostren que, quan silenciem la PFKFB3, la quantitat de
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proteina total d’aquesta disminueix respecte a la condicié control (scramble) aixi com
també la PFKFB3 fosforilada. En quant a la silenciacié de PFKFB2, donat que I'anticos
total no va funcionar, vam analitzar els nivells de PFKFB2 fosforilada per confirmar la
silenciacié de PFKFB2 (Figura R-6A). A la Figura R-6B es pot observar I'efecte d’aquestes
silenciacions sobre la Fru-2,6-P2. La silenciacié de PFKFB3 provoca que la concentracié
d’aquest metabolit, quan les cél-lules sén tractades amb insulina, no augmenti fins als
mateixos nivells que en la condicié amb els siRNA control amb insuling, i obtenim un efecte
similar amb el siRNA de PFKFKB2. Només quan PFKFB3 i PFKFB2 es troben silenciades al
mateix temps, la concentracié de Fru-2,6-P2 després del tractament amb insulina es manté
a nivells basals. Aquests resultats podrien ser indicatius que tant I'isoenzim PFKFB3 com
PFKFB2 podrien estar participant en I'increment de Fru-2,6-P2 en resposta a insulina
durant els primers minuts. Tot i que després a temps més llargs, el gen PFKFB2 no estigui

modulat per I'efecte de la insulina com s’havia demostrat a la Figura R-1.
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Figura R-6. Participacié de I'isoenzim PFKFB3 i PFKFB2 en I'augment de Fru-2,6-P2 a temps curts en

resposta a insulina en cél-lules HT29. El peu de figura continua a la pagina segient.
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Figura R-6. Participacié de I'isoenzim PFKFB3 i PFKFB2 en I'augment de Fru-2,6-P2 a temps curts en
resposta a insulina en cél-lules HT29. Les céllules, transfectades amb siRNA de PFKFB3 i/o PFKFB2 a una
concentracié de 75 nM durant 72 hores, van ser tractades amb insulina (1 JM) durant 30 minuts, préviament
dejunades de sérum durant 24 hores. Com a control es va utilitzar un siRNA inespecific (scramble). A) Western
blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L'anticos a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la
carrega. B) Concentracié de Fru-2,6-P2. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres
experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.001, ***; per les condicions tractades amb insulina
respecte a la condicié control; p<0.01, ##; p<0.001, ###; per les condicions tractades amb insulina en les
céllules transfectades amb siRNA de PFKFB3 i/o PFKFB2 respecte a les tractades només amb insulina en les

cél-lules transfectades amb scramble, determinat pel test t-Student).

2.3 Regulacioé transcripcional de PFKFB3 per insulina

Apart d’aquest mecanisme de regulacié de PFKFB3 per insulina a temps curts, vam
continuar amb I'estudi del mecanisme d’activacié génica de PFKFB3 en resposta a insulina
amb I'objectiv de, per una banda, estudiar la via que pot participar en la regulacié
transcripcional del gen PFKFB3 i, per altra banda, determinar el factor de transcripcié

directament responsable de I'activacié de la transcripcié del gen de PFKFB3.

Per dur a terme aquest primer objectiu vam estudiar si la via de PI3K/Akt, la qual hem
vist en els resultats anteriors que s’activa en resposta a insulina en el nostre model cellular,
podia estar implicada en la regulacié transcripcional del gen PFKFB3 en resposta a
aquesta hormona. Per aixd, vam pretractar les cél-lules amb I'inhibidor especific d’Akt
Akti-1/2 (Akti) i després vam estimular les cél-lules amb insulina durant tres hores. Com es
pot observar a la Figura R-7, la inhibicié d'Akt redueix de forma significativa I'increment
del mRNA (Figura R-7A) i també de la proteina PFKFB3 (Figura R-7B i C). Com a control
del bloqueig de la via d’Akt s’ha utilitzat un dels seus substrats, la proteina S6 que es
mostra no fosforilada en preséncia d’Akti-1/2 (Figura R-7B). Aquests resultats serien
indicatius de la participacié de la via de PI3K/Akt en I'activacié de la transcripcié del
gen de PFKFB3 en resposta a insulina en el model d’HT29. No obstant, no es pot descartar
que hi hagi alguna altra via implicada en la regulacié transcripcional ja que la inhibicié

de la via d’Akt no reverteix completament la induccié de PFKFB3.
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Figura R-7. Efecte de la inhibicié de la via d’Akt sobre la regulacié transcripcional de PFKFB3 a temps
llargs en cél-lules HT29. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades
durant 30 minuts amb Akti-1/2 (A) (10 UM) i tractades amb insulina (1 UM) durant 3 hores. A) RT-qPCR
utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda TBP es va utilitzar com a control endogen. B)
Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L’anticds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar
la carrega. C) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de les proteines indicades. Els resultats
s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les mitjanes de
com a minim tres experiments independents = SEM de cada condicié (p<0.01, **; p<0.001, ***; per les
condicions tractades amb insulina respecte a la condicié control; p<0.05, #; per les condicions tractades amb

insulina i Akti respecte a les tractades només amb insulina, determinat pel test t-Student).

En aquest punt, vam iniciar I'abordatge per tal de trobar un factor de transcripcid, que
en resposta a aquesta activacié de la via d’Akt, fos responsable directe de la regulacié

transcripcional de PFKFB3 per insulina.
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Per dur a terme aquest objectiu, primerament vam procedir a discernir la regié minima
promotora necessdria per aquesta resposta transfectant de manera transitoria les cél-lules
HT29 amb diferents construccions obtingudes a partir de fragments amb delecions
creixents del promotor huma de PFKFB3 clonats en un vector d’expressié luciferasa
pGL2basic del que disposem al laboratori (Obach et al., 2004). El vector d’expressié -
galactosidasa el vam utilitzar per normalitzar les eficiéncies de transfeccié. L'activitat
luciferasa dels fragments de promotor transfectats la mesuravem 16 hores després del
tractament amb insulina, amb un dejuni de sérum previ de 24 hores de les cél-lules. Com
es pot observar a la Figura R-8, les construccions PFKFB3/-3566 i PFKFB3/-2494 van
respondre al tractament d’insulina ja que en aquests casos podem observar un increment
significatiu en I'activitat luciferasa respecte a la condicié control. En canvi, la construccié
PFKFB3/-1198 no va mostrar diferéncies en I'activitat luciferasa en resposta al tractament

amb insulina amb la condicié control.
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Figura R-8. Efecte de la insulina sobre el promotor de PFKFB3 huma en cél-lules HT29. El peu de figura

continua a la pagina segient.
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Figura R-8. Efecte de la insulina sobre promotor de PFKFB3 huma en cél-lules HT29. A) Representacié del
promotor huma de PFKFB3 amb les diferents construccions del promotor que es van utilitzar. B) Determinacié
de l'activitat luciferasa de céllules, transfectades de manera transitoria amb diferents construccions del
promotor huma de PFKFB3, tractades amb insulina (1 JM). L'activitat luciferasa va ser mesurada després de
16 hores del tractament. Els resultats s’'expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control de
cada construccié. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents +

SEM de cada condicié (p<0.001, *** determinat pel test t-Student).

Aquests resultats ens indiquen que la seqiiéncia que es troba entre el fragment de -2494
i -1198 nucledtids relativ a I'inici de la transcripcié a la regié 5’ del promotor huma de
PFKFB3 hauria de contenir I'element d’unié per algun factor de transcripcié en resposta

al tractament amb insulina.

Just per aquesta regid, en el nostre grup s’havien descrit dues seqiiéncies amb un 95% de
similitud a caixes E-box (CACGTG), localitzades entre els nucledtids -1279 o -1288 del
promotor humda de PFKFB3, com a llocs d'unié del factor HIF-1a (factor de transcripcidé
induible per hipoxia 1) (ACGTG) en resposta a hipoxia (Obach et al., 2004) anomenades

HRE (elements de resposta a hipdxia).

A continuacid, un anadlisi d’aquesta regié del promotor de PFKFB3 mitjangant el programa
ECR (Evolutionary Conservation Region) Browser, el qual és un buscador de regions
evolutivament conservades, ens va permetre comprovar que aquesta seqiéncia de 29nt

es troba altament conservada entre rata, ratoli, gos, vaca, mono, ximpanzé i huma (Figura

R-9).
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Figura R-9. Analisi de la conservacié evolutiva del promotor de PFKFB3 mitjangant el programa ECR
Browser. A la imatge es mostra la seqiéncia de 29nt (en negreta), que es troba entre els nucledtids -1269 -
1297 relatiu a I'inici de transcripcié del promotor huma de PFKFB3, alineada amb les seqiéncies de PFKFB3

de rataq, ratoli, gos, vaca, mono ximpanzé. Les caixes E-box estan marcades dins dels quadres blaus.

Tenint en compte aixd, vam delimitar la zona d’estudi a aquestes dues caixes E-box per
si alguna d’aquestes seqiiéncies podria estar també directament implicada en la resposta
del promotor de PFKFB3 a insulina. Per aixd, vam fer Us de les dues construccions que
s’havien utilitzat en I'estudi de la resposta a hipoxia del nostre laboratori, les quals
contenien 29 nucledtids al voltant de la regié entre -1269 i -1297 respecte a I'inici de la
transcripcié a la regié 5’ del promotor huma de PFKFB3 i estaven clonades en un vector
d’expressié luciferasa amb una unitat minima promotora del gen c-fos. Una de les
construccions era la 29WT-cfos (5'-GCATGCGGGACGTGACGCACGTGTGGCAG-3') i
'altra la 29Mut-cfos, a la qual se li havien incorporat dues mutacions a la seqiéncia d’unié
a HIF (5’-GCTGCGGGAATTGACGCAATTGTGGCAG-3’). Aquestes dues construccions es

van transfectar transitdriament a les cél-lules HT29 i es van estimular amb insulina. En els
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casos indicats, les célllules es van pretractar amb Iinhibidor de I'activitat de PI3K,
wormanina. Els resultats mostren que la construccié 29WT-cfos presenta un augment
significativ de l'activitat luciferasa quan les céllules eren estimulades amb insulina
respecte a la condicié control. A més, aquesta induccié s’inhibia amb I'ds de wormanina.
En canvi, en la construccié 29Mut-cfos no s'observen diferéncies en 'activitat luciferasa

entre les diferents condicions (Figura R-10).

29WT-cfos:  5’-GCATGCGGGACGTGAGCGACGTGTGGCAG-3’

29MUT-cfos:  5'-GCATGCGGGAATTGAGCGAATTGTGGCAG-3’
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Figura R-10. Efecte de la insulina sobre una construccié de 29 nucleétids del promotor huma de PFKFB3
en céllules HT29. Determinacié de I'activitat luciferasa de cél-lules transfectades de manera transitdria amb
la construccié 29WT-cfos o 29MUT-cfos del promotor humé de PFKFB3, pretractades amb wormanina (W)
(10 M) durant 30 minuts, en els casos indicats, i tractades amb insulina (1 JM). L'activitat luciferasa va ser
mesurada després de 16-18 hores del tractament. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a
la condicié control de cada construccié. Les dades es presenten com les mitjones de com a minim tres
experiments independents = SEM de cada condicié (p<0.01, **; per les condicions tractades amb insulina
respecte a la condicié control; p<0.01, ##; per les condicions tractades amb insulina i wormanina respecte

a les tractades només amb insulina, determinat pel test t-Student).

Per tant, aquests resultats ens indiquen que a les dues E-box, presents entre els nucleotids
-1269 i -1297 del promotor huma de PFKFB3, s’ha d’unir algun factor de transcripcid i

que aquest participa en la regulacié transcripcional del gen PFKFB3 en resposta a insulina.
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Llavors, a continuacié vam analitzar in silico quin factor de transcripcidé podria unir-se a
aquestes seqiéncies utilitzant sequéncies consens de DNA de les bases de dades
TRANSFAC o JASPAR. D’entre els factors trobats que comparteixen llocs d’unié amb
aquestes E-boxes, ens vam centrar en els factor de transcripcié HIF-1a ([A/G]JCGTG) i

SREBP-1¢ (CACGTG).

En primer lloc, vam analitzar si HIF-1a estava implicat en la induccié del gen PFKFB3 per
la insuling, ja que, com s’ha comentat anteriorment, aquest factor ja s’ha descrit com a
modulador de la transcripcié de PFKFB3 en situacions d’hipoxia. Per aixo, vam analitzar
si el tractament de les cél-lules amb insulina es correlacionava amb la preséncia de HIF-
1a. Els resultats per Western Blot de la Figura R-11 mostren que la insulina produeix un
augment de la proteina PFKFB3 a les 3 hores de tractament, en canvi no detectem HIF-
1a. Com a control positiu de I'augment d’aquesta proteina, vam tractar les cél-lules amb
CoCla, el qual és un agent quimic que mimetitza I'efecte de la hipdxia fisioldgica, ja que
préviament s’havia descrit que en resposta a aquest tractament s’observa acumulacié de

la subunitat HIF-1a (Obach et al., 2004).

3 hores

CoCl: - - + Figura R-11. Efecte de la insulina sobre el
Insulina i + - factor de transcripcié HIF-1a. Les cél-lules HT29,
préviament dejunades de sérum durant 24 h, van
HIF-1a - ser tractades amb insulina (1 JM) o CoCl2 (20.0
MM) durant 3 h. Western blot representatiu
utilitzant els anticossos indicats. L'anticos a-
PFKFB3 pr— -- tubulina es va utilitzar per normalitzar la

carrega.

a-tubulina

A continuacid, donat que SREBP-1c és un factor transcripcié involucrat en I'activacié de
gens a través la via de senyalitzacié de la insulina (Azzout-Marniche et al., 2000; Dif et
al., 2006; Ferré et al.,, 2001), vam voler avaluar I'efecte directe de SREBP1 sobre
’expressié de PFKFB3.

105



Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

En la mateixa linia vam poder detectar la preséncia de proteina SREBP1 incrementada
per western blot en resposta a insulina (Figura R-12), i tot seguit ens vam centrar en inhibir

SREBP-1c amb un siRNA especific.

Insulina (3h) - + Figura R-12. Efecte de la insulina sobre el factor
de transcripci6 SREBP1. Les céllules HT29,
SREBP1 préviament dejunades de sérum durant 24 h, van

- ser tractades amb insulina (1 JM) durant 3 h.
Western blot representatiu utilitzant els anticossos

PFKFB3 -

indicats. L'anticés a-tubulina es va utilitzar per

. normalitzar la carrega.
a-tubulina ——_—

La transfeccié amb un siRNA de SREBP1 va disminuir els nivells de proteina i de mRNA de
PFKFB3 en resposta a insulina respecte a la transfeccié amb un siRNA control (scramble),
suggerint que SREBP1 podria estar implicat en la regulacié de PFKFB3 per aquesta

hormona en cél-lules HT29 (Figura R-13).
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Figura R-13 Efecte de la silenciacié de SREBP1 en al induccié de PFKFB3 per insulina en cél-lules HT29.

El peu de figura continua a la pagina seguent.
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Figura R-13. Efecte de la silenciacié de SREBP1 en al induccié6 de PFKFB3 per insulina en cél-lules HT29.
Les cél-lules van ser transfectades amb un siRNA de SREBP1 a 25 nM durant 72 hores i posteriorment
estimulades amb insulina (1 UM) durant 3 h. A) Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats.
L’anticos a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. B) RT-gPCR utilitzant la sonda humana especifica
per PFKFB3. La sonda TBP es va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives

respecte a la condicié control (n=2).

El segiuent pas va ser estudiar I'efecte de la sobreexpressié exdgena del factor de
transcripci6 SREBP-1c en la induccié de PFKFB3. Es volia observar si aquesta
sobreexpressié podia produir uns efectes estimuladors sobre I'expressié proteica de
PFKFB3 semblants a aquells observats sota el tractament amb insulina. En els resultats
preliminars de la Figura R-14 podem observar que els nivells de PFKFB3 no augmenten
quan sobreexpressem aquest factor. Com a control positiu de que la sobreexpressié de
SREBP-1c doni lloc a una proteina funcional, vam analitzar la proteina FAS (Fatty Acid
Synthase) i ACC (Acetyl-Coa carboxylase) fosforilada que s’han descrit com a gens diana
de SREBP-1c¢ (Horton, 2002), i podem observar que els nivells d’ambdues proteines es veu

augmentada en preséncia d’aquest factor.

= SREBP-1¢ Figura R-14. Efecte de la sobreexpressié de SREBP-1c
en la induccié de PFKFB3 per insulina en cél-lules

PFKFB3 -

HT29. Les cél-lules van ser transfectades durant 24

P-ACC =  wem hores amb 2 Ug del vector d’expressié de SREBP-1c.
a-tubulina — Com a control es va utilitzar un vector d’expressié de
GFP. Western blot representatiu utilitzant els anticossos
SREBP1 . indicats. L'anticdés a-tubulina es va tilitzar per
FA normalitzar la carrega (n=2).
S -

a-tubulina

Donat que I'efecte de SREBP-1c sobre PFKFB3 hauria de ser transcripcional, ens mancarien

resultats de RT-qPCR de PFKFB3 en condicions de sobreexpressié de SREBP-1c.

Tot i que aquests Ultims resultats no permeten confirmar la regulacié directa de PFKFB3

per SREBP-1c, encara no podem descartar totalment la implicacié d’aquest factor en
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aquesta regulacié. A més, s’ha descrit que els SREBPs poden cooperar amb altres factors
de transcripcié i co-activadors necessaris per a I'activacié transcripcional d’altres gens
com sén NF-Y, CREB, Sp1, CBP/p300, entre d’altres (Edwards et al., 2000; Lin et al.,
2005; Toth et al., 2004).

Finalment, com entre els factors que activen la via de la insulina hi ha el factor IGF-I, vam
intentar analitzar per RT-qPCR la resposta de PFKFB3 a aquest factor per tal de veure si
reproduia els resultats obtinguts amb insulina. A la Figura R-15 podem observar com
I'estimulacié amb IGF-1 déna lloc a un increment significatiu dels nivells de mRNA de
PFKFB3 a partir de les 3 hores i es manté també a les 6 hores. Alhora, vam analitzar si
en resposta a aquest factor es modulava la PFKFB2. Els resultats obtinguts mostren que a

nivell transcripcional PFKFB2 no s’indueix en resposta a IGF-I en les cél-lules HT29.
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Figura R-15. Efecte de I'IlGF-l sobre I’expressié dels gens PFKFB3 i PFKFB2 en cél-lules HT29. Les cél-lules,
préviament dejunades de sérum durant 24 h, van ser tractades amb IGF-I (100 ng/ml) en els temps indicats.
RT-gPCR utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3 i PFKFB2. La sonda TBP es va utilitzar com a control
endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten
com les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.01, **;
p<0.001, *** determinat pel test t-Student).

108



Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

2.4 Efecte de la inhibicié de PFKFB3 sobre la via d’Akt

Recentment, s’ha publicat un article en el qual relacionen PFKFB3 i el metabolisme
de la glucosa amb la via de la insulina/IGF-I (Trefely et al., 2015). En aquest estudi
identifiquen diferents quinases, entre les quals es troba PFKFB3, que regulen de forma
positiva o negativa la via de PI3K/Akt. Observen que la inhibicié de la via glicolitica a
diferents nivells, incloent la inhibicié de PFKFB3 de forma farmacoldgica o mitjangant
siRNA, afecta de forma paral-lela a la senyalitzacié d’Akt en adipocits 3T3-L1en resposta
a insulina. En aquest model d’adipocits, els quals presenten una elevada expressié de
PFKFB3, es suggereix que I'augment del flux glicolitic en resposta a insulina potenciaria
I'activacié de la via de la insulina, concretament a nivell d’Akt, afavorint la captacié de

glucosa per GLUTA4.

En el nostre model d’HT29, hem demostrat que la via de la insulina esta implicada en la
regulacié de 'activitat de PFKFB3, ja que observem un augment de Fru-2,6-P2 i de lactat
en resposta a insulina. Es per aixd que ens vam plantejar si també existia una regulacié
en I'altra sentit, com en el que descriven a I'article, és a dir, que, en un inici la senyal de
la insulina activaria a PFKFB3 i a la vegada aquesta activacié seria la responsable d’una

retroalimentacié positiva de la via de la insulina.

Per tant, vam estudiar I'efecte de la inhibicié de PFKFB3 sobre I'activacié d’Akt. Primer
vam analitzar els experiments de silenciacié de PFKFB3. Com es pot observar a la Figura
R-16, el siRNA de PFKFB3 efectivament redueix els nivells de la seva proteina, en canvi,

aquesta silenciacié no afecta a la fosforilacié d’Akt ni a la de S6 en resposta a insulina.
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Figura R-16. Efecte de la silenciacié de PFKFB3 sobre I'activacié de la via d’Akt en resposta a insulina en
cél-lules HT29. Les cél-lules van ser transfectades amb siRNA de PFKFB3 a una concentracié de 75 nM durant
72 h. Com a control es va utilitzar un siRNA inespecific (scramble). Un cop dejunades de sérum durant 24 hores,
van ser tractades amb insulina (1 JM) durant 30 minuts. A) Western blot representatiu utilitzant els anticossos
indicats. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de
'expressié proteica d’Akt fosforilat a la Ser473. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a
la condicié control. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents t
SEM de cada condicié (p<0.05, *; p<0.01, determinat pel test t-Student).

En el mateix article de Trefely i col'laboradors també mostren que la incubacié de les
céllules 3T3-L1 amb l'inhibidor farmacoldgic de PFKFB3 3PO bloqueja I'activitat d’Akt,
ja que observen una disminucié de la fosforilacié dels seus substrats GSK3 i Sé en resposta
a insulina. En el nostre cas, una inhibicié similar en preséncia de 3PO en cél-lules HT29 no
inhibeix la fosforilacié d’Akt ni tampoc la del seu substrat GSK3 després del tractament
amb insulina (Figura R-17), indicant que no existeix aquesta regulacié en forma de

retroalimentacié positiva de la glicolisi sobre la via de la insulina en les cél-lules HT29.

En canvi, la preséncia de 3PO si que inhibeix la fosforilacié de la proteina S6 per insulina.
Aixo Ultim es podria explicar pel fet de que s’ha descrit que en preséncia de 3PO, com
que inhibeix l'activitat de PFKFB3, es redueix la captacié de glucosa a causa de la

disminucié de la concentracié de Fru-2,6-P2 que inhibeix la PFK-1, augmentant llavors la

110



Capitol 1: Regulacié de PFKFB3 per insulina

concentracié de Fru-6-P, la qual es troba en equilibri amb la Glu-6-P i aquesta inhibeix
a I'HK, que és necessaria per la captacié de glucosa (Gregoriou et al., 1981). Per tant,
la inhibicié de I'acivitat de PFKFB3 déna lloc a un estrés metabolic, semblant al que es
déna en un estat de deprivacié de glucosa, que, conseqiientment, activa I'autofdgia com
a via de supervivéncia per activacié de '’AMPK, ja que els nivells d’ATP disminueixen,
inhibint a mTORC]1 i per tant la fosforilacié de Sé (Klarer et al., 2014). Llavors per saber
si en el nostre model i en aquestes condicions el 3PO causa els mateixos efectes hauriem

d’analitzar amb més detall I'efecte del 3PO en la glicolisi com també en I'activacié de

I'autofagia.
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Figura R-17. Efecte de la inhibici6 de PFKFB3 amb 3PO sobre I'activacié de la via d’Akt en resposta a
insulina en cél-lules HT29. Les cél-lules, un cop dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pre-tractades
amb 3PO (10 PM) durant 30 minuts i, posteriorment, tractades amb insulina (1 PUM) durant 30 minuts. A)
Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L’anticos a-tubulina es va utilitzar per normalitzar
la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica d’Akt fosforilat a la Ser473. Els resultats
s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les mitjanes de
com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.05, *; p<0.01, determinat pel test

t-Student).
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Apart, perd, en els resultats obtinguts dels experiments de silenciacié de la Figura R-6
vam demostrar que I'augment de la Fru-2,6-P2 en resposta a insulina a temps curts era
degut tant a l'activitat de PFKFB3 com de PFKFKB2. Per tant, si el 3PO inhibeix
especificament a PFKFB3, encara tindriem activa la glicolisi per part de la PFKFB2 quan
les cél-lules son tractades amb insuling, i llavors no tindria lloc la disminucié de la captacié
de glucosa que activaria I'autofagia. En aquest Gltim any s’ha publicat un article on
questionen l'especificitat del 3PO per la PFKFB3 (Houddane et al., 2017), que també

podria estar al darrera d’una explicacié per als nostres resultats.
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3. Discussio

Resultats anteriors del grup realitzats per Lluis Riera havien demostrat la induccié
de I'expressié de PFKFB3 en diferents linies cel:lulars en resposta a insulina. En aquest
capitol, hem volgut profunditzar en I'estudi dels mecanismes moleculars que regulen la
seva expressié en les céllules d’adenocarcinoma de colon huméa HT29 en resposta a

insulina.

Préviament, Denis-Pouxviel i collaboradors havien demostrat que I'augment del flux
glicolitic i de I'activitat quinasa de la PFKFB3 en cél-lules HT29 tractades amb insulina
depenia de la transcripcié i sintesi proteica de PFKFB3 (Denis-Pouxviel et al.,, 1990).
Posteriorment, al nostre laboratori es va demostrar que I'augment dels nivells de mRNA i
proteina de PFKFB3 per insulina en aquestes cél-lules era degut a la transcripcié directa
del geni a la sintesi de novo de proteing, tot i que no es podia descartar la necessitat de
la sintesi d’alguna altra proteina intermedidria en la induccié del gen missatger, ja que
la inhibicié de la sintesi proteica produia una disminucié de la induccié del mRNA de

PFKFB3 per insulina (Riera et al., 2002).

Els resultats obtinguts en aquest primer capitol mostren que la insulina augmenta
I'expressié del mRNA de PFKFB3 en la linia cellular HT29, obtenint un pic a les 3 hores
de tractament, i sense modular I'expressié de les altres isoformes de PFKFB. A més, els
nivells de proteina de PFKFB3 augmenten de forma paral-lela als nivells de mRNA. Aquest
increment de proteina, a partir de les 3 hores, és el responsable de I'augment de la
concentracié intracellular de Fru-2,6-P2 i de lactat a temps llargs. En canvi, a temps curts,
és a dir, al voltant dels 30 minuts, I'augment d’aquests metabolits ve donat per una
modificacié post-traduccional de la proteina PFKFB3, per fosforilacié a la Serina 461, i

de la PFKFB2, per fosforilacié a la Serina 466 i a la Serina 483.

En aquesta regulacié post-traduccional de PFKFB3 i PFKFB2 per insulina esta implicada
la via de PI3K/Akt, ja que la inhibicié d’aquesta via evita la fosforilacié dels dos isoenzims

en resposta a aquesta hormona.
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S’ha descrit que Akt fosforila la PFKFB2 in vitro, a la Ser466 i Ser483, activant aixi I’'enzim
mitjangant I'increment de la seva Vmax i I'afinitat per un dels seus substrats, la fructosa-
6-fosfat. A més, la via de PI3K participa en I'activacié de PFKFB2 ja que I'Us de I'inhibidor
de la PI3BK wormanina inhibeix I'augment de l'activitat quinasa (Deprez et al., 1997).
Malgrat que en aquest darrer article proposaven a Akt (PKB) com a efectora de la
resposta a insulina, 'any 1999 Bertrand i collaboradors van demostrar que, tot i que
PI3K participa en la fosforilacié en resposta a insulina de PFKFB2, Akt no era necessaria
(Bertrand et al., 1999), i en canvi es suggeria un paper per PDK-1. Posteriorment, s’ha
demostrat que la responsable de la fosforilacié i activacié de la PFKFB2 ha de ser una
proteina quinasa de la via de senyalitzacié per insulina per sota de PDK-1, diferent de

PKB, SGK i PKCC (Deprez et al., 2000).

Resultats previs del nostre laboratori demostren la fosforilacié de I'isoenzim PFKFB3 per
la quinasa Akt in vitro, donant lloc a un augment de I'activitat PFK-2 (Novellasdemunt
2012, tesi doctoral). Encara que no hem demostrat que Akt és la quinasa responsable de
la fosforilacié de PFKFB3 en resposta a insulina, segons els nostres resultats possiblement

ha de ser alguna quinasa de la via de PI3K/Akt.

Apart d’aquesta regulacié de la proteina de PFKFB3 a temps curts, hem demostrat que
el gen de PFKFB3 es regula a nivell transcripcional, ja que la transfeccié transitoria de
diferents fragments del promotor humda de PFKFB3, clonats en un vector d’expressié
luciferasa, va donar lloc a un augment de I'activitat luciferasa en resposta a insulina. A
més, aquests experiments també ens van permetre delimitar la regié del promotor
responsable de la induccié de PFKFB3. En aquesta regid, préviament en el nostre
laboratori, ja s’havien descrit la preséncia de dues seqiéncies amb un 95% de similitud a
caixes E-box, localitzades entre els nucledtids -1269 i -1297 relativ a linici de
transcripcié, a les quals s'uneix el factor de transcripcié HIF-1a en resposta a hipoxia
induint la transcripcié de PFKFB3 (Obach et al.,, 2004). En els resultats que acabem de
presentar en aquest capitol, s’ha demostrat de manera clara la participacié d’aquestes

E-boxes en la resposta a insulina i la implicacié indirecta de la via de senyalitzacié d’Akt.
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Aquests mateixos resultats es van contrastar en paral-lel amb resultats similars no publicats
del nostre grup obtinguts amb la linia cel-lular Hela (Novellasdemunt 2012, tesi doctoral).
Posant de manifest que els resultats de regulacié de PFKFB3 seria un comportament de

resposta habitual de linies tumorals diferents, com cancer de célon i cancer de cérvix.

Els factors de transcripcié SREBPs, a part de reconéixer i unir-se a seqiéncies SRE (Sterol
Regulatory Elements) (5’-TCACNCCAC-3’) o seqiéncies relacionades, també poden unir-
se d les E-boxes, preferentment a la seqiéncia 5’-CACGTG-3’ (Osborne, 2000; Vallett
et al., 1996). Aquests sén membres de la familia de factors bHLH implicats en I'estimulacié
transcripcional per insulina de gens lipogénics i de la glucoquinasa de fetge. A més, la
via de PI3K s’ha relacionat amb la induccié de SREBPs per insulina (Sul et al., 2000). En
aquest sentit, s’ha descrit que en hepatocits de rata tractats amb insulina, a través de
I'activacié de la via de PI3K, incrementen els nivells del precursor de SREBP-1c al reticle
endoplasmatic fent que incrementin rapidament els nivells de SREBP-1c madur al nucli

(Azzout-Marniche et al., 2000).

Tot i que no hem pogut corroborar la implicacié directa del factor SREBP-1c amb aquestes
seqiéncies E-box, ja que ens faltaria fer més répliques per obtenir resultats
estadisticament significatius dels experiments de silenciacié, com també, per tal de
verificar la unié directa de SREBP-1c a les dues caixes E-box del promotor de PFKFB3,
caldria  fer experiments de precipitacié doligonucledtids i  experiments
d’immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) per confirmar que aquesta seqiéncia forma un
complex amb el factor de transcripcié SREBP-1c in vitro i in vivo, respectivament. Restaria,
doncs, també concretar el possible paper i/o la vinculacié d’altres factors que s’han vist
augmentats en linies tumorals en resposta a insulina, com el factor myc-1, en la resposta

transcripcional de PFKFB3.

Respecte als resultats publicats recentment per Trefely i collaboradors en el model
d’adipocits 3T3-L1 (Trefely et al., 2015), destacar que per comparacié amb els mateixos
experiments realitzats en el nostre model tumoral d’'HT29, aquells serien un model de
regulacié molt concret d’un tipus celllular i que no semblaria un comportament
extrapolable en les linies tumorals. Tot i que en tots els models provats fins al moment

sembla clara la relacié de la via de senyalitzacié d’Akt amb PFKFB3.
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1. Introduccié

TGF-B pertany a una superfamilia de factors de creixement formada per més de

30 membres en humans, juntament amb activines, inhibines, BMPs (Bone Morphogenic
Proteins), MIS (Mullerian Inhibiting Substance), nodal i GDFs (Growth and Differentiation
Factors) (Shi and Massagué, 2003).

TGF-B és una citoquina multifuncional (pleiotrdpica), ja que controla nombrosos processos
cellulars com és la proliferacié, diferenciacié, produccié de matriu extracel-lular,

migracid, adhesid, organitzacié del citoesquelet, homedstasi i mort depenen del tipus

cellular (Fabregat et al.,, 2014; Han et al., 2015; Massagué, 2008).

1.1 Via de senyalitzacié de TGF-3

El TGF-B funciona com una proteina reguladora que transmet la seva funcié des de
la superficie cellular al nucli a través de la transduccié de senyals moleculars. La via de
senyalitzacié de TGF-B, explicada amb més detall en I'apartat d’introduccié de la tesi,
es déna principalment a través de la via de Smads (via candnica), perd també pot activar
vies independent de Smads (vies no canoniques) (Aigner and Bogdahn, 2008; Dennler et
al.,, 2002; Massagué, 2000). L'activacié d’aquestes vies depén del context i del tipus

cellular i la integracié d’aquestes és el que determina les respostes cel-lulars del TGF-f3

(Principe et al., 2014) (Figura 22).
Via canénica/Smad

La forma activa del TGF-B, constituida per un dimer de dues subunitats idéntiques
unides generalment per ponts disulfur, primer s’'uneix al TRRII, el qual fosforila el domini
ric en glicina/serina del TBRI, activant I'activitat quinasa d’aquest i donant lloc a un

complex heterotetraméric constituit per dos TRRI i dos TRRIl (Wrana et al., 1994). Un cop
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format el complex, el TBRI recluta i fosforila les R-Smads (Smad2 i Smad3), a la seqiéncia
pSer-X-pSer que es troba a I'extrem C-terminal. Aquesta fosforilacié permet la formacié
d’un complex entre les R-Smads juntament amb la Co-Smad (Smad4) que es transloca del
citoplasma al nucli a on interacciona amb proteines Co-reguladores i altres factors per
regular la transcripcié dels gens diana com Id1, 1d3, fibronectina, PAI-I, entre d’altres

(Massagué, 2000).

Un cop al nucli, tant les Co-Smads com les R-Smads poden unir-se directament al DNA,
amb I'excepcié d'una variant de slplicing alternativ de Smad?2. El domini MH1 reconeix
regions riques en GC i la sequencia anomenada SBE (Smad Binding Element) formada per
sequéncies repetides de GTCT o de la complementaria reversa AGAC. Perd, com que
aquesta unié de les Smads amb el DNA és de baixa afinitat, débil i poc selectiva, les
Smads generalment depenen de les interaccions amb altres proteines especifiques (factors
de transcripcid), les quals presenten una alta afinitat pel DNA, aportant especificitat per
actuar sobre els gens diana. Un cop les Smads, juntament amb les altres proteines, s’han
unit al DNA, aquestes recluten proteines Co-reguladores per promoure o inhibir la
transcripcié depenent del context, com sén els co-activadors o co-repressors (Weiss and

Attisano, 201 3).

Les diverses combinacions de R-Smad/Co-Smad/Co-factor permet la regulacié d’un gran
nombre de gens diana i, en part, explica que les respostes siguin especifiques del tipus
cel-lular ja que cadascun d’aquests presenta una expressié diferencial dels reguladors

(Meulmeester and ten Dijke, 2011).
Vies no candniques/independents de Smad

Entre les vies no candniques activades per TGF-[3 trobem les MAPK (p38, Erk i JNK),
PIBK/Akt, GTPases tipus Rho, entre d’altres (Moustakas and Heldin, 2005; Weiss and
Attisano, 2013; Zhang, 2009). S’ha descrit que els TBRI i TBRIl, a part d’actuar com a

serina/treonina quinases, presenten una especificitat dual, sent capaces de fosforilar

residus de tirosina (Weiss and Attisano, 201 3; Zhang, 2009).
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Figura 22. Representacié esquematica de la via de senyalitzacié de TGF-B. Figura adaptada de (lkushima

and Miyazono, 2010), (TF: Factor de transcripcié).

Interaccié entre la via canénica i les vies no canéniques

Diferents estudis descriuen la interaccié entre els diferents membres de les vies de
senyalitzacié de MAPK i les proteines Smad. S’ha descrit que moltes de les vies no
candniques funcionen juntament amb les Smads estimulant les respostes de TGF-B. Per
exemple, I'activacié induida per TGF-B de la via de Erk pot produir la fosforilacié de
Smad?2 i per tant regular la seva activacié (Funaba et al., 2002). A més, I'activacié de
MAPKs per TGF-3 pot afectar a nivell de transcripcié a través de I'activacié de factors

de transcripcié que interactuen amb el complex Smad al nucli (Moustakas and Heldin,

2005).
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La translocacié de les R-Smads i la unié al DNA també pot ser regulada per la fosforilacié
per part de les MAPK de residus de serina que es troben a la regié linker de les R-Smads
(Shi and Massagué, 2003; Wicks et al.,, 2000; Wrighton et al., 2009). Aquesta
fosforilacié pot inhibir la funcié de les Smads evitant I'acumulacié al nucli d’aquestes o

promovent la degradacié de les Smads (Kretzschmar et al., 1999; Wicks et al., 2000).

Tot i aquest efecte negatiu de les MAPK sobre la via de TGF-B, per la fosforilacié a la
regid linker de les proteines Smad, varis estudis de les dues Ultimes décades han descrit
els diferents efectes de TGF-P sobre la via de MAPK i també sobre la via de PI3K. Aquests
efectes poden donar-se de forma immediata i transitoria o més tardana en el temps,
depenent del tipus celllular i de les condicions del cultiv (Takekawa et al.,, 2002),
proposant que I'activacié de MAPKs i PI3K complementa i convergeix amb I'activacié de
les Smads. Per tant, aquesta convergéncia pot produir cooperativitat d’aquestes vies perd
també pot passar que una de les vies contraresti I'altra segons el context. Aixi, I'equilibri
entre I'activacié directa de Smad i les vies de senyalitzacié MAPK sovint defineix les

respostes cel-lulars de TGF-f3 .

1.2 TGF-B i cancer

Donat que el TGF-B regula molts processos cellulars com la proliferacié,
diferenciacié i migracid, és un factor de gran importancia en el control de la tumorogénesi.
En cél-lules epitelials i durant les primeres etapes del tumor TGF- és un factor supressor
tumoral important, ja que inhibeix la proliferacié i indueix apoptosi. En canvi, en molts

altres tipus 4
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1.2.1 TGF-B com a supressor tumoral

TGF-B bloqueja vies de supervivéncia, activa vies de mort cellular i indueix

diferenciacié (Massagué, 2008).

. Inhibicié de la proliferacié: TGF-3 controla el cicle cel-lular augmentant I'expressié
d’inhibidors de ciclines com p15 o p21, les quals inhibeixen les activitats dels
complexes ciclina-Cdk donant lloc a una parada del cicle cel-lular. A més a més,
també inhibeix I'expressié del oncogén c-myc, el qual promou la progressié del

cicle cel:lular (Siegel and Massagué, 2003).

o Apoptosi: TGF-B indueix la mort cel-lular mitjangant el bloqueig de senyals de

supervivéncia o 'activacié de vies que donen lloc a I'activacié de caspasses com la
DAPK i BIM (Ohgushi et al., 2005; Yang et al., 2002).

o Diferenciacié: TGF-f actua sobre les proteines Id1-3 (inhibidores de diferenciacid),

bloquejant la seva transcripcid i contribuint aixi a la diferenciacié cellular.

TGF-B és un important supressor tumoral ja que molts tumors, especialment gdstrics,
pancredtics i de colon, presenten una freqiiéncia elevada de mutacions que inactiven els
receptors i/o les Smads (Bornstein et al., 2009; Elliott and Blobe, 2005; Levy and Hill,
2006).

1.2.2 TGF-B com a promotor tumoral

TGF-B activa vies que donen lloc a I'estimulacié de processos d’EMT, mobilitat
cel‘lular, estimulacié de la proliferacié cel'lular, angiogénesi, supressié del sistema immune

i canvis en 'expressié de molécules d’adhesié cellular. Per exemple:

e TGF-B promou la proliferacié cel-lular a través de la induccié de PDGF en cél-lules

de glioma i osteosarcoma (Battegay et al., 1990; Bruna et al., 2007; Matsuyama
et al., 2003).

e TGF-B inhibeix I'apoptosi induint I'expressié del factor de transcripcié DEC1 en

cél-lules de carcinoma de mama de ratoli (Ehata et al., 2007).
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Hi ha tumors que presenten alts nivells de TGF-f i una baixa freqiéncia de mutacions en
la seva via de senyalitzacié, indicant que TGF-B presenta un paper important en la

progressié tumoral (Fabregat et al.,, 2014; lkushima and Miyazono, 2010; Massagué,

2008).
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Figura 23. Principals funcions de TGF-B en la tumorogénesi.

1.3 TGF-B i glioblastoma

Els gliomes representen el 80% dels tumors primaris cerebrals malignes (Han et al.,
2015) i estan classificats en quatre graus segons I'organitzacié mundial de la salut de
2007: grau |, grau ll, grau lll i grau IV, (glioblastoma, GB). El glioblastoma és un dels
tumors cerebrals més agressius i es caracteritza per presentar una elevada capacitat
invasiva i d’angiogénesi, una proliferacié aberrant, resisténcia a la quimioterapia i

radioterapia i recaiguda després de la cirurgia (Han et al., 2015)
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S’ha identificat la via de TGF-B com a mediadora en la iniciacié i progressié del glioma
degut als seus efectes en la proliferacié cel-lular, invasié del tumor, angiogeénesi,

immunosupressid i autorenovacié de les cél-lules mare de glioma (GSCs) (Han et al., 2015;

Pefivelas et al., 2009)

Diferents estudis demostren que el TGF-B, com també els seus receptors, es troben
sobreexpressats en gliomes de grau alt perd no en gliomes de menor grau, indicant que
I'estimulacié de la via de senyalitzacié del TGF-B es podria associar amb la progressié
dels gliomes (Horst et al., 1992; Samuels et al.,, 1989; Yamada et al., 1995). Aixo pot
ser atribuit als efectes paracrins del TGF-f sobre les cél-lules epitelials i immunes donant
lloc a un augment de I'angiogénesi (Weller and Fontana, 1995). A més, TGF- promou la
motilitat de les cél-lules de glioma (Merzak et al., 1994; Paulus et al.,, 1995; Platten et
al.,, 2001), i indueix I'expressié de proteines de la matriv extracel-lular com col:lagens

(Paulus et al., 1995) i el factor de creixement de I'endoteli vascular (VEGF) (Koochekpour

et al., 1996).

1.4 TGF-B i metabolisme glicolitic

Com s’ha comentat a la introduccid, les cél-lules canceroses presenten un augment
de la captacié de glucosa i de la glicolisi, si les comparem amb cél-lules normals
(Deberardinis et al.,, 2008; Gatenby and Gillies, 2004). Un altra fet caracteristic de les

cél-lules canceroses és que presenten una expressié i activacié augmentada de TGF-f3,

normalment de TGF-B1 (Wu and Derynck, 2009).

S’ha descrit que TGF-B activa la glicodlisi en cél-lules primaries de ronyé (Nowak and
Schnellmann, 1996), fibroblasts (Guido et al., 2012), a més d’estimular la expressié del
transportador de glucosa (GLUT1) i la captacié de glucosa en diferents tipus cel-lulars

(Inoki et al., 1999; Kitagawa et al., 1991) i en céllules de cancer de pancrees i mama (Li

et al.,, 2010; Liu et al., 2016).
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Com un fet caracteristic de les céllules canceroses és que presenten una expressid i
activacié augmentada de TGF-B1 (Derynck et al., 2001), i molt sovint presenten alts nivells
de PFKFB3, vam voler relacionar I'activacié de la via de TGF-B amb I'augment de la

glicolisi en cél-lules de glioblastoma, amb I'objectiu final d’avangar en el coneixement dels

mecanismes cel-lulars i moleculars implicats.
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2. Resultats

2.1 Induccié de I'expressié de PFKFB3 per TGF-f1

Primerament, vam analitzar I'efecte de TGF-31 sobre I'expressié de diferents gens
que codifiquen per a enzims clau de la via glicolitica en aquest model cel-lular, com sén
GLUT1, HK-Il'i LDH-A, responsables del transport de glucosa, de la fosforilacié de glucosa
i de la produccié de lactat, respectivament, ja que com s’ha comentat a la introduccié
d’aquest capitol, s’ha observat que TGF-B1 indueix I'expressié d’aquests gens en diferents
models cellulars. Les cél-lules T98G, préviament dejunades durant 24 hores, van ser
tractades durant 8 hores amb aquest factor. L'expressié del mRNA es va analitzar
mitjancant una RT-gPCR utilitzant les sondes humanes especifiques per GLUT1, HK-Il i LDH-
A.

Els resultats mostren que TGF-B1 va augmentar els nivells de mRNA dels tres enzims
glicolitics testats, GLUT1, HK-Il i LDH-A (Figura R-18), suggerint que TGF-B1 també

augmenta la glicolisi en les cél-lules T98G.
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Figura R-18. Efecte del tractament amb TGF-B1 al llarg del temps sobre I’expressié de GLUT1, HK-Il i LDH-
A en cél-lules T98G. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb
TGF-B1 (4 ng/ml) durant 8 hores. RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per GLUT1, HK-Il i LDH-A.
La sonda GAPDH es va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives
respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les mitjones de com a minim tres experiments
independents * SEM de cada condicié (p<0.05, * determinat pel test t-Student).

A continuacié, vam estudiar I'efecte de TGF-B1 sobre I'expressié de les diferents isoformes
dels gens PFKFBs quan les cél-lules eren estimulades amb aquest factor durant 8 hores.
L'analisi per RT-qPCR mostra que les cél-lules T98G expressen tant PFKFB2, PFKFB3 com
PFKFB4, perd en canvi no presenten expressié de PFKFB1. En resposta a TGF-31, PFKFB3

és I'Onica isoforma que es modula, incrementant la seva expressid, al voltant de quatre

vegades, a les 8 hores de tractament (Figura R-19).
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Figura R-19. Expressié relativa de les diferents isoformes dels gens PFKFBs en cél-lules T98G. Les cél-lules,
préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-B (4 ng/ml) durant 8 hores. RT-
qPCR utilitzant les sondes humanes especifiques per PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 i PFKFB4. La sonda GAPDH es
va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié
control de cada isoforma. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments
independents  SEM de cada condicié (p<0.001, *** determinat pel test t-Student).

Seguidament, vam realitzar un assaig dosi-resposta analitzant I'expressié del mRNA i de
la proteina de PFKFB3. Els resultats, tant per RT-qPCR com per western blot, no van
mostrar cap diferencia en la induccié de PFKFB3 en les diferents dosis testades (Figura

R-20). A partir d’aqui tots els experiments de TGF-B1 els vam realitzar a una concentracié

de 4 ng/ml.
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Figura R-20. Dosi-resposta de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 en cél-lules T98G. El peu de figura continua
a la pagina segient.
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Figura R-20. Dosi-resposta de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 en les cél-lules T98G. Les cél-lules, préviament
dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb diferents dosis de TGF-B1 durant 8 hores. A)
RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda GAPDH es va utilitzar com a control
endogen. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3 (panell superior) i western blot
representatiu (panell inferior) utilitzant I'anticds de PFKFB3. L'anticéds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar
la carrega. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es
presenten com les mitjianes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.001,

*** determinat pel test t-Student).

Per determinar la dependéncia en el temps de la induccié de PFKFB3 en resposta a TGF-
B, les céllules T98G es van tractar amb TGF-B durant diferents temps. Tal i com es mostra
a la Figura R-21A, als 30 minuts ja s’observa un increment significativ de I'expressié del
mRNA de PFKFB3, assolint un maxim a les 2 hores, moment a partir del qual comenga a
disminuir, encara que l'augment és manté significativ fins a les 8 hores. De forma
paral-lela, a nivell de proteina de PFKFB3, obtenim un increment significatiu a partir de

les 2 hores de tractament, que també es manté significatiu fins a les 8 hores (Figura R-

21Bi Q).

També vam analitzar els nivells de PFKFB3 fosforilada a la Ser461, ja que s’ha descrit
préviament que en resposta a diferents estimuls, com sén els progestagens i I'estrés

cel'lular, la induccié de PFKFB3 es regula per dos mecanismes.

Per una banda, a temps curts, de I'ordre de minuts, té lloc una resposta molt rapida a
través d’una modificacié post-traduccional, fosforilant I’enzim PFKFB3. Per I'altra banda,
té lloc un segon efecte, a temps més llargs, a través de la regulacié transcripcional del

gen de PFKFB3 incrementant la proteina de PFKFB3 (Novellasdemunt et al., 2012, 201 3c).
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Figura R-21. Efecte del tractament amb TGF-f1 al llarg del temps sobre I’expressié de PFKFB3 en cél-lules
T98G. Les céllules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-B1 (4
ng/ml)durant diferents temps. A) RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda GAPDH
es va utilitzar com a control endogen. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. C)
Western blot representatiu utilitzant I'anticos de PFKFB3 i P-PFKFB3. L’anticds a-tubulina es va utilitzar per
normalitzar la carrega. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les
dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents = SEM de cada condicié
(p<0.05, *;p<0.01, **; p<0.001, *** determinat pel test t-Student).

En aquest cas, en resposta a TGF-B1, els nivells de PFKFB3 fosforilada augmenten de
forma parallela amb els de PFKFB3 a temps llargs, indicant que no té lloc una regulacié

a nivell post-traduccional d’aquest isoenzim (Figura R-21C).
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Per confirmar el paper fisiologic de la induccié de PFKFB3, vam analitzar la concentracié
de Fru-2,6-P2, el metabolit directe de PFKFB3, i la produccié de lactat, producte de la
glicolisi. Com es pot observar a la Figura R-22, la concentracié de Fru-2,6-P2 va
augmentar significativament a partir de les 2 hores de tractament amb TGF-$1, fet que
es correlaciona amb I'increment de la proteina de PFKFB3. Consistentment amb I'increment
de Fru-2,6-P2, observem un augment significatiu dels nivells de lactat extracellular a les

4 hores de tractament amb TGF-31.
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Figura R-22. Efecte del tractament amb TGF-B1 al llarg del temps sobre la concentracié de Fru-2,6-P2 i
els nivells de lactat extracel-lular en cél-lules T98G. les cél-lules T98G, préviament dejunades de sérum
durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-f1 (4 ng/ml) en els temps indicats. A) Concentracié de Fru-2,6-
P2. B) Nivells de lactat extracel-lular Els resultats estan normalitzats per proteina i s'expressen com a unitats
relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres
experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.05, * p<0.01, ** p<0.001, *** determinat pel test
t-Student).

2.2 Regulacié transcripcional de PFKFB3 en resposta a TGF-1

Per tal d’aprofundir en el mecanisme pel qual el TGF-B1 regula el mRNA de

PFKFB3, vam tractar les céllules amb un inhibidor de la transcripcié, actinomicina D, i amb

132



Capitol 2: Regulacié de PFKFB3 per TGF-B1

un inhibidor de la sintesi proteica, cicloheximida, 30 minuts abans del tractament amb
TGF-B1. Els resultats obtinguts per RT-qPCR de la Figura R-23A mostren que la preséncia
d’actinomicina D impedeix I'augment de I'expressié del mRNA de PFKFB3 en resposta
TGF-B1. En canvi, la presencia de cicloheximida no bloqueja la induccié del mRNA de
PFKFB3 per TGF-B1, indicant que aquesta induccié no requereix la sintesi de novo de

proteing, sind que és un efecte directe sobre el mRNA de PFKFB3.

Analitzant I'expressié proteica en aquestes condicions podem observar com la proteina
de PFKFB3, degut al tractament amb TGF-B1 durant dues hores, no augmenta quan les
cél-lules van ser pretractades amb actinomicina D, confirmant d’aquesta manera que
I'increment de PFKFB3 a nivell de proteina depén del augment en el seu mRNA. A més a
més, I'0s de la cicloheximida inhibeix la induccié de la proteina de PFKFB3 en resposta a

TGF-B1 indicant que és necesséria la traduccié (Figura R-23B i C).

:’2\ 7' *kok

< 8 64 i
z % 54 *kk
E :_E HiHE Kk
3 -: 4 4 *kk
bl
¥ B 31
)
o E 24

14

[ e [

0
TGF-B1 (h) 024 024 02 4
CcT Act-D CHX

w
0

2.5 i 2h

0 it
275 i - Act-D -+ - -+ -
3 8 2.0 *kk
23 CHX + - - - -+
5% 1.5 TGF-B1 L S S
) w
83 1.0] PFKFB3 ..
3
o >  0.51 ’l‘ rl IL‘ ’l‘ a-tubulina i — ——

0.0
TGF-$1 (2 h) -+ -+ -+
CT Act-D CHX

Figura R-23. Mecanisme de regulacié de I'’expressié génica de PFKFB3 per TGF-B1 en cél-lules T98G. El

peu de figura continua a la pagina segient.
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Figura R-23. Mecanisme de regulacié de I'expressié génica de PFKFB3 per TGF-B1 en cél-lules T98G. Les
cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades amb actinomicina D (Act-D)
(5 ng/ml) o cicloheximida (CHX) (20 pg/ml) durant 30 minuts i posteriorment tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml)
en els temps indicats. A) Andalisis per RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica de PFKFB3. La sonda
GAPDH es va utilitzar com a control endogen. Els resultats i s’expressen com a unitats relatives respecte a la
condicié control. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. C) Western blot
representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. Les
dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié
(p<0.001, *** per les condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.001, ###, per
les condicions tractades amb TGF-B1 i Act-D o CHX respecte a les tractades només amb TGF-B1, determinat

pel test t-Student).

Per aprofundir més en aquest estudi, alternativament vam tractar les cél-lules amb TGF-
B1 durant 2 hores, ja que és el temps en el que obtenim el maxim d’expressié de mRNA
de PFKFB3, i després, en els casos indicats, vam tractar les cél-lules amb actinomicina D.
Com s’observa a la Figura R-24, quan s’afegeix actinomicina D a les cél-lules tractades
préviament durant 2 hores amb TGF-B1 els nivells d’expressié del mRNA de PFKFB3
disminueixen més rapidament comparats amb els de les cél-lules tractades només amb

TGF-B1.

Tenint en compte els resultats obtinguts fins ara a nivell de mRNA, on I'expressié del gen
PFKFB3 en resposta a TGF-B1 és de dues vegades d'induccié ja als 30 minuts, obtenint
un pic a les 2 hores d’unes 10 vegades d’'induccié, juntament amb les anteriors, on la
inhibicié de la transcripcié bloqueja aquest augment, confirmen que TGF-B1 regula

I'expressié del gen PFKFB3 a nivell transcripcional en aquestes cél-lules.
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Figura R-24. Efecte del TGF-B1 a nivell transcripcional de PFKFB3 en cél-lules T98G. Andlisis per RT-gPCR
utilitzant la sonda humana especifica de PFKFB3. La sonda GAPDH es va utilitzar com a control endogen. Les
cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant
2, 4 i 8 hores. El tractament amb actinomicina D (Act-D) (5 pug/ml) es va realitzar en els casos indicats. Els
resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les
mitjianes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.01, **; p<0.001, ***,
per les condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.05, #, per les condicions

tractades amb TGF-B1 i Act-D respecte a les tractades només amb TGF-B1, determinat pel test t-Student).

Per tant, com els resultats obtinguts en els experiments tant amb cicloheximida com amb
actinomicina D indiquen que el gen PFKFB3 pot ser una diana directa de TGF-1 i que és
independent de la sintesi de novo de proteing, el segient pas va ser I'estudi del promotor
d’aquest gen per tal de determinar la regié del promotor de PFKFB3 responsable de
I'activacié transcripcional en resposta a TGF-B1. Al laboratori desponiem de diferents
fragments del promotor huma de PFKFB3 (Figura R-25A) clonats en un vector d’expressié
luciferasa pGL2 basic (Obach et al.,, 2004). Per duu a terme aquest estudi, vam
determinar I'activitat luciferasa de les cél-lules transfectades de manera transitéria amb
aquestes construccions després de 16 hores de tractament amb TGF-B1. A més a més,
vam tractar les cél:lules amb 20% de FBS (Foetal Bovine Serum) com a control positiv de
resposta del promotor de PFKFB3 préviament descrit (Obach et al., 2004). Per
normalitzar les eficiéncies de transfeccié vam co-transfectar el vector d’expressié [3-

galactosidasa. A la Figura R-25B podem observar com el tractament amb TGF-B1 no té
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cap efecte sobre l'activitat luciferasa quan transfectem aquestes construccions del
promotor de PFKFB3 en les cél-lules. En canvi, com ja s’havia descrit, les tres construccions
responen al tractament amb FBS, augmentant significativament 'activitat luciferasa, ja
que I'element de resposta a sérum (SRE) es troba present a les tres construccions. Aquests
resultats indiquen que en aquesta regié del promotor de PFKFB3 de 3.5 kb no es troba
I'element de resposta responsable de I'augment de la transcripcié de PFKFB3 per TGF-

B1 i per tant hem d’anar més abans del 5’ del promotor per trobar-lo.
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Figura R-25. Efecte de TGF-1 en el promotor huma de PFKFB3 en cél-lules T98G. A) Representacié del
promotor humd de PFKFB3 amb les diferents construccions del promotor que es van utilitzar. B) Determinacié
de l'activitat luciferasa de les cél-lules T98G transfectades de manera transitoria amb diferents construccions
del promotor de PFKFB3 i tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) o FBS (20%). L'activitat luciferasa va ser
mesurada després de 16-18 hores del tractament. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte
a la condicié control de cada construccié. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres

experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.05, *; p<0.001, *** determinat pel test t-Student).
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Per tant, vam analitzar la preséncia de seqiéncies de llocs d’unié a les proteines Smad
(SBE) en la part del promotor de PFKFB3 humda que no teniem clonat, ja que, com s’ha
comentat en la introduccid, sén les principals proteines efectores de la via de TGF-B1 a
nivell transcripcional. Un analisi de les regions conservades evolutivament del promotor
de PFKFB3 mitjancant el programa ECR (Evolutionary Conservation Region) Browser va
desvelar la presencia d’'un lloc d'unié per Smad altament conservat en rata, ratoli, gos,
vaca, mono, chimpanzé i huma entre la posicié -3766 i -3758 des de I'inici de transcripcié

del gen huma de PFKFB3 (Figura R-26).

Rat (rn4) AATTATTTGAGGTCTTGCTTCTCTCTCTCAT
Mouse (mm10) - -TTATTTGGAGCCTTGCTTCACTCTCTCAT
Dog (canFam2) TTTTATTTGGTGTCTTGCCTCGCTCTCTCAG
Cow (bosTaub) TCTTATTTGGTGTCTCTCTTCACTCTCTCCG

Rhesus macaque (rheMac2) TTTTGTTTGGTGTCTCACTTCCCTCCCTCAT
Chimpanzee (panTro3) TITTGTTTGGTGTCTCACTTCTCTCCCTCAT
Human (hg19) TTTTGTTTGGTGTCTCACTTCTCTCCCTCAT

Figura R-26. Analisi de regions conservades evolutivament del promotor de PFKFB3 utilitzant I’ECR
Browser. A la imatge es mostra una regié del promotor de PFKFB3 on es localitza la seqiéncia d'unié al
factor de transcripcié Smad descrita per aquest programa. Aquesta seqiiéncia es troba entre -3766 i -3758
des de l'inici de transcripcié de PFKFB3 (marcada amb negreta) alineada amb les seqiiéncies de PFKFB3 de

rata, ratoli, gos, vaca, mono i chimpanzé.

Es per aixo que ens vam plantejar realitzar la clonacié de la regié del promotor que
conté aquesta possible seqiéncia d’'unié a Smad en un plasmidi d’expressié luciferasa
pGL2basic. Un cop obtingut el plasmidi, tornariem a realizar assajos d’activitat luciferasa
per determinar si aquest fragment del promotor de PFKFB3 respon a TGF-f1. A
continuacid, podriem acotar la regié per aconseguir determinar la seqiiéncia o seqiéncies
responsables de la induccié de PFKFB3 per a, finalment, poder realitzar assajos de
precipitacié d’oligonucledtids biotinilats i d’immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) per
obtenir evidéncies in vitro i in vivo de la unié del factor al promotor. Tot i que hem
comencat amb els primers experiments de clonatge, encara no hem obtingut les

construccions desitjades per poder duur a terme aquests experiments.
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2.3 Vies de senyalitzacié implicades en I'efecte de TGF-B1 en la

regulaciéo de PFKFB3

A continuacié, vam analitzar quina era la via o les vies de senyalitzacié implicades

en la regulacié de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 en les cél-lules T98G.

2.3.1 Estudi de la via canénica de TGF-1

Amb l'objectiv d’investigar els mecanismes intracel-lulars implicats en la induccié de
PFKFB3 en resposta a TGF-B1 vam comencar amb I'andlisi de la via candnica de TGF-
B1. Lactivacié de d'aquesta via es pot detectar experimentalment analitzant la

fosforilacié de Smad2 i Smad3 després de I'estimulacié amb TGF-1.
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Figura R-27. Efecte del TGF-B1 en I'activacié de la via de Smad en cél-lules T98G. Les cél-lules, préviament
dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant diferents temps. A)
Western blot representatiu utilitzant I'anticds de P-Smad?2 i P-Smad3. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per
normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de P-Smad2 i P-Smad3. Els
resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les
mitianes de com a minim tres experiments independents = SEM de cada condicié (p<0.05, *; p<0.01, **;
p<0.001, *** determinat pel test t-Student).
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En els experiments de time-course de la Figura R-27, podem observar com tant Smad?2
com Smad3 es fosforilen en resposta al tractament amb aquest factor a partir dels 15

minuts, mantenint-se fins a les dues hores.

Com que la fosforilacié de les proteines Smad té lloc de forma rapida, indica que no es
necessita la sintesi proteica de novo per I'activacié d’aquestes proteines. Aixd ho vam
confirmar analitzant la fosforilacié de Smad2 quan les cél-lules eren pretractades amb
cicloheximida i estimulades amb TGF-B1 durant dues hores (Figura R-28). A més,
I'activacié de les Smads té lloc a al mateix temps que s’obté la induccié de I'expressié del
mRNA de PFKFB3, indicant que aquesta via pot estar implicada en la regulacié directa

de la transcripcié de PFKFB3.

CHX - - + Figura R-28. Mecanisme de regulacié de l'activacié
TGF-B1 (2h) i + + de Smad2 per TGF-B1 en cél-lules T98G. Les céllules,
préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van
PEKFB3 — ser pretractades amb cicloheximida (CHX) (20 pg/ml)
durant 30 minuts i posteriorment tractades amb TGF-31

P-Smad?2 C— —

(4 ng/ml) durant 2 hores. Western blot utilitzant I'anticds

de PFKFB3 i P-Smad?2. L’anticds a-tubulina es va utilitzar

a-tubulina T e —

per normalitzar la carrega.

Per analitzar si la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 era degut a 'activacié de les Smads
vam transfectar les céllules amb un siRNA contra seqiéncies de Smad2 i Smad3
(Smad2/3) i amb un siRNA especific per Smad4. Després de 72 hores de silenciacié, vam
tractar les cél-lules amb TGF-B1 durant 2 hores. Primerament, vam comprovar I'efectivitat
de la silenciacié d’aquestes proteines analitzant els seus nivells de proteina. Els resultats
per western blot mostren que, la transfeccié del siRNA de Smad2/3 i Smad4 disminueix
els nivells de proteina de Smad2/3 i Smad4, respectivament, i que aquestes proteines no
es veuen afectades amb la transfeccié del scramble. Aquesta silenciacié de Smad2/3 o
Smad4 fa que la induccié de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 disminueixi respecte a la

condicié control, és a dir, respecte a les cél-lules transfectades amb I'scramble, i disminueix
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encara més de forma significativa quan Smad2/3 i Smad4 es troben silenciades a la
vegada (Figura R-29). Aquestes dades suggereixen la participacié de la via de Smad
en l'increment de I'expressié de PFKFB3 en resposta a TGF-B1. Cal dir que la disminucié
dels nivells de proteina de PFKFB3 no va ser completa, és a dir, fins als seus nivells basals,
degut possiblement a que la silenciacié de les Smads no és del 100% o a la participacié

d’altres vies independents de Smads en aquesta induccié.
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Figura R-29. Efecte de la silenciacié de les Smads en la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 en cél-lules T98G.
Les cél-lules van ser transfectades amb siRNA de Smad2/3 i/o Smad4 a una concentracié de 75 nM. Com a
control es va utilitzar un siRNA inespecific (scramble, scr). Un cop dejunades de sérum durant 24 hores, van
ser tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) 2 hores. A) Western blot representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3,
Smad2/3 i Smad4. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié
densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a
la condicié control de I'scramble. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments
independents  SEM de cada condicié (p<0.01, ** per les condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la
condicié control; p<0.05, #, per les condicions tractades amb TGF-B1 en les céllules transfectades amb siRNA
de Smad2/3 i Smad4 respecte a les tractades amb TGF-B1 en les céllules transfectades amb scramble,

determinat pel test t-Student).

A continuacié, vam voler confirmar el paper de les Smads mitjangant una altra
aproximacid. En aquest cas, disponiem d’un plasmidi d’expressié de Smad3 i un altre de
Smad4, Myc-Smad3 i Flag-Smad4 clonats en un vector pSC-2, proporcionats pel Dr.
Francesc Ventura. Vam sobreexpressar aquests plasmidis i vam analitzar els nivells de

proteina de PFKFB3 per western blot. Com s'observa a la Figura R-30, quan
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sobreexpressem Smad3, s’obté un petit increment, perd significatiu, dels nivells de
proteina de PFKFB3. En canvi, amb la sobreexpressié de Smad4 no detectem canvis en
lexpressié6 de PFKFB3. Aixo ultim és degut a que Smad4, que es troba present al
citoplasma, per tanslocar-se al nucli ha d’estar formant un complex amb les R-Smads
actives, que en aquesta condicié no ho estan. Per tant, quan sobreexpressem tant la
Smad3 com la Smad4 alhora, obtenim un increment més alt de PFKFB3, i encara augmenta
més si en aquestes condicions tractem les cél-lules amb TGF-B1. Aquests resultats confirmen
que les proteines Smads, especificament Smad3 i Smad4, estan implicades en I'augment
de I'expressié proteica de PFKFB3, perd que, per obtenir una completa induccié d’aquest

gen, es necessitaria I'activacié d’alguna altra via independentment d’aquestes proteines.
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Figura R-30. Efecte de la sobreexpressié de Smad3 i Smad4 en la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 en
cél-lules T98G. Les céllules van ser transfectades durant 24 hores amb 2 g del vector d’expressié de Smad3
i/o de Smad4. Com a control es va utilitzar un vector d’expressié de GFP. Un cop dejunades de sérum durant
24 hores, i en el casos indicats van ser tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) 2 hores. A) Western blot
representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3, Smad2/3 i Smad4. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per
normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. Els resultats
s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control de I'scramble. Les dades es presenten com
les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.05, * p<0.001,

**%  determinat pel test t-Student).

141



Capitol 2: Regulacié de PFKFB3 per TGF-f1

Per tal de confirmar el paper de Smad3 en la induccié de PFKFB3 en resposta a TGF-f1,
vam fer Us de SIS3 que és un inhibidor especific de la fosforilacié de Smad3, i per tant
de la seva activacié. L'andalisi per western blot de la Figura R-31A mostra que quan
bloquegem I'activacié de Smad3 s’obté una reduccié significativa de la induccié de
I'expressié proteica de PFKFB3 després del tractament amb TGF-B1. A més a més, vam
comprovar si la induccié del mRNA de PFKFB3 per TGF-B1 també era depenent de
'activacié de Smad3. Tal i com s’observa a la Figura R-31, SIS3 redueix de forma
significativa la induccié del mRNA de PFKFB3 en resposta a TGF-B1. Aquests resultats

corroboren la participacié de Smad3 en la regulacié transcripcional de PFKFB3.
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Figura R-31. Efecte de la inhibicié de Smad3 en la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 en cél-lules T98G. Les
céllules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant 30 min amb SIS3 (20
MM) i llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores. A) Western blot representatiu utilitzant I'anticds
de PFKFB3, P-Hsp25, P-S6. L'anticds a-tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié
densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. C) RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per
PFKFB3. La sonda GAPDH es va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats
relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres
experiments independents = SEM de cada condicié (p<0.01, **; p<0.001, ***; per les condicions tractades
amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.05, #; per les condicions tractades amb TGF-B1 i SIS3

respecte d les tractades només amb TGF-B1, determinat pel test t-Student).
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Els resultats obtinguts fins al moment confirmen la participacié de Smad3 i de Smad4 en
la regulacié de PFKFB3 per TGF-B1, per tant ens faltaria assegurar si Smad2 també estd
implicada, ja que en els experiments de silenciacié, el fet d'utilitzar un siRNA contra
Smad?2 i Smad3 alhora, no ens permet discernir la implicacié de cadascuna d’aquestes

proteines per separat.

2.3.2 Estudi de les vies no candniques de TGF-B1

Primerament, vam analitzar la possible activacié per TGF-B1 de les vies de MAPKs de
p38, JNK i Erk com també de PI3K. Per aixd, vam fer un experiment de time-course
utilitzant anticossos que reconeixien la forma fosforilada, i per tant activa de p38 (P-
Thr180/Tyr182-p38), JNK (P-Thr183/Tyr185-JNK), Erk1/2 (P-Thr202/Tyr204-Erk1/2) i
Akt (P-Ser473-Akt). Els resultats indiquen que el tractament amb TGF-B1 activa les vies
de p38 i Akt, ja que podem observar que la fosforilacié d’aquestes proteines augmenta

a partir dels 30 minuts, mantenint-se al llarg del temps.

B P-p38
A o 6 o 6
- -
g S g S
. T 4 T 4
min hrs S 3 S 3
- -
TGF-B1 0 15301 2 8 s 2 s 2
o o
Ty T : $ 1 $ ?
. . TGFf1 0 15 30 1 2 B8 TGF-1
P-Akt . .- min hrs
PEK]/I e e o
P-Erk1/2
P-JNK -— —— . — - 2.0
o °
a-tubulina W - $ 15 ]
- -
£ £
o 1.0 £
H H
T 05 T
g 3
> 0.0 > o
TGF-B1 0 15 30 1 2 8 TGFB1 O 15 30 1 2 8
min hrs min hrs

Figura R-32. Efecte de TGF-B1 en l'activacié de les vies no canéniques en cél-lules T98G. Les céllules,
préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant diferents
temps. A) Western blot representatiu utilitzant els anticossos indicats. L’anticos a-tubulina es va utilitzar per
normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de P-p38, P-Akt, P-Erk1/2 i
P-JNK. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten
com les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.05, *;p<0.01,
**, p<0.001, *** determinat pel test t-Student).
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En canvi, les nivells de Erk1/2 i JNK fosforilats no es modulen en resposta a TGF-f1
(Figura R-32). Aquests resultats, juntament amb els obtinguts préviament, demostren que
TGF-B1 indueix tant la via candnica com les vies de p38 MAPK i PI3K en les cél-lules

T98G.

Amb I'objectiuv de confirmar que I'activacié de la via de p38 MAPK i PI3K per TGF-f1
requereix I'activacié del seu receptor, vam tractar les cél-lules amb I'inhibidor del TBRI/II
LY2109761 durant 30 minuts i posteriorment vam tractar les cél-lules amb TGF-B1 durant
2 hores. La Figura R-33 mostra com la inhibicié del receptor de TGF-B1 bloqueja
I'activacié de la via de p38 i Akt, ja que no s’obté fosforilacié de les proteines Hsp25 (P-
Ser86-Hsp25) i S6 (P-Ser235/236-S6), substrats d’aquestes vies respectivament.
L'efectivitat d’aquest inhibidor la vam comprovar analitzant la fosforilacié de Smad?2 i

Smad3.
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Figura R-33. Efecte de la inhibicié del TBRI/Il en I'activacié de les vies no canéniques de TGF-B1 en

cél-lules T98G. Peu de pagina continua a la péagina segient.
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Figura R-33. Efecte de la inhibicié del TBRI/Il en 'activacié de les vies no canéniques de TGF-B1 en
cel-lules T98G. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant
30 min amb LY2109761 (2 uM) i llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores. A) Western blot
representatiu utilitzant I'anticos de PFKFB3, P-Hsp25, P-S6, P-Smad2 i P-Smad3. L’anticoés a-tubulina es va
utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. C)
RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda GAPDH es va utilitzar com a control
endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es
presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.01,
**. per les condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.05, #; per les condicions
tractades amb TGF-B1 i LY2109761 respecte a les tractades només amb TGF-B1 , determinat pel test -
Student).

Conseqiientment, la inactivacié de la senyalitzacié de TGF-B1 evita la induccié de la
proteina i del mRNA de PFKFB3. Aquests resultats ens indiquen que I'activacié de la via

de p38 MAPK i Akt, i per tant la induccié de PFKFB3, requereixen de I'activitat del TBRI/II.

Per determinar si alguna d’aquestes vies, a part de les Smads, també estava implicada
en la induccié de PFKFB3 per TGF-B1, vam utilitzar un inhibidor de la via de p38,
SB203580, que inhibeix I'activacié de MAPKAPK-2 per p38, i, per tant, la fosforilacié de
Hsp25, i un inhibidor de la via d’Akt, LY294002, que inhibeix selectivament I'activitat de
la PI3K i per tant la fosforilacié d’Akt i dels seus substrats, com la proteina S6. Com podem
veure a la Figura R-34A, I's d’ambdés inhibidors va bloquejar I'activacié de la via de
p38 i PI3K en resposta a TGF-B1 ja que no va augmenta la fosforilacié de Hsp25 i S6
respectivament, i que tant la inhibicié de la via de p38 com de la via de PI3K redueixen

de forma significativa la induccié de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 (Figura R-34A i B).

Vam analitzar també 'efecte d’aquests inhibidors tant a nivell de missatger de PFKFB3
com de Fru-2,6-Pa2. Els resultats concorden amb els obtinguts per western blot, ja que la
inhibicié de la via de p38 i PI3K redueix tant els nivells del mRNA de PFKFB3 com la
concentracié de Fru-2,6-P2 en resposta a TGF-B1 (Figura R-34C i D).
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A més, en aquests experiments també vam voler analitzar si I'activacié de la via de Smad
depenia d’alguna manera de I'activacié de les vies no canodniques. Els resultats de la
Figura R-34A i B mostren que la inhibicié de la via de p38 redueix la fosforilacié

especifica de Smad?2, perd no de Smad3, en resposta a TGF-B1.
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Figura R-34. Efecte de la inhibicié de la via de p38 i PI3K en la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 en cél-lules
T98G. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant 30 min amb
SB203580 (SB) (10 UM) o LY294002 (LY) (10 UM) i llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores.
A) Western blot representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3, P-Hsp25, P-Sé, P-Smad2 i P-Smad3. L'anticds a-
tubulina es va utilitzar per normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de
PFKFB3, P-Smad2 i P-Smad3. C) RT-qPCR utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda GAPDH
es va utilitzar com a control endogen. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié
control. D) Concentracié de Fru-2,6-P2. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres
experiments independents = SEM de cada condicié (p<0.05, *;p<0.01, **; p<0.001, *** per les condicions
tractades amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.05, #;p<0.01, per les condicions tractades amb

TGF-B1 i inhibidor respecte a les tractades només amb TGF-1, determinat pel test t-Student).
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També vam observar que la inhibicié de la via de p38 també va provocar una disminucié
en la fosforilacié de la proteina Sé en resposta a TGF-B1 (Figura R-34A), és per aixd
que vam analitzar I'efecte de I'inhibidor SB203580 en la fosforilacié d’Akt, ja que s’ha
descrit que la via de p38 MAPK activa la via de PI3K/Akt (Horowitz et al.,, 2004;
Morissette et al., 2006; Suwanabol et al., 2012). Els resultats obtinguts mostren que la
inhibicié de la via de p38 disminueix la fosforilacié d’Akt en resposta a TGF-B1 (Figura
R-35), donant lloc a la disminucié de la fosforilacié de la proteina S6 observada (Figura
R-34A). Per tant, els resultats obtinguts suggereixen que la via de p38 pot actuar com

intermedidria entre TGF-B1 i 'activacié de la via de PI3K/Akt.

Inhibidor - - LY SB
TGF-B1(2h) - + + +
P-Akt | SSS . L

c-tubuling S . . -

Figura R-35. Efecte de la inhibicié de la via de p38 en I'activacié d’Akt per TGF-B1 en cél-lules T98G. Les
céllules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant 30 min amb SB203580
(SB) (10 uM) o LY294002 (LY) (10 pM) i llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores. Western

blot representatiu utilitzant I'anticds de P-Akt. L’anticos a-tubulina es va utilitzar per a normalitzar la carrega.

A continuacié vam estudiar si I'activacié de la via de p38 MAPK i, per tant, la via d’Akt,
estava mediada per Smad3, ja que hi ha un estudi on descriven que Smad3 esta
implicada en l'activacié d’Akt a través de p38 en resposta a TGF-B1 (Suwanabol et al.,
2012). En els resultats de western blot podem observar que la inhibicié de Smad3 no

disminueix la fosforilacié d’Akt i p38, indicant que en el nostre model I'activacié de la via

de p38 MAPK és independent de Smad3 (Figura R-36).
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Figura R-36. Efecte de la inhibici6 de Smad3 en
I'activacié d’Akt i p38 per TGF-B1 en cél-lules T98G. Les
cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores,
van ser pretractades durant 30 min amb SIS3 (20 uM) i
llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores.
Western blot utilitzant I'anticés de P-Akt, P-S6, P-p38 i P-
Hsp25. L'anticos a-tubulina es va utilitzar per normalitzar

la carrega.

Per tal d’avaluar si I'activacié de Smad3, p38 MAPK i PI3K a la vegada és indispensable

per obtenir la méxima induccié de PFKFB3 per TGF-B1, vam pre-tractar les cél-lules T98G

amb els inhibidors d’aquestes proteines SIS3, SB203580 i LY294002, respectivament, de

forma simultania. A la Figura R-37 s’observa que l'increment dels nivells de proteina i

mRNA de PFKFB3 degut al tractament amb TGF-B1 va ser eliminat completament quan

les cél-lules es van pre-tractar amb els tres inhibidors alhora. Per tant, aquests resultats

indiquen que Smad3, p38 MAPK i Akt activades per TGF-1 sén les responsables de la

induccié de PFKFB3 a nivell transcripcional en les cél:lules T98G.
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Figura R-37. Efecte de la inhibicié de Smad3, p38 i PI3K en la induccié de PFKFB3 per TGF-1 en cél-lules
T98G. Les cél-lules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant 30 min amb
SIS3 (20 uM), SB203580 (10 M) i LY294002 (10 pM) i llavors tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2
hores. A) Western blot representatiu utilitzant I'anticds de PFKFB3. L'anticés a-tubulina es va utilitzar per
normalitzar la carrega. B) Quantificacié densitométrica de I'expressié proteica de PFKFB3. C) RT-qPCR
utilitzant la sonda humana especifica per PFKFB3. La sonda GAPDH es va utilitzar com a control endogen. Els
resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié control. Les dades es presenten com les
mitjanes de com a minim tres experiments independents £ SEM de cada condicié (p<0.001, ***; per les
condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la condicié control; p<0.01, ##; per les condicions tractades

amb TGF-B1 i els inhibidors respecte a les tractades només amb TGF-B1 , determinat pel test t-Student).

149



Capitol 2: Regulacié de PFKFB3 per TGF-f1

2.4 Paper de PFKFB3 en la capacitat de formar colonies de les cél-lules T98G

en resposta a TGF-f1

Vam voler estudiar si la induccié de PFKFB3 per TGF-B1 participava en la capacitat
de formar colonies de les cél-lules T98G mitjancant un assaig clonogénic. Per aixd, vam
tractar les cél-lules amb TGF-B1 durant 2 hores, les vam plaquejar i les vam deixar créixer
durant 14 dies. La preséncia de TGF-B1 va augmentar la capacitat de les cél-lules de
formar coldnies. En canvi, quan les cél-lules van ser pre-tractades durant 30 minuts amb
3PO, que és un inhibidor de l'activitat de PFKFB3, no vam observar un augment en el
nimero de coldnies en resposta a TGF-B1 (Figura R-38A-B). L'efectivitat del 3PO la vam
comprovar analitzant els nivells de Fru-2,6-P2, ja que la inhibicié de 'activitat de PFKFB3
evita I'augment de Fru-2,6-P2 per TGF-B1 (Figura R-38C). Per tant, aquests resultats
suggereixen que I'augment de I'expressié de PFKFB3, i per tant de Fru-2,6-P2, afecta al

potencial oncogénic de les cél-lules T98G de formar coldnies en resposta a aquest factor.
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Figura R-38. Participacié de PFKFB3 en la formacié de colonies de cél-lules T98G en resposta a TGF-B1.

El peu de pagina continua a la pagina seguent.

150



Capitol 2: Regulacié de PFKFB3 per TGF-B1

Figura R-38. Participacié de PFKFB3 en la formacié de colénies de cél-lules T98G en resposta a TGF-B1. Les
céllules, préviament dejunades de sérum durant 24 hores, van ser pretractades durant 30 min amb 3PO (10
UM) i tractades amb TGF-B1 (4 ng/ml) durant 2 hores. Les cél-lules es van plaquejar (500 cél-lules/pou) i es
van deixar créixer durant 14 dies. A) Imatges representatives de les coldnies tenyides amb cristall violeta. B)
Quantificacié del nimero de colonies. Els resultats s’expressen com a unitats relatives respecte a la condicié
control. C) Concentracié de Fru-2,6-P2. Les dades es presenten com les mitjanes de com a minim tres experiments
independents £ SEM de cada condicié (p<0.01, **; per les condicions tractades amb TGF-B1 respecte a la
condicié control; p<0.05, #; per les condicions tractades amb TGF-B1 i 3PO respecte a les tractades només

amb TGF-B1, determinat pel test t-Student).
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3. Discussio

Una de les vies de senyalitzacié important en els gliomes malignes és la via de
TGF-B (Platten et al., 2001), ja que aquests expressen de forma elevada tant TGF-f1
com els seus receptors, suggerint I'existéncia d’'una accié autocrina o paracrina d’aquest
factor (Constam et al., 1992; Kjellman et al., 2000). Com s’ha comentat a la introduccid,
TGF-B es secreta en forma latent i és activat a través del trencament de la regié C-
terminal coneguda com péptid associat a laténcia (Khalil, 1999). Alguns cancers, com els
gliomes, eviten aquesta regulacié secretant directament la forma activa de TGF-B

(Olofsson et al., 1992).

Es ben conegut que el desenvolupament dels tumors requereix la capacitat de proliferar
de forma descontrolada i també la reprogramacié metabédlica, la qual permet una
progressié rapida d’aquest (Deberardinis et al.,, 2008; Gatenby and Gillies, 2004;
Vander Heiden et al., 2009). S’ha descrit que TGF-B1 participa en la reprogramacié
metabolica de les céllules canceroses i de les cél-lules associades a I'estroma del tumor
augmentant la glicolisi a través de la induccié de gens glicolitics (Arrick et al.,, 1992;
Guido et al., 2012; Jiang et al., 2015; Li et al., 2010; Liu et al., 2016; Nigdelioglu et al.,
2016; Nowak and Schnellmann, 1996; Young et al., 2014; Zhang et al., 2014).

En aquests capitol hem estudiat I'efecte del TGF-B1 en la linia de glioblastoma multiforme
(T98G), ja que aquest factor s’ha trobat associat amb la progressié d’aquest tipus de

tumor i, a més, les cél-lules dels gliomes presenten resisténcia a les condicions anaerobiques

(Floridi et al., 1989).

Els nostres resultats mostren que TGF-B1 indueix I'expressié dels gens glicolitics GLUTT,
HK-Il i LDH-A, incloent la isoforma PFKFB3, en les céllules T98G. En canvi, TGF-B1 no
regula I'expressié de les isoformes PFKFB2 i PFKFB4 i no detectem expressié de PFKFB1.
Els resultats dels experiments de time-course mostren que aquesta induccié del mRNA de

PFKFB3 es déna ja als 30 minuts de tractament amb TGF-f1, obtenint un pic a les dues
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hores, indicant que PFKFB3 és un gen de resposta a aquest factor. Coherentment amb
aquest increment en el mRNA de PFKFB3, els nivells de proteina de PFKFB3 augmenten a
les dues hores i es correlaciona amb un increment en la concentracié de Fru-2,-6-P2, també
a partir de les dues hores d’estimulacié amb TGF-f1, i de la produccié de lactat a les
quatre hores de tractament. Aquests resultats suggereixen que TGF-B1 indueix un
augment de la glicolisi en les cél-lules T98G i sén consistents amb els estudis mencionats
anteriorment on descriven que TGF-B estd implicat en la reprogramacié metabdlica

augmentant la glicolisis en diferents linies cellulars (Arrick et al.,, 1992; Bernard et al.,
2015; Guido et al.,, 2012; Jiang et al.,, 2015; Nigdelioglu et al.,, 2016; Nowak and
Schnellmann, 1996; Zhang et al., 2014).

L'analisi de I'expressié proteica de PFKFB3 i PFKFB3 fosforilada mostren com la regulacié
de PFKFB3 en aquests cas no es déna a través dels dos mecanismes diferents de regulacié
que préviament s’han descrit per la PFKFB3 en resposta a altres estimuls (Novellasdemunt
et al.,, 2012, 2013c) i en resposta a la insulina, com hem vist en el capitol anterior. Aquesta
regulacié de PFKFB3 tenia lloc a través d’'un primer mecanisme, en el qual hi havia una
resposta molt rapida que donava lloc a la fosforilacié de PFKFB3 a la Ser461, i un segon
mecanisme més tardd en el que s’activava la transcripcié del mRNA amb I'objectiu final
d’augmentar la quantitat de proteina de PFKFB3 total disponible en la cél-lula. En canvi,
en la regulacié de PFKFB3 per TGF-B1 no observem un increment en la fosforilacié de
PFKFB3 a temps curts i independentment dels nivells de PFKFB3 total, sind que la
fosforilacié6 de PFKFB3 en resposta a TGF-B1 augmenta a partir de les dues hores de

tractament i de forma paral-lela als nivells de PFKFB3 total.

L'augment dels nivells del mRNA de PFKFB3 per TGF-B1 indueix la transcripcié del gen,
jo que, per una banda, el pre-tractament amb actinomicina D, un inhibidor de la
transcripcié, impedeix I'augment del mRNA de PFKFB3 en resposta TGF-B1 i, per altra
banda, I'addicié d’aquest inhibidor al medi de les cél-lules fa que I'augment dels nivells
de mRNA de PFKFB3, obtingut després de dues hores de tractament amb TGF-B1, baixi
més rapidament si ho comparem amb els nivells de mRNA de PFKFB3 de la condicié de

TGF-B1 sol. La preséncia de ciloheximida al medi, un inhibidor de la sintesi proteica, no
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bloqueja I'increment del mRNA de PFKFB3 induit per TGF-B1, indicant que no es requereix

la sintesi de novo de proteines perqué tingui lloc aquesta induccié transcripcional. A la
llum d’aquests resultats, tot sembla indicar que el gen de PFKFB3 pot ser una diana

transcripcional directa de TGF-B1.

Respecte a la via de transduccié de senyals estimulada per TGF-B1, aquest estudi
confirma que la via de senyalitzacié de Smad és funcional en aquest model cel:lular, ja
que vam observar la fosforilacié de Smad2 i Smad3 després de I'estimulacié d’aquestes
céllules amb TGF-B1. L'activacié d’aquestes proteines, que té lloc a partir dels 15 minuts
de tractament amb TGF-B1, es correlaciona amb I'augment de mRNA de PFKFB3,
suggerint que poden ser les proteines efectores de la induccié transcripcional de PFKFB3.
La participacié de la via de Smad ho hem confirmat mitjangant experiments de silenciacié
i sobreexpressié d’aquestes proteines. La induccié de la proteina de PFKFB3 per TGF-f1
disminueix quan les proteines Smad2/3 i Smad4 sén silenciades i la sobreexpressié de

Smad3 i Smad4 produeix un augment significatiu en els nivells de la proteina de PFKFB3.

Per conéixer la contribucié de Smad3 en la regulacié de PFKFB3 per TGF-f1 vam fer
servir SIS3, ja que s’ha descrit com un inhibidor selectiv de la funcié de Smad3 (Jinnin et
al., 2006). Els resultats confirmen que aquesta proteina es necessdaria per a la resposta
transcripcional de PFKFB3, ja que quan s’inhibeix Smad3 es redueix de forma significativa

la induccié de PFKFB3 a nivell de proteina i mRNA per TGF-B1. Els resultats obtinguts fins

aqui confirmen la implicacié de la via de Smad en la regulacié de PFKFB3 per TGF-B1.

A continuacié, vam analitzar I'activacié de les vies no-candniques de TGF-B1, ja que s’ha
demostrat que aquest factor pot activar la cascada de MAPKs (p38, Erk, JNK) com PI3K
i membres de la familia de Rho (Derynck and Zhang, 2003). Aquestes vies sén activades
en determinats contexts i de manera especifica del tipus cel-lular (Zhang, 2009). Els
resultats obtinguts mostren que, en aquest model cel-lular, el tractament amb TGF-B1déna
lloc a l'activacié de la via de p38 MAPK i d’Akt per part del receptor, ja que la
fosforilacié de p38 i Akt es déna a temps molts curts, entre 15 i 30 minuts i, a més, la

inhibicié del receptor tipus I/Il bloqueja aquesta activacié. A més, les vies de p38 MAPK
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i Akt participen en la regulacié de PFKFB3 per TGF-B1 ja que I'0s dels inhibidors especifics
d’aquestes, SB203580 inhibidor de p38 i LY294002 inhibidor de PI3K redueixen de
forma significativa la induccié en I'expressié del mRNA i proteina de PFKFB3 i com a

consequéncia la concentracié de Fru-2,6-Pa.

En els resultats també s’observa que I'activacié de la via d’Akt en resposta a TGF-B1 es
troba regulada per la via de p38 MAPK, ja que la seva inhibicié evita I'augment de
fosforilacié de la proteina Akt. S’ha descrit que, en cél-lules epitelials i cardiomiocits, TGF-
B activa la via d’Akt a través de I'activacié de la via p38 MAPK, en preséncia elevada

de Smad3 (Suwanabol et al., 2012).

Donat que tant la inhibicié de la via de Smad mitjangant siRNAs com la inhibicié de les
vies de p38 MAPK i PI3K no aconsegueix eliminar completament la induccié de PFKFB3
en resposta a TGF- 1 i que la via de p38 MAPK i PI3K s’activen independentment de
Smad3, finalment, vam inhibir de forma simultania les tres vies. Els resultats obtinguts
mostren que els inhibidors de Smad3 (SIS3), p38 (SB203580) i PI3K (LY294002)
aboleixen completament I'increment de proteina i mRNA de PFKFB3 per TGF-B1 indicant

que I'activacié d’aquestes tres vies sén necessaries per la completa induccié de PFKFB3.

Com s’ha comentat en I'apartat d’intfroduccié d’aquest capitol, les R-Smads poden ser
fosforilades per MAPKs ja sigui per regular I'activitat transcripcional de les Smads o la
capacitat de translocar al nucli de la cél-lula (Derynck and Zhang, 2003; Lutz and Knaus,
2002; Massagué and Chen, 2000). A més, les proteines Smads sén capaces de
interaccionar amb altres factors de transcripcid, substrats de les MAPKs, afegint més

complexitat en la interaccié entre les vies de MAPKs i Smads.

Tot i que els mecanismes moleculars de la regulacié de PFKFB3 per aquests vies no estan
ben definits. Per una banda, en els resultats s’observa que la via de p38 MAPK participa
en l'activacié especifica de Smad?2 per fosforilacié en I'extrem C-terminal indicant que
p38 o alguna proteina associada a la via regula Smad2. Hayes y col-laboradors, en el
seu model cel-lular demostren que la via de p38 és important en la regulacié de I'activaciéd
de Smad3 i suggereixen que proteines associades a p38 poden fosforilar a Smad3 i que

aquesta fosforilacié és especifica, ja que no fosforila Smad2 (Hayes et al.,, 2003). Per
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altra banda, la interaccié de les proteines Smad amb diferents factors de transcripcié
proporciona la possibilitat d’una interaccié a nivell nuclear entre les diferents vies de
senyalitzacié. La via de p38 MAPK pot activar diferents factors de transcripcié com és
’AP-1, la familia de factors de transcripcié formada per homo- i heterodimers de Fos,
Jun i els membres de la familia de ATF, que participen en el control de la proliferacié
cel‘lular, mort i supervivéncia, com també en la tumorogénesi (Eferl and Wagner, 2003;
Karin et al., 1997; Shaulian and Karin, 2001). S’ha descrit que I'activacié de la via de
p38 MAPK per TGF-B1 en les cél-lules T98G déna lloc a la fosforilacié del factor de
transcripcié ATF-2 i c-Jun als 30 minuts (Dziembowska et al.,, 2007). En un altre estudi
mostren que l'activacié del facor de transcripcié ATF-2 déna lloc a la formacié d’un
complex amb Smad4 activant la transcripcié del gen diana (Hanafusa et al., 1999; Sano
et al., 1999). Per tant, els factors activats per la via de p38 MAPK, com es ATF-2, podrien
cooperar amb el complex de Smad al nucli per induir la transcripcié de PFKFB3, aportant

un altre nivell de regulacié entre les MAPK i la via de Smads.

Un altra nivell d’interaccié entre la via de Smad i les MAPKs és la fosforilacié de les
proteines Smads en la regid linker per part de les MAPKs donant lloc tant a efectes
negatius com positius sobre l'activitat de les Smads. Per exemple, s’ha descrit que en
resposta a senyals mitogéniques Smadl, Smad2 i Smad3 es fosforilen a través del
receptor tirosina quinasa i també a través de la via de Ras/MAPK per ERK en la regid
linker donant lloc a un efecte negatiu sobre les funcions de les Smads (Kretzschmar et al.,
1999). En canvi, també s’ha vist que en la linia cellular de cancer de mama MCF10CAT1h
la via de p38 i la via de Rho/ROCK fosforilen les R-Smad en la regié linker de tal manera

que augmenten |'activitat transcripcional de les R-Smads (Kamaraju and Roberts, 2005).

Encara que no hem pogut corroborar els efectes del TGF-B1 sobre la transcripcié de
PFKFB3 per assajos d’activitat del promotor, ja que les 3.5 kb de la regié del promotor
del gen PFKFB3 que disposem al laboratori no responen a TGF-B1, aixd no exclou la
possibilitat de que la seqiéncia responsable de la induccié transcripcional de PFKFB3
estigui en una regié diferent de la que tenim clonada. Ssegons els nostres resultats, la
regulacié de PFKFB3 per TGF-B1 es déna a través d’'un mecanisme transcripcional que

involucra a les Smads i a més I'andlisi de les regiéns conservades evolutivament del
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promotor de PFKFB3 mitjancant el programa ECR Browser va desvelar la presencia d’un
lloc d’unié per Smads altament conservat en rata, ratoli, gos, vaca, mono, chimpanzé i

huma entre la posicié -3766 i -3758 des de I'inici de transcripcié del gen humé de PFKFB3.

En quan al paper fisiologic de PFKFB3, els resultats obtinguts indiquen que I'activitat de
Iisoenzim PFKFB3 proporciona la capacitat de les céllules T98G de formar coldnies en

resposta a TGF-B1, que és una de les caracteristiques de la transformacié cel-lular.

En resum, els resultats obtinguts en aquest capitol clarament indiquen que TGF-B1 juga un
paper important en la reprogramacié metabolica. La induccié de PFKFB3 en resposta a
aquest factor pot ser un dels principals mecanismes implicats en aquesta reprogramacié
de les cél*lules de glioblastoma indicant que la inhibicié d’aquest isoenzim podria ser una

alternativa efectiva a les terapies tradicionals contra el glioblastoma.

Actualment, la via de senyalitzacié del TGF-f es considera una diana terapéutica en els
tumors avancats com el glioblastoma. Diferents farmacs enfront el TGF-f es troben en
assajos clinics i mostren resultats prometedors (Akhurst and Hata, 2012; Neuzillet et al.,
2015; Seoane, 2008). L'estudi més detallat a nivell molecular dels mecanismes implicats
en les funcions pro-tumorogéniques del TGF-B permetria els descobriment de noves dianes

terapéutiques, oferint una nova esperanca en el tractament de molts pacients.

Els gliomes es caracteritzen per presentar una proliferacié agressiva, infiltracié difusa i
resisténcia a radio i quimioterdpia. Donat que el TGF-B té un paper important en la
progressié del glioma, les terapies dirigides contra el TGF-B1 o les seves vies de
senyalitzacié en combinacié amb radio i quimioterdpia podria oferir una millor
aproximacié terapéutica. Encara que diferents estudis han demostrat els beneficis dels
tractaments dirigits contra el TGF-B1 en glioma, la inhibicié de la unié del TGF-B1 al seu
receptor o de [I'activitat quinasa d’aquest pot donar lloc a l'activacié de vies
compensatories per altres activadors de les vies de Smad o per factors independents de
Smads. Per aixd, a més d'inhibir la via de TGF-B1, s’hauria de bloquejar de manera
simultania altres vies com la de PI3K/Akt, p38, etc., per obtenir una millor eficacia del

tractament. En alguns assajos clinics estan avaluant I'efecte de I'inhibidor de I'activitat
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quinasa del receptor tipus | de TGF-B1l en combinacié amb un inhibidor de diferents

tirosina quinases i Raf quinases, Sorafenib, en carcinoma hepatocel-lular (Sun et al., 2016)

Com ja s’ha comentat en la introduccid, les cél-lules normals diferenciades preferentment
utilitzen la fosforilacié oxidativa mitocondrial per la produccié d’energia. En canvi, la
majoria de cél-lules canceroses, com és el cas del glioblastoma multiforme, que és el tumor
cerebral primari més comd en adults, depenen de la glicolisi aerdbica (Li et al., 2016;
Wolf et al., 2011). Es per aixd que la reprogramacié metabélica ha sigut extensivament
estudiada en el cancer, i molts agents terapéutics s’estan desenvolupant amb |'objectiu

d’inhibir els requeriments metabdlics de les cél-lules canceroses.
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Els resultats que es presenten en la memoéria d'aquesta tesi doctoral aporten
informacié sobre la regulacié del gen PFKFB3 en resposta a diferents estimuls i vies de

senyalitzacié.

La importancia del gen PFKFB3 en la progressié tumoral va quedar reforcada I'any 1999
quan Chesney i col'laboradors, utilitzant oligonucleodtids anti-sense contra aquest gen, van
observar que la mida dels tumors generats en ratolins immunodeprimits amb cél-lules
tumorals K562 transfectades amb oligonucledtids eren menors que els generats en cél-lules
transfectades amb oligonucledtids sense. A més, disminuia la concentracié de Fru-2,6-P2,
fosforibosil pirofosfat (PRPP), metabolit precursor de la sintesi de nucledtids sintetitzat a
partir de la ribosa-5-P i ATP, i la proliferacié de les céllules K562. Aixi, es demostrava
la regulacié de I'expressié del gen PFKFB3 no només afectava la glicolisi siné també la

proliferacié cel-lular (Chesney et al., 1999b).

Posteriorment, altres estudis han demostrat la correlacié entre l'increment de la
concentracié de Fru-2,6-P2, el flux glicolitic i la proliferacié cellular, assenyalant
I'important paper que exerceix aquest metabdlit en cél-lules proliferants, ja siguin deguts
a proliferacié cellular induida per agents mitogénics o processos tumorals. El gen PFKFB3
estd sobreexpressat en la majoria de cancers (Novellasdemunt et al, 2013b) i la
concentracié de Fru-2,6-P2 estd augmentada en aquestes céllules, regulant el flux
glicolitic i afavorint la proliferacié. Les cél-lules neoplasiques expressen de forma
constitutiva nivells més elevats de la proteina PFKFB3, comparat amb les céllules epitelials
adjacents de teixits normals. En concret, el cancer de mama, prostata, colon ovari i tiroides
sén els que presenten una major activacié de I'expressié de PFKFB3 in situ (Atsumi et al.,
2002). | moltes linies de cancer de mama mostren nivells alts de mRNA del gen PFKFB3,
com les T47D, MCF7, MDA-MB-231 i MDA-MB-157 (Hamilton et al., 1997;

Novellasdemunt et al., 2013b).

Diferents treballs, inhibint I'expressié d'aquest gen o I'activitat de I'isoenzim que codifica,
han demostrat que és una diana important en la regulacié del metabolisme de les cél-lules
canceroses, la proliferacié cel-lular i 'angiogénesi (Calvo et al., 2006; De Bock et al.,

2013; Han et al.,, 2017; Trenti et al., 2017). Conéixer els factors que regulen la seva
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expressid, aixi com les diferents vies de transduccié de senyals que hi participen, pot

permetre dissenyar nous métodes terapéutics basats en la seva inhibicié.

Els resultats que el nostre grup ha publicat sobre la regulacié del gen PFKFB3 (Calvo et
al., 2006; Novellasdemunt et al., 2012, 2013¢; Obach et al.,, 2004; Riera et al., 2002,
2003; Schoors et al., 2014; Simon-Molas et al., 2016) junt amb els obtinguts per altres
grups (Atsumi et al., 2002; Bando et al., 2005; Chesney et al., 1999a; Clem et al., 2008;
Doménech et al., 2015; Garcia-Cao et al., 2012; Hamilton et al., 1997; Houddane et al.,
2017; Imbert-Fernandez et al., 2014; Minchenko et al., 2002; Telang et al., 2006; Yalcin
et al., 2009), corroboren el paper clau que podria jugar aquest gen en 'adaptacié del

fenotip glicolitic de les cél-lules proliferants o tumorals.

Els resultats obtinguts en aquesta tesi aprofundeixen encara més en I'estudi de dos factors
de regulacié importants, com sén la insulina i el TGF-B1, i les vies de transduccié implicades
en la regulacié de I'expressié del gen PFKFB3 i la regulacié de I'isoenzim que codifica en
un model de adenocarcinoma de colon i en un model de glioblastoma multiforme,

respectivament.

Els resultats previs del grup havien demostrat que el gen PFKFB3 és un gen de resposta
primerenca enfront la hipdxia (Obach et al., 2004), progestagens (Novellasdemunt et al.,
2012) o estimuls d’estrés (Novellasdemunt et al.,, 2013c). Es va observar que els
progestagens utilitzaven dos mecanismes per regular I'isoenzim PFKFB3 en les cél-lules
T47D: una resposta molt rapida a través de la via ERK-RSK activada que porta a la
fosforilacié de la Ser461 de I'isoenzim PFKFB3; i un segon efecte, més tardd en el temps,
a través del qual s’activa la transcripcié del mRNA de PFKFB3 a través de seqiiéncies cis
localitzades al seu promotor que donen lloc a un increment de la quantitat de proteina
PFKFB3 total disponible a la cél-lula. En aquest article es va demostrar que la fosforilacié
de la Ser461 de I'isoenzim PFKFB3 correlaciona amb un increment de la concentracié de
Fru-2,6-P2 la qual activa al-lostéricament a la PFK-1 donant lloc a un increment del flux

glicolitic (Novellasdemunt et al., 2012).
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Aquesta regulacié de PFKFB3 a través dels dos mecanismes que s’acaben de mencionar
també s’ha descrit en resposta a estimuls d’estrés en les cél-lules Hela i T98G. En aquest
cas, en resposta al tractament amb anisomicina o altres factors d’estrés, I'isoenzim PFKFB3
es fosforila a la Ser461 a temps curts donant lloc a un increment molt rapid de la
concentracié de Fru-2,6-P2 a través de la via de p38/MK2 MAPK. A temps més llargs,
I’anisomicina indueix la transcripcié del gen PFKFB3 a través de I'activitat quinasa de la
MK2 que fosforila el factor SRF (Serum response factor) facilitant la unié a la sequéncia
SRE (Serum response element) present en el promotor huma de PFKFB3 (Novellasdemunt et
al., 201 3). En conjunt, els resultats d’aquests estudis suggereixen un mecanisme multimodal
que afecta la regulacié transcripcional del gen PFKFB3 i I'activacié de la subunitat
quinasa de Iisoenzim que codifica, a través de la fosforilacié de la Ser461, que produeix

un augment en la concentracié de Fru-2,6-P2 i I'estimulacié del flux glicolitic.

Els resultats presentats en el primer capitol d’aquesta tesi descriuen els mecanismes de
regulacié de PFKFB3 en resposta a insulina. Préviament, ja s’havia descrit a PFKFB3 com
un gen de resposta a insulina en les cél-lules HT29 (Riera et al., 2002). En aquesta tesis
demostrem que la insulina utilitza dos mecanismes per regular l'isoenzim PFKFB3: una
resposta molt rapida a través de la via PI3K/Akt activada que porta a la fosforilacié de
la Ser 461 de PFKFB3; i un segon efecte, més tarda en el temps, a través del qual s’activa
la transcripcié del mRNA de PFKFB3 a través de seqiéncies localitzades al seu promotor
que donen lloc a un increment de la quantitat de proteina PFKFB3 total disponible en la
céllula. La fosforilacié de la Ser 461 de PFKFB3 correlaciona amb un increment en la
concentracié de Fru-2,6-P2 i en la produccié de lactat. En aquest augment de Fru-2,6-P2
també hi participa 'isoenzim PFKFB2, essent I'activacié dels dos isoenzims a través de la
via de PI3K/Akt. Resultats previs del nostre laboratori, mostraven també la participacié
de lisoenzim PFKFB2 en la sintesi de Fru-2,6-P2 en cél-lules Hela i T98G en resposta a
NaCl. Aixi doncs, en el model cel-lular HT29, la regulacié de PFKFB3 a curt termini en
resposta a la insulina implica la fosforilacié dels isoenzims PFKFB2 (Ser 466 i Ser 483) i
PFKFB3 (Ser 461) fet que produeix un increment en la concentracié de Fru-2,6-P2. Aquesta
fosforilacié dels isoenzims i I'augment en la concentracié del metabolit sén dependents de

I'activitat PI3K, tal com s’observa a l'utilitzar I'inhibidor Akti i LY294002. En quant a la
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regulacié de PFKFB3 a llarg termini, la induccié transcripcional d’aquest gen ajudaria a
mantenir els nivells de Fru-2,6-P2 i de lactat elevats en les cél-lules HT29. Malgrat que
hem confirmat la implicacié de la seqiéncia E-box en l'increment de 'activitat luciferasa
en resposta a insulina, caldria profunditzar en I'estudi de la regulacié transcripcional del
gen PFKFB3 per aquesta hormona fins a trobar el factor de transcripcié implicat en

aquesta resposta.

La via de PI3K/Akt es troba comunament hiperactivada en els cancers humans, a causa
de les mutacions freqijents dels enzims PI3K/Akt o PTEN, donant pas a la proliferacié
cel-lular, creixement, supervivéncia i reprogramacié metabolica (Thorpe et al., 2015). Les
PI3Ks sén una familia de quinases lipidiques implicades en la senyalitzacié a partir
d’estimuls de supervivéncia com els factors de creixement, citoquines, hormones, etc., que
activen vies dependents i independents d’Akt (Thorpe et al, 2015). Akt és una
serina/treonina quinasa que majoritariament és regulada per l'activacié de PI3K i a
través de la seva fosforilacié a la Thr308 i Ser473 (Altomare and Testa, 2005; Liu et al.,
2014). Com que és molt freqient la preséncia d’Akt activa de forma constitutiva en els
tumors humans, i aquesta és una proteina central de la via de PI3K/Akt, molts estudis es
centren en la inhibicié dels components d’aquesta via com a terapia contra el cancer

(Altomare and Testa, 2005; Garcia-Cao et al., 2012) .

Els resultats presentats en el segon capitol d’aquesta tesi descriuen els mecanismes de
regulacié de PFKFB3 en resposta a TGF-B1. Els nostres resultats demostren que TGF-f31
indueix I'expressié de diferents gens de la glicolisi com sén GLUT1, HK-II i LDH-A sent
consistent amb diferents estudis on descriven que TGF-f estd implicat en la reprogramacié
metabodlica augmentant la glicolisis en diferents linies cellulars (Arrick et al.,, 1992;
Bernard et al., 2015; Guido et al., 2012; Jiang et al.,, 2015; Nigdelioglu et al., 2016;
Nowak and Schnellmann, 1996; Young et al., 2014; Zhang et al., 2014). TGF-B1 indueix
la transcripcié del gen PFKFB3 pero, a diferencia de la regulacié de PFKFB3 per insuling,
descrita en el capitol anterior, i dels treballs publicats per Novellasdemunt et al. en

resposta a progestéigens i estrés cellular, no regula I'isoenzim de PFKFB3 a nivell post-
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traduccional, en les cél-lules T98G. Coherentment amb aquest increment en el mRNA de
PFKFB3, els nivells de proteina total de PFKFB3 també augmenten i es correlaciona amb
un increment en la concentracié intracellular de Fru-2,-6-P2 i de lactat extracel-lular. En
quant a la via de senyalitzacié, els resultats obtinguts mostren que I'activacié de les vies
de Smad3, p38 MAPK i PI3K/Akt, que sén dependents de I'activitat quinasa del receptor
de TGF-B1, és necessaria per la completa induccié transcripcional de PFKFB3 en resposta
a TGF-B1. Els nostres resultats indiquen que I'activitat de PFKFB3 proporciona la capacitat
de les cél-lules T98G de formar coldnies en resposta a TGF-B1, que és una de les

caracteristiques de la transformacié cel-lular.

Actualment, la via de senyalitzacié del TGF-f es considera una diana terapéutica en els
tumors avangats com el glioblastoma. Diferents agents contra el TGF-B es troben en
assajos clinics i mostren resultats prometedors (Akhurst and Hata, 2012; Neuzillet et al.,
2015; Seoane, 2008). L'estudi més detallat, a nivell molecular, dels mecanismes implicats
en les funcions pro-tumorogéniques del TGF-f3 podria permetre el descobriment de noves

dianes terapéutiques, oferint una nova esperanca en el tractament del glioblastoma.

La glicolisi de les cél-lules tumorals és un fenomen complex en el qual aquesta i altres vies
metaboliques es reprogramen per tal de millorar I'obtencié d’energia i la sintesi de
biomolécules, necessaries per a la proliferacié cel-lular. La comprensié de la regulacié
dels gens i els isoenzims glicolitics té, per tant, implicacions en el diagnostic, el prondstic i

el desenvolupament de terapies més selectives contra el cancer.

Els resultats publicats del nostre grup els darrers anys sobre PFKFB3 (Obach et al., 2004;
2006; Novellasdemunt et al., 2012; Novellasdemunt et al.,, 2013; Simon-Molas et al.,
2016), juntament amb els obtinguts en el present treball de tesi doctoral, demostren que
diversos factors implicats en la regulacié del gen PFKFB3 i el producte d’aquest, I'isoenzim
PFKFB3, participen en processos que afecten a la proliferacid, supervivéncia,
diferenciacié i migracid, tots ells esdeveniments claus en la tumorogeénesi i els resultats

mostrats en aquest capitol mostren un lligam entre la via de PI3K/Akt i de TGF-B1 i el
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gen PFKFB3. A la Figura 24 es poden veure els diferents factors que regulen el gen i

Iisoenzim PFKFB3 i els mecanismes de transduccié empleats.

En conjunt, els resultats presentats en aquesta tesi aporten noves dades de la regulacié
del gen PFKFB3 i I'isoenzim que codifica en resposta a diferents estimuls a través de
diferents mecanismes de transduccié, des del control de I'expressié del gen, fins a les

modificacions post-traduccionals per fosforilacié.

La dependéncia de les cél-lules canceroses del consum de glucosa ha permés dissenyar
diferents propostes terapéutiques. Des del punt de vista farmacoldgic, les drogues
capaces de pertorbar el metabolisme, especificament la glicdlisi, han esdevingut cada
vegada més interessants (Li et al.,, 2017; Yoshida, 2015; Yu et al., 2015). En relacié al
gen estudiat, s’lha pogut demostrar que bloquejant 'expressié del gen PFKFB3 disminueix
la glicolisi, la proliferacié cel-lular, el creixement independent d’ancoratge, el creixement
tumoral i 'angiogénesi (Calvo et al., 2006; De Bock et al., 2013; Doménech et al., 2015;
Han et al., 2017; Trenti et al., 2017). Es evident que la glicdlisi de les cl-lules canceroses
és un fenomen complex en el qual aquesta i altres vies metabdliques es reprogramen per
tal de millorar I'obtencié d’energia i la sintesi de biomolécules, necessaries per la
proliferacié cel-lular. La comprensié de la regulacié dels gens i isoenzims glicolitics ha de
tenir, ben segur, implicacions en el diagnostic, prondstic i desenvolupament de terdapies

més selectives contra el cancer.
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Figura 24. Representacié esquematica de les diferents vies de regulacié del gen i isoenzim de PFKF3 i la
seva contribucié en el fenotip glicolitic de les cél-lules tumorals. Diferents estimuls com sén els progestagens,
ésters de forbol, sérum, factors de creixement, citoquines inflamatdries estressos ambientals insulina i TGF-31
poden activar I'isoenzim PFKFB3. En resposta a I'activacié de diverses vies MAPKs, PFKFB3 pot fosforilar-se
a la Ser 461 incrementant aixi I'activitat PFK-2. Apart, diversos factors de transcripcié poden regular el gen
PFKFB3 portant, en Gltim terme, a un increment de la proteina PFKFB3. En conjunt, ambdés mecanismes
permeten augmentar el flux glicolitic a través de l'increment de la concentracié de Fru-2,6-P2 per I'isoenzim

PFKFB3, el qual és el principal regulador al-lostéric positiv de la PFK-1.
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La insulina regula PFKFB3 en les cél-lules HT29 a través de dos mecanismes diferents:
per modificacié post-traduccional de I'isoenzim, a temps curts, i per regulacié
transcripcional del gen, a temps més llargs.

1. A temps curts, de I'ordre de minuts, el tractament amb insulina activa els isoenzims
PFKFB3 i PFKFB2 a través de la fosforilacié a la Ser461, i a la Ser466 i Ser478,
respectivament, donant lloc a un augment molt rapid de la concentracié

intracel-lular de Fru-2,6-P2i de lactat.

2. La fosforilacié dels isoenzims PFKFB3 i PFKFB2 és depenent de la via de PI3K/Akt,
ja que la inhibicié d’aquesta evita la fosforilacié dels isoenzims en resposta a

insulina.

3. A temps llargs, la insulina augmenta I'expressié del mRNA de PFKFB3 perd no
dels mRNA de PFKFB2 ni PFKFB4. Aquesta induccié transcripcional de PFKFB3

permet mantenir altes concentracions de Fru-2,6-P2i de lactat .

4. La induccié transcripcional del gen PFKFB3 és parcialment revertida mitjangcant
I'ds de l'inhibidor d’Akt, indicant la participacié de la via d’Akt en la seva

regulacid.

5. Les dues seqiiéncies consens de la caixa E-box, localitzades entre els nucledtids -
1269 i -1297 relativ a I'inici de transcripcié del promotor humda de PFKFB3, sén
necessdries per a la induccié transcripcional d’aquest gen per insuling, ja que la

mutacié d’aquestes seqiéncies anulla totalment I'activacié del promotor.

6. Un dels elements de resposta a insulina que s’ha descrit que es pot unir a aquestes
E-boxes és el factor de transcripcié SREBP-1c. Els resultats obtinguts de I'Gs del
siRNA per SREBP-1c suggereixen la seva implicacié en la induccié de PFKFB3 per

insuling, tot i que faltaria confirmar-la a través d’alires aproximacions.
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7.

10.

11.

12.

Tant la silenciacié de PFKFB3 mitjancant siRNA com la seva inhibicié amb 3PO no

té cap efecte sobre I'activacié de la via d’Akt per insulina.

TGF-B1 incrementa I'expressié de gens clau de la via glicolitica: GLUT1, HK-II,
LDH-A i PFKFB3 en les cél-lules T98G. Tot i que aquestes cél-lules també expressen
PFKFB2 i PFKFB4, aquests gens no es modulen per TGF-31.

L'augment del mRNA de PFKFB3 per TGF-B1déna lloc a un augment de la seva

proteina que, com a conseqiéncia, produeix la sintesi de Fru-2,6-P2i incrementa

la produccié de lactat.

La regulacié de PFKFB3 per TGF-B1 es déna a nivell transcripcional i no requereix

la sintesi de novo de proteines.

En la induccié transcripcional de PFKFB3 per TGF-B1 hi participen les vies de
Smad, p38 MAPK i PI3K/Akt, conjuntament, i sén dependents de I'activitat del
receptor de TGF-B1. L'activacié de la via de p38 MAPK regula I'activacié de

Smad?2 i Akt. En canvi, I'activacié de Smad3 és independent de la via de p38
MAPK.

PFKFB3 és indispensable en I'augment de la capacitat de les cél-lules T98G de

formar coldnies en resposta a TGF-B1.
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Materials i métodes

1. Técniques de Biologia Molecular

1.1 Cultius bacterians

En aquesta tesis s’ha utilitzat la soca de bactéries DH5a de Escherichia coli. La manipulacié

de les bactéries s’ha realitzat en condicions d’esterilitat.

1.1.1 Creixement en medi de cultiv liquid i solid

e Creixement en medi liquid: Les bactéries creixen en medi LB (Luria-Berani) en un
erlenmeyer (no omplir més de dues terceres parts per assegurar una bona
oxigenacié del cultiv) amb agitacié (220 rpm) a 37 °C durant 14-16 hores
(overnigth, O/N).

En el cas de que las cél-lules estiguin transformades amb un plasmidi, s’afegeix al
medi LB I'antibidtic corresponent a la resisténcia per ha que codifica el plasmidi
amb 'objectiu d’exercir pressié selectiva a aquelles cél-lules que hagin incorporat

el DNA.

e Creixement en medi solid: Aquest tipus de creixement es realitza en plaques de
LB-Agar i hauran d’incloure I'antibidtic pertinent. Les plaques es deixen cap per
avall per tal d’evitar que el vapor d’aigua impregni el medi de cultiu i s’incuben

durant 14-16 hores a 37 °C.

Medi LB-Agar

Medi LB liquid
5 g/L de NaCl
5 g/L de NaCl 10 g/L de Triptona/Peptona
10 g/L de Triptona/Peptona 5 g/L d’extracte de llevat
5 g/L d’extracte de llevat 12 g/L d’agar
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1.1.2 Obtencié de cél-lules competents

Inocular cél-lules de Escherichia coli a partir d’un estoc de glicerol en 3 ml de LB sense

antibiotic. Es deixa créixer durant 16-18 h en agitacié a 37 °C.

Passar 2 ml del creixement a un erlenmeyer amb 100 ml de LB sense antibiotic
(dilucié 1:50). Es deixa créixer durant aproximadament 2 h en agitacié a 37 °C
fins que la densitat dptica a A=600 nm estigui entre 0.35-0.5 (fase exponencial

del creixement).
Posar el creixement en gel durant 30 minuts.

Passar el cultiv a tubs préviament refredats de 50 ml i centrifugar a 2500 rpm
15 min a 4 °C.

A partir d’aquest punt, tot el procediment es realitza a 4°C i amb les solucions i

materials préviament refredats.
Descartar el sobrenedant i resuspendre el precipitat amb CaCl2 0.1 M afegint
primer 1 ml i després fins a 5 ml (important utilitzar-lo hidratat. Es pot esterilitzar

per filtracié o per autoclau).

Afegir 125 pl de DMSO als 5 ml de céllules competents. Barrejar suaument i

deixar 5 minuts en gel.
Tornar a afegir 125 pl de DMSO i barrejar-ho per inversié.

Aliquotar en fraccions de 200 o 500 pl i guardar rapidament a -80 °C.

1.1.3 Transformacié de plasmidis de DNA

Descongelar una aliquota de cél-lules competents en gel.

Afegir 50 ng de plasmidi en 50 pl de cél-lules competents (si és una lligacié afegir

5 pl d’aquesta).

Xoc térmic: Barrejar i deixar 30 min en gel. Després les céllules es posen 45

segons en un bany a 42 °C i es tornen a posar en gel durant 5 min.
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e A la campana de bacteris, afegir 1 ml de LB sense antibidtic i posar en agitaciéd

30-45 min a 37 °C.
e Centrifugar 10 min a 4000 rpm per precipitar les cél-lules.
e Descartar el sobrenedant deixant 200 pl per resuspendre el precipitat.

e Plaquejar, amb I'ajuda de les boletes de vidre, els 200 pl en plaques de LB-agar

amb I'antibidtic adequat i deixar créixer O/N a 37 °C.

Controls del procés de transformacié per detectar possibles contaminacions:

e Control negatiu de les plaques de LB-agar: incubar una placa que no s’ha

sembrat amb bactéries.

e Control negatiu de les cél-lules competents: sembrar céllules competents que no

han sigut transformades.

1.1.4 Estoc de glicerol

® Inocular una colonia dillada en 5 ml de medi LB amb I'antibiotic adequat.
e Incubar O/N en agitacié a 37 °C.

o Agafar 810 pl del cultiv i afegir 190 pl de glicerol al 80% (v/v) esteéril, de

manera que el percentatge final és del 15%.

e Barrejar pipetejant amunt i avall i guardar a -80 °C.
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1.1.5 Plasmidis utilitzats

Plasmidi Proteina Promotor Antibiotic

PFKFB3/-3566 Luciferasa PFKFB3 Ampicil-lina Assaig luciferasa
PFKFB3/-2492 Luciferasa PFKFB3 Ampicil-lina Assaig luciferasa
PFKFB3/-1408 Luciferasa PFKFB3 Ampicillina Assaig luciferasa
29WT-cfos Luciferasa c-fos/HRE Ampicil-lina Assaig luciferasa
29Mut-cfos Luciferasa c-fos/HRE Ampicillina Assaig luciferasa
pGL2basic Luciferasa Ampicil-lina Assaig luciferasa
cfos-pGL2basic Luciferasa c-fos Ampicillina Assaig luciferasa
B-Gal Luciferasa CMV Ampicillina Assaig luciferasa

Expressié en cél-lules de
Myc-Smad3 myc-Smad3 Ampicillina

mamifer
Expressié en cél-lules de
Flag-Smad4 Flag-Smad4 Ampicillina i
mamifer
Expressié en cél-lules de
pcDNA3 Ampicillina ’
mamifer
Expressié en cél-lules de
SREPB-1c SREBP-1c Ampicillina

mamifer
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1.2 Purificacié de DNA plasmidic a partir de cultius bacterians

e A petita escala: Miniprep

Es parteix d’un cultiv bacteria de 5 ml i seguir las instruccions del kit de miniprep Exprep
Plasmidi SV (GeneAll Biotechnology). Un cop tenim el plasmidi purificat, aquest es digereix
amb enzims de restriccié per confirmar que es tracta del plasmidi correcte. El procediment

s’explica en I'apartat de materials i métodes 1.1.6.

e A gran escala: Maxiprep

Es parteix d'un cultiu bacteria de 250-500 ml i seguir el protocol del kit de maxiprep
Quidfilter Plasmidi Maxi Kit (Quiagen).

Per determinar la concentracié de DNA plasmidic utilitzem el NANODROP. La puresa del
DNA la indica la relacié A2¢0/A2s0. Es considera que una solucié de DNA pura té un valor

de A2¢0/A2s0 entre 1,8-2.

1.3 Digestio enzimatica del DNA

De forma general utilitzem:

Digestié enzimatica (20 pl)

1 Mg de DNA plasmidic
1 Ml d’enzim de restriccié
2 Yl de tampé 10X

Fins a 20 Yl d’aigua estéril

La digestio s’incuba durant 1 h a 37 °C. En el cas de fer una digestié doble, utilitzarem la

meitat del volum de cada un dels enzims i un tampé on els dos enzims tinguin activitat.
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1.4 Electroforesi de DNA en gel d’agarosa

El percentatge del gel d’agarosa dependra de la mida dels fragments de DNA que es
vulguin obtenir. En el nostre cas el més utilitzat ha sigut el de 1 % de agarosa. Al gel se
li afegeix bromur d’etidi (0,5 pg/ml), el qual s’intercala en les bases nitrogenades del

DNA i al aplicar llum ultraviolada apareix una banda blanca corresponent al DNA.

° Es carrega part de la mostra de DNA amb tampé de carrega 10X als pouets

del gel d’agarosa.

° La cubeta s'omple de tampé TAE 1X i I'electroforesi es fa a 85-100 V durant

20-30 min.

242 g de Tris (40 mM)
100 ml d’EDTA al 0,5M (1 mM)

57,1 ml d’acid acétic glacial (20 mM)

1.5 Purificacié de bandes d’un gel de DNA

Col'loquem el gel d’agarosa damunt d’un transiluminador de llum ultraviolada per
localitzar les bandes d’interés. Tallem la banda amb un bisturi i la colloquem en un
eppendorf. El DNA de la banda el purifiquem utilitzant el kit Qlaquick Gel Extraction Kit
(Qiagen).

1.6 Desfosforilacié dels extrems 5’ i 3’ del DNA

La fosfatasa alcalina (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, CIAP) és un enzim que treu els

grups fosfats que estan al 5’ i 3’ del DNA, RNA i nucleotids. Utilitzem aquest enzim per
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desfosforilar el vector de DNA en el que volem clonar I'insert per tal d’evitar que el vector

es recircularitizi durant la lligacié.

Reaccié CIAP (20 pl)

1 Ug de DNA plasmidic lineal
2 Yl de tampé 10X de CIAP
2 Ul de Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Fins a 20 I d’aigua

Consisteix en incubar la CIAP amb el vector a 37 °C durant 10 minuts. Posteriorment,

inactivem I’enzim incubant a 75 °C durant 5 minuts.

1.7 Lligacio

Consisteix en unir un fragment de DNA (insert) dins d’un vector. La lligasa del bacteriofag
T4 catalitza la sintesi d’enllagos fosfodiéster entre un extrem fosfat 5’ i un extrem hidroxil

3’ utilitzant ATP com a font d’energia per a la reaccié.

Per calcular la quantitat d’insert que es necessita utilitzem la segient férmula:

ng Inserto = [ R - ng Vector - (pb Insert/ pb Vector)]

“R” és la relacié molar entre el vector i Iinert, de forma general en aquesta tesi el valor

de R ha sigut 3.
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Barreja de reaccié per la lligacié (20 pl)

20-50 ng de DNA plasmidic
Y Ml d'insert de DNA*
2 Ml de tampé de lligacié 10X
0,4-0,8 [l de la solucié d’ATP (25 mM)
1 Ml de la T4 DNA lligasa (5 U/pl)

Fins 20 Pl d’aigua esteéril

* El volum d’insert a afegir es calcula a partir dels ng d'insert e la férmula anterior i la concentracié

de DNA de l'insert.

La reaccié s’incuba durant 1 hora a temperatura ambient o O/N a 16 °C. Les condicions
poden variar segons si els extrems del DNA a lligar sén roms o cohesius (consultar les

dades del proveidor de I'enzim).

1.8 Amplificacio de fragments de DNA per PCR

La PCR (reaccié en cadena de la polimerasa) la utilitzem per obtenir un gran nimero de

copies d’un fragment de DNA partint de poca quantitat d’aquest.

R i6 de PCR (50 pl
e Afegir a un eppendorf esteril els

seglents reactius: 1 Ul de tampé de PCR 10X

1 Ml de dNTPs (200 mM final de cadascun)
1 Ml de cada oligonucledtid (30 UM estoc)
1 Yl de DNA motlle o aigua en el control negatiu
1 Yl de Taq polimerasa

MI d’aigua mQ estéril
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e Collocar les mostres al termociclador i utilitzar el segient programa:

30-35 cicles

Desnaturalitzacio

I I
I I

04 eC 1 94 oC Elongacio |
I |
1 72ec | 72¢2C

5min ! 1min I
I 55¢2C I
1 ] [}

. 1 min 10 min 42c
: 1 min :
. Anellament . b
Es poden optimitzar les segiients condicions de la PCR:
° La temperatura d’anellament dependra de la temperatura optima dels

oligonucledtids (en general la temperatura és 2 °C per sota de la Temperatura
de melting del primer (Tm).

] El temps d’elongacié dependrd de la mida de DNA a amplificar: 1 min/kb a
elongar.

El producte de la PCR s'analitza en un gel de agarosa per comprovar la mida del

fragment i el nimero de bandes obtingudes.

1.9 Exiraccio de RNA

El material que s'utilitza ha de ser esteéril, 'aigua DEPC per evitar la degradacié per

RNAases i hem de treballar a la campana de toxics.

Per a I'extraccié de RNA de cél-lules eucariotes:

e Afegir 0.5 ml de TRIsure per pou de placa de 6 pous.
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e Escrapejar las plaques, transferir el contingut a un eppendorf i deixar reposar 5

min a temperatura ambient.

e Afegir 0.2 ml de cloroform préviament refredat per 1 ml de TRIsure, barrejar
durant 15 segons per inversié e incubar durant 3 min a temperatura ambient.

e Centrifugar a 12000 g durant 15 min a 4 °C. S’obtenen dues fases, la fase
organica (verda), una interfase i la fase aquosa que conté el RNA (incolora).

e Passem la fase aquosa a un eppendorf nou (sense tocar la interfase).

e Precipitar el RNA afegint 200 Ul d’isopropanol préviament refredat, incubar les

mostres 10 min a temperatura ambient i després congelar a -80 °C O/N.
e Centrifugar els eppendorfs a 12000 g durant 10 min a 4 °C.

o Decantar el sobrenedant, afegir T m de etanol al 75 % préviament refredat per

1 ml de TRIsure afegit i fer un vortex.
e Centrifugar a 7500 g durant 5 min a 4 °C. Repetir el rentat amb etanol dos cops.

e Decantar el sobrenedant i treure el maxim volum d’etanol possible amb una

pipeta sense emportar-nos el precipitat.
e Deixar els eppendorfs a la campana per assecar tot I'etanol.
e Resuspendre el RNA en 15 ul d’aigua DEPC i guardar a la nevera O/N.

e Escalfar les mostres a 65 °C durant 10 min i fer un vortex abans de quantificar
el RNA.

e Per determinar la concentracié de RNA utilitzem el NANODROP. La puresa del
RNA ho indica la relacié A260/A280. Es considera que una solucié de RNA pura
té un valor de A260/A280 >2. Si el valor és inferior indica contaminacié por

proteines o substancies aromatiques com el fenol.

e La integritat del RNA es comprova mitjancant electroforesi de gel d’agarosa al
1% (veure métodes 1.1.13). Si en el gel es diferencien dues bandes corresponents
al RNA ribosomic 28S (4,8 kb) i 18S (1,8 kb) indica que el RNA no esta degradat.
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1.10 Electroforesi de RNA en gels de agarosa

e Preparar el gel d’agarosa:

50 ml gel 1 % agarosa/formaldehid

36 ml d’aigua

5 ml de MOPS 10X

0,5 g d’agarosa

Escalfar fins a dissoldre 'agarosa i deixar refredar fins 55-65 °C

9 ml de formaldehid 37 %

e Preparar les mostres de RNA

Mostres RNA

2 yl de RNA
6,4 Ul de tampé de mostra per a RNA

1,4 Yl de tampé de carrega per a RNA

e Incubar les mostres de RNA 10 min a 65 °C per desfer les possibles estructures

secundaries del RNA i, immediatament, posar-les en gel.
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e Carregar les mostres en el gel d’agarosa/formaldehid i cérrer I'electroforesi a
80 V durant 40 min.

MOPS 10X Tampé de carrega per RNA 10X

0,2 M de MOPS 50 % de glicerol
50 mM d’acetat sodic 0,4 % de blau de bromofenol
5 mM d’EDTA 0,4 % de xilé cianol

Tampé de mostra per RNA
6 % de formaldehid Tampé d’electroforesi

20 mg/ml de bromur d'etidi MOPS 1X en aigua DEPC o autoclavada

50 % de formamida

6 % de glicerol
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1.11 Retrotranscripcio

Sintesis de DNA a partir de RNA utilitzant el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystem).

e Calcular el volum que necessitem de cada mostra per retrotranscriure 2 g de

RNA i afegir aigua mQ fins a 10 pl.

e Preparar els segients reactius en un eppendorf per a totes les mostres.

e Per a una reaccié6 amb un volum final de 10 pl:

Volum final de 10 pl per reaccié

2 Ml de tampé de reaccié 10X

0,8 {l de 25 dNTP Mix (100 mM)

2 MUl de Random primers 10X

1 Yl de Reverse transcriptase

3,2 Yl d’aigua estéril

Es important que les reaccions siguin volum:volum entre el RNA amb I'aigua i la barreja

de reaccié.

e Afegir a cada mostra 10 pl de la barreja de reaccié.

e Posem la PCR amb el segient programa:

852C

25 2C
120 min

10 min
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1.12 PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR)

La RT-gPCR s'utilitza per determinar els valors relatius de les mostres tractades respecte

a les control mitjangant el calcul del AAct.

Calcul dels valors relatius de mRNA

Act = ct gen problema —ct gen control

AAct = Act mostra tractada—Act mostra control

Quantitat relativa de mRNA = 2(-8Act)

La RT-gPCR es realitza en I’ABI PRISM HT7700 Real Time Esquence Detection System
(Applied Biosystem) amb plaques de 384 pous. Es important evitar que la llum toqui als

oligonucledtids i cal que tot el material que s'utilitzi sigui autoclavat.

e Preparar la mostra segons el nUmero de pous a carregar la mateixa mostra:

Per un pou: 0,5 ul de mostra + 4,5 ul de H2O mQ

e Preparar la barreja de reaccié en un eppendorf per a totes les mostres.

Per una reaccié:

0,5 pl de oligonucledtid + 5,5 ul SensiFAST Probe Hi-ROX MIX (Bioline)
o Afegir 6 ul de barreja de reaccié i 5 ul de mostra preparada per pou.

e La placa es centrifuga 2 min a 1200 rpm abans de posar-la a I’ABI PRISM.

192



Materials i métodes

Sondes TagMan utilitzades:

Gen Sonda TagMan Gen Sonda TagMan

PFKFB1 Hs00159997_ml GLUT1 Hs00892681_m]1
PFKFB2 Hs00359506_g1 HK-II Hs00606086_m1
PFKFB3 Hs00190079_m1 LDH-A  Hs01378790_g1
PFKFB4 Hs00190096_m1 SREBF1  Hs01088690_g1
TBP Hs99999910_m1 GAPDH Hs99999905_mIl

2. Técniques de cultiv cel-lular

2.1 Linies cel‘lulars

Les diferents linies cel-lulars utilitzades en aquesta tesis s’han mantingut en incubadors a
37 °C, amb una atmosfera al 5 % CO2 i amb una humitat relativa del 70-80%. El medi
de cultiv utilitzat ha sigut high glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementat amb L-glutamina (2 mM), antibidtics (penicil-lina 100 U/ml i estreptomicina

100 pg/ml) i sérum fetal bovi (FBS) al 10% de Biological Industries.

Linies cel-lulars utilitzades:

Linea cel-lular Tipus cel-lular Referéncia
HT29 Adenocarcinoma de colon huma ATCC
T98G Glioblastoma multiforme huma ATCC
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2.2 Congelacio de cél-lules

e Rentar les cél-lules amb PBS 1X i tripsinitzar-les. Parar la reacci6 amb DMEM

complet.
e Centrifugar les cél-lules a 1200 rpm durant 5 min.

e Descartar el sobrenedant i resuspendre el precipitat amb medi de congelacié.

Medi de congelacié (per vial)

800 Pl de DMEM complet

100 pl de FBS

100 Pl de DMSO (dimetil sulfoxid)

e Immediatament guardar els vials a -80 °C ja que el DMSO a temperatura

ambient és molt toxic per les cél-lules.

e Passar les cél-lules a nitrogen liquid 24 hores després.

2.3 Descongelacio de cél-lules
Hi ha dues maneres de descongelar les cél-lules:

e Descongelar el vial de cél-lules i passar-lo a una placa de 10 ecm amb 10 ml de
DMEM complet. Canviar el medi de les cél-lules per eliminar el DMSO un cop

estiguin enganxades (6-7 hores).

e Descongelar el vial i passar les cél-lules a un falcon de 15 ml. Centrifugar-les a
1200 rpm durant 5 min. Aspirar el sobrenedant per eliminar el DMSO i
respuspendre el precipitat amb DMEM complet. Passar les cél-lules a una placa
de 10 cm amb 10 ml de DMEM complet.
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2.4 Reactius utilitzats per al tractament de les cél-lules

Producte Concentracié

Proveidor

Descripcié

Insulina 1 UM Activador de via de PI3K/Akt Sigma-Aldrich
TGF-B1 4 ng/ml Activador de via de TGF-8 R&D Systems
Agent quimic que mimetitza
Clorur de
200 pM I’'efecte de la hipoxia Sigma-Aldrich
Cobalt (CoCl2)
fisiologica
IGF-1 100 ng/ml Activador de via de PI3K/Akt Sigma-Aldrich
Akti-1/2 10 UM Inhibidor d’Akt Calbiochem
Wormanina 10 UM Inhibidor de PI3K Calbiochem
SB203580 10 M Inhibidor de p38 Calbiochem
LY294002 10 UM Inhibidor de PI3K Calbiochem
SIS3 20 pM Inhibidor de Smad3 Calbiochem
3PO 10 UM Inhibidor de PFKFB3 Calbiochem
Inhibidor del receptor de
LY2109761 2 UM Eli-Lilly & Co
TGF-B
Actinomicina D 5 pg/ml Inhibidor de la transcripcié Sigma-Aldrich
) L. Inhibidor de la sintesi de
Cicloheximida 20 ug/ml Sigma-Aldrich

proteina
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2.5 Transfeccio

Lipofectamine LTX (Invitrogen)

Transfeccié transitoria basada en la formacié de liposomes. S'utilitza per la transfeccié

de les linies cellulars HT29 i T98G.

e Llas céllules es plaquegen el dia abans i han d’estar entre el 50-80% de

confluéncia en el moment de la transfeccid.

Per un pou de placa de 6 pous:

e Diluir en un eppendorf 2 ug de DNA en 266 pl de Opti-MEM (Reduced Serum
Media).

e Afegir 2 pl del reactiv Plus (ratio 1:1 DNA), fer un vortex i incubar durant 5 min

a temperatura ambient.

e Afegir 5-15 pl de Lipofectamine LTX (depenent de la linia cel-lular), fer un vortex
i incubar durant 30 min a temperatura ambient durant el qual es formen els

complexes DNA-Lipofectamine LTX.
e Canviar el medi de les cél-lules per Opti-MEM.
e Afegir els complexes i agitar suaument.

e No es necessari canviar el medi de les cél-lules després de la transfeccié.

2.6 Activitat luciferasa

e Co-transfectar las cél-lules (utilitzant el métode adequat per cada linia cel-lular)
amb el reporter i un plasmidi d’expressié de B-galactosidasa (B-gal) per avaluar

I'eficiéncia de la transfeccid.

e Tripsinitzar les céllules 24 hores després de la transfeccié per passar-les a

plaques de 24 pous.
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e Dejunar durant 24 hores les cél-lules (rentar dos cops amb PBS 1X i afegir DMEM

sense FBS) un cop estiguin enganxades.
e Realitzar el tractament corresponent durant aproximadament 16-18 hores.
e Aspirar el medi i rentar dos cops amb PBS 1X.

e Afegir 100 pl per pou de placa de 24 pous de tampé de lisi del kit Luciferases
Assay System (Promega).

e Lisar les céllules a la placa durant 20 minuts en agitacié i tapades de la llum.

e Agafar en un eppendorf un total de 6 pl de mostra per condicié per mesurar
I'activitat B-galactosidasa i afegir 100 pl de tampé del 8—galactosidaes Detection

Kit I (Clontech) i deixar incubar 1 hora.

e |’activitat de les dues reaccions es mesura utilitzant el lumindmetre durant intervals

de 10 segons.

2.7 Silenciacié de gens mitjancant RNA de interferéncia (siRNA)

2.7.1 Oligofectamine (Invitrogen)

Transfeccié dels diplex de RNA de interferéncia corresponents utilitzant lipid cationic per

les cél-lules T98G.

e Plaquejar les cél-lules un dia abans perqué estiguin al 30-40 % de confluéncia

en el moment de la transfeccié.
e Sitransfectem 75 nM de siRNA, per un pou d'una placa de 6 pous preparem:

Epp.1: 3 pl siRNA (20 pM estoc) + 350 pl Opti-MEM —> vortex durant 10 segons
Epp.2: 3 pl Oligofectamine+ 350 pl Opti-MEM —> vortex durant 10 segons

e Incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.
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e Afegir el contingut del epp.2 sobre el epp.1 i fer un vortex de 10 segons.
e Incubar els complexes durant 20 minuts a temperatura ambient.

e Rentar les cél-lules 2 cops amb PBS 1X.

e Afegir els complexes a les cél:lules i agitar suaument.

e Afegir 1 ml de DMEM complet a partir de las 4-6 hores de la transfeccid.

2.7.2 Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen)

Transfeccié dels duplex de RNA de interferéncia corresponents per les cél-lules HT29.

e Plaquejar les cél-lules un dia abans perqué estiguin al 30-40 % de confluéncia

en el moment de la transfeccid.

e Sitransfectem 75 nM de siRNA, per un pou d'una placa de 6 pous preparem:

Epp.1: 3 pl siRNA (20 puM estoc) + 150l Opti-MEM —=> vortex durant 10 segons

Epp.2: 9 Wl Lipofectamine RNAIMAX+ 150ul Opti-MEM —> vortex durant 10
segons

e Incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.
e Afegir el contingut del epp.2 sobre el epp.1 i fer un vortex de 10 segons.
e Incubar els complexes durant 5 minuts a temperatura ambient.

e Aspirar el medi de les cél-lules, afegir 400 Ul de DMEM complet i els complexes

i agitar suaument.

e Afegir 1 ml de DMEM complet 24 hores després de la transfeccié.
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3. Analisis de proteines

3.1 Obtencié de mostres

3.1.1 Extractes totals a partir de cél-lules en cultiu utilitzant el tampé CHAPS

Utilitzem el tampé CHAPS generalment quan volem fer western blot de proteines

fosforilades ja que és un detergent suau. Tot el procés es realitza en gel. Els inhibidors de

proteases i fosfatases que no es troben ja al tampé CHAPS s’afegeixen en el moment

d’agafar la proteina de la placa.

Tampé CHAPS

10 mM Tris pH 7,5

100 mM NaCl

50 mM NaF

50 mM B-glicerolfosfat

0,3 % CHAPS

Inhibidor de fosfatases Dissolvent Estoc Concentracié final Dilucié

NaF Aigua 1M
Ortovanadat sodic Aigua 02M
B-glicerolfosfat Aigua TM

1:1000

1:1000

1:1000
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Inhibidor de proteases Dissolvent Estoc Concentracié final Dilucié

Leupeptina Aigua 5 mg/ml 5 pg/ml 1:1000
Benzamidina Aigua 10 mg/ml 100 pg/ml 1:100

10 % éacid acétic
Pepstatina 1 mg/ml 1 hg/ml 1:1000
90 % metanol

PMSF Isopropanol 100 mM 1 mM 1:100

e Aspirar el medi de les cél-lules i fer dos rentats amb PBS 1X fred (no fa falta que

sigui estéril).

e Afegir aproximadament 80 pl (depenent de la confluéncia de les cél-lules) de

tampé de lisi CHAPS per pou de placa de 6 pous.
e Escrapejar les céllules i passar el contingut a un eppendorf.
e Deixar 10 minuts en gel en agitacié.
e Centrifugar a 15000 g durant 15 minuts a 4 °C.
e Recuperar el sobrenedant en un nou eppendorf.

e Valorar la proteina pel métode Bradford (seccié 3.2.1).

3.1.2 Extractes totals a partir de cél-lules en cultiu utilitzant el tampé 2 % SDS

Utilitzem el tampé de lisi total (2 % SDS) que permet obtenir quantitats més altes de

proteines ja que és un detergent més fort.

e Aspirar el medi de les cél-lules i fer dos rentats amb PBS 1X (no fa falta que sigui
esteril).
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e Afegir aproximadament 80 pl (depenent de la confluéncia de les cél-lules) de
tampé de lisis 2 % SDS.

e Escrapejar les cél-lules i passar el contingut a un eppendorf.
e Escalfar les mostres a 95 °C durant 10-15 minuts.

e Valorar la proteina pel métode BCA (seccié 3.2.2).

3.2 Valoracié de la concentracié de proteines

Utilitzem un patré d’albimina sérica bovina (BSA) amb el mateix tampé en el que hemos
lisat les cél-lules. De forma general, preparem un patré d’entre 0-5 pg/pl de proteina. El

patré el guardem a -20 °C.

3.2.1 Métode Bradford

e Enuna placa de 96 pous, posar 2 pl de mostra o patréd (fer cada mostra i patrd

per triplicat).
e Diluir 1:5 el reactiu de Bradford (Bio-Rad) amb aigua mQ.
e Afegir a cada pou 200 pl de reactiv de Bradford diluit.
e Incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.

e Fer la lectura a una absorbéncia a A= 595 nm en el lector de plaques.

3.2.2 Meétode BCA

e En una placa de 96 pous, posar 2 pl de mostra o patrd (fer cada mostra i patrd

per triplicat).

e Diluir 1:50 el reactiu de BCA (Pierce) amb el reactiu per diluir el BCA.
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e Afegir a cada pou 150 pl de reactiv de BCA diluit.
e Incubar durant 30 minuts a 37 °C.

e  Fer la lectura a una absorbdncia a A= 550 nm en el lector de plaques.

3.3 Western Blot

3.3.1 Preparacié de les mostres

e Un cop quantificades les mostres, igualar-les a la mateixa concentracié afegint

tampd de lisi quan calgui.

o  Afegir tampé de carga Laemmli 4X.

Tampé de carrega Laemmli 4X

200 mM de Tris-HCI pH 6,8

40 % de glicerol

8 % de SDS

20 % de B-mercaptoetanol

0,8 % de blau bromofenol

° Escalfar les mostres a 95 °C durant 10 minuts.

3.3.2 Electroforesi desnaturalitzant en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

e  Preparar el muntatge dels vidres amb el suport.

e  Preparar el gel separador (Lower): el percentatge d’'acrilamida (Acrylamide-
Solution (40%)-Mix) (Panreac) depén del pes molecular de les proteines que es
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volen analitzar. Per proteines

de pesos moleculars alts el percentatge

d’acrilamida que es necessita per separar les proteines és menor.

Gel Separador

1,5 M de Tris-HCI pH 8,8

Acrilamida

0,4 % de SDS Tampé Lower

Aigua mQ

APS*

TEMED*

Percentatge d’acrilamida

8 % 10 % 12,5 %

375ml 3,75ml 3,75 ml
298ml 3,75ml 4,65ml
6,27 ml 7,5ml 6,6 ml
75 ul 75 ul 75 ul

25 i 25 i 25 i

* L'APS i el TEMED s’han d’afegir I'Gltim moment ja que sén els que
inicien la polimeritzacié de I'acrilamida.

concentrador.

Afegir la barreja entre els dos vidres deixant uns 2 cm per damunt pel gel

Afegir unes gotes d’isopropanol. Quan el gel ha polimeritzat, decantar

Iisopropanol i rentar amb una mica d’aigua i assecar.

e Preparar el gel concentrador (Upper):

Tampé Upper

0,5 M de Tris-HCl pH 6,8

0,4 % SDS
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Gel Concentrador

Percentatge d’acrilamida

3%
Acrilamida 0,6 ml
Tampé Upper 2 ml
Aigua mQ 5,40 ml
APS 40 pi
TEMED 10 ul

e Collocar els gels dins la cubeta amb el tampé d’electroforesi.
e Carregar les mostres préviament escalfades a 95°C i centrifugades breument.

e Connectar la font a 90 V i quan el front passi al gel concentrador pujar a 110 V.

Tampé d’electroforesi 10X (1 L)

30,3 g de Tris-HCI (250 mM)
1449 de Glicina (1920 mM)
Ajustar a pH 8,3

50 ml de SDS al 20 % (1%)

3.3.3 Transferéncia de proteines a membranes de nitrocel-lulosa (Millipore)

Activar la membrana de nitrocel:lulosa (6 x 9 ¢cm): col-locar la membrana en una cubeta
amb metanol durant 30 segons. Després la colloquem en una cubeta amb aigua
destil-lada durant 1-2 minuts i finalment a una cubeta amb tampé de transferéncia o

tampé dnode segons el tipus de transferéncia utilitzada.
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Dos tipus de transferéncia:

Transferéncia humida (Trans-Blot Cell) (BioRad)

Muntar la transferéncia: col-locar damunt la part de color negra del sandvitx
una esponja i 2 papers watmans (6 x 9 cm) préviament mullats amb el tampé de
transferéncia. Posar el gel i damunt la membrana (préviament activada).
Col:locar dos papers watmans i una esponja préviament mullats amb el tampé
de transferéncia. Eliminar las bombolles passant una pipeta por damunt del
paper watman i de I'esponja. Finalment tancar el sandvitx i collocar-lo en la

cubeta amb tampé de transferéncia 1X, un imant i un bloc de gel.
Connectar la font a 400 mA durant 1 hora o a 250 mA O/N a 4°C.

A I'hora de preparar el tampé de transferéncia 1X es fa per odre: aigua-tampé

de transferéncia-10 % de metanol i es guarda a 4 °C.

Tampé de transferéncia 10X (1 L)

30,3 g de Tris-HCI (250mM)

1449 de Glicina (1920 mM)

Ajustar a pH 8,3

Transferéncia semiseca (Trans-Blot SD Cell) (BioRad)

Muntar la transferéncia: humitejar la part de sota del casset del Trans-Blot amb
paper watman mullat en el tampé danode. Col‘locar tres papers watmans mullats
amb el tampé anode i damunt posar la membrana (préviament activada),
després el gel i tres papers watmans mullats amb el tampé catode. Humitejar la
part de damunt del casset amb un paper watman mullat amb tampé catode i

tancar el casset.
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Tampé anode (500 ml) Tampé catode (500 ml)

18,16 g de Tris base (0,3 M 2,6 g d’acid 6-aminocaproic (40mM)

100 ml de Metanol (20 %) 100 ml de Metanol (20 %)

e Connectar el Trans-Blot a 0.5 mA durant 30 minuts.

3.3.4 Detecci6 de proteines mitjangant anticossos

e Bloquejar la membrana incubant-la amb 5 % de llet en pols en T-TBS 1X durant

1 hora a temperatura ambient.

e Fer tres rentats de 10 minuts cada un amb T-TBS 1X.

12,11 g de Tris-HCI (200 mM) 12,11 g de Tris-HCI (200 mM)
87,66 g de NaCl (3 M) 87,66 g de NaCl (3 M)
Ajustar a pH 7,5 Ajustar a pH 7,5

10 ml de Tween-20

e Incubar la membrana amb I'anticds primari O/N a 4°C o 2 hores a temperatura
ambient.

e Treure I'anticds primari (es reutilitza) i fer un rentat amb T-TBS 1X de 10 minuts.

e Incubar I'anticos secundari (preparat amb 5 % de llet en pols en T-TBS 1X) durant
Th a temperatura ambient.

o Fer dos rentats de 10 minuts cada un amb T-TBS 1X i un Ultim rentat de 10 minuts
amb TBS 1X.

e Revelat de la membrana: Preparar una barreja amb els reactius A i B del ECL
Western Blotting 1:1 (Biological Industries) (aproximadament utilitzem 1 ml total
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per una membrana sencera). Aplicar la barreja sobre la membrana i incubar 1-
2 minuts.

e Utilitzem el revelador digital Fujifilm LAS 3000 Intelligent Dark Box IV.

e Després del revelat les membranes es renten amb T-TBS 1x 10 minuts i es poden
assecar o incubar amb un altre anticds primari O/N.

Per fer la densitometria de les membranes utilitzem el programa Multi Gauge v3.0
(FujiFilm Corporation, 2007). Primer quantifiquem la intensitat de la banda de la nostra
proteina d’interés i fem la relacié entre la quantificacié de la intensitat de la banda de
la proteina normalitzadora. Finalment, els resultats els expressem com a vegades

d’induccié del tractament corresponent respecte a la condicié control.

Els anticossos secundaris utilitzats en aquesta tesi han sigut: anti-rabbit i anti-mouse 1gG

(dilucié: 1:10000) de Advansta i anti-goat (dilucié 1:1000) de Sigma-Aldrich.

Anticossos primaris utilitzats:

Anticos Mida (kDa) Dilucié Distribuidor
Akt 60 1:1000 Cabra Cell Signaling
P-S473-Akt 60 1:1000  Conill Cell Signaling
P-Thr308-Akt 60 1:1000  Conill Cell Signaling
P-Thr202/Tyr204-Erk1/2 42, 44 1:2000  Ratoli Cell Signaling
P-S21/9-GSK3a/p 46, 51 1:1000  Conill Cell Signaling
HIF-1a 120 1:1000 Cabra Cell Signaling
P-Ser86-Hsp25 23 1:1000  Conill Invitrogen
P-Thr183/185-JNK 46/54 1:1000 Ratoli  Santa Cruz Biotechnology
P-Thr180/Tyr182-p38 43 1:1000  Conill Cell Signaling
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Anticos Mida (kDa) Dilucié Distribuidor
PFKFB2 55 1:600 Conill Abcam
P-Ser466-PFKFB2 55 1:250 Conill Santa Cruz Biotechnology
P-Ser48-PFKFB2 55 1:600 Conill Santa Cruz Biotechnology
PFKFB3 59 1:1000 Conill Dr. R.Bartrons
P-Ser461-PFKFB3 59 1:200 Conill Dr. R.Bartrons
P-Ser235/236-S6 32 1:1000 Conill Cell Signaling
Smad2/3 52/60 1:1000 Ratoli BD Biosciences
P-Ser465/467-Smad?2 52 1:1000 Conill Cell Signaling
P-Ser423/425-Smad3 60 1:1000 Conill Merck
Smad4 60 1:100 Conill Sérum Dr. F.Ventura
SREBP1 120/60 1:1000 Conill Santa Cruz Biotechnology
a-tubulina 50 1:1000 Ratoli Sigma-Aldrich
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4. Purificacié d’anticossos per cromatografia
d’afinitat

Tot el procés i els reactius a 4 °C. Utilitzem columnes que tenen I'antigen que volem

immobilitzat realitzades pel Servei de Sintesi de Péptids de la Universitat de Barcelona.

e  Rentar la columna per gravetat amb 40 ml de PBS 1 X (filtrat).
e Diluir el sérum 1: amb PBS 1 X i afegir-lo a la columna. Passar-ho tres cops.
e  Rentar la columna amb 40 ml de PBS 1 X.

e Preparar una série de 10-15 eppendorfs amb tampé neutralitzador.

Per saber el volum del tampé neutralitzador que hem d’afegir, en un eppendorf afegim
500 ul de tampé glicina (que serd el volum de les fraccions que recollirem) i afegim tampé
neutralitzador fins arribar a un pH de 7-7,5 utilitzant una tira reactiva de pH (40 pl de

tampd neutralitzador aproximadament).

e  Eluir 'anticds amb tampé glicina en fraccions de 500 pl.

e Passar 20 ml de tampé glicina por al columna.

e Rentar la columna amb 40 ml de PBS 1X i un dltim rentat amb 20 ml PBS 1X/Azida

per conservar la columna (4 °C).

e  Quantificar la proteina de cada fraccié.

Abans de fer el Bradford, fer una primera valoracié de les fraccions afegint en una placa

de 96 pous 10 pul de cada fraccié i 100 pl de reactiv Bradford (diluit 1:5).

e Ajuntar las fraccions que tinguin els valors d’absorbéancia més alts i dialitzar-les
amb 2 L de PBS 1X filtrat i fred durant 2 h a 4 °C.

e Canviar el PBS per fer una altra dialisi O/N.
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e Canviar el PBS i fer una Ultima didlisi de 2 h.

e Quantificar la proteina dialitzada (Bradford), utilitzant el patré de BSA en PBS.
(seccié 3.2.1).

e Afegir glicerol al 20% final, aliquotar i congelar a -80 °C.

5. Determinacio de metabolits

5.1 Fructosa-2,6-Bifosfat (Fru-2,6-P2)

5.1.1 Purificacié de la PPi-PFK

Pesar 165 g de patata pelada (preferentment patata vella).

Immediatament triturar la patata amb una liquadora. Recollir la polpa amb el

liquid en un vas de precipitats en gel.

Rapidament, afegir 2 volums (330 ml) de tampé Hepes/KAcCOOH/DTT

Hepes/KAcCOOH/DTT (500 ml)

2,38 g de Hepes (20 mM)

0,98 g de KAcCOOH (20 mM)
Ajustar a pH 8,2 amb KOH

1 ml de DTT 1M (2 mM)

e Flitar-lo amb gases utilitzant un embut col:locat en una proveta. Apuntar el volum

i passar el filtrat a un vas de precipitats en gel.
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Afegir PPi (solid) i MgCl2 (estoc 1M) per obtenir una concertacié final de 2 mM
de cadascun.

Posar el vas a agitar i anar mesurant el pH fins arribar a 7,6.
Ajustar a un pH de 8,2 en gel amb KOH 5 M i apuntar el volum afegit.

Posar la barreja en un bany de 70 °C i esperar a que la barreja arribi a 59 °C
(agitant amb la ma i utilitzant un termometre per la barreja). Quan la barreja
estigui a 59 °C, mantenir-la a aquesta temperatura durant 5 minuts (traient i
posant la barreja dins del bany). Es important controlar la temperatura en
aquests 5 minuts ja que la PPi-PFK es podria degradar si la temperatura

augmenta més.
Refredar rapidament en gel.

Ajustar a un pH de 7 amb HCI 5 M i apuntar el volum d’acid afegit. En aquest

punt es pot guardar una aliquota de 200 pl a -80 °C com a control.

Afegir a la barreja 6 g de PEG-6000/100 ml (6 %) en gel.

Y g PEG = (6 g - X ml recuperats)/100 ml

Col*locar la barreja en agitacié a 4 °C durant 15 minuts i 10 minuts més sense

agitacio.

Passar la barreja a falcons de 50 ml préviament refredats i centrifugar 10 minuts

a 4000 g. Obtenim un precipitat de dos colors, blanc al fons i groc damunt.

Recuperar el sobrenedant junt amb el pelet de color groc amb una espatula,

sense tocar el blanc. Apuntar el volum recuperat.

Afegir 10 g de PEG-6000/100 ml (10 %) en funcié del volum recuperat i deixar-
lo en gel.

Y g PEG = (10 g * X ml recuperats)/100 ml
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e Posar en agitacié suau a 4 °C durant 15 minuts i 10 minuts més sense agitacid.

e  Centrifugar 10 minuts a 4000 g en un rotor. En aquest cas, descartar el

sobrenedant, del qual podem guardar una aliquota com a control.

e Recuperem el precipitat groc sense tocar el blanc i afegim un volum de glicerol

100 %.

e  Barrejar bé i aliquotar en eppendorfs en la camera freda i en gel. Guardar a -
80 °C.

5.1.2 Dessalat dels enzims

e Collocar llana de vidre en el fons de xeringuilles d’1 ml i posar-les a I'interior de
falcons de 15 ml i omplir amb Sephadex G-25 en Tris/acetat.

e Centrifugar a 2500 rpm durant 5 minuts a 4 °C. La llana de vidre queda
empaquetada en forma de columna. Passar las xeringuilles a un nou falcon de
15 ml.

e  Preparar en un eppendorf:

Enzims (0,417 ml)

*a-Glycerophosphate dehydrogenase-
0,217 ml aldolasa (5 mg)
triosephosphate isomerase from rabbit muscle

0,2 ml TIP/a-GDH* (1,1 mg) (Sigma)

e Centrifugar I'eppendorf a 13000 rpm durant 15 minuts a 4 °C. Descartar el
sobrenedant i resuspendre el precipitat en el mateix volum (0,417 ml) de tampé

Tris-acetat a pH 7,8.

e Afegir 41,7 pl d’enzims auxiliars per xeringuilla (aproximadament tindrem 10) i

centrifugar-les a 2500 rpm durant 5 minuts a 4 °C.
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e Recollir els eluits i posar-les en un falcon de 15 ml al que afegirem 273,5 ul de

tampé Tris-acetat per cada eluit (10 xeringues = 2,73 ml).

e  Ajuntar les fraccions i congelar-los a -20 °C siné s'utilitzen en el moment.

5.1.3 Preparacié dels substrats

e Preparar un estoc 20X de Fructosa-6-P (Fru-6-P) + Glucosa-6-P (Gluc-6-P)

relacié 1:3,5.
Substrats (10 ml)

0,304 g de Fru-6-P (Naz2 salt)

1,07 g de Gluc-6-P ( Naz2 salt)

Fins 10 ml amb aigua

e Utilitzar al moment o guardar a -20 °C.

5.1.4 Preparacié de la mostra a partir de cél-lules en cultiu

Per determinar la Fru-2,6-P2 normalment plaquegem les cél-lules en plaques de 6 pous.

Tot el procés ho realitzem en gel i amb els reactius freds.

e Aspirar el medi de les cél‘lules i rentar dos cops amb PBS 1X (no estéril).

o Afegir 70-80 pl de tampé de lisis de Fru-2,6-P2 Tris/Acetat i escrapejar les

cél-lules.

Tampé lisi Fru-2,6-P2

NaOH 100 mM

Trité 0,1 %
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e Escalfar les mostres a 80-85 °C durant 15 minuts.
e Centrifugar les mostres a 14000 rpm durant 15 minuts a 4 °C.

e Passar el sobrenedant a un eppendorf nou. Separar 50-60 pl de mostra per a la
determinacié de Fru-2,6-P2 i la resta I'utilitzarem per a la quantificacié de la
proteina pel métode Bradford (seccié 3.2.1) utilitzant el patré de BSA en NaOH
100mM/0,1% de Tritd.

e Neutralitzar la mostra per la lectura de Fru-2,6-P2 amb acétic/acetat 250 mM
diluit amb aigua 1:2. Anar afegint 2 pl de acétic/acetat cada cop i anar mirant
el pH amb tires reactives fins que la mostra tingui un pH neutre (7-7,5). Apuntar

el volum afegit. La mostra un cop neutralitzada no es pot guardar.

[ Centrifugar a 14000 rpm i passem el sobrenedant a un nou eppendorf.

5.1.5 Determinacié de Fru-2,6-P,

e La lectura la fem en el espectrofotometre Beckman Coulter DU 800
Spectophotometer a una A de 320 nm. Hem d’encendre la ldmpada del visible i
la de la llum UV.

e Primer fem el blanc amb 1 ml de tampé Tris/acetat.

Tampé Tris/Acetat (250 ml)

13,5 ml de Tris 1M

5 ml Acetat magnesi

Ajusta a pH 7,8

e Afegim NADH al tampé Tris/acetat fins que I'absorbéncia del tampé arribi a
1,8-2 i es mantingui estable en el temps. Tapem el tampé de la llum amb paper
de plata.
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Preparar el patré de Fru-2,6-P2 a partir de 3,5 mM:

Patré de Fru-2,6-P2 a partir d’un estoc de 3,5 mM

30 pmols/pl 99 yl H2O + 1 pi de solucié de 3.5 mM de Fru-2,6-P2

8 pmols/Ul 491 Pl H20 + 9 i de solucié de 30 pmols/pl

6 pmols/gl 50 Pl de la solucié de 4 pmols/pl + 50 [l de solucié de 8 pmols/pl
4 pmols/pl 50 pl H20 + 50 pl de solucié de 8 pmols/pl

2 pmols/ul 50 Yl H20 + 50 pl de solucié de 4 pmols/pl

1 pmols/pl 50 pI H20 + 50 pl de solucié de 2 pmols/pl

0 pmols/pl 50 I H20

Per a la lectura tant de las mostres com de la patré afegim a cada cubeta els

segients reactius i en I'ordre indicat:

Reactius per cubeta (1 ml)

Tampé Tris-Acetat + NADH 730 pi

Enzims auxiliars 40 pl
Substrats 40 pi
H20 mQ 85yl

Mostra/Patré 15 pl
PPI-PFK 40 ul

Barrejar per inversié

PPi 50 i

Barrejar per inversio
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] Fem lectures de 10 minuts. Primer llegir el patré i si surt bé continuar amb les
mostres.
° El volum de mostra afegida a la cubeta pot augmentar-se en mostres amb poca

Fru-2,6-P2 compensant el volum final de la cubeta amb aigua mQ.

5.2 Lactat extracel-lular

Per determinar el lactat extracellular normalment plaquegem les cél-lules en plaques de
6 pous. A I'hora d’aplicar el tractament desitjat, es canvia el medi de les cél-lules per

medi sense sérum. Abans de fer 'experiment:

e  Preparar el patré de lactat: 0, 62.5, 125, 250, 500 i 1000 UM.

Hidrazina sulfat pH 9.5 0.3M

Glicina 0.87M
NAD* * 2.5mM
EDTA * 0.19mM

e Preparar el tampé de reaccié i guardar-lo a 4°C i tapat de la llum fins el seu Us.

*En el moment de duu a terme la determinacié de lactat, afegir el NAD+ i 'EDTA al

tampé de reaccid.

e Recollir el medi després del tractament en un eppendorf en gel. Si no es fa la

determinacié en el moment es pot guardar a -80°C.
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Materials i métodes

e Rentar les cél-lules dos cops amb PBS 1X no estéril i afegir tampé de Isisi total 2
% SDS per determinar la concetracié de proteina pel métode BCA, descrit a la
seccié 3.2.2 de materials i métodes.

e Posar 10 Ul de patré o de medi recollit de les cél-lules en una placa de 96 pous.
Carregar cada mostra per triplicat i es recomana fer un parell de dilucions de la

mostra perqué no s’obtinguin valors fora del rang de linealitat del patré.

e Afegir a cada pou 190 U tampé de reaccié i fer una primera lectura en un lector

de plaques a una A de 340 nm. Aquesta és la lectura a temps O.

e Diluir la LDH 1:4 amb aigua mQ, afegir 20 Ul a cada pou als 20 minuts i fer la
segona lectura.

e Obtenim les nmols de lactat/ml de la diferencia entre la lectura a temps 20

respecte a la lectura a temps O.

e El resultat final s’expressa en nmols de lactat /g de proteina.

6. Assaig clonogénic

L'assaig de clonogenicitat o de formacié de colonies es basa en I'habilitat d’una sola

céllula de créixer i de formar una colonia (252).

e Després de fer els tractaments corresponents, contar el nimero de cél-lules per
plaquejar 500 cél-lules per pou en plaques de 12 pous o 1000 cél:lules en el cas

de plaques de 6 pous.

e Deixar les céllules créixer en medi amb 10% de FBS durant 14 dies.

e Rentar les célllules amb PBS 1X no estéril i afegir una solucié de 0.2% de cristall
violeta (preparada amb 2% d’etanol) fins a cobrir el pou.

e Deixar incubar durant 30 minuts.

e Rentar els pous amb aigua destil'lada i deixar assecar.

e Contar el nUmero de colonies (= 50 cél-lules).
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ABSTRACT
In human cancers, TGF-B1 plays a dual role by acting as both a tumor suppressor and
a promoter of tumor metastasis. Although TGF-B1 contributes to the metabolic

reprogramming of cancer cells and tumor-associated stromal cells, little is known of
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the molecular mechanisms connecting this cytokine with enhanced glycolysis.
PFKFB3 is a homodymeric bifunctional enzyme, belonging to the family of 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatases, that controls the conversion of
fructose-6-phosphate to fructose-2,6-bisphosphate. This metabolite is important for
the dynamic regulation of glycolytic flux by allosterically activating
phosphofructokinase-1, a rate-limiting enzyme in glycolysis. The PFKFB3 gene is
involved in cell proliferation via its role in carbohydrate metabolism. Here, we studied
the mechanisms connecting TGF-B1, glucose metabolism and PFKFB3 in

glioblastoma cell lines. We demonstrate that TGF-1 upregulates PFKFB3 mRNA and
protein expression resulting in an increase in Fru-2,6-P2 concentration, glucose
uptake, glycolytic flux and lactate production. Moreover, these increases in PFKFB3
MRNA and protein expression and Fru-2,6-P2 concentration were reduced when the

Smad3, p38 MAPK and PI3K/Akt signaling pathways were inhibited. We demonstrate
that inhibition of PFKFB3 activity with 3PO or siRNA-mediated knockdown of PFKFB3
significantly eliminated the capacity of the T98G cells to form colonies by TGF-B1, one
of the hallmarks of transformation. Taken together, these results show that TGF-1
induces PFKFB3 expression through activation of the p38 MAPK and PI3K/Akt
signaling pathways that complement and converge with early activation of Smad
signaling. This suggests that PFKFB3 induction by TGF-B1 can be one of the main

mechanisms mediating the reprogramming of glioma cells.

INTRODUCTION

Transforming growth factor-B1 (TGF-B1) is a multifunctional cytokine that regulates a
variety of cellular processes such as cell differentiation, proliferation, cycle arrest,
survival and adhesion, as well as extracellular matrix production [1]. The pleiotropic

functions of TGF-B1 are partly due to its capacity for direct control over multiple

This article is protected by copyright. All rights reserved.



signaling networks, that are highly dependent on context and cell type [2,3]. TGF-1
initiates signaling by stimulating the formation of heteromeric complexes of TGF-f1
type | and type Il serine/threonine kinase receptors (TRRI and TRRII respectively). In
the canonical pathway, upon activation of the TGF-B1/receptor complex, Smad2 and
Smad3 (R-Smads) become phosphorylated at the C-terminal SSXS motif and
associated with Smad4 (Co-Smad) [4].This R-Smad/Co-Smad4 complex translocates
to the nucleus, where it binds to DNA either directly or in association with other DNA-
binding proteins. Through this combinatorial interaction with different transcription
factors, the TGF-B1 stimulus can activate or repress hundreds of target genes at once
[1]. In addition to Smads, TGF-B1 can trigger other signaling pathways mediated by
proteins such as p38, extracellular signal-regulated kinase (Erk) and c-Jun N-terminal
kinase (JNK) mitogen-activated protein kinases (MAPKS), phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) and small Rho-like GTPase, among others [5,6]. Moreover, crosstalk between
the Smad and non-canonical pathways has been demonstrated although the

mechanisms by which they regulate each other are not fully understood [7].

In general terms, TGF-B1 acts as a tumor suppressor in normal tissues, in pre-
malignant cells or during early stages of tumor development, preventing tumor growth
and inducing apoptosis. However, tumor cells can become selectively refractory to the
cytostatic effects of TGF-B1 through the activation of proto-oncogenes or inactivation
of tumor suppressor genes, thereby promoting epithelial to mesenchymal transition
(EMT), tumor cell progression, migration, invasion, immune suppression,
angiogenesis and metastasis [1,5,8]. TGF-B1 secretion is enhanced in glioblastoma

multiforme, [9,10], in which it acts as an oncogenic factor [11,12]. TGF-
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B1 was firstly linked to cancer metabolism through the observation of enhanced
glycolysis, amino acid uptake and lactate production upon TGF-B1 treatment in ras-
and myc-transformed cells cultures [13]. TGF-B1 contributes to the metabolic

reprogramming of cancer cells and tumor-associated stromal cells [14-20].

Enhanced glycolysis is essential for oncogenesis and for the survival and proliferation
of cancer cells in the tumor microenvironment. Cancer cells preferentially rely on
aerobic glycolysis rather than oxidative phosphorylation for energy production and
provision of precursors for macromolecule biosynthesis, even in the presence of
oxygen, a phenomenon known as the Warburg effect [21]. The conversion of fructose

6-phosphate to fructose 1,6-bisphosphate by 6-Phosphofructo-1-kinase (PFK-1) is a
critical step for a high glycolytic rate. Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2) is the

most potent allosteric stimulator of PFK-1 and inhibitor of fructose-1,6-
bisphosphatase, and hence critically regulates carbohydrate metabolism [22,23]. 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFKFB)

[EC:2.7.1.105/EC:3.1.3.46] catalyses both the synthesis and degradation of Fru-2,6-
P2. There are four PFKFB genes in mammals (PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 and

PFKFB4) coding for the different kinase/bisphosphatase isoenzymes. The four
PFKFBs have different cellular expression patterns, display different

kinase/bisphosphatase activity ratios and are controlled by different protein kinases.
In cancer cells, the concentration of Fru-2,6-P2 is generally elevated due to

overexpression and activation of the PFKFB3 and PFKFB4 isoenzymes [24-28]. The

PFKFB3 isoenzyme has the highest kinase/bisphosphatase activity ratio, favouring
net synthesis of Fru-2,6-P2 [29]. It is ubiquitously expressed and is present in

proliferating tissues [30-32], transformed cells [24,25,27,33] and in various solid
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tumors, such as astrocytoma and glioblastoma, contributing to enhanced glycolysis
and lactate production in these tumors [32,34]. Moreover, induction of PFKFB3 gene
expression has been reported in response to different stimuli including hypoxia [27],
progestins [35], growth factors such as insulin [25], proinflammatory molecules such

as interleukin-6 [36], lipopolysaccharide and adenosine [37], and stress stimuli [38].

To date, no link has been reported between increased concentrations of TGF-1 and
PFKFB3 expression. Here, we studied the role of TGF-B1 signaling in regulating
PFKFB3-modulated glycolysis. We hypothesized that TGF-B1 drives glycolysis and

aggressive cancer by enhancing PFKFB3 activity.

RESULTS

TGF-B1 upregulates glycolysis and PFKFB3 expression in glioblastoma cells
To determine the effects of TGF-B1 on glycolytic enzymes expression, we performed
a quantitative real-time PCR (gRT-PCR) in T98G cells after treatment with TGF-31 (4
ng/ ml) for 8 hours. TGF-B1 increased mMRNA expression of glucose transporter 1
(GLUT1), hexokinase-Il (HK-II), and lactate dehydrogenase-A (LDH-A) (Fig.1A-C). To
study whether TGF-B1 regulates PFKFBs mRNA expression, we performed gRT-PCR
using specific primers for human PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 and PFKFB4. The
results showed that only PFKFB3 isoform mRNA was upregulated by TGF-f1
treatment. PFKFB2 and PFKFB4 remained unchanged and expression levels of
PFKFB1 were undetectable (Fig. 1D). To assess the sensitivity of the TGF-f1
response, we incubated T98G cells with different TGF-B1 concentrations for 8 hours.

Doses from 4 to 12 ng/ml had similar effects on PFKFB3 mRNA gene expression
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(Fig. 1E) and PFKFB3 protein levels (Fig. 1F). Hence, a concentration of 4 ng/ml of

TGF-B1 was used for subsequent experiments.

In order to determine the time dependency of TGF-B1 stimulation on the PFKFB3
gene, we treated T98G cells with TGF-B1 and performed time-course experiments.
gRT-PCR showed progressive induction of PFKFB3 mRNA after 30 min, reaching a
maximum at 2 hours (Fig. 2A). PFKFB3 expression was maintained significantly
increased at 4 and 8 hours. A parallel induction pattern of PFKFB3 protein levels was
observed (Fig. 2B-C). Besides, the amount of PFKFB3 phosphorylation at S461 (P-
PFKFB3) increased in parallel to total PFKFB3 levels, thus maintaining the ratio of P-

PFKFB3 to total PFKFB3 remained unchanged in response to TGF-f1 (Fig. 2C).

Furthermore, TGF-B1 caused time-dependent modulation of the intracellular
concentration of Fru-2,6-P2, which was significantly increased within 2 hours of
incubation with TGF-B1. Thus, the observed increase in PFKFB3 protein levels
correlated with the increase in the metabolic product of this enzyme (Fig. 3A).

Consistently, glucose uptake, glycolytic flux and lactate production were increased

after TGF-B1 treatment (Fig. 3B-D).

Similar results were obtained in the malignant glioma cell line U87MG. The results
showed that only PFKFB3 mRNA isoform was upregulated after 8 hours of treatment
with TGF-B1 (Fig. 4A). Also, the mRNA expression of the glycolytic gene GLUT1 was

significantly increased (Fig. 4B). Time-course experiments showed progressive
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induction of PFKFB3 mRNA after 1 hour of treatment (Fig. 4C) and increased PFKFB3
protein levels, accompanied with significantly increased Fru-2,6-P2 production (Fig.

4D-F).

To gain insight into the mechanism by which TGF-B1 regulates mRNA and protein
expression of PFKFB3, T98G cells were pre-treated with actinomycin D (5 pg/ml), a
general transcription inhibitor, or cycloheximide (20 pg/ml), a protein synthesis
inhibitor, before TGF-B1 treatment. The TGF-B1-induced increase in PFKFB3 protein
levels was significantly prevented by the addition of actinomycin D (Fig. 5A-B),
suggesting that PFKFB3 is regulated at the transcriptional level. Moreover, PFKFB3
protein induction after TGF-B1 treatment was totally inhibited by incubation of T98G
with cycloheximide, showing that translation was necessary for TGF-B1 to upregulate
PFKFB3. mRNA analysis by gqRT-PCR demonstrated that PFKFB3 mRNA induction
by TGF-B1 was completely abrogated by pre-treating cells with actinomycin D;
whereas the presence of cycloheximide did not block TGF-B1-mediated induction of
PFKFB3 mRNA, at 2 or 4 hours (Fig. 5C). Therefore, these data suggest that induction
of PFKFB3 gene transcription is a direct effect of TGF-B1 and does not require de

novo protein synthesis.

To further study TGF-B1 transcriptional effects on PFKFB3 gene, T98G cells were first
treated with TGF-B1 for 2 hours to achieve steady-state PFKFB3 mRNA levels,
followed by actinomycin D addition to cell cultures. PFKFB3 mRNA levels decreased
more rapidly after the addition of actinomycin D, compared to TGF-B1 treatment alone

(Fig. 5D). Altogether, these results suggest that early PFKFB3 mRNA
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induction by TGF-B1 is due to transcriptional activation of the PFKFB3 gene

promoter.

PFKFB3 induction in response to TGF-B1 is mediated by the Smad pathway

First, we assessed the activation of Smad proteins in response to TGF-B1 treatment.
Western blot analysis showed TGF-B1-dependent phosphorylation of Smad2 and
Smad3 in a time-dependent manner, indicating that the T98G cell line preserves an
unaltered TGF-B1 signaling pathway (Fig. 6A-B) and has a pattern compatible with

PFKFB3 mRNA induction.

Next, we aimed to prove the direct role of Smad proteins in PFKFB3 induction. For
that purpose, T98G cells were transiently transfected with Smad3 and/or Smad4
expression vectors and, when indicated, treated with TGF-1 for 2 hours.
Overexpression of both Smad3 and Smad4 led to an increase in PFKFB3 protein

levels, which was further boosted in the presence of TGF-B1 (Fig. 6C-D).

To further establish that Smad proteins are intermediate molecules between TGF-1
and PFKFB3 modulation, we decreased Smad2/3 and/or Smad4 by siRNA-mediated
knockdown. Transfection of Smad2/3 and Smad4 siRNAs for 72 hours reduced TGF-
B1l-mediated PFKFB3 induction after 2 hours of treatment by 46% and 43%,
respectively. The reduction was more prominent when both siRNA were transfected

together, achieving a 74% decrease in PFKFB3 protein levels (Fig. 6E-F).
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We next evaluated the effect of pharmacological inhibition of Smad3 on PFKFB3
protein and gene expression. T98G cells were pre-treated with the Smad3 inhibitor
SIS3 (20 uM) for 30 minutes and then treated with TGF-31 for 2 hours. PFKFB3 protein

and mMRNA expression were significantly reduced by Smad3 inhibition (Fig. 7A-C).
Furthermore, the increase in Fru-2,6-P2 concentration after TGF-B1 treatment was

also reduced in the presence of SIS3 (Fig. 7D), highlighting the importance of Smad3

protein in PFKFB3 regulation in this model.

All these results suggested that Smad proteins are directly involved in PFKFB3

regulation in response to TGF-B1. However, neither the induction of PFKFB3 protein
and mRNA expression nor the increase in Fru-2,6-P2 concentration in response to
TGF-B1 was decreased to control levels when cells were incubated with both TGF-1

and Smad inhibitors, indicating that other signaling pathways may participate in the

regulation of PFKFB3 expression.

p38 MAPK and PI3K/Akt signaling pathways are involved in PFKFB3 induction

by TGF-B1

TGF-B1 activates Smad signaling pathway, but it may induce the phosphorylation of
several other downstream targets in a cell type-specific manner, including p38, Akt,
Erk1/2 and JNK [5,7]. To study the possible involvement of these signaling pathways
in PFKFB3 protein induction, we tested p38, Akt, Erk1/2 and JNK phosphorylation in

response to TGF-B1. Western blot analysis showed increased p38 and Akt
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phosphorylation after TGF-B1 treatment in T98G cells; whereas Erk1/2 and JNK

phosphorylation remained unaffected for 8 hours (Fig. 8A-B).

To verify that p38 and Akt phosphorylation required activation by TGF-B1 receptor, we
next pre-treated T98G cells with the TBRI inhibitor, LY2109761, for 30 min, followed
by stimulation with TGF-B1 for 2 hours. LY2109761 reversed the stimulatory effect of
TGF-B1 on PFKFB3 protein levels in T98G cells, and also the phosphorylation of
Hsp25 and S6, which are downstream substrates of p38 MAPK and PI3K/Akt signaling
pathways, respectively. The inhibitory activity of LY2109761 was confirmed by the lack
of Smad2 and Smad3 phosphorylation after TGF-1 treatment (Fig. 8C). Additionally,
the use of this inhibitor abrogated the induction of PFKFB3, GLUT1, HK-Il and LDH-A

gene expression (data not shown).

To gain insight into the role of p38 MAPK and Akt as mediators of PFKFB3 response
to TGF-B1 cells, we pre-treated T98G cells with specific inhibitors of p38 MAPK and
PI3K, SB203580 and LY294002 respectively, 30 minutes before TGF-B1 treatment.
Western blot and gRT-PCR analysis showed that inhibition of p38 or PI3K activity
significantly reduced PFKFB3 protein and mRNA levels after 2 hours of TGF-1
treatment (Fig. 8D-F). The effectiveness of the SB203580 and LY294002 inhibitors
was additionally tested in western blot experiments assessing the phosphorylation of
Hsp25 and S6, respectively (Fig. 8D). Furthermore, inhibition of the p38 MAPK
signaling pathway reduced S6 phosphorylation, due to Akt phosphorylation being
blocked (Fig. 8D) and also reduced Smad2 phosphorylation, but not Smad3, after

TGF-B1 treatment (Fig. 8D-E).
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Moreover, we analysed Fru-2,6-P2 concentration in T98G cells under these
conditions. Inhibition of p38 MAPK and PI3K significantly reduced the increase in Fru-

2,6-P2 concentration after TGF-B1 treatment (Fig. 8G).

All these findings demonstrate that the p38 MAPK and Akt signaling pathways
participate in PFKFB3 regulation by TGF-f1 and, consequently, they affect the

synthesis of Fru-2,6-P2 in response to this stimulus.

In the light of these results, we analysed the effects of inhibiting Smad3 together with

the p38 MAPK and PI3K/Akt pathways. We found that the induction in PFKFB3
protein and mRNA expression and the increase in Fru-2,6-P2 concentration after TGF-

B1 treatment was completely abrogated when Smad3, p38 MAPK and PI3K/Akt
signaling pathways were inhibited at the same time (Fig. 9). Taken together, these
results clearly show that the highest induction of PFKFB3 expression in T98G cells by

TGF-B1 requires activation of Smad, p38 MAPK and PI3K/Akt signaling pathways.

PFKFB3 mediates TGF-B1 colony formation in T98G

We further assessed the effect of TGF-B1 on the capacity of T98G cells to generate
colonies by performing a cell colony formation assay. Cells previously treated with
TGF-B1 for 2 hours generated a higher number of colonies than untreated cells (Fig.
10A-B). With the aim of determining the role of PFKFB3 in colony formation, 3-(3-

pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO), a competitive inhibitor of PFKFB3,
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that binds to its substrate binding site [39], or SiIRNA against PFKFB3 were used. The
results clearly showed that both 3PO and siRNA targeting PFKFB3 inhibited the TGF-
B1-dependent increase in colony formation (Fig. 10A-B). The effectiveness of
pharmacological inhibition of PFKFB3 by 3PO was tested by measuring Fru-2,6-P2
concentration, which was significantly decreased compared to TGF- Bl treatment

alone (Fig. 10C). Western blot analysis showed that siRNA transfection effectively

suppressed PFKFB3 protein levels by 52% (Fig. 10D-E) and significantly decreased

Fru-2,6-P2 concentration in response to TGF-B1 (Fig. 10C). Thereby, these results

highlight the fact that decreased Fru-2,6-P2 levels impair the oncogenic potential of

glioblastoma cells.

DISCUSSION

TGF-B1 plays a dual role in cancer, acting as a tumor suppressor in normal epithelial
cells and early-stage tumors, and becoming an oncogenic factor in advanced tumors,
inducing proliferation, angiogenesis, invasion, immunosupression and metastasis
[1,5,8]. Malignant glioma cells are known to be resilient to anaerobic conditions
generated by a hypoxic microenvironment, due to their potential to increase glycolysis
and thereby production of lactic acid [40]. TGF-B1 enhances glycolysis, amino acid
uptake and lactate production in ras- and myc-transformed cell cultures [13]. TGF-B1
contributes to the metabolic reprogramming of both cancer cells and tumor-associated
stromal cells [14—20]. Neoplastic cells require higher glucose metabolism in order to
satisfy the increased energetic and anabolic needs of the transformed state.
Moreover, most tumors are exposed to hypoxic conditions due to the abnormal

vasculature. A key factor in controlling the glycolytic rate is Fru-2,6-
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P2. In tumoral cells, Fru-2,6-P2 concentration is mainly controlled by PFKFB3 which,

in turn, is activated by mitogenic, inflammatory, hypoxic and stress stimuli
[25,27,35,38,41]. PFKFB3 is overexpressed in tumors and its upregulation has been
defined as a hallmark of high-grade astrocytoma, including glioblastoma multiforme

[34].

Our data demonstrate that TGF-B1 increases the expression of genes encoding key

enzymes of the glycolytic pathway, including PFKFB3, rising glucose uptake, Fru-2,6-
P2 concentration, lactate production, and enhancing the glycolytic flux in the

glioblastoma cell line T98G (Fig. 1-3). Additionally, similar results have been obtained
in the malignant glioma cell line U87-MG (Fig. 4). The upregulation of PFKFB3 by
TGF-B1 takes place at a transcriptional level and it does not require de novo protein

synthesis (Fig. 5).

A dual mechanism regulating PFKFB3 activity has been reported for other stimuli.
Firstly, an immediate response that leads to PFKFB3 phosphorylation at its S461 and,
secondly, activation of PFKFB3 mRNA transcription by cis-acting sequences in the
PFKFB3 promoter [35,38]. In this study, an increase in PFKFB3 phosphorylation was
observed in response to TGF-B1. However, it occurred after a long time and in parallel

to the increase of total PFKFB3 levels (Fig. 3C).
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The results obtained here show that TGF-1 activates the Smad pathway (Fig. 6),
which is in agreement with previous studies that detected functional Smad signaling
in glioblastoma [11,42,43]. The overexpression, siRNA-mediated knockdown
experiments and pharmacological inhibition of Smad indicate that PFKFB3 regulation
in response to TGF-B1 is dependent, at least in part, on the Smad signaling pathway
(Fig. 6-7). Furthermore, TGF-B1 activates the PI3K/Akt and p38 MAPK pathways. We
found that inhibition of the PI3K signaling pathway with the specific inhibitor LY294002
reduces TGF-Bl-induced PFKFB3 protein and mRNA expression. Meanwhile,
inhibition of p38 MAPK with the specific inhibitor SB203580 also reduces TGF-31-
induced PFKFB3 protein and mRNA expression, possibly due to a decrease in Smad?2
and Akt phosphorylation, which is in agreement with the published results [42,44].
Results obtained after TRRI inhibition using LY2109761 indicate that TBRI kinase
activity is required not only for the activation of Smad proteins, but also for the
activation of non-canonical pathways driven by p38 MAPK and Akt in T98G cells (Fig.

8). Consequently, PFKFB3 mRNA and protein expression induction is abrogated.

Previous studies reported the relationship between MAPK members and TGF-31
signaling pathways in a cell-type and context-dependent manner [45—48]. It has been
shown that p38 MAPK modulates Smad activation in human prostate cells [45] and
also Smad4 is capable of interacting with a variety of transcription factors, including
ATF-2, which is a downstream substrate of p38 MAPK [49]. An additional report
showed that both p38 MAPK and Smad signaling independently regulate the
al(l)collagen gene in hepatic stellate cells in response to TGF-B1 [47]. Moreover, p38
MAPK has been shown to activate PI3K/Akt in vascular smooth muscle cells [44],

fibroblasts [50] and cardiomyocytes [51].
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The increase in PFKFB3 protein and mRNA expression together with Fru-2,6-P2

production are significantly reduced to basal levels when the Smad3, p38 MAPK and
PI3K signaling pathways are inhibited at the same time (Fig. 9) indicating that the
activation of all these three signaling pathways are required for the maximal
transcriptional activation of PFKFB3 expression (Fig. 10D). The p38 MAPK and
PI3K/Akt signaling pathways modulated by TGF-B1 may stimulate activation of

transcription factors, which would cooperate with the Smad2/3/4 complex.

Previous results have shown that treatment of T98G cells with TGF-B1 does not affect
cell growth or survival. This has been demonstrated by crystal violet viability assay,
incorporation of [3H]-thymidine and morphological examination [42] and cell viability
by MTT assay [43]. However, it has been shown that TGF-B1 stimulates cell migration
and invasion [43]. Our results show that TGF-B1 promotes the capacity of the T98G
cell line to form colonies, which is one of the hallmarks of cellular transformation.
Pharmacological inhibition of PFKFB3 activity with 3PO [39] or siRNA-mediated

knockdown of PFKFB3 significantly eliminated this capacity (Fig. 10A-B), abrogating

the increase in the number of colonies after TGF-B1 treatment.

A recent report has also identified PFKFB3 as a key TGF-B1 effector protein in the

pancreatic adenocarcinoma cell line Pancl and demonstrates that siRNA-mediated
knockdown of PFKFB3 prevents the increase in Fru-2,6-P2 concentration, lactate

production and glucose consumption, obtained in response to TGF-B1, decreasing

glycolysis stimulation in this cell line [52].
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Our results show that selective inhibition of PFKFB3 with either siRNA transfection or
3PO in T98G cells prevents the increase in Fru-2,6-P2 concentration by TGF-B1.

PFKFB3 inhibition by 3PO or PFKFB3 gene silencing has been found to suppress
glycolytic flux to lactate, decrease glucose uptake and attenuate the proliferation of
several human cancer cell lines in vitro, including MDA-MB-231, K-562, HL-60, Jurkat,

HelLa, A2058 and HCT-116 cells [33,39,54].

Taking into account the widely described stimulatory effect of Fru-2,6-P2 on glycolysis,

our study provides evidence of PFKFB3 involvement in glycolysis upregulation in
response to TGF-B1 in T98G cells, which is mediated by Smad, p38 MAPk and

PI3K/Akt signaling pathways.

In summary, the results here presented strongly suggest that TGF-B1, which is
increased in many cancer microenvironments, represents a new paradigm in cancer
metabolic reprogramming. Our study supports the notion that PFKFB3 expression

induced by TGF-f1 can be one of the main mechanisms involved in the
reprogramming of glioma cells and, consequently, in the glycolytic activation observed
in glioblastoma. PFKFB3 plays an important role in the connection between glycolysis,
cell proliferation and transformation. This isoenzyme is one of the key metabolic
effectors that facilitates the adaptation, survival and proliferation of tumor cells to their
hypoxic microenvironment. For instance, it has been demonstrated that the loss of the
glycolytic activator PFKFB3 in endothelial cells impairs vessel formation and tumor
growth [55]. Suppression of this isoenzyme may be an effective alternative to

traditional cancer therapies and, accordingly, the
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inhibition of PFKFB3 expression could be one of the targets for such an approach in

glioblastoma multiforme.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Human recombinant TGF-B1 was obtained from R&D Systems. The transcription
inhibitor actinomycin D (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used at 5 pg/ml and
the protein synthesis inhibitor cycloheximide (Sigma-Aldrich) was used at 20 pg/ml.
The TBRI inhibitor LY2109761 (Lilly and Co, Indianapolis, IN, USA) was used at 2 uM.
The inhibitors of p38 MAPK and PI3K, SB203580 and LY294002, respectively
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) were used at 10 uM. The Smad3 inhibitor SIS3
(Calbiochem) was used at 20 uM. The PFKFB3 inhibitor 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-

2-propen-1-one (3P0O) (Calbiochem) was used at 10 pM. D-[5-3H]-glucose, 3H,0 and

2-deoxy-D-[1,2-3H]-glucose were purchased from American Radiolabeled Chemicals

(St. Louis, MO) and 2-deoxy-D-glucose was purchased from Sigma-Aldrich.

Cell lines and culture conditions

Human glioblastoma cells, T98G and U87MG, obtained from the American Type
Culture Collection (Manassas, VA, USA), were cultured in high glucose DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek,
Israel) supplemented with 10% FBS (foetal bovine serum; Biological Industries),

penicillin/streptomycin (100 U/ml and 100 pg/ml respectively) and L-glutamine (2 mM;

Biological industries), in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C. Cells were

cultured in 6-well plates at different confluences: 90%-100% for time-course
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and inhibitor experiments, 20% for siRNA transfection experiments and 50% for
plasmid transfection experiments. 24 hours before TGF-B1 treatment, the cells were

starved for 24 hours by incubation with serum-free medium.

Western blot analysis

Total cellular protein was obtained by washing cells twice in PBS and lysing with SDS
buffer containing 50 mM Tris-Cl, 1% SDS and 10% glycerol. The cells were scraped
and extracts heated at 95°C for 10 min. Protein content was determined by BCA assay,
as described in the manufacturer’s protocol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), using albumin as a standard. Protein extracts were resolved on 10% (w/v)
SDS/PAGE under reducing conditions and then transferred on to nitrocellulose
membranes (Merk, Darmstadt, Germany). Rabbit polyclonal antibody, recognizing the
C-terminus of PFKFB3, was obtained as described in Riera et al.

[25]. Rabbit polyclonal phospho-Ser461-PFKFB3 antibody was obtained as
described in Novellasdemunt et al. [35]. For Smad protein immunodetection the
following antibodies were used: Smad2/3 monoclonal antibody recognizing both
proteins from BD Biosciences (San Jose, CA, USA), phospho-Ser465/467-Smad2
from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) phospho-Ser423/425-Smad3
from Merck and serum containing Smad4 polyclonal antibody. Several pathways were
analysed using: phospho-Thr202/Tyr204-Erk1/2 MAPK, phospho-Thr180/Tyr182-p38
MAPK, phospho-Ser473-Akt and phospho-Ser235/236-S6 from Cell Signaling
Technology, phospho-Ser86-Hsp25 from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) and
phospho-Thr183/185-JNK from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). a-
tubulin monoclonal antibody from Sigma-Aldrich was used as a protein normalization

control. Immunocomplexes were then visualized using horseradish
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peroxidase-conjugated anti-rabbit and anti-mouse IgG antibody from Advansta (Menlo
Park, CA, USA) followed by incubation with ECL (enhanced chemiluminescent)
Western blot reagent (Biological Industries) and detection with a LAS-3000 system
(FujiFilm Corporation). Densitometric analysis was performed using Multi-Gauge v3.0

(FujiFilm Corporation, 2007) software.

Fru-2,6-P2 determination

Extracts were obtained by washing cells twice in ice-cold PBS and lysed with 100 mM

NaOH plus 0.1% Triton X-100 and centrifuged at 14000 rpm for 10 min at 4°C. Fru-
2,6-P2 was determined following the method described by Van Schaftingen et al. [22].

Protein concentration was determined as described by the Bradford-based Bio-Rad

Laboratories Assay.

Glucose uptake, glycolytic flux and lactate measurements

To quantify glucose uptake the accumulation of 2-deoxy-D-Glucose was measured
using radioactive 2-deoxy-D-[1,2-3H]-glucose. Briefly, cells were cultured in 24-well
plates and treated with TGF-B1 for 2 hours. Then, cells were washed four times with
warm PBS at 37°C and incubated with 1 uCi of 2-deoxy-D-[1,2-3H]-glucose in PBS

containing 10 uM of 2-deoxy-D-glucose for 5 minutes. The reaction was stopped by
four washes with cold PBS. Then, 200 ul of 0.4 M NaOH was added to each well to
lyse the cells. Cell lysates were transferred into a scintillation vial containing 10 ml of
liquid scintillation counter, and the radioactivity was quantified using a scintillation

counter. Counts were normalized to protein concentration.
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Glycolytic flux was determined by measuring the conversion of D-[5-3H]-glucose to

3H.0 [56]. Briefly, cells were cultured in 24-well plates and, 30 minutes before the end
of the treatment with TGF-B1 (2 hours), cells were incubated in 200 pl of serum-
deprived medium containing 1 uCi of D-[5-3H]-glucose for 30 minutes at 37 °C. After

incubation, 50 pl of medium aliquots were transferred to uncapped PCR tubes

containing 50 pl of 0.2 M HCI, and each tube was placed inside a scintillation vial
containing 0.5 ml of water. The vials were sealed and the 3H20 produced by glycolysis

and released to the medium was allowed to equilibrate with H2O in the outer vial for
24 hours at 50 °C. Then, each tube was removed from the vial and 10 ml of liquid

scintillation counter was added to the vial. The amount of diffused and undiffused

3H,0 was determined by scintillation counting and compared with controls of D-[5-

3H]-glucose and 3H20 alone. Counts were normalized to protein concentration.

Lactate was measured spectrophotometrically in 700 pl of supernatants from cells with

the corresponding treatment using standard enzymatic methods [57].

RNA extraction and real-time PCR (gRT-PCR)

TRIsure (Bioline, London, UK) reagent was used to extract total cellular RNA from
confluent cells according to the manufacturer’s protocol. The concentration and purity
of all RNA samples was determined using NanoDrop (Thermo Scientific). 2 ug of RNA
was reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with random primers. The human Tagman
probes used for the gRT-PCR were: PFKFB1 (Hs00159997 ml), PFKFB2

(Hs00359506_g1), PFKFB3 (Hs00190079_m1),
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PFKFB4 (Hs00190096 m1), GLUT1 (SLC2A1 Hs00892681 m1l), HK-II
(Hs00606086_m1), LDH-A (Hs01378790_gl1), and GAPDH, as a housekeeping
control gene, (Hs99999905_m1) from Applied Biosystems. PCR data were captured
using a 7900 HT Fast Real-Time System from Applied Biosystems and the Sequence
Detection Software (SDS version 3.0 Applied Biosystems). Subsequently, threshold
cycle (CT) data for each sample were analysed with the double data CT (AACT). First,
delta CT (ACT) values were calculated as the normalized CT values for each target
gene in relation to the endogenous control GAPDH for normalization. Second, AACT
values were obtained with the ACT of each sample minus the mean ACT of the

population control samples. The fold-change was determined using the equation 2

-AACT,

Small Interfering RNA (siRNA) transfection

siRNA transfection was performed with Oligofectamine (Invitrogen) following the
manufacture’s protocol. The siRNAs used were: siRNA mix targeting sequences in
Smad2 and Smad3 (target sequences not supplied) purchased from Santa Cruz
Biotechnology (siRNA Smad2/3), siRNA targeting four different sequences of Smad4
(GCAAUUGAAAGUUUGGUAA, CCCACAACCUUUAGACUGA,
GAAUCCAUAUCACUACGAA and GUACAGAGUUACUACUUAG) purchased from
Dharmacon (Lafayette, CO, USA), siRNA targeting PFKFB3 was designed and
synthesized as described [33] and non-targeting control siRNA (scramble: Stealth
Negative Control Medium GC Duplex) from Invitrogen. The final sSiRNA concentration

was 75 nM and cells were maintained for 72 hours before the treatment.
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DNA transfection

Cells were transiently transfected with 2 pg of DNA using Lipofectamine LTX
(Invitrogen) according to the manufacturer's recommendations. The expression
plasmids used were myc-Smad3 and Flag-Smad4 pCS2. GFP-pcDNA3 was used as
a transfection control. Cells were cultured for 24 hours in serum-depleted medium after

24 hours of transfection.

Colony-forming assay

T98G cells were seeded in 12-well plates with 500 cells/well and were allowed to grow
in medium containing 10% FBS in a humidified atmosphere of 5% CO> at 37°C for 14
days. After that, colonies were stained and fixed in 0.2% crystal violet (containing 2%

ethanol) for 30 minutes and then washed with distilled water. Colonies consisting of =

50 cells were counted as a single colony.

Data analysis

Results are shown as the mean + standard error of the mean (S.E.M.) of the values
obtained from at least three independent experiments. Differences between conditions
were analysed by Student’s t test. Significant differences are indicated as

* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 for TGF-B1 stimulated cells compared to
untreated cells; and # p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 for TGF-B1 plus inhibitor-

treated cells compared to TGF-B1-treated cells.
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Figure 1.TGF-B1 upregulates key glycolytic gene expression in T98G cells. A-

D) Serum-starved T98G cells treated with TGF-B1 (4 ng/ml) for 8h. gRT-PCR analysis
LDH-A, PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 and PFKFB4 of four
independent experiments. E) and F) Serum-starved T98G treated with different doses
of TGF-B1 for 8h. E) qRT-PCR analysis of PFKFB3 of six independent experiments.
F) Quantitative analysis of PFKFB3 protein levels (upper panel) and representative
western blot showing the expression of PFKFB3 (lower panel) of six independent
experiments. The values are expressed as the fold induction compared to untreated
cells. The data represent the average + SEM for each condition (* p<0.05 and ***
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Figure 2. Time-course analysis of PFKFB3 after TGF-B1 stimulation in T98G
cells. Serum-starved T98G cells were treated with TGF-B1 (4 ng/ml) at different
times. A) gRT-PCR analysis of PFKFB3. B) Quantitative analysis of PFKFB3 protein
levels. C) Representative western blot showing PFKFB3 and Phospho-PFKFB3
protein levels of four independent experiments. The values are expressed as the fold
induction compared to untreated cells. The data represent the average + SEM for

each condition (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 determined by Student’s t test).
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Figure 3. TGF-B1 upregulates glycolysis in T98G cells. Serum-starved T98G cells

were treated with TGF-B1 (4 ng/ml) at the times indicated. A) Intracellular Fru-2,6-P2
concentration. The values are expressed as the fold induction compared to untreated
cells. B) 2-deoxy-D-Glucose (2-DG) uptake of three independent experiments. C)
Glycolytic flux of three independent experiments. D) Lactate production of three
independent experiments of four independent experiments. The data represent the
average + SEM for each condition (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 determined by
Student’s t test).
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Figure 4. TGF-B1 upregulates PFKFB3 expression and activity in the malignant
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Quantitative analysis of PFKFB3 protein levels. The values are expressed as the fold
induction compared to untreated cells. E) Representative western blot showing the

expression of PFKFB3. F) Intracellular Fru-2,6-P2 concentration. The data represent
the average of three independent experiments = SEM for each condition (* p<0.05,
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Figure 5. Effect of actinomycin D and cycloheximide treatment on PFKFB3
protein and mRNA increase in response to TGF-B1 in T98G cells. A) and B)
Serum-starved T98G cells with a 30 min pre-treatment of actinomycin D (5 pg/ml) or
cycloheximide (20 pg/ml) and, when indicated, stimulated with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2
h. A) Representative western blot showing the expression of PFKFB3. B) Quantitative
analysis of PFKFB3 protein levels of four independent experiments. The values are
expressed as the fold induction compared to untreated cells. C) qRT-PCR analysis of
PFKFB3 in serum-starved T98G cells with 30 min pre-treatment of actinomycin D (5
pg/ml) or cycloheximide (20 pug/ml) and, when indicated, stimulated with TGF-B1 (4
ng/ml) for 2 or 4 h, of four independent experiments. The values are expressed as the
fold induction compared to untreated cells (time 0). D) gRT-PCR analysis of PFKFB3
in serum-starved T98G cells either untreated (yellow line) or treated with TGF-B1 (4
ng/ml) at different times (green line) and, when indicated, treated with actinomycin D
(5 pg/ml) after 2 h of TGF-B1 stimulation (dashed line), of five independent
experiments. The data represent the average + SEM for each condition (** p<0.01 and
*** n<0.001 for conditions treated with TGF-B1 compared to the non-treated condition;
# p<0.05 and ### p<0.001 for conditions treated with TGF-B1 with actinomycin D or
cycloheximide compared to the TGF-B1 condition, determined by Student’s t test).
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Figure 6. Role of the Smad signaling pathway in PFKFB3 upregulation by TGF-B1in
T98G cells. A) and B) Serum-starved T98G cells were treated with TGF-B1 (4 ng/ml) at
different times. A) Representative western blot using the indicated antibodies. B)
Quantitative analysis of Phospho-Smad2 and Phospho-Smad3 protein levels of five
independent experiments. C) and D) T98G cells were transiently transfected with 2 pg of
Smad3 and/or Smad4 expression vectors and cultured for 24

h in serum-deprived medium. When indicated, cells were treated with TGF-f1 (4
ng/ml) for 2 hours. GFP was used as a transfection control. C) Representative western
blot using the indicated antibodies. D) Quantitative analysis of PFKFB3 protein levels
of seven independent experiments. The values are expressed as the fold induction
compared to the empty vector. E) and F) T98G cells were transfected with 75 nM
SiRNA, cultured for 48 hours in DMEM followed by 24 h culture in serum-deprived
medium and treated with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 h. E) Representative western blot
using the indicated antibodies. F) Quantitative analysis of PFKFB3 protein levels of
five independent experiments. The values are expressed as the fold induction
compared to untreated cells. The data represents the average + SEM for each
condition (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 for conditions treated with TGF-1
compared to untreated cells and # p<0.05 for conditions treated with TGF-B1 in cells
transfected with Smad siRNA compared to conditions treated with TGF-B1 in cells
transfected with scramble siRNA (scr)).
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Figure 7. Effect of Smad3 inhibition on PFKFB3 upregulation by TGF-B1 in

T98G cells. Serum-starved T98G cells were pre-treated with the Smad3 inhibitor SIS3
(20 uM) 30 min before treatment with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 hours. A) Representative
western blot using the indicated antibodies. B) Quantitative analysis of PFKFB3
protein levels of six independent experiments. C) qRT-PCR analysis of PFKFB3.

The values are expressed as the fold induction compared to untreated cells. D)
Intracellular Fru-2,6-P2 concentration of three independent experiments. The data

represent the average + SEM for each condition (** p<0.01 and *** p<0.001 for
conditions treated with TGF-B1 compared to untreated cells and # p<0.05 for
conditions treated with TGF-B1 compared to conditions treated with TGF-B1 and SIS3

inhibitor, determined by Student’s t test).
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Figure 8. Role of non-canonical signaling pathways on PFKFB3 induction by
TGF-B1in T98G cells. A) and B) Serum-starved T98G cells were treated with TGF-

B1 (4 ng/ml) at different times. A) Representative western blot using the indicated
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antibodies. B) Quantitative analysis of phosphorylated p38 MAPK, Akt, Erk1/2 MAPK
and JNK MAPK proteins of four independent experiments. C) Western blot analysis of
serum-starved T98G cells pre-treated with the TRRI inhibitor LY2109761 (2uM) 30 min
before treatment with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 h. D), E), and F) Serum-starved T98G
cells pre-treated with the p38 MAPK inhibitor SB203580 (10 uM) or PI3K inhibitor
LY294002 (10 pM) 30 min before treatment with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 h.

D) Representative western blot using the indicated antibodies of three independent
experiments. E) Quantitative analysis of PFKFB3 and phosphorylated Smad2 and
Smad3 proteins. F) gRT-PCR analysis of PFKFB3 mRNA. G) Intracellular Fru-2,6-P2
concentration of six independent experiments. The values are expressed as the fold
induction compared to untreated cells. The data represent the average + SEM for each
condition (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 for conditions treated with TGF-1
compared to untreated cells and # p<0.05, ## p<0.01 for conditions treated with TGF-
B1 compared to conditions treated with TGF-B1 and the indicated inhibitor, determined

by Student’s t test).
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Figure 9. Cooperative role of Smad and non-canonical sighaling pathways in
PFKFB3 induction by TGF-B1 in T98G cells. Serum-starved T98G cells pre-treated
with the p38 MAPK inhibitor SB203580 (10 pM), PI3K inhibitor LY294002 (10 uM) and
Smad3 inhibitor SIS3 (20 uM) 30 min before treatment with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2
hours. A) Representative western blot using the indicated antibodies. B) Quantitative
analysis of PFKFB3 protein levels. C) gRT-PCR analysis of PFKFB3 mRNA of five

independent experiments. The values are expressed as the fold induction compared
to untreated cells. D) Intracellular Fru-2,6-P2 concentration of four independent
experiments. The data represents the average + SEM for each condition (** p<0.01
and *** p<0.001 for conditions treated with TGF-B1 compared to untreated cells and
## p<0.01 for conditions treated with TGF-B1 compared to conditions treated with
TGF-B1 and the indicated inhibitors, determined by Student’s

t test).
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Figure 10. Effect of PFKFB3 inhibition on anchorage-independent growth of
T98G cells. Serum-starved T98G cells were pre-treated with the PFKFB3 inhibitor
3PO (10 uM) 30 min before treatment with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 h or T98G cells
were transfected with 75 nM siRNA, cultured for 48 hours in DMEM followed by 24 h
culture in serum-deprived medium and treated with TGF-B1 (4 ng/ml) for 2 h. Then,
the cells were seeded at 500 cells/well and allowed to form colonies for 14 days. A)

Representative pictures of colonies stained with crystal violet. B) Quantification of
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the number of colonies. The values are expressed as the fold induction compared to
untreated cells. C) Intracellular Fru-2,6-P2 concentration. D) Representative western
blot using the indicated antibodies. E) Quantitative analysis of PFKFB3 protein levels
of three independent experiments. The data represent the average + SEM for each
condition (** p<0.01 and *** p<0.001 for conditions treated with TGF-B1 compared to
untreated cells; # p<0.05 for conditions treated with TGF-f1 and 3PO inhibitor
compared to TGF-B1 condition or for conditions treated with TGF-B1 in cells
transfected with siRNA against PFKFB3 compared to cells transfected with sSiRNA
against scramble (scr) treated with TGF-B1, determined by Student’s t test. F)

Schematic representation of the mechanisms implicated in the PFKFB3 regulation.

Abbreviations: Fru-6-P, fructose-6-phosphate; Fru-1,6-P2, fructose-1,6-bisphosfate;

Fru-2,6-P2, fructose-2,6-bisphosphate; Glu-6-P, glucose-6-phosphate; PFK-1,

phosphofructokinase-1; TF, transcription factor.
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Neoplastic cells metabolize higher amounts of glucose relative to normal cells
in order to cover increased energetic and anabolic needs. Inhibition of the
glycolytic enzyme 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3
(PFKFB3) diminishes cancer cell proliferation and tumour growth in animals.
In this work, we investigate the crosstalk between PFKFB3 and TIGAR
(TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis Regulator), a protein known to pro-
tect cells from oxidative stress. Our results show consistent TIGAR induction
in HeLa cells in response to PFKFB3 knockdown. Upon PFKFB3 silencing,
cells undergo oxidative stress and trigger Akt phosphorylation. This leads to
induction of a TIGAR-mediated prosurvival pathway that reduces both
oxidative stress and cell death. As TIGAR is known to have a role in DNA
repair, it could serve as a potential target for the development of effective
antineoplastic therapies.

Keywords: glycolysis; PFKFB3; TIGAR; Akt; tumour cell metabolism

Glycolysis is the most ancient pathway involved in car-
bohydrate oxidation and its regulation is crucial for
cells to balance energy production and the synthesis of
biomolecules for their proliferation and growth. Phos-
phofructokinase-1 (PFK-1), which converts fructose 6-
phosphate into fructose 1,6-bisphosphate, is a key
player in this regulation. PFK-1 is activated by the
allosteric factor fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P,),
a metabolite that can override the inhibitory effect of
ATP, synergistically with AMP [1,2]. Fru-2,6-P, con-
centration has been found increased in proliferative
and transformed cells [3-6]. Synthesis and degradation

Abbreviations

of Fru-2,6-P, depend on the relative activities of 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase

(PFK-2/FBPase-2) isoenzymes, coded by four genes
(PFKFB1-4) [7], the expression of which is tissue and
developmental stage-dependent [2,8]. Importantly, tis-
sue-specific isoenzymes are not totally exclusive and
cells and tissues can express more than one to respond
to different physiological conditions or stimuli
[6,9]. The PFKFB3 isoenzyme has a high kinase/bis-
phosphatase activity ratio, which makes it a net pro-
ducer of Fru-2,6-P,, and it is overexpressed in
proliferative cells [10-12] and tumours [I13-18].

2,3-BPG, 2,3-bisphosphoglycerate; BHA, butylated hydroxyanisole; DCFDA, 2’,7'-dichlorofluorescein diacetate; DMEM, Dulbecco’s modified
eagle’s medium; FACS, fluorescence-activated cell sorting; Fru-2,6-P,, fructose 2,6-bisphosphate; HBSS, Hank’s balanced salt solution; PFK-
1, phosphofructokinase-1; PFK-2/FBPase-2, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fruc-
tose-2,6-bisphosphatase 3; PI, propidium iodide; ROS, reactive oxygen species; siRNA, small interfering RNA; TIGAR, TP53-induced glycoly-
sis and apoptosis regulator; PPP, pentose phosphate pathway.
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Akt mediates TIGAR induction

PFKFB3 suppression decreases Fru-2,6-P, and lactate
production, apoptosis, inhibition of anchorage-inde-
pendent colony formation [6] and impaired vessel
sprouting [19] and tumour growth [20,21].

TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis Regulator
(TIGAR) was first cloned as a TP53 target gene whose
protein product has an active site similar to that of
fructose-2,6-bisphosphatase  and  phosphoglycerate
mutase, that reduces the concentration of Fru-2,6-P,
[22] and 2,3-bisphosphoglycerate (2,3-BPG) [23]. The
main function attributed to TIGAR is based on its
activity of inhibiting glycolysis and triggering glucose-
6-phosphate to the pentose phosphate pathway (PPP),
which increases the synthesis of ribose-5-phosphate
and NADPH and lowers intracellular reactive oxygen
species (ROS) levels. These functions of TIGAR corre-
late with an ability to protect cells from ROS-asso-
ciated apoptosis [22,24]. TIGAR overexpression has
been described in invasive breast cancer [25], glioblas-
toma [26] and colorectal cancer [27-29]. Overexpres-
sion of TIGAR reduces ROS production, inhibiting
apoptosis and promoting cell proliferation [24], and its
inhibition sensitizes cells to radiotherapy by increasing
ROS-mediated cell death [30]. Moreover, besides the
widely studied antioxidant function of TIGAR, its
recently described 2,3-BPG phosphatase activity could
be crucial in understanding the role of this enzyme in
cancer metabolism.

In this paper we aimed to investigate the crosstalk
between PFKFB3 and TIGAR, and how the inhibition
of these metabolically related enzymes impairs cancer
cells survival. The results presented show that PFKFB3
silencing induces an Akt-dependent increase in TIGAR
protein levels, which protects cells from DNA damage
and cell death. Inhibiting both PFKFB3 and TIGAR
genes increases oxidative stress and P-y-H2AX foci for-
mation, and causes more severe cell death.

Materials and methods

Cell culture

HeLa cells, obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA), were cultured in high-
glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM;
Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel)
supplemented with 10% FBS ( Biological Industries) and
penicillin/streptomycin (100 U-mL~! and 100 pg-mL~'; Bio-
logical Industries), at 37 °C, in a 5% CO, atmosphere and
a relative humidity of 70-80%.

Reagents: Akt inhibitor VIII, Isozyme-Selective, Akti-1/2
(Cat#124018; Calbiochem, San Diego, CA, USA) was used at
10 pM to inhibit phosphorylation of Akt-1 and Akt-2 proteins.
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siRNA transfection

Small interfering RNA (siRNA) targeting PFKFB3 were
designed and synthesized as described [6]. For TIGAR
silencing, three Stealth siRNA (Invitrogen) were used as
described [30]. A scrambled siRNA was used as negative
control and referred to as ‘Scr.” (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Cells were seeded at 15% confluence in the corre-
sponding plates for each experiment and allowed to attach
overnight. Then, siRNA transfection was performed using
Oligofectamine (Invitrogen) in FBS and antibiotics-free
DMEM. The final siRNA concentration was 75 nMm. After
4 h, complete media was added to each well.

Antioxidant treatment

Transfected cells were treated with 1.5 mm N-acetyl N-acetyl-
cystein (NAC) or 1 pm butylated hydroxyanisole (BHA) 4 h
after transfection and to the end of the experiments (72 h).

Protein extraction and western blot

Protein was extracted from cells using SDS buffer (50 mm
Tris—Cl, 1% SDS, 10% glycerol) and concentration was
determined by bicinchoninic acid protein assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Equal amounts of
total protein extracts were analysed in 12.5% (w/v) SDS/
PAGE. Western blot was performed using the following
antibodies: in-house rabbit polyclonal antibody against
PFKFB3 [5], TIGAR (LifeSpan), P-Akt (S473), Akt, P-S6
(S235/S236), S6, P-p70S6K1 (T389), P-mTOR (S2448),
mTOR and TSC2 (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA), LC3-I/III (MBL), Bcl-2 (Dako, Sant Just Des-
vern, Spain), NOXA (Abgent, San Diego, CA, USA), p62
(Abnova, Taipei City, Taiwan) and o-tubulin (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies goat a-mouse and goat a-rabbit (Advan-
sta, Menlo Park, CA, USA) were used. Immunostaining
was carried out using the ECL technique (Bio-Rad). Den-
sitometric analysis was performed using MULTI-GAUGE V3.0
(FujiFilm Corporation, Tokyo, Japan) software. Protein
levels were normalized to a-tubulin in all experiments.

Fru-2,6-P, determination

Fru-2,6-P, was determined following the method described
by Van Schaftingen et al. [31]. Protein concentration was
determined by the Bradford-based Bio-Rad assay.

Total cellular ROS levels

Cells were seeded into 12-well plates and allowed to grow for
72 h after siRNA transfection. After three washes with PBS,
cells were loaded with the oxidative-sensitive dye 2',7'-dichlor-
ofluorescein diacetate (DCFDA) at 10 pm in Hank’s Balanced
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Salt Solution (HBSS). After 30 min in a cell incubator at
37 °C with 5% CO,, cells were trypsinized, collected in 500 pL
of PBS containing 10% of FBS and immediately analysed. All
measurements were made with a FACSCanto flow cytometer
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipped with
a 488-nm laser. DCFDA fluorescence was collected by use of a
530/30-nm filter. A minimum of 10 000 events per sample was
analysed using the BD FACSDIVA software.

Immunofluorescent phospho-y-H2AX staining

Cells were seeded in coverslips inside 24-well plates and
allowed to grow for 72 h after siRNA transfection. Then,
cells were fixed with 4% paraformaldehyde and immunos-
tained with primary antibody against phospho-y-H2AX
(S139) (EMD Millipore, Darmstadt, Germany) and
secondary Cy3-conjugated anti-mouse IgG (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, USA). Nuclei were
stained with TO-PRO-3 Iodide (1 : 1000; Invitrogen).
Images were acquired with a Spectral Confocal Microscope
(TCS-SL; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) using a
Plan-Apochromat 63x/1.4 N.A. immersion oil objective
(Leica Microsystems). We used excitation He/Ne laser beams
(Lasos, Jena, Germany) at 633 nm for TO-PRO-3 and
456 nm for Cy3, and a pinhole of 115 um. Images were cap-
tured using LEICA CONFOCAL Software (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). Images of y-H2AX foci and nuclei were
exported separately as .tif files and processed using IMAGE J
software (NIH, Maryland, USA). Images shown were
obtained with the Merge Channels command. Total nuclei
number was determined by manual counting and y-H2AX
foci were counted with the Find Maxima command. At least
150 cells from five randomly chosen fields of view were
counted in each condition, and the average number of
P-y-H2AX foci per cell nucleus was calculated.

mRNA expression

RNA was analysed by reverse transcriptase multiplex liga-
tion-dependent probe amplification (RT-MLPA) using
SALSA MLPA KIT RO11 Apoptosis mRNA from MRC-
Holland (Amsterdam, The Netherlands).

MTT assay

MTT  (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) was used to determine cell viability. Cells were
seeded into 24-well plates and allowed to grow for 24, 48 or
72 h after siRNA transfection. MTT dissolved in PBS was
added to the cultures at a final concentration of
0.5 mg-mL~'. After incubation at 37 °C for 2 h, the medium
was carefully removed and formazan crystals were dissolved
in 200 pL Isopropanol:HCI 40 mm per well. Triplicates of
50 uL were transferred to a 96-well plate and the absorbance
was measured at 570 nm (SunriseTecan plaque reader).

Akt mediates TIGAR induction

Staining by Annexin V and propidium iodide

The appearance of apoptotic or necrotic cells was determined
with the Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (eBio-
science Bender MedSystems, eBioscience (San Diego, CA,
USA). Cells were seeded into six-well plates and allowed to
grow for 72 h after siRNA transfection. Floating and freshly
trypsinized cells were pooled, washed twice in binding buffer
and processed following manufacturer’s instructions. All
measurements were made with a FACSCalibur flow cytome-
ter (Becton Dickinson) equipped with an air-cooled argon
ion laser emitting at 488 nm. The barrier filters were 530/
30 nm for annexin-FITC, and 670/LP for propidium iodide
(PI) fluorescence. A minimum of 10 000 events per sample
were analysed using the CELL QUEST PRO software (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Data analysis

Results are expressed as the mean + standard error of the
mean (SEM) of the values obtained from the indicated num-
ber of independent experiments. Differences between samples
were analysed with the Student’s 7 test. Significant differences
at P < 0.05,0.01, and 0.001 between conditions are indicated
by *, ** and *** respectively. All calculations were per-
formed using the GRAPHPAD PRrRISM version 4.00 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Results

PFKFB3 inhibition enhances TIGAR protein
expression and decreases Fru-2,6-P,

We transfected HeLa cells with PFKFB3 and TIGAR-
targeted siRNA. siRNA concentration (75 nm) effec-
tively suppressed PFKFB3 and TIGAR protein levels
at 72 h after transfection. Interestingly, we observed a
significant upregulation of TIGAR protein amount in
response to PFKFB3 inhibition (Fig. 1A,B). To fur-
ther investigate this effect, we performed western blot
analysis of HeLa protein extracts from 24 to 72 h after
PFKFB3-targeted siRNA transfection. The results
obtained showed a significant decrease in PFKFB3
protein from 24 h after siRNA transfection, being
abrogated at 72 h. Oppositely, TIGAR protein levels
were significantly increased at 48 h after PFKFB3-tar-
geted siRNA transfection, being even higher at 72 h
post-transfection, showing a time-dependent induction
of TIGAR in response to PFKFB3 removal (Fig. 1C,
D). TIGAR silencing does not modify PFKFB3 pro-
tein levels (Fig. 1A-D). Fru-2,6-P, levels were signifi-
cantly decreased with PFKFB3-targeted siRNA and
this effect was reverted by the inhibition of TIGAR
(Fig. 1E).
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TIGAR limits ROS production in PFKFB3-inhibited
cells

It has been described that glycolysis impairment raises
oxidative stress production [32,33]. In order to assess
if the same response occurred after PFKFB3 inhibi-
tion in our model, we transfected HeLa cells with
PFKFB3 and TIGAR-targeted siRNA and quantified
ROS levels with the fluorescent probe DCFDA by
Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS). The inhi-
bition of PFKFB3 alone significantly increased oxida-
tive stress, whereas cells lacking TIGAR did not show
any changes in ROS levels. However, TIGAR

2918

silencing in cells lacking PFKFB3 caused a significant
increase in oxidative stress (Fig. 2A,B). The antioxi-
dants NAC and BHA significantly reduced basal ROS
levels, but the increase in ROS after PFKFB3 and
TIGAR inhibition was not prevented by any of them
(Fig. 2C,D).

Akt signalling pathway drives TIGAR induction in
response to PFKFB3 silencing

The results obtained described a crosstalk between
PFKFB3 and TIGAR (Fig. 1), and thus we wondered
which signalling pathway could be orchestrating it.
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The mTORC2-Akt-mTORCI axis has been described
to control PFKFB3 levels [34,35] and, moreover, this
pathway has been found activated in cancer cells
under glucose deprivation conditions and oxidants
exposure [36,37]. As we have shown, TIGAR limits
ROS production after PFKFB3 inhibition (Fig. 2).
Thus, we decided to analyse the phosphorylation sta-
tus of several proteins of the Akt cascade after 72 h
of PFKFB3 silencing and found increased amounts of
P-Akt (S473), P-mTOR (S2448), P-p70 S6K1 (T389)
and P-S6 (5235/236) (Fig. 3A,B). We sought to deter-
mine if P-Akt was upstream of TIGAR induction. We
found increased phosphorylated Akt levels 72 h after
siRNA transfection in both single PFKFB3 and in
PFKFB3 and TIGAR-suppressed cells, with no modu-
lation of the total amounts of Akt in any of the
assayed conditions (Fig. 3C,D). Next, we treated cells
with the Akt inhibitor Akti-1/2, which targets all
forms of Akt, and we transfected these cells with
scrambled or PFKFB3-targeted siRNA. TIGAR
induction in response to PFKFB3 suppression was
abolished by this inhibitor, which indicates that Akt
Ser-473 phosphorylation is necessary for TIGAR mod-
ulation under these conditions (Fig. 3E,F). Akt
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phosphorylation and TIGAR induction in response to
PFKFB3 inhibition were not prevented by NAC or
BHA (data not shown).

PFKFB3 inhibition does not affect autophagy in
Hela cells

Overexpression of TIGAR has been related with the
inhibition of autophagy [24]. In contrast, PFKFB3
inhibition has been described to activate autophagy in
the HCT116 cell line [32]. In order to investigate
whether autophagy was triggered as a survival mecha-
nism in our model of PFKFB3 and TIGAR inhibition,
we analysed LC3 cleavage and p62 protein levels by
western blot after 72 h of siRNA transfection. No sig-
nificant changes were observed in the LC3-1I/LC3-I
ratio nor in p62 total amounts in any of the analysed
conditions (Fig. 4).

TIGAR deficiency increases DNA damage and cell
death

We aimed to investigate the functional relevance of
TIGAR upregulation after PFKFB3 inhibition. First,
we analysed the effect of TIGAR deficiency on DNA
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damage. For this, we performed immunostaining of occurred in parallel with exacerbated cell death.

phospho-y-H2AX (Ser 139) foci formation in PFKFB3
and TIGAR-silenced cells. Single inhibition of
PFKFB3 or TIGAR was sufficient to increase DNA
damage, but the phenotype was even more severe in
cells lacking both proteins, with the number of phos-
pho-y-H2AX foci being significantly higher compared
to each siRNA alone (Fig. 5).

Furthermore, we wanted to assess if the increased
DNA damage observed after TIGAR suppression
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Firstly, we analysed the effects of PFKFB3 and
TIGAR simultaneous inhibition on cell proliferation
and viability through an MTT assay. Remarkably,
cells in which both PFKFB3 and TIGAR were
silenced had significant 40% decreased growth rate
compared to controls (Fig. 6A). However, we did not
see any significant reduction in MTT signal in cells
transfected with either single PFKFB3 or TIGAR-tar-
geted siRNA. To further assess if apoptosis and
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necrosis were triggered in the experimental conditions
analysed, an Annexin V/PI assay was performed,
showing increased early and late apoptotic and necro-
tic populations (Annexin V+/PI—, Annexin V+/PI+
and Annexin V—/PI+ cells respectively) after PFKFB3
silencing. TIGAR inhibition alone did not affect via-
bility. However, the combination of PFKFB3 and
TIGAR silencing exacerbated the effects of PFKFB3
inhibition alone, causing 15% decreased cell viability
compared to PFKFB3-inhibited cells, and leading to
double number of apoptotic and necrotic cells
(Fig. 6B).

To investigate the mechanism behind these results, the
expression of a panel of apoptosis-related genes was anal-
ysed by RT-MLPA confirming that apoptosis was

triggered after PFKFB3 inhibition: NOXA was overex-
pressed at 72 h after PFKFB3-targeted siRNA transfec-
tion, whereas Bcl-2 was significantly decreased at the
same time point. These results were confirmed at the pro-
tein level by western blot (Fig. 7A). On the other hand,
there were no significant changes in any of the analysed
apoptotic-related genes after TIGAR silencing (Fig. 7B).

Discussion

It was nearly a century ago when Warburg described
that cancer cells show characteristic metabolic alter-
ations which make them highly dependent on glycol-
ysis for survival and spreading [38]. PFKFB3 gene is
overexpressed in tumours and codes for the PFKFB3
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isoenzyme of PFK-2/FBPase-2, which has the highest
kinase/bisphosphatase ratio [10] and maintains a high
Fru-2,6-P, concentration in tumour cells [14,17]. The
inhibition of PFKFB3 causes a glycolytic blockage
that results in impaired vessel sprouting [19], cell
cycle arrest and cell death, and reduction of ancho-
rage-independent growth of tumour cell colonies [6]
and animal tumour burden [20,21]. Since much of
the effects of glycolysis inhibition have been attribu-
ted to increased oxidative stress [32,33], the study of
proteins which contribute to the antioxidant potential
of cells under these conditions can elucidate prosur-
vival mechanisms triggered by cancer cells
response to glycolysis inhibition.

TIGAR, which catalyses the opposite reaction of
PFKFB3, limits cellular oxidative stress. This gene is
also overexpressed in tumours [22,25-27,29], in which
it reduces ROS production, inhibits apoptosis and pro-
motes cell proliferation. Downregulation of the gene

in
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decreases the ratio between reduced and oxidized glu-
tathione levels, which results in increased ROS and
apoptosis [24]. Moreover, the inhibition of this gene in
combination with radiotherapy has been shown to
improve the anticancer effect of this therapy [30].
Additionally, TIGAR has been identified as 2,3-
bisphosphoglycerate phosphatase and this recently
described activity points out that this enzyme can have
other key effects on cancer cells metabolism beyond
PPP enhancement [23].

In this study, we have focused on the potential value
of inhibiting both PFKFB3 and TIGAR in HeLa, a
cell line in which PFKFB3 inhibition alone has already
been shown to impair tumour growth by decreasing
Fru-2,6-P, [6], as we have confirmed in our model. We
demonstrate here that TIGAR is upregulated after
PFKFB3 removal in a time-dependent manner, pro-
tecting cells from apoptosis and necrosis caused by
PFKFB3 inhibition (Fig. 8). Opposite to what was
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shown in other cell lines, PFKFB3 inhibition in HeLa
does not trigger autophagy [32]. In fact, TIGAR over-
expression has been previously found to inhibit autop-
hagy, which is consistent with the results presented
here [39]. The removal of both PFKFB3 and TIGAR
increases ROS production and DNA damage mea-
sured by phospho-y-H2AX foci formation. Conse-
quently, it significantly impairs HeLa cancer cell
survival compared to PFKFB3 inhibition alone, as we
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have proven both by MTT and Annexin V/PI assays.
TIGAR direct contribution to DNA repair mecha-
nisms has been described in other models [40].
According to previous publications describing that the
mTORC2-Akt-mTORCI axis links glycolytic metabo-
lism to ROS homoeostasis [36,41], here we show that
levels of phosphorylated Akt, mMTORC, p70S6K and S6
are increased after PFKFB3 silencing. Moreover, Akt
inhibition with Akti-1/2 prevents TIGAR induction in
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phosphofructokinase-1; PFK-2/FBPase-2, 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

response to PFKFB3 suppression. Thus, we report that
Akt activation is necessary for TIGAR modulation in
the experimental conditions analysed. These results point
out that HeLa cells lacking PFKFB3 trigger the
mTORC2-Akt-mTORCI1 prosurvival axis in an attempt
to rescue glycolysis, since Akt has been widely described
to activate GLUT1, Hexokinase, PFK-1 and PFKFB3
[34,35], and be essential for tumour growth [42]. On the
contrary, Akt inhibition has been proven to decrease
early metabolites in glycolysis and the pentose phos-
phate pathway [43], which is consistent with the inhibi-
tion of TIGAR that we have observed with Akti-1/2. It
seems reasonable to hypothesize that the increase in
ROS observed after PFKFB3 inhibition is responsible
for the induction of the pathway, as it has been
described in HelLa cells under glucose deprivation condi-
tions [37]. This is the first time to describe that Akt is
necessary for TIGAR modulation, and therefore here
we set the basis for considering this gene as part of the
Akt-driven prosurvival and growth response of cancer
cells, which has been widely described to be one of the

bisphosphatase.

most important pathways for cancer development and
progression. It is not clear yet whether TIGAR effects
are mainly due to its bisphosphatase activity on Fru-2,6-
P,, as it has been reported in many other models [22],
or to its action on other metabolites such as 2,3-BPG
[23]. However, what is clear is that when a stressful
stimulus such as PFKFB3 inhibition threatens cells,
TIGAR is required to redirect glycolytic intermediates
to other pathways for the synthesis of biomolecules,
which maintain ROS homoeostasis and favour tumour
growth. On the other hand, when TIGAR is lacking,
both glycolysis and alternative metabolic pathways are
blocked, so cells fail to overpass the stress and undergo
necrosis. Therefore, strategies based on blocking both
PFKFB3 and TIGAR could be more effective in impair-
ing tumour growth than PFKFB3 inhibition alone.
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Abstract

Review on PFKFB2, with data on DNA/RNA, on the
protein encoded and where the gene is implicated.

Identity

Other names: PFK-2/FBPase-
2 HGNC (Hugo): PFKFB2
Location: 1932.2 Local order

The human PFKFB2 gene is located on the
chromosome 1 at position 1q31-q32.2 (GeneCards)

(Fig. 1).
DNA/RNA

Description
The human PFKFB2 is composed of 15 exons

spanning 22617 bp (GenBank: AJ005577.1). This
gene has 9 transcripts; two of them have been
reported to codify a protein and three contain an open
reading frame, but no protein has been identified.
The transcripts are derived from different promoters
and vary only in non-coding sequences at the 5' end.
Therefore, the resulting proteins differ in their C-
terminal amino acid sequence (Heine-Sufier et al.,
1998).

The main products of the gene correspond to mMRNAS
of 7073 bp and 3529 bp for the variant 1 (isoform a;
NM_006212.2) and variant 2 (isoform b;
NM_001018053.1), respectively (Fig. 2). The
isoform b differs in the 3' UTR and the coding region
compared to isoform a. The resulting isoform b is
shorter and has a distinct C-terminus compared to
isoform a. However, it is not known how these
different 5' ends are related to the three mRNAs (H1,
H2 and H4) that encode the isoform a or the H3
MRNA that encodes the isoform b. None of these
mRNAs are strictly heart-specific.

& P & FFS & &
d Bl I i Nl
Chromosome 1 PFKFB2

Bartrons, 2014

Figure 1. Localization of human PFKFB2 gene.
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Figure 2. Schematic representation of the location of PFKFB2 gene in chromosome 1 and its structural organization. Description
of the exon/intron splice junctions. Exon sequences are shown in vertical bars numbered 1-15. The sequences of 060825 and

060825-2 correspond to variant 1 and variant 2, respectively (NCBI).

The overall gene structure of the human PFKFB2
gene has exons clustered into three groups. The first
group contains exons 1 and 2 that are different from
those in other PFKFB2 genes and contain the ATG
initiation codon in exon 2. The second group
contains exons 3-8 coding for the PFK-2 domain and
the third group contains exons 8-15 coding for the
FBPase-2 domain and a carboxy-terminal regulatory
domain. Gene structure, exon-intron organization, as
well as intron sizes, are similar to those of the rat and
bovine homologous genes.

Transcription

The human PFKFB2 coding sequence consists of
1518 bp for isoform a and 1416 bp for isoform b
from the start codon to the stop codon, although the
immature transcript forms contain 7904 bp and 3494
bp, respectively. Multiple alternatively spliced
transcript variants have been described for this gene
(Ensembl: OTTHUMGO00000036033).

Pseudogene
No pseudogene of PFKFB2 is known.

Protein

Description

PFKFB2 is a homodimeric protein of 505 amino
acids for isoform a and 471 for isoform b with a
deduced molecular mass of 58 kDa and 54 kDa,
respectively.

Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2014; 18(11)
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PFKFB2 is an enzyme of PFKFB family, as it shares
different structure and function with the others
isoenzymes.

PFKFB2 has two distinct catalytic sites in each
subunit: one for the 6-phosphofruto-2-kinase (PFK-
2) activity and the other for the fructose-2,6-
bisphosphatase (FBPase-2) activity (EI-Maghrabi et
al., 1982; Pilkis et al., 1995; Okar et al., 2001).

The sequence of the catalytic core is highly
conserved, whereas the N-terminal and C-terminal
regions show more divergence (Rider et al., 2004).
PFK-2/FBPase-2 activities control fructose-2,6-
bisphosphate (Fru-2,6-P2) synthesis and degradation,
regulating the rate of glucose metabolism.

More information about PFKFB2 protein can be
found in Uniprot O60825.

Expression

PFKFB2 protein is expressed mainly in heart,
although expression is also found in other tissues at
lesser extent (Minchenko et al., 2002). Moreover, it
is expressed in different cancer cell lines such as T-
lymph Jurkat, K562 erythroleukemia, liver HepG2,
lung A549, colon RKO, bone U20S, brain GAMG,
prostate LnCap, cervix HeLa and breast MCF7. All
this information can be found in GeneCards (sections
proteins and expression).

According to the RNAseq database, this gene can
also be expressed in thyroid, brain, kidney, skeletal
muscle, ovary, testis and others.
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Figure 3. PFKFB2 activities and function in the glycolytic pathway in heart during hypoxia.

Localisation
PFKFB2 protein is active in the cytosol.

Function
This enzyme regulates the concentration of Fru-2,6-
P2 through the two catalytic domains. PFK-2 domain

catalyzes the synthesis of Fru-2,6-P2, using fructose-
6-phosphate (Fru-6-P) and adenosine-5-triphosphate
(ATP) as substrates; FBPase-2 domain catalyzes the
degradation of Fru-2,6-P2 into Fru-6-P and inorganic
phosphate (Pi). These two mutually opposing
catalytic activities are controlled by different
mechanisms such that each activity is predominant
in a given physiological condition. In detail, the
reactions catalyzed are:

Kinase catalytic activity: ATP + D-fructose-6-
phosphate < ADP + Dbeta-D-fructose-2,6-
bisphosphate

Phosphatase catalytic activity: Beta-D-fructose-2,6-
bisphosphate + H20O < D-fructose-6-phosphate +
phosphate

The rate of glycolytic flux is controlled at different
levels and by different mechanisms: substrate
availability, enzyme concentrations, allosteric
effectors and covalent modifications on regulatory
enzymes. One of the critically modulated steps is
that catalyzed by 6-phosphofructo-1-kinase (PFK-
1), in which Fru-2,6-P2 is the most powerful
allosteric activator (Van Schaftingen, 1987; Okar
and Lange, 1999; Rider et al., 2004). Fru-2,6-P2
relieves ATP inhibition and acts synergistically

Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2014; 18(11) 840

with adenosine monophosphate (AMP), inhibiting
fructose 1,6-bisphosphatase (Fru-1,6-Pase) (Van
Schaftingen, 1987). These properties confer to this
metabolite a key role in the control of Fru-6-P/Fru-
1,6-P2 substrate cycle and hence critically regulates
carbohydrate metabolism (Fig. 3).

In vertebrates, there are four different PFKFB genes
(PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 and PFKFB4), which
encode the PFK-2/FBPase-2 isoenzymes. Each of
these enzymes has been originally identified in
different mammalian tissues: PFKFBL1 in liver and
skeletal muscle, PFKFB2 in heart, PFKFB3 in brain,
adipose tissue and proliferating cells, and PFKFB4
in testis (Okar et al.,, 2004; Rider et al., 2004).
However, all four are widely expressed throughout
the adult organism. These isoenzymes show
differences in their distribution and kinetic properties
in response to allosteric effectors, hormonal, and
growth factors signals (Okar et al., 2001). PFKFB2
enzyme is overexpressed in different cancer cells like
melanoma, prostate, pancreatic, gastric and
mammary gland cells (Minchenko et al., 2005a;
Minchenko et al., 2005b; Bobarykina et al., 2006).
For more information about PFKFB genes see:
PFKFB3  (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase

3) and PFKFB4 (6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4).

Regulation

PFKFB2 is an essential enzyme for the regulation of
glycolysis in heart. PFKFB2 is multisite-
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phosphorylated, integrating signaling from many
pathways via protein kinase cascades to a single
molecule, Fru-2,6-P2, to stimulate glycolysis.

The human PFKFB2 protein contains the Ser 29, Ser
466, Thr 475 and Ser 483 residues that regulate the
activity of the enzyme. These residues are located in
its C-terminal domain and can be phosphorylated by
protein Kinases such as AMPK, 3-phosphoinositide-
dependent kinase-1 (PDK-1), cAMP-dependent
protein kinase (protein kinase A; PKA), protein
kinase B (PKB; also known as Akt), p70 ribosomal
S6 kinase (S6K1), and mitogen-

activated  protein  kinase 1  (MAPK-1).
Phosphorylation of PFKFB2 results in the activation
of the enzyme, increasing Vmax of PFK-2 activity.
The variations in PFK-2 activity, however, appear to
be different with the phosphorylation by the different
kinases (Marsin et al., 2000; Rider et al., 2004).

In perfused rat hearts, it has been shown that the
concentration of Fru-2,6-P2 is raised by increasing
the work load, after hypoxia or stimulation with
adrenalin or insulin (Hue et al., 1982; Rider and Hue,
1984; Depre et al., 1993; Deprez et al., 1997). This
activation is probably mediated by the
phosphorylation of three conserved residues (Ser
466, Thr 475 and Ser 483) by specific protein kinases
(Depre et al., 1993; Deprez et al., 1997).

Insulin  stimulates glycolysis in heart by a
combination of an increase in glucose transport and
activation of PFKFB2 (Depré et al., 1998; Hue et al.,
2002). Two serine residues, Ser 466 ad Ser 483 can
be phosphorylated in vitro by PKB in response to
insulin resulting from a 2-fold increase in both Vmax
and affinity for Fru-6-P, one of the substrates of PFK-
2 (Lefebvre et al., 1996; Deprez et al., 1997).

Rat heart PFKFB2 is activated by insulin in vivo
through a 2-fold increase in Vmax with no change in
Km for Fru-6-P (Rider and Hue, 1984). Moreover, it
has been shown that the insulin-induced activation
of PFKFB2 was blocked by wortmannin, a PI3K
inhibitor, but was insensitive to rapamycin or
PD098059, which prevent the activation of p7056K
and the MAPK cascade, respectively (Lefebvre et
al., 1996). These results suggest that PI3K, but not
p7036K, is involved in the activation of PFKFB2 in
response to insulin. New in vitro and in vivo
experiments show that SGK3 is not required for
insulin-induced heart PFK-2 activation and this
effect is likely mediated by PKBa (Mouton et al.,
2010). Moreover, it has been proposed that 14-3-3s,
that have been implicated in promoting cell survival
(Masters et al., 2002), bind to PFK-2 at Ser 483 when
it is phosphorylated by PKB in vitro in response to
insulin or in cells that are stimulated with IGF-1 or
transfected with active forms of PKB, mediating the
stimulation of glycolysis by growth factors (Pozuelo
et al., 2003).
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Glycolysis in heart also increases in response to
increased the workload (Depre et al., 1993; Beauloye
et al., 2002), rising Fru-2.6-P2 due to the

activation of PFKFB2. The increase on workload
activates PKB but not p70 S6K and this increase is
blocked by wortmannin and is rapamycin-
insensitive. Ca/CAMK (Ca2+/calmodulin—activated
protein kinase) is which phosphorylates and activates
PFKFB2 secondarily to a rise in cytoplasmatic ca2?*
(Depre et al., 1993; Beauloye et al., 2002).
Adrenalin administration in perfused rat hearts
suggests that PKA may be responsible for the
activation of PFKFB2, which accounts for the
increased Fru-2,6-P2 levels (Narabayashi et
al.,1985). This hormone promotes PFKFB2
phosphorylation by PKA in the residues already
described in vitro, which are Ser 466 and Ser 483.
These phosphorylations have an impact on PFK-2
activity, decreasing the Km for Fru-6-P (Kitamura et
al., 1988; Rider et al., 1992a; Rider et al., 1992b).
PFKFB2 mRNA is induced in organs exposed to
hypoxic conditions. Activation of the AMP-activated
protein kinase (AMPK) during ischemia or hypoxia
leads to phosphorylation of PFKFB2 at Ser 466
which increases the levels of Fru-2,6-P2 and
stimulates glycolysis. PFKFB2 phosphorylation

leads to an increase in Vmax with no change in Km
for Fru-6-P (Marsin et al., 2000). Other studies have
described PFKFB2 as a hypoxia-responsive gene in
vivo but the regulation of its expression following
hypoxic treatments appears to occur in a cell-specific
manner. The mechanism underlying the expression
of each isoform in different tissues remains unclear
(Minchenko et al., 2002).

Moreover, amino acids increase the synthesis of Fru-
2,6-P2 in HeLa and MCF7 cell lines by
phosphorylation at PFKFB2 at Ser 483. This
activation is mediated by PI3K and PKB. Similar
effects on Fru-2,6-P2 metabolism were observed in
freshly isolated rat cardiomyocytes treated with
amino acids, which indicates that these effects are
not restricted to human cancer cells. In these
cardiomyocytes, PFKFB2 phosphorylation increases
glucose consumption and the production of lactate
and ATP (Novellasdemunt et al., 2013).

PFKFB2 is also a substrate of PKC which
phosphorylates Ser 84, Ser 466 and Thr 475 (Rider
and Hue, 1986; Kitamura et al., 1988; Rider et al.,
1992a; Rider et al., 1992b). However, the
physiological significance of phosphorylation of Ser
84, Ser 466 and Thr 475 of PFKFB2 by PKC is not
completely understood. It seems that
phosphorylation of Ser 466 or Thr 475 does not
change the enzyme activity. This might be due to the
fact that the phosphorylation at Ser 84 possibly
counteracts the effects of phosphorylation at the
activating C-terminal sites (Kitamura et al., 1988;
Rider et al., 1992b).
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The mechanism of control of PFKFB2 isoenzyme by
phosphorylation is also difficult to explain in the
absence of a crystal structure of the phosphorylated
isoenzyme. Phosphorylation of Ser 466 and Ser 483
at the C-terminal end of the bovine heart isoenzyme
by PKA (Kitamura et al., 1988; Rider et al., 1992a;
Rider et al., 1992b; Deprez et al., 1997) and insulin-
stimulated protein kinases (Deprez et al., 1997)
activates PFK-2 by decreasing Km for Fru-6-P and
by increasing the Vmax without affecting FBPase-2.
Ser 466 phosphorylation is responsible for the
increase in Vmax Whereas both phosphorylations are

necessary to decrease the Km for Fru-6-P (Bertrand
etal., 1999).

Regulatory sequences that account for some of the
mechanisms involved in the long-term hormonal
control and tissue-specific expression of PFKFB2
have been identified. The 5' flanking sequence of
PFKFB2 contains regions that are conserved between
the human, bovine and rat genes. In these regions,
several potential binding sites for the Spl, HNF-1
and BHLH (helix-loop-helix) (E boxes) transcription
factors and for the GR have been described (Tsuchiya
and Uyeda, 1994; Chikri and Rousseau, 1995; Heine-
Sufier et al., 1998), but a factor binding to these sites
has not been reported.

Chromosomal rearrangements: copy number
variants

There are three alterations affecting PFKFB2
genome region described in patients. One of them,
the gain of 1:195266734-216326885, shows
phenotypic effects such us visual impairment, low-
set ears, iris coloboma, intellectual disability, defect
in the atrial septum, ventricular septal defect and
vertical nystagmus. For more information see
DECIPHER.

No syndrome or disease was found in OMIM

Hypoxia Adrenalin Workload
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database.

Homology

Location in the mouse: chromosome 1, 56,89 cM,
cytoband  E4, 130689043-130729253  bp,
complement strand (MGI).

For a comparison of the gene from Homo sapiens,
mouse, rat, cattle, chimpanzee, chicken, zebrafish,
rhesus macaque and dog see MGI.

Also for all species known gene tree, see Treefam
database.

It appears that the use of Fru-2,6-P2 as a regulatory
metabolite is a specifically eukaryotic phenomenon.
The most plausible hypothesis for the origin of the
PFK-2/FBPase-2 would be the fusion of two
ancestral genes coding for a kinase functional unit
and a phosphohydrolase/mutase unit, respectively.
From protein sequence alignments, it is clear that the
bisphosphatase activity located in the C-terminal
domain of the PFK-2/FBPase-2, the
phosphoglycerate mutases (PGAMS) and the acid
phosphatase family diverged from a common
ancestor (Jedrzejas, 2000; Okar et al., 2001).
Alignments of the bisphosphatase domain with PGM
and acid phosphatase can be obtained at EBI. On the
other hand, PFK-2 domain is related to a superfamily
of mononucleotide binding proteins including
adenylate kinase (AK) of E. coli., p21 Ras, EF-tu, the
mitochondrial ATPase- B-subunits and myosin
ATPase, all of them contain the Walker A and B
motifs and have a similar fold (Rider et al., 2004).
Orthologs (from BLAST Local Alignment Tool)
Results from BLAST Local Alignment Tool are
shown in Figure 5. Only the annotated proteins are
reported, the predicted proteins appearing in the
local alignment were excluded.

Insulin  Amino acids

\ A

AMPK PKA Ca/CAMK PKB
PKC \ \
\
‘1’ v PN
Sersa PKC —> sera66  Sseras3
] | 505
N | ro | PFK-2 [ FBPase-2 [ ro |

|
Thra75 €— PKC

Bartrons, 2014

Figure 4. Domain organization and phosphorylation of PFKFB2 isoenzyme. The N-terminal PFK-2 domain is shown in violet, the
C-terminal FBPase-2 domain is shown in red and the regulatory domains are shown in blue. Phosphorylation sites, the stimuli and

the kinases responsible of their phosphorylation are indicated.
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Specie Gene Query cover Evalue Identity
Pongo abelii PFK/FBPase 2 99% 00 99%
Bos taurus PFK/FBPase 2 100% 0.0 94%
Rattus norvegicus PFK/FBPase 2 isoform a 97% 0.0 95%
Mus musculus PFK/FBPase 2 isoform 1 99% 00 93%
Rattus norvegicus PFK/FBPase 2 isoform b 97% 00 95%
Pan trogoldytes PFK/FBPase 2 89% 0.0 99%
Macaca mulatta PFK/FBPase 2 89% 0.0 99%
Mus musculus PFK/FBPase 2 isoform 3 99% 0.0 89%
Xenopus (Silurana) PFK/FBPase 2 95% 00 85%
tropicalis
Mus musculus PFK/FBPase 2 isoform 2 88% 00 93%
FRattus norvegicus PFK/FBPase 2 isoform ¢ 88% 00 93%
Macaca fascicularis LOC101865223 82% 0.0 99%
uncharacterized protein
Danio rerio PFK/FBPase 2 isoform a 94% 00 78%

Figure 5. Orthologs for PFKFB2 gene from BLAST Local Alignment Tool.

Comparison of the PFKFB2 cDNA sequence with
the bovine and rat  6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-
2) heart isoforms shows 87-90% nucleotide and 92-
95% amino acid identity (Sakata and Uyeda, 1990;
Darville et al., 1991).

Mutations

Note

Genomic variants

There are 647 SNP variants described in PFKFB2
(see GeneCards).

The most SNP are found in non coding regions: 418
are presented in introns, 3 in splice donor variant,
107 in 3' UTR and 25 variant within a half kb of the
end of gene and others.

Furthermore, 61 SNP are presented with the coding
regions. The most of them are missense (31 variants)
and also synonymous variants (19 variants) and only
one frameshift.

Somatic
49 somatic mutations in the PFKFB2 gene detected

Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2014; 18(11)

in patient tumor samples are collected in the
COSMIC database.

Coding silent substitutions: 20, which represent
40.8% of the mutations described among all patients.
Two of them have been found in two patients:
€.1008C>G (p.T336T) and ¢.1419G>A (p.S473S).
Nonsense substitutions: 1, located in ¢.1051C>T
(p.R351%).

Missense substitutions: 23, which represent 46.9%
of the mutations described among all patients.
Deletions frameshift: 1, located in ¢.1044delT
(p-F348fs*66).

Insertion frameshift: 1, located in ¢.703_407insT
(p.Q235fs*37).

Deletion inframe: 2, located in c.28 30delAAC
(p.N12deIN) and in in ¢.82_84delTGT (p.C28delC).

Unknown mutation: 2, one of them located in ¢.376-
2A>T and the other in c.840+1G>A.

No synonymous substitutions or chromosomal
fusions in PFKFB2 gene have been described in any
tumor sample.
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Figure 6. Histogram of mutations found among the amino acid sequence of PFKFB2 protein. The maximum number of substitutions
at any specific genomic region is represented in Y axis. 6-phosphofructo-2-kinase and histidine phosphatase superfamily domains
are represented in green and red respectively. From: COSMIC Database.

Implicated in

Various cancers

Oncogenesis

Cancer cells energy metabolism is characterized by
a high glycolytic rate, which is maintained under
aerobic conditions, when compared to non-
malignant cells. The concentration of Fru-2,6-P2 is
generally increased due to overexpression and
activation of PFK-2. Adrenaline, insulin, hypoxia
and workload stimulate heart glycolysis by
activating PFKFB2, hence producing a subsequent
rise in Fru-2,6-P2 concentration (Marsin et al., 2000;
Rider et al., 2004).

Hypoxia is an important component of the tumor
microenvironment. One key mediator of the hypoxic
response in animal cells is the hypoxia-inducible
factor (HIF) complex, a transcription
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factor frequently deregulated in cancer cells that
induces the expression of glycolytic genes (Bartrons
and Caro, 2007).

In culture cells, hypoxia induces PFKFB2 in HelLa
and MCF7 cells. These data demonstrate that
PFKFB2 is one of the responsive to hypoxia in vivo,
indicating a physiological role in the adaptation of
the organism to environmental or localized
hypoxia/ischemia. Marsin et al. (2000) showed that
AMPK  phosphorylates PFKFB2 at Ser 466 in
hypoxia conditions and this could contribute to
maintain the high glycolytic rate that is a
characteristic feature of many tumors.

Acute lymphoblastic leukemia

Note

Alterations in glucose metabolism have been
implicated in cell death and survival decisions,
particularly in the lymphoid lineage (Plas et al.,
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2002) and in transformed cells (Tennant et al.,
2010).

PFKFB2 was identified by microarray analysis of
lymphoblasts isolated from glucocorticoid-treated
children suffering from ALL (acute lymphoblastic
leukemia) as one of the most promising candidate
genes as a glucocorticoid (GC)-response gene, since
it was regulated in the majority of patients. Its
deregulation was proposed to entail disturbances in
glucose metabolism which, in turn, have been
implicated in cell death induction (Schmidt et al.,
2006). These data suggest that cellular metabolism
and apoptosis might be intertwined with connections
between regulation of cellular bioenergetics and
apoptosis. Carlet et al. (2010) demonstrated that both
splice variants of PFKFB2 are expressed and
specifically induced by GC in malignant lymphoid
cells, however, functional analysis of this gene in the
human T-ALL cell line model CCRF-CEM revealed
that its over-expression does not explain the anti-
leukemic effects of GC.

Prostate cancer

Note

In the early stages of prostate cancer, the androgen
receptor (AR) is one of the key regulators that
mediates tumor growth, promoting glucose uptake
and anabolic metabolism, and modulates gene
expression. Massie et al. (2011), using multiple
metabolomic  approaches, demonstrated that
PFKFB2 is up-regulated as a consequence of the
transcriptional changes by AR, with possible control
through the AR-CAMKII-AMPK  signaling
pathway.

Other studies performing microarray analysis, using
total RNA isolated from LNCaP cells treated with or
without R1881 (methyltreinolone), a synthetic
androgen, showed that androgens induce PFKFB2
expression in LNCaP cells (androgen-sensitive
human prostate adenocarcinoma cells) by the direct
recruitment of the ligand-activated AR to the
PFKFB2 promoter. Moreover, depletion of PFKFB2
expression using siRNA (small interfering RNA) or
inhibiting the PFK-2 activity with LY294002
(inhibitor of PI3K) treatment resulted in a reduced
glucose uptake and lipogenesis, suggesting that the
induction of de novo lipid synthesis by androgens
requires the transcriptional up-regulation of
PFKFB2 in prostate cancer cells (Moon et al., 2011).

Gastric cancer

Note

PFKFB2 mRNA expression is increased in
malignant gastric tumors as well as the expression of
known HIF-1-dependent genes, Glutl (glucose
transporter 1) and VEGF (vascular endothelial
growth factor), supporting the HIF-dependent
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character of the induction of expression of the
PFKFB2 (Bobarykina et al., 2006).

Hepatocellular cancer

Note

In immuhistochemistry samples of hepatocellular
carcinoma, it has been recently found that high
expression of MACCL (metastasis associated in
colon cancer 1), a key regulator of the HGF/Met-
pathway, correlates with high expression of
PFKFB2. This correlation has an effect on TNM
stage (classification of malignant tumors), overall
survival and Edmondson-Steier classification (Ji et
al., 2014).

Papillary thyroid cancer

Note

The extent and presentation of papillary thyroid
cancer (PTC) in adolescents and young adults
(AYAs) is different than in older patients. This
difference may be due to several candidate genes that
are differentially expressed and which may have
important roles in tumor cell biology. One of these
genes is PFKFB2 but future functional genomics
studies are needed to shed further light on whether a
biologic basis exists to account for the disparity in
AYA cancer incidence and outcome (Vriens et al.,
2011).

Heart diseases

Note
In the heart, acute ischemia induces rapid activation
of AMPK which phosphorylates Ser 466 leading to

a two-fold increase in the Vmax of PFKFB2 (Hue et
al., 2002). mRNA analysis indicated that PFKFB2 is
expressed at high levels not only in the heart but also
in the brain and lungs. However, in vivo experiments
showed that hypoxia induce moderate expression in
the lung and liver and very strong stimulation in the
testis. No induction or even mild inhibition was
found in the heart, kidney, brain and skeletal muscle.
Myocardial ischemia induces a shift to anaerobic
metabolism, with a rapid stimulation of glycolysis
(Wang et al., 2008).

Tetralogy of Fallot (TOF) is a heart defect in
children that results in chronic progressive right
ventricular pressure overload and shunt hypoxemia.
Western blot, RT-gPCR (real time PCR) and
immunohystochemical analysis revealed that
PKFB2 expression and mRNA of PFKFB2
increased significantly in TOF patients.

Like tumors, under pathological stress conditions,
cardiomyocytes gradually come to rely on glycolysis
to satisfy their main energy requirements.

That is why these results suggest that PFKFB2 plays
an important role in certain biological processes
related to cardiac remodeling, which occurs in
response to chronic hypoxia and long-
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term pressure overload in TOF patients (Xia et al.,
2013).

Glycolysis increases in cognitive heart failure
(CHF), cardiac hypertrophy and cardiac ischemia
(Neely et al., 1975).

Some studies producing mice with chronic and
stable elevation of cardiac Fru-2,6-P2 showed
significant change in cardiac  metabolite
concentrations, increased glycolysis, reduced
palmitate oxidation and protection of isolated
myocytes from hypoxia.

Taken together, these results show that PFKFB?2 is
one of the enzymes that control cardiac glycolysis,
producing an increase in Fru-2,6-P2, causing
detrimental effects and suggesting that the elevation
of glycolysis in failing hearts could be injurious to
an already compromised heart (Wang et al., 2008).

Inflammation

Note

It has been shown that purified human CD3+ T cells
express PFKFB2 (Telang et al., 2012).

CCL5 (proinflammatory chemokine) treatment of ex
vivo activated human CD3+ T cells induced the
activation of the nutrient-sensing kinase AMPK and
downstream substrates like PFKFB2, suggesting that
both glycolysis and AMPK signaling are required for
efficient T cell migration in response to CCL5,
relating therefore PFKFB2 with T-cell activation and
migration (Chan et al., 2012).

Mental disorders

Note

Schizophrenia presents impaired glucose regulation.
Stone et al. (2004), using a genome scan, found that
PFKFB2 shows linkage with schizophrenia in a
multiple sample of subjects (European-American
samples).

However, it is necessary to replicate these results
with other samples and if PFKFB2 contributes on the
liability for schizophrenia, its influence is likely to
be modest, as most cases of schizophrenia are likely
to result from multiple factors.

Growth restriction and development

Note

Infants with intrauterine growth restriction (IUGR)
have a low weight at birth as a result of pathologic
restriction of fetal growth (Wollmann, 1998). cDNA
microarrays, RT-qPCR and Western blot analysis
revealed that PFKFB2 expression increases in
placentas from pregnancies with IUGR causing
hypoglycemia.

However, further studies have to be performed in
order to elucidate the role of PFKFB2 in glucose
metabolism on IUGR placenta (Lee et al., 2010).
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NC_000012.11). The transcript mRNA is 8,2 kb
AbStraCt (GenBank NM_020375.2) and it is composed by
Review on C120rf5, with data on DNA/RNA, on the the exon regions 5827.5937, 15914..15951,
protein encoded and where the gene is implicated. 21673..21794, 34453..34530, 35901..36011 and
36894..44662.
ldentity Transcription
Other names: FR2BP, TIGAR The human TIGAR coding sequence consists of 813

bp from the start codon to the stop codon. There are

HGNC (Hugo): C12orf5 no splicing variants reported.

Location: 12p13.32
Pseudogene

DNA/RNA A pseudogene of the ribosomal protein S15 has been
. located in the region 8981..9473 by computational
Description analysis using a gene prediction method, but there is
The human TIGAR gene is composed of 6 exons not experimental data proving it.

spanning genomic region about 50,4 kb (GenBank

“‘2';533 Chromosome 12NC_00012 11 4475018
1
P >
so” c12o0rfS Mg
(4424533 » , 35901 -36011 (4475018 »
/i i = I
1 5827 - 5937 15914 - 1595121673 -21794 34453 - 34530 36894 -44862 50486 Gene sequence
mRNA NM_020375.2 -
-
1 8237 mRNA sequence

Figure 1. Schematic representation of TIGAR location in chromosome 12, gene structure and transcript mRNA. Different
numbering has been used considering chromosomal, gene or mRNA sequence.
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Figure 2. Diagram of TIGAR structure from PDB (entry number: 3DCY). The PDF file does not contain information about the

parts of the sequence that are not underlined.

Protein

Description

Human TIGAR protein consists of 270 aminoacids,
with a molecular weight of 30063 Da.

It is composed of a bisphosphatase active site in
which two histidines, His-11 and His-198, and one
glutamic acid, Glu-102, are key residues for its
function.

TIGAR catalytic domain belongs to the histidine
phosphatase superfamily of proteins, a conserved
group of proteins which contain a domain with a
histidine forming a phosphoenzyme transiently
during the catalysis (Rigden, 2008). This domain
shares  similarity with enzymes of the
phosphoglycerate mutase family (PGAM) and with
the bisphosphatase domain of 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-
2), in which the three aminoacids in the catalytic
domain are conserved.

More information about TIGAR protein can be
found in Uniprot Q9NQ88.
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Human TIGAR structure contains different motifs as
represented in the image below (PDB reference
3DCY).

The crystallized structure of Danio rerio TIGAR is
available in PDB (3E9D reference) and was
published by Li and Jogl, 2009.

Expression

TIGAR mRNA is expressed in all the tissues in
which it has been analysed and it is overexpressed in
several cancer cell lines such as T-lymph Jurkat
cancer, kidney HEK-293, liver HuH-7 and HepG2,
lung A549, colon RKO, bone U20S, brain GAMG,
prostate LnCap, cervix HelLa and breast MCF7.

All this information can be found in GeneCards
(sections proteins and expression).

Localisation

TIGAR is mainly localized in the cytoplasm. Under
hypoxic conditions, a relocalization of the protein
linked to HK-2 (hexokinase 2) in the outer
mitochondrial membrane has been described
(Mathupala et al., 2009; Cheung et al., 2012).
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Figure 3. Human TIGAR crystalized structure visualization
in Jmol software. His-11 is represented in white, Glu-102 is
in purple, His-198 is colored green and C and N terminus are
represented in red and blue, respectively. A) General protein
view. B) Zoom of the visualization to the catalytic core, with
the two histidines represented and the phosphate group
painted following the consensus-based coloring of atoms. C)
Protein surface and inside-core representation. The central
core of the protein is composed by a six-stranded mixed 8
sheet flanked by a helices on both sides.

Function

TIGAR was identified by microarray analysis of
gene expression after TP53 induction (Bensaad et
al., 2006). TIGAR plays a role in the TP53 tumor
suppressor program by reducing reactive oxygen
species (ROS) levels and preventing DNA damage-
induced apoptosis. Their functions are based on
glycolysis inhibition and the enhancement of pentose
phosphate pathway (PPP).

TIGAR is a bisphosphatase that hydrolyzes
Fructose-2,6-bisphosphate to Fructose-6-phosphate,
which can enter the PPP to generate NADPH and
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ribose-5-phosphate, thus, reducing oxidative stress
and generating nucleotide precursors (Bensaad et al.,
2006).

Beta-D-fructose 2,6-bisphosphate + H.0 < D-fructose 6-phosphate + phosphate
The switch from TP53-induced cell-cycle arrest to

apoptosis following maintained stress is associated
with downregulation of TIGAR and therefore the
loss of P53-dependent survival agents could be the
cause of the apoptotic response. It has been proposed
that TP53-dependent metabolism regulation could be
orchestrated by different mechanisms other than the
ones that regulate TP53-induced apoptosis. TIGAR
antiapoptotic effects are oxidative-stress dependent.
The apoptosis induction by other mechanisms is not
affected by TIGAR, as it was shown in IL-3-
dependent apoptosis FL5.12 cell line, and in anti-Fas
induced apoptosis in U20S cells, suggesting that
TIGAR can modulate apoptosis in a cell-dependent
manner (Bensaad et al., 2006).

As described previously, under hypoxic conditions
TIGAR is localized in outer mitochondrial
membrane. In this situation, it binds together with
HK2 to mitochondria (Mathupala et al., 2009) in a
HIFla (hypoxia-inducible factor lo) dependent
manner, and limits ROS levels.

If HK2 is not present, oxidative stress reduction by
TIGAR is lower. It has been shown that mutant
TIGAR TM (Triple Mutant without enzymatic
activity: HI1A/E102A/H198A) is able to relocalize
to mitochondria in response to hypoxia and, indeed,
is able to bind to HK2 in the outer mitochondrial
membrane.

Therefore, the maintenance of mitochondrial
membrane potential by TIGAR is independent of its
bisphoshatase activity. However, the single deletion
of four aminoacids in the C-terminus (258-261)
avoided TIGAR mobilization to the mitochondria
after hypoxia, although its bisphosphatase activity
remained unaltered.

The double mutant TM TIGAR/258-261 was not
able to reduce ROS levels (Bensaad et al., 2006;
Cheung et al., 2012). In conclusion, TIGAR lowers
ROS levels both by inhibiting glycolysis and by
enhancing an adequate mitochondrial function
coupling to HK2.

TIGAR effects have also been related to autophagy
as an inhibition of this cell process was described
when cells were exposed to stress conditions such as
nutrient starvation or metabolic stress, in parallel
with an overexpression of TIGAR and a decrease in
ROS cell levels. After TIGAR suppression,
autophagy was induced to moderate apoptotic
response by restraining ROS levels (Bensaad et al.,
2009).

The relation between autophagy and apoptosis can be
modulated differently depending on the stimulus and
cell type.
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Figure 4. Schematic representation of TIGAR in metabolic pathways. The main enzymes involved in glycolysis are shown, as well
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D-galactose (D-gal) treatment of neuroblastoma
cells induced necroptosis and autophagy, as shown
by upregulation of Bmf, Bnip3, Atg5 and TIGAR,
but there were no changes in expression in genes
related to apoptosis (Li et al., 2011).

Recently, it has been described a decrease in steady-
state. mRNA levels of TIGAR when the human
hepatocellular carcinoma HepG2 cell line was
exposed to high oxidative stress conditions induced
by the superoxide radical-generating menadione,
hydrogen peroxide (H202) or nutrient starvation, in
parallel with a down-regulation of the damage-
regulated autophagy modulator (DRAM). mRNA
levels of both genes were recovered when cells were
treated with antioxidants such as GSH or N-
acetylcysteine, suggesting a complex regulation of
tumor suppressor genes by ROS levels (Kim et al.,
2013). In front of a disruption in the homeostasis
balance of the cell, TIGAR would provide
cytoprotection by its antioxidant properties rather
than its ability to inhibit autophagy. After a
threatening stimulus, a rapid increase in the
autophagic flux occurs mostly regulated by post-
translational ~ modifications, followed by a
transcriptionally-mediated  delayed autophagyc
response phase, in which TP53 would be activated.
In this context, TIGAR would be rapidly
transactivated and would mediate its antioxidant
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response, while autophagy is enhanced by other
transcriptionally activated targets, such as DRAM
(Pietrocola et al., 2013). Some authors have
proposed a TP53-orchestrated mechanism by which
this protein would regulate stress-induced autophagy
by balancing two proteins with opposite effects:
TIGAR and DRAM (Dewaele et al., 2010; Zhang et
al., 2010).

In TP53 knock-out mice (TP53'/') cardioprotection
against ischemic injury and resistance to cardiac
remodeling were observed, and a significant TIGAR
overexpression was described. The TIGAR knock-
out (TIGAR'/ ") had the same effects and a
TP53-dependent mechanism of autophagy inhibition
through the mitophagy enhancer Bnip3 was
described. Double knock-out of TP53 and TIGAR
mice exposed to ischemia responded with an increase
in ROS levels, followed by an overexpression of
Bnip3 that lead to mitophagy and, thus,
cardioprotection. The activation of Bnip3 and
mitophagy was recovered by NAC, confirming that
TIGAR-mediated mitophagy inhibition is mediated
by ROS. Ventricular remodeling after myocardial
infarction is a consequence of both impaired
mitochondrial integrity and enhanced apoptosis,
whereas mitophagy helps cells to undergo
mitochondrial damage and avoid apoptosis, resulting
in a diminished initial infarct
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size, less ventricular remodeling and restored
homeostasis in ischemic myocardium (Kimata et al.,
2010; Hoshino et al., 2012).

The analysis of lung tissues from idiopathic
pulmonary fibrosis patients revealed decreased
autophagyc activity, evidenced by less LC3 and p62
expression. When these cells were treated with
TGFB in vitro, impairment in autophagy was
observed, in parallel with an increase in TIGAR
expression, although the possible mechanism
connecting TGFB and TIGAR was not described
(Patel et al., 2012).

In a co-culture system, Martinez-Outschoorn et al.
showed that oxidative stress-induced autophagy
correlated with Cav-1 downregulation in cancer
associated fibroblasts, and with overexpression of
TIGAR in adjacent cancer cells. Consequently,
autophagy cancer associated fibroblasts provide
recycled nutrients for cancer cell metabolism and,
moreover, prevent cancer cells death by upregulating
TIGAR and thus conferring resistance to apoptosis
and autophagy (Martinez-Outschoorn et al., 2010).
Further studies by the same group demonstrated that
the metabolic coupling between cancer cells and
fibroblasts can explain tamoxifen resistance as
cancer associated fibroblasts enhance the activity of
TIGAR in cancer cells, providing protection against
tamoxifen-induced apoptosis, which was much
higher in monocultures of cancer cells alone
(Martinez-Outschoorn et al., 2011). In another study,
glutamine was described as a needed factor for Cav-
1 downregulation in cancer associated fibroblasts
and for the decrease in autophagy mediators and
markers in cancer cells, establishing a model in
which autophagy fibroblasts may serve as a source
of glutamine to fuel cancer cell mitochondrial
activity. Therefore, a cycle between catabolic tumor
stroma cells and anabolic tumor cells has been
proposed to explain the relations between cells in
tumor environment (Ko et al., 2011).

Besides, TIGAR has also been proposed to be an
anticancer therapy target gene considering that
autophagy inhibition in cancer cells would probably
increase cell death (Dodson et al., 2013).

All these studies confirm that TIGAR functions are
not only restricted to glycolysis regulation, as this
protein plays key roles in different cell processes
involving oxidative stress restriction.

Activation and regulation

TIGAR belongs to that group of TP53 target genes
that become rapidly activated by low levels of stress.
There are two possible TP53 binding sites in TIGAR
gene: one upstream of the first exon (BS1) and one
within the 1% intron (BS2), which is the most
efficient one and has been validated by chromatin
immunoprecipitation (ChIP) analysis (Bensaad et
al., 2006).
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In an experimental approach, TIGAR was induced by
Actinomycin D and Adriamycin (Bensaad et al.,
2006), two well-known activators of TP53, and also
by Nutlin-3a, an antagonist of Mdm2 (Hasegawa et
al., 2009). Other stimuli that have been described to
trigger TIGAR expression are radiotherapy (Pefia-
Rico et al.,, 2011), glutamine (Ko et al., 2011),
chemotherapy (Madan et al., 2012), UV light (Madan
etal., 2012), TNFa and radiotherapy mimetics (Sinha
etal., 2013).

When DNA damage occurs, TP53 is expressed either
to repair DNA or lead the cell towards apoptosis.
High ROS levels can compromise DNA stability
which, in turn, could help cells to accumulate
mutations and become tumorigenic. As TIGAR
reduces ROS levels, it has been proposed as a tumor
suppressor gene, although it should be taken into
account that, as TIGAR can help tumor cells
survival, it could act as an oncogene in some
situations. TP53 is able to suppress tumor
development when mechanisms of apoptosis,
senescence and cell-cycle arrest are impeded. This
supports the idea that metabolism, and thereby
TIGAR, has a key role in cancer development (Li et
al., 2012; Valente et al., 2013).

TIGAR expression can also be modulated in a TP53
independent manner, as results from studies with the
TP53 null T98G and H1299 cell lines suggest
(Bensaad et al., 2006; Pefia-Rico et al., 2011). The
mechanisms implicated in the regulation of TIGAR
expression in the absence of TP53 are unclear. The
CRE-binding protein (CREB) has been described to
regulate TIGAR expression through a CRE-binding
site at the TIGAR promoter, which was first
annotated by bioinformatic analysis and then
confirmed by electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) and ChIP. CREB knockdown reduced
enhanced promoter activity and TIGAR expression;
whereas CREB overexpression resulted in enhanced
promoter activity and TIGAR expression levels (Zou
etal., 2013).

Another transcription factor, SP1, was found to bind
to TIGAR promoter in a SP1-binding site located in
a very short region (-56/-4) both in vitro and in vivo,
and was considered a key factor for proper basal
activity of TIGAR promoter (Zou et al., 2012).
Recently, some authors have identified HIF-1a as a
potential regulator of SCO2 and TIGAR gene
expression  suggesting the involvement of
P300/CBP-associated factor (PCAF) in differential
recruitment of HIF-1a and p53 to the promoter of
TIGAR and/or SCO2 genes in response of hypoxia
in tumoral cells (Rajendran et al., 2013).
Chromosomal rearrangements: copy number
variants

Some alterations affecting TIGAR genome region
have been described in patients, some of them
showed phenotypic effects.
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Gain  of 12:189578-34178209  resulted in
hydronephrosis, micrognathia, edema, depressed
nasal  bridge, tricuspid  regurgitation and
diaphragmatic eventration.

Patients with gain of 12:189561-41878937 suffered
global developmental delay.

The ones with gain of 12:230361-20643702 showed
intellectual disability and electroencephalogram
with localized low amplitude activity, whereas gain
of 12:191619-8327369 resulted in macroencephaly,
visual impairment, intellectual disability, muscular

Simon H, et al.

hipotonia, and seizures. For more information, see
DECIPHER.

Homology

Location in the mouse: chromosome 6, 61.92 cM,
127085116-127109550 bp, complement strand
(MGI). For a comparison of the gene among Homo
sapiens, mouse, rat, chimpanzee, cattle, rhesus
macaque, dog, chicken and zebrafish see MGI.

For all species known gene tree, see: Treefam
database.

Specie Gene Query cover E value Identity
Pan troglodytes BAC clone CH251-597E5 32% 0.0 93%
Pongo abelii BAC clone CH276-457P6 27% 0.0 94%
Gorilla gorilla BAC clone CH277-211C13 26% 0.0 93%
N. leucogenys CH271-261A22 28% 0.0 93%
Mus musculus RIKEN library, F630005B03 5% 0.0 93%
Gaiius gaiius Ribosomai protein S15 0% 6e-123 86%
Danio rerio Ribosomal protein S15 0% 2e-80 80%
Figure 5. Orthologs (adapted from BLAST Local Alignment Tool).
Substitutions
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Figure 6. Histogram of mutations found among the aminoacid sequence of TIGAR protein. The maximum number of substitutions
at any specific genomic region is represented in Y axis. R90G is the most common aminoacid substitution, caused by 5 different
genomic mutations. Histidine phosphatase family homolog domain is represented in green and copy number variants are
represented in blue (gain of function) and red (loss of function). Adapted from: COSMIC Database.
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Mutations

Note

There have been observed 22 somatic mutations in
patient tumor samples collected in the COSMIC
database.

Nonsense substitutions: 1, located in ¢.466G>T
(p.G156%).

Missense substitutions: 16, which represent 82% of
the mutations described among all patients. Only two
missense substitutions have been found in more than
one patient: ¢.268A>G (p.R90G) was found in 5
patients and ¢.215G>T (p.R72l) was found in 2
patients.

Synonymous substitutions: 4.

No deletions, insertions or chromosomal fusions in
TIGAR gene have been described in any tumor
sample.

Genomic variants

There are 878 SNP variants described but none of
them have clinical significance described
(GeneCards).

Implicated in

Various cancers

Prognosis

Despite that little is known about the implication of
TIGAR in cancer, there are some authors that point
out about the importance of p53 targets such as
cytochrome ¢ oxidase 2 (SCO2) or TIGAR in the
prognosis of breast cancer patients. Some studies
indicated that p53, the most commonly mutated
tumor suppressor gene, may have important
functions in the regulation of energy-generating
metabolic pathways that switch from oxidative
phosphorylation to glycolysis via the synthesis of
SCO2 and TIGAR (Won et al., 2012).

Oncogenesis

The p53 tumor suppressor pathway coordinates
DNA repair, cell-cycle arrest, apoptosis, and
senescence to preserve genomic stability and prevent
tumor formation. TIGAR has been identified as a
p53-inducible gene. TIGAR expression lowers
fructose-2,6-bisphosphate levels in cells, resulting in
an inhibition of glycolysis and an overall decrease in
ROS levels. These functions of TIGAR correlate
with an ability to protect cells from ROS-associated
apoptosis, and consequently, knockdown of
endogenous TIGAR expression sensitizes cells to
p53-induced death. Expression of TIGAR may
therefore modulate the apoptotic response to p53,
allowing survival in the face of mild or transient
stress signals that may be reversed or repaired. The
decrease of intracellular ROS levels in response to
TIGAR may also play a role in the ability of p53 to
protect from the accumulation of genomic damage
(Bensaad et al., 2006). In an in
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vitro model of nasopharyngeal cancer, 1-(3-C-
ethynyl-beta-d-ribo-pentofuranosyl) cytosine
(ECyd), a RNA-nucleoside anti-metabolite with
potent anticancer activity, acts by downregulating
TIGAR and depleting NADPH. The overexpression
of TIGAR was able to rescue cells from ECyd-
induced growth inhibition, demonstrating a novel
mechanistic action of ECyd on TIGAR. This study
suggests a novel link between RNA metabolism and
TIGAR regulation (Lui et al., 2010). In human
cervical carcinoma cells, RNAi-mediated citrate
synthase knockdown accelerated cancer cell
metastasis and proliferation being these effects
related to deregulation of the p53/TIGAR and SCO2
pathways (Lin et al., 2012). In other studies, TIGAR
also  mediates  de-phosphorylation of RB
(retinoblastoma) and stabilisation of RB-E2F1
complex thus delaying the entry of cells in S phase
of the cell cycle. Thus, TIGAR inhibits proliferation
of cancer cells and increases drug-mediated tumour
regression by promoting p53-mediated cell-cycle
arrest (Madan et al., 2011; Madan et al., 2012).

Hepatic cancer

Note

Silencing TIGAR by RNAI induces apoptotic and
autophagy cell death in HepG2 cells, and this data
raise hope for the future successful application of
TIGAR siRNA in patients with hepatocellular
carcinoma (HCC) (Ye et al., 2013).

Breast cancer

Note

In a model of MCF7 breast cancer cells co-cultured
with non-transformed fibroblasts, glutamine protects
MCFT7 cells against apoptosis, via the upregulation of
the anti-apoptotic and anti-autophagic protein
TIGAR (Martinez-Outschoorn et al., 2011). The
authors showed that glutamine cooperates with
stromal fibroblasts to confer tamoxifen-resistance in
MCF7 cancer cells (Ko et al., 2011). Moreover, Won
et al. (2012) have analysed the expression of p53,
SCO2, TIGAR, and COX in 113 cases of invasive
breast cancer using immunohistochemistry. A high
expression of p53, SCO2, TIGAR, and COX was
noted in 27,5% (31 cases), 84,1% (95 cases), 74,3%
(84 cases), and 73,4% (83 cases) of the breast tumors,
respectively. A high p53 expression was
significantly associated with low expression levels of
SCO2 (P =.008), COX (P <.0001), and TIGAR (P
=.007). These results suggest that p53 can modulate
the metabolic pathways via the proteins SCO2 and
TIGAR in human breast cancer. TIGAR and p53 can
lower the cellular sensitivity to ROS-associated
apoptosis, and this potentially contributes to the
survival of cells undergoing mild, reversible stress
by different anti-tumoral drugs (Won et al., 2012).
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Head and neck cancer

Note

In a nasopharyngeal cancer, the onco-protein kinase
c-Met maintains TIGAR expression. Inhibition of c-
Met resulted in significant downregulation of
TIGAR and subsequent depletion of intracellular
NADPH. The results provide the first evidence
linking c-Met, TIGAR and NADPH regulation in
human cancer cells suggesting that inhibition of a
tyrosine kinase/TIGAR/NADPH cascade may have
therapeutic applicability in human cancers (Lui et
al., 2011).

Lung cancer

Note

Sinthupibulyakit et al. (2010) have shown that a
glycolytic inhibitor, 2-deoxy-D-glucose (2DG),
exhibits a cytotoxic effect on non-small cell lung
cancer in a p53-dependent manner. 2DG
significantly inhibits ATP production in p53-
deficient lung cancer cells (H358) but not in p53-wt
cells (A549). This effect is explained by the ROS
increase from OXPHOS that induces the expression
of p53 antioxidants targets such as cytochrome ¢
oxidase 2 (SCO2) and TIGAR. Therefore, killing of
cancer cells by this inhibitor of glycolysis is more
efficient in cancer cells without functional p53 that
protects against metabolic stress by up-regulation of
TIGAR (Sinthupibulyakit et al., 2010).

Other authors point out the importance of autophagy
as a cellular homeostatic process to determine cell
fate decisions under conditions of stress.
Deregulation of autophagy impacts numerous
human diseases including cancer and chronic lung
diseases. TIGAR could be implicated in the
impairment of autophagy by TGF-B(1) and may
represent a mechanism for the promotion of
fibrogenesis in idiopathic pulmonary fibrosis (Patel
etal., 2012).

Intestinal cancer and
ulcerative colitis

Note

The ability of TIGAR to contribute to the growth and
survival of cells in rapidly proliferating tissue
suggested a possible contribution of TIGAR to the
development or progression of malignancies. In a
mouse model of intestinal tumor induced by deletion
of APC in the intestinal stem cells, TIGAR
expression was increased and a reduction in tumor
development and an enhancement of survival in
TIGAR-/- mice were described. Furthermore, using
an in vitro organoid culture model, impaired growth
of TIGAR-/- cells derived from the crypt of the small
intestine was rescued by supplementation with
nucleosides and the antioxidant N-acetyl cysteine In
the other hand, in a mouse model of ulcerative colitis
TIGAR plays an important role in
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tissue regeneration and that lack of TIGAR results in
a failure to repair damaged intestinal epithelium.
TIGAR is overexpressed in crypts during the
recovery of proliferation in WT mice. The lack of
TIGAR results in a failure to repair damaged
intestinal epithelium and increase in oxidative
damage. In these systems, therefore, TIGAR
expression is necessary to maintain normal healthy
tissues following stress or damage. Therefore, while
loss of TIGAR is deleterious to the recovery from
intestinal damage, lack of TIGAR becomes
advantageous under conditions where enhanced
proliferation occurs in the context of tumor
development and progression of malignancies. In
conclusion, TIGAR is not required for normal tissue
growth and development but becomes important in
supporting rapid proliferation in adult intestinal
epithelium (Cheung et al., 2013).

Multiple myeloma

Note

Multiple myeloma cells present problems in the
expression of oncoprotein MUC1-C. The inhibition
of MUC1-C increases ROS and is also associated
with down-regulation of TIGAR, resulting in the
decrease in NADPH and glutathione (GSH) levels.
The suppression of TIGAR and NADPH levels
contributes to ROS-mediated apoptosis/necrosis of
multiple myeloma cells. These findings indicate that
multiple myeloma cells are dependent on MUC1-C
and TIGAR for maintenance of redox balance and
that targeting MUC1-C activates a cascade involving
TIGAR suppression that contributes to multiple
myeloma cell death (Yin et al., 2012).

Chronic lymphocytic leukemia

Note

In chronic lymphocytic leukemia a correlation
between sensitivity to fludarabine and TIGAR
induction mediated by p53 was described. The
sensitivity of fludarabine was variable despite all
patients analysed had wild type p53 (L6pez-Guerra
et al., 2008).

Cervix carcinoma

Note

In human cervical carcinoma cells, RNAi-mediated
citrate synthase inhibition accelerated cancer cell
proliferation and metastasis in in vitro assays and in
vivo tumor xenograft models. The main effects of
this knockdown are related with severe defects in
respiratory activity and marked decreases in ATP
production, but increases in glycolytic metabolism,
resulted from deregulation of the p53/TIGAR and
SCO2 pathways. This phenotypic change was
completely reversed by p53 reactivation suggesting
the implication of TIGAR in this malignant
proliferation (Lin et al., 2012).
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Glioblastoma

Note

Wanka et al. (2012) have shown in glioblastoma that
TIGAR is overexpressed and its expression reduces
cell death induced by glucose and oxygen restriction.
Metabolic analyses reveal that TIGAR inhibits
glycolysis and promotes respiration. Further,
generation of ROS is reduced whereas levels of
reduced GSH are elevated in TIGAR-expressing
cells (Wanka et al., 2012). These results agree with
the potential of TIGAR as an antitumoral target
demonstrated by Pefia-Rico et al. (2011), who
analysed the effects of TIGAR knockdown in
U87MG and T98G glioblastoma-derived cell lines
and concluded that TIGAR abrogation provides a
novel adjunctive therapeutic strategy against glial
tumors by increasing radiation-induced cell
impairment, thus allowing the use of lower
radiotherapeutic doses. Gliomas are resistant to
radiation therapy, as well as to TNFa induced killing.
Radiation-induced TNFa triggers Nuclear Factor kB
(NFxB)-mediated radioresistance. The existence of
ATM-NFkB axis that regulates the metabolic
modulator TIGAR suggests its implication in the
mechanisms through which inflammation could
affect resistance and adaptation to radiomimetics
despite concurrent induction of death (Sinha et al.,
2013).

Recently, in a neuroblastoma SH-SY5Y cell model
a novedous sonodynamic therapy has been assayed.
This noninvasive modality for cancer treatment is
based on the selective activation of a sonosensitizer
agent by acoustic cavitation. The activated
sonosensitizer agent might generate reactive oxygen
species leading to cancer cell death. This therapy
showed a significant decrease in SH-SY5Y cell
proliferation in vitro in two and three-dimensional
neuroblastoma models and this effect was
accompanied by a significant decrease in the TIGAR
MRNA expression 24 hours after sonodynamic
treatment (Canaparo et al., 2013).

Alzheimer's disease
and neurodegeneration

Note

Some authors reported that TIGAR protein levels
were decreased in various stages of Alzheimer's
disease dementia severity, suggesting diminishing
effect of ATM-p53 signalling in counteracting cell
death induced by glycolysissfOXPHOS. The
progressive decrease of TIGAR expression reported
agrees with the findings of altered post-translational
modification of TP53, which result in increased
formation of functionally inactive TP53 monomers
and dimers, but not functionally active TP53
tetramers in Alzheimer's disease patients' brains (Di
Domenico et al.,, 2009; Katsel et al., 2013).
Moreover, the reported elevated expression of
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conformationally altered unfolded TP53 in
peripheral blood cells from patients with Alzheimer's
disease (Uberti et al., 2008) raises the question of the
impact of protein structural changes on the TP53
activity during progression of dementia. TP53
activates TIGAR under low levels of stress.
However, following extended exposure to stress and
the induction of the TP53-mediated apoptotic
response, TIGAR expression is reduced, suggesting
that the induction of the apoptotic response may
reflect the loss of protection by the TP53-inducible
survival signals (Bensaad et al., 2006). Therefore,
TIGAR may play a critical role in the switch of
TP53-induced responses to stress and a decrease in
its expression may have negative consequences for
the survival of cells during progression of dementia
(Madan et al., 2012).

Diabetes and obesity

Note

Studies performed in rats with diabetes mellitus to
evaluate the potential role of p53 and its
transcriptional ~ targets in  exercise-induced
mitochondrial adaptation in skeletal muscle showed
a decrease in p53 and TIGAR protein levels,
indicating that exercise training can attenuate
oxidative stress and increase mitochondrial DNA
content in skeletal muscle. Agreeing with these
results, suppression of p53 and TIGAR expression
could play a role in preventing oxidative stress in
insulin resistance (Qi et al., 2011).

In the same direction Derdak et al. (2011) reported
that susceptibility to ethanol-induced liver damage in
different rat strains and the promotion of insulin
resistance is correlated with p53 activation and the
activation of TIGAR.

To be noted

Conclusion: In summary, since TIGAR was
discovered in 2006 as a p53 target activated in
response to moderated stress, several functions
related to its fructose2,6-bisphosphatase activity
have been described. TIGAR has become a key
protein in the regulation of cell processes such as
apoptosis, autophagy, DNA repair and control of
oxidative stress, determining the fate of the cell in
response to different insults. The role of TIGAR in
maintaining tumor cell survival is highlighted by the
fact that some tumor types have elevated levels of
TIGAR expression (Wanka et al., 2012; Won et al.,
2012) and the inhibition of different therapeutic
targets is associated with a decrease of TIGAR
expression. TIGAR can helps to support
tumorigenesis by limiting ROS and providing
precursors for nucleotide synthesis. These data
predict that inhibition of TIGAR may carry
therapeutic advantage in cancer treatments as
demonstrated in different cancer models (Pefia et
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al., 2011; Martinez-Outschoorn et al., 2011; Cheung
etal., 2013).
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i (Manzano et al., 1998) (Figure 1).

Identlty Location in the mouse: chromosome 2, 8,73 cM,
Other names: IPFK2, PFK2 11471430-11502101 bp, complement strand (MGI).
HGNC (Hugo): PFKFB3 For a comparison of the gene of Homo sapiens, mouse
Location: 10p15.1 rat, cattle, chimpanzee and domestic dog see: (MGI)
Note: The human PFKFB3 gene is located on the Also for all species known gene tree, see: Treefam
short arm of chromosome 10 at position 10p15.1 database.
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Figure 1. Localization of human PFKFB3 gene by in s itu hybridization.
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Figure 2. Splicing pattern of the human PFKFB3 gene
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splicing and the protein sequence derived. The sequences of UBI2K4 and UBI2K5 isoforms corresponds to iPFKFB3 and uPFKFB3,

respectively.

DNA/RNA

Description

The human PFKFB3 is composed of 19 exons spanning
genomic region about 90,6 Kb (GenBank).

Alternative splicing variants have been reportede T
main variants corresponding to mRNAs of 4453 bp and
4224 bp for the variant 1 u-PFK2 (NM_004566.3) and
variant 2 i-PFK2 (NM_001145443.1), respectively
(Figure 2).

Transcription

The human PFKFB3 coding sequence consists of 1503
bp for i-PFK2 and 1563 bp for u-PFK2 from the start

codon to the stop codon.
Multiple alternatively spliced transcript variantsve

been found for this gene. (Entrez Gene)
(OTTMUSG00000011314).

Pseudogene

No pseudogene of PFKFB3 known.
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Protein

Description

PFKFB3 protein consists of two homodimeric subunits
of 520 amino acids, with a molecular weight of 5960
Da for each subunit.

The monomer structure is divided into two functiona
domains within the same polypeptidic chain (El-
Maghrabi et al., 1982; Okar et al., 2001; Pilkisa&t
1995).

The finding of mutations that affect kinase activitf

the enzyme (Kurland et al.,, 1995; Li et al.,, 1992b;
Rider et al., 1994), and the localization of ABAn the
structure, lead to the identification of the N-témed
domain as the kinase domain, which catalyses the
synthesis of Fru-2,6-Pusing fructose-6-phosphate and
adenosine-5-triphosphate (ATP) as substrates (€&igur
3).

On the other hand, structural and sequence homology
with yeast phosphoglycerate mutase (Winn et aB1)9
and rat acid phosphatase (Schneider et al., 1888)g
with the location of
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mutations that affect Fru-2,6-Pase activity (Liadt,
1992a; Li et al., 1992c; Lin et al., 1992; Taulérae,
1990) suggested the C-terminal domain to contaén th
bisphosphatase activity of the enzyme.

This domain is responsible for the hydrolytic
degradation of Fru-2,6,P into fructose-6-P and
inorganic phosphate (Pi).

These two mutually opposing catalytic activitie® ar
controlled by different mechanisms such that either
activity is predominant in a given physiological
condition. Ultimately, 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-2)
activities control Fru-2,6-Psynthesis and degradation,
regulating the rate of glucose metabolism.

Different PFK-2/FBPase-2 isoenzymes have been
described, sharing high sequence similarity (85%).
PFKFB3 isoenzyme has some structural differences
with the other isoforms.

The conformations of the substrate loops in thedeén
domain are different from those of other isoforms
(Hasemann et al., 1996; Lee et al., 2003), giving a
structural explanation for the higher kinase atfivi
Moreover, the N-terminus binds to the bisphospleatas
domain to produce a conformational change in the
active pocket to enhance inhibitory binding of prod
(Kim et al., 2006). Residues 4-15 of the kinase @iom
form ap-hairpin structure and the rest is used as an arm
connecting the hairpin

Figure 3

Novellasdemunt L, et al.

to the bisphosphatase domain. Additionally, the
contacting area of the bisphosphatase domain is
functionally very sensitive due to the residuesiaal

for binding of both product and substrate are ledat
very close (Kim et al., 2006). The low bisphospkata
activity of PFKFB3, which is lower than that of eth
isoforms by an order of magnitude, is due to the
presence of a serine at residue 302 instead of an
arginine as conserved in the other isoforms. This
residue is said to interact with the 2-phosphatd an
further stabilizes the transitions state (Cavaéeral.,
2012; Kim et al., 2006).

Expression

The PFKFB3 gene product is present in proliferating
tissues (Duran et al., 2008a; Duran et al., 2009e6

et al., 2000; Manzano et al., 1998; Sakai et &96}
and transformed cells (Calvo et al., 2006; Chesstey
al., 1999; Hamilton et al., 1997; Minchenko et al.,
2002; Novellasdemunt et al., 2012; Obach et aD420
Riera et al., 2002) and various tumors (Atsumilet a
2002; Fleischer et al., 2011; Kessler et al., 2008
high kinase/ bisphosphatase activity ratio of this
isoenzyme can explain the high Fru-2 £f¢und in the
cells where it is present, which in turn sustaimghh
glycolytic rates and it is crucial in supportingogiing
and proliferant cell metabolism.

T [Fru-2,6-7,] X | PFK-2 FBPase-2
ATP Fructose 6-phosphate Pi
PFK-2 FBPase-2
ADP Fructose 2,6-bisphosphate

Figure 3. Scheme of the 6-phosphofructo-2-kinase/fr

uctose-2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-2) activity

Bartrons, 2013

. PFKFB3 protein

consists of two homodimeric subunits of 59,6 KDa. The monomer structure contains two functional domains; kinase and bisphosphatase,
located at N-terminal and C-terminal regions, respectively. PFKFB3 has the highest Kinase/Bisphosphatase activity ratio (K/B=700)

which promotes high concentrations of Fru-2,6-P.

Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2013; 17(9)
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PFKFB3 gene has been found to be expressed in
different cell systems. During C2C12 myogenic cell
differentiation, the 6-phosphofructo-2-kinase
isoenzyme, product of the PFKFB3 gene, is
downregulated, being the PFKFB3 isoenzyme degraded
through the ubiquitin-proteasome proteolytic pathwa
(Riera et al., 2003). In neurons, PFKFB3 is cortbtan
subjected to  proteasome  degradation after
ubiquitylation by the E3 ubiquitin ligase APC/C-Qdh
The activity of this complex is determinant in
controlling the protein levels of PFKFB3 and hetize
rate of glucose consumption through glycolysis. The
function of APC/C is strictly dependent on the prese

of Cdhl, which is very abundant in these cells. In
contrast, astrocytes express very low Cdhl levets a
therefore APC/C activity is negligible. Accordingly
PFKFB3 protein levels are high and glycolysis itvac

in astrocytes owing to the low levels of Cdh1l. &ctf
overexpression of Cdhl in astrocytes destabilizes
PFKFB3 and concomitantly decreases the rate of
glycolysis (Fernandez-Fernandez et al., 2012). The
later finding that the activity of the PFKFB3 isagme

is regulated in cancer cells by APC/C-Cdhl (Almeida
et al., 2010) led to the identification of the ral&this
ubiquitin ligase in the metabolic regulation of tbell
cycle and therefore of cell proliferation (Moncadt
al., 2012).

The regulatory component of this complex, Cdhl, has
been shown to be downregulated during malignant
progression and tumor formation. A decrease in the
activity of APC/C-Cdhl in mid-to-late G1 phase,ttha
has been described as the nutrient-sensitive gésiri
point and is responsible for the transition fromtG 15,
leads to the accumulation of PFKFB3 and enhancaes th
glycolytic flux in malignant cells. PFKFB3 is also
substrate at the onset of S-phase for the ubigligi@se
SCF (SkpZl/cullin/F-boxB-TrCP (3-transducin repeat-
containing protein), so that the activity of PFKFB&3
short-lasting, coinciding with a peak in glycolysrs
mid-to-late G1, demonstrating that proliferatiorddhe
induction of aerobic glycolysis are both essential
components of neoplastic transformation (Moncada et
al., 2012).

PFKFB3 has also been found in testis. In aduletest
both PFKFB3 and PFKFB4 isoenzymes are present.
PFKFB3 is located across the seminiferous epitheliu
whereas expression of PFKFB4 is restricted to the
spermatogenic cells, being the only one present in
mature spermatozoa (Gomez et al.,
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2005). This differential distribution supports thdea
that the cell-specific isoenzymes are able to atfegt
kinetic and regulatory enzymatic properties to the
metabolic demand of a particular tissue or celtusta
Thus, in parallel with spermatogenesis and
spermiogenesis, PFKFB isoenzyme expression
switches from PFKFB3, which is required during the
proliferative phase, to the testis isoform PFKFB4,
which is germ cell specific (Gomez et al., 2012 nt&a

et al., 2009).

In mouse hypothalami, PFKFB3 mRNA levels are
increased by 10-fold in response to re-feedingthim
hypothalamus, re-feeding also decreases the
phosphorylation of AMP-activated protein kinase
(AMPK) (Thrl72) and the mRNA levels of agouti-
related protein (AgRP), and increases the mRNAIl¢eve
of cocaine-amphetamine-related transcript (CART).

In addition, knockdown of PFKFB3 in N-43/5 neurons
causes a decrease in rates of glycolysis, which is
accompanied by increased AMPK phosphorylation,
increased AgRP mRNA levels and decreased CART
MRNA levels. In contrast, overexpression of PFKFB3
in N-43/5 neurons causes an increase in glycolysis,
which was accompanied by decreased AMPK
phosphorylation and decreased AgRP mRNA levels
and increased CART mRNA levels. Together, these
results suggest that PFKFB3 responds to re-feeding,
which in turn stimulates hypothalamic glycolysisdan
decreases hypothalamic AMPK phosphorylation and
alters neuropeptide expression in a pattern that is
associated with suppression of food intake (Lilet a
2012).

Recent results have shown that the tumour suppresso
PTEN promotes APC/C-Cdhl activity (Song et al.,
2011) and that cells from mice overexpressing PTEN
exhibit reduced glucose and glutamine uptake aed ar
resistant to oncogenic transformation (Garcia-Cao e
al., 2012). Studies on the possible connection éetw
APC/C-Cdhl and the metabolic effects of other tumou
suppressors such as p53 (Feng and Levine, 2010) or
known proto-oncogenes such as c-Myc (Morrish et al.
2008) and Akt (Matheny and Adamo, 2009) are also
likely to be highly relevant.

Localisation

PFKFB3 protein is predominantly cytoplasmic but it

has been found also into the nucleus. PFKFB3
overexpression produces a marked increase in cell
proliferation.
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Table |
PFKFB1 Xq27-q28 Xq22-931 2,5 (ratliver) IPFK-2 (liver)
0.4 (rat muscle) mPFK-2 (muscle) PKA

fPFK-2 (foetal)

PFKFB2 1931 13q24-925 1,8 (bovine heart) hPFK-2 (heart) PKA, PKC, PKB,
AMPK
PFKFB3 10p14-p15 710(human  placenta) uPFK-2 (brain,
3,1(bovine brain) placenta) AMPK, PKC, PKA |
iPFK-2 (inducible) RSK, MK2
PFKFB4 3p22-p21 0,9 (human testis) tPFK-2 (testis)
4 9(rat testis)

Figure 4. PFKFB3 activities and function in the gly  colytic pathway.
Figure 5. Analysis of the 5' PFKFB3 human gene prom  oter region. Putative regulatory elements in the PFKFB3 gene promoter.
Table I. Properties of PFKFB genes.
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Function

These effects on proliferation were completely
abrogated by mutating either the active site odearc
localization residues of PFKFB3, demonstrating a
requirement for nuclear delivery of Fru-2,6-®hich
produced an increase in the expression of sevenal k
cell cycle proteins, including cyclin-dependent dse
Cdkl, Cdc25C, and cyclin D3 and decreased the
expression of the cell cycle inhibitor p27, a unsat
inhibitor of Cdk-1 and the cell cycle, indicatinbat
Fru-2,6-B may couple the activation of glucose
metabolism with cell proliferation (Yalcin et al.,
2009a).
Synthesis  and
bisphosphate:

- Kinase catalytic activity: ATP + D-fructose-6-
phosphate = ADP + beta-D-fructose-2,6-bisphosphate

- Phosphatase catalytic activity:Beta-D-fructose-2,6-
bisphosphate + 0 = D-fructose-6-phosphate +
phosphate

The rate of glycolytic flux is controlled at diffemt
levels and by different mechanisms: substrate
availability, enzyme concentrations, allostericeetbrs
and covalent modification on regulatory enzymese On
of the critically modulated steps is that catalybgds-
phosphofructo-1-kinase (PFK-1), with fructose-2,6-
bisphosphate (Fru-2,6-P2) being its most powerful
allosteric activator (Okar and Lange, 1999; Rideale
2004; Van Schaftingen, 1987).

Fru-2,6-P2 relieves ATP inhibiton and acts
synergistically with AMP, and in addition it inhibi
fructose 1,6-bisphosphatase (Van Schaftingen, 1987)
These properties confer to this metabolite a kds iro

the control of fructose-6-P/fructose-1,6-P2 sulbstra
cycle and hence critically regulate carbohydrate
metabolism (Figure 4).

PFKFB genes

In mammals, there are four PFKFB genes (PFKFB1,
PFKFB2, PFKFB3 and PFKFB4) which code for the
different PFK-2/FBPase-2 isoenzymes, characterized
by their cellular expression patterns. These isofor
share highly conserved core catalytic domains (85%)
but differ greatly in their kinetic properties and
responses to regulatory signals (Okar et al., 2001)
These differences are mostly due to highly diverdgén
and C-terminal regulatory domains; however, a fetwv b
significant sequence differences in the catalytic
domains that constitute the secondary residue sshell
surrounding the active sites also contribute to the
kinetic differences (Cavalier et al., 2012).

These isoforms show differences in their distrioti
and kinetic properties in response to allosterieaors,
hormonal, and growth factor signals (Okar et &0QD).
The expression of these genes is dependent ore tissu
and on development stage (Goren et al., 2000).
Importantly, tissue- and cell-specific isoenzymes a
not totally exclusive and several cells expressemor
than one isoenzyme (Calvo et al., 2006; Minchenko e

degradation of  fructose-2,6-
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al., 2005a; Minchenko et al., 2005b; Telang et al.,
2006).

This pattern of expression suggests that each
isoenzyme plays a key role under different
physiological conditions or in response to diffdéren
stimuli.

Although the PFKFB isoenzymes have the same
enzymatic activities and share the same substrates,
indicating functional redundancy, their biological
function and regulation is different in the specifells
(Table I).

PFKFB1 is mainly expressed in liver and skeletal
muscle, PFKFB2 in heart tissue, PFKFB3 is expressed
ubiquitously in several tissue and proliferatindls;e
and PFKFB4 was originally found in testis (Okaakt
2001).

PFKFB3 has a uniquely large 6-phosphofructo-2-
kinase to fructose-2,6-bisphosphatase activity orati
compared to other isoforms (Sakakibara et al., 1.997
This isoform, which has a native activity ratio of
roughly 700-fold kinase-to-phosphatase activity,
dramatically increases upon phosphorylation of 6&r4
by protein kinase A (PKA), AMP-dependent protein
kinase (AMPK) or other kinases.

The low bisphosphatase activity of PFKFB3, which is
lower than that of other isoforms by an order of
magnitude, is solely due to the presence of a eexin
residue 302 instead of an arginine as conservefein
other isoforms (Cavalier et al., 2012; Kim et aD06).
PFKFB3 gene was cloned from a fetal brain library
(Manzano et al., 1998; Ventura et al., 1995), human
placenta (Sakai et al., 1996) and breast cancds cel
(Hamilton et al., 1997).

PFKFB3 is expressed ubiquitously and it is present
proliferating tissues, transformed cells and in duns
(Almeida et al., 2010; Atsumi et al., 2002; Bandale
2005; Calvo et al., 2006; Chesney et al., 1999 aDut

al., 2008a; Duran et al., 2009; Kessler et al.,8200
Novellasdemunt et al., 2012; Riera et al., 2002rivia

et al., 2009b). An inducible PFK-2/FBPase-2 (iPFK-2
with proto-oncogenic features was cloned from cance
cell lines (Chesney et al., 1999).

The iPFK-2 represents a splice product of the PFKFB
gene, as does the ubiquitous PFK-2/FBPase-2 (uPFK-
2) (Navarro-Sabate et al., 2001). In human bradveh
been demonstrated the occurrence of six alterrgtive
spliced PFKFB3 transcripts, designated UBI2K1-6
splice isoforms of ubiquitous 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (Kessler and
Eschrich, 2001).

Regulation:

PFKFB3 gene is regulated by different mechanisms.
Induction of its expression has been reported in
response to different stimuli, amongst these apokia
(Bartrons and Caro, 2007; Minchenko et al., 2002;
Obach et al., 2004) and progestins (Hamilton et al.
1997; Novellasdemunt et al., 2012), through HIF
(Hypoxia Inducible Factor) and PR (progesterone
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receptor) interactions within their binding to the
consensus HRE (Hypoxia response element) and PRE
(progesterone response element) sites located at
PFKFB3 promoter, respectively. Growth factors such
as insulin (Riera et al., 2002) and pro-inflammgator
molecules (Chesney et al., 1999) such as IL-6 (Agtdo
al., 2010), LPS and adenosine (Ruiz-Garcia et al.,
2011) or in response to stress stimuli (NaGIOK UV
radiation or anisomycin) through SRF (Serum
Response Factor) and its binding to SRE (Serum
response element) site (Novellasdemunt et al., 013
(Figure 5). The proinflammatory cytokine interlenki
(-6) enhances glycolysis through activation of
PFKFB3 as a consequence of the STAT3 activation
(Ando et al., 2010). PFKFB3 is also a target gehe o
PPARy. Additionally, PFKFB3 is involved in the
antidiabetic effect of PPAR activation, at least, by
suppressing excessive fatty acid oxidation-related
reactive oxygen species (ROS) production and
inflammatory responses in adipose tissue/adipocytes
(Huo et al., 2010).

The product of the PFKFB3 gene, the bifunctional
enzyme 6-phosphofructo-2-kinase/  fructose-2,6-
bisphosphatase, is also controlled by different
mechanisms. In addition to the gene expression
regulation, the C-terminal domain can be
phosphorylated at Ser461 by different protein késas
such as AMP-activated protein kinase (AMPK) (Bando
et al, 2005; Marsin et al, 2002), RSK
(Novellasdemunt et al, 2012) and MK2
(Novellasdemunt et al., 2013) (Figure 6).

Ser461 can also be phosphorylated by PKC and PKA
making it responsive to multiple external signals
(Okamura and Sakakibara, 1998). Phosphorylated
PFKFB3 kinetics shows an increase in Vmax of the
kinase activity and a decreased Km for Fru-6-P @imar

et al., 2002; Novellasdemunt et al., 2012). Furtiee,

the PFKFB3 isoenzyme was found to be regulated
through the PI3K (phosphoinositide 3-
kinase)/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin)
pathway, turning it into a target of growth factors
signalling (Duran et al., 2009; Garcia-Cao et 2012)
(Figure 7).

Furthermore, the mRNAs of all PFKFB3 isoforms
contain multiple copies of the AUUUA instability
motif in its 30 untranslated region (30UTR) (Chesne
et al., 1999). AU-rich elements (AREs) target them
RNAs of proto-oncogenes and pro-inflammatory
cytokines for rapid degradation and regulate the
efficiency of their translation into proteins (Chand
Shyu, 1995).

Also, PFKFB3 isoenzyme is regulated by modulation
of its protein stability. Thus, it is degraded thgh the
ubiquitin/proteasome proteolytic pathway (Rieraakt
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2003). PFKFB3 but not the other isoenzymes, costain
a recognition signal composed of a K-E-N box
(KENXXXN), where K is lysine, E is glutamate and N

is asparagine, that is recognized by the anaphase-
promoting complex/cyclosome (APC/Cdhl), an E3
ubiquitin ligase complex that plays an essentié o

G1 phase and mitosis through the degradation of
several cell cycle proteins and PFKFB3 (Almeidalet
2010).

Homology

It appears that the use of Fru-2,6-# a regulatory
metabolite is a specifically eukaryotic phenomenon.
The most plausible hypothesis for the origin of the
PFK-2/FBPase-2 would be the fusion of two ancestral
genes coding for a kinase functional unit and a
phosphohydrolase/mutase unit, respectively. From
protein sequence alignments, it is clear that the
bisphosphatase activity located in the C-terminal
domain of the PFK-2/FBPase-2 is homologous to the
phosphoglyceratemutases (PGMs) and the acid
phosphatase family (Jedrzejas, 2000; Okar et@D1p
Alignments of the bisphosphatase domain with PGM
and acid phosphatase can be accessed at InterPro.
The N-terminal PFK-2 domain is sequentially and
structurally homologous to several nucleotide bigdi
proteins, primarily that of adenylate kinase otéli.

Mutations

Note

No PFKFB mutations have been collected in the
COSMIC database. A lot of SNPs have been described,
but they are not affecting to coding sequences9231
NCBI SNPs in PFKFB3 are shown (GeneCard).

Germinal

No germinal
described.

Somatic

Loss of heterozygosity (LOH) of PFKFB3 has been
found in 55% of glioblastomas. The allelic deletioi
PFKFB3 resulted in a decrease of PFKFB3 mRNA
level accompanied by a lower PFKFB3 protein level.
The expression of growth-inhibiting splice variant
UBI2K4 was effectively reduced in glioblastomashwit
PFKFB3 LOH and a positive correlation with overall
PFKFB3 expression was observed. The PFKFB3 LOH
as well as the resulting low UBI2K4 expression leve
was associated with a poor prognosis of glioblastom
patients. It was concluded that LOH on 10p14-p15 in
glioblastomas targets PFKFB3 and in particularcspli
variant UBI2K4, a putative tumor suppressor protain
glioblastomas (Fleischer et al., 2011).

mutations of PFKFB3 have been
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Figure 6
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Figure 6. PFKFB3 phosphorylation sites.  The residues Ser461 and Ser478 correspond to PFKFB3 isoenzyme and are equivalent to
Ser466 and Ser483 of the PFKFB2 isoenzyme. The colours represent the phosphorylation residues (red), residues fully conserved in all
or at least one of the isoforms (green), similar residues (yellow) and different residues (black).

Figure 7. Differential physiological factors regulate PFKFB3 gene expression and its isoenzyme activity through phosphorylation of
Ser461.
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Implicated in

Various cancers

Prognosis

At least 6 alternatively spliced variants of PFKFB3
MRNA are known in humans (UBI2K1-6) (Figure 2).
Thus, each might have a different contribution to
prognosis of tumors. UBI2K5 and UBI2K6 are the
predominant splice variants found in rapidly
proliferating high-grade astrocytomas while the
expression of UBI2K3 and UBI2K4 is mainly restridte
to low-grade astrocytomas and non-neoplastic brain
tissue (Zscharnack, 2009).

Oncogenesis

Enhanced glycolysis is important for oncogenesid an
for the survival and proliferation of cancer catisthe
tumor microenvironment. Neoplastic cells metabolize
abundant glucose relative to normal cells in oraer
satisfy the increased energetic and anabolic neéds
the transformed state. Moreover, most of tumoues ar
subjected to hypoxic conditions due to the abnormal
vasculature that supply them with oxygen and notsie

A key step in controlling glycolytic rate is Frué2p,
levels. This is controlled, in tumoral cells, mgiriy
PFKFB3 which, in turn, is activated by mitogenic,
inflammatory and hypoxic stimuli, and is found te b
constitutively expressed by several human leukemias
and solid tumor cells (Bartrons and Caro, 2007;
Chesney, 2006).

Thyroid and ovarian cancer

Note

Increments in the expression of PFKFB3 mRNA and
protein were reported in ovarian and thyroid
carcinomas using in situ hybridization and
immunohistochemistry analysis (Atsumi et al., 2002)

Breast cancer

Note

PFKFB3 was firstly identified as a progesterone
responding gene (PRG1) in human breast cancer cell
lines (Hamilton et al., 1997). Afterwards,
overexpression of PFKFB3 in T47D and MCF7 cells
has been probed and the regulatory mechanism of the
protein and gene regulation have been described
(Novellasdemunt et al., 2012; Obach et al., 2004).
PFKFB3 has also been identified, using loss-of-
function screen, as a gene required for cell groavith
proliferation in CD44+CD24- human breast cancer
cells (Marotta et al., 2011).

Lung cancer

Note

Heterozygotic genomic deletion of the inducible
PFKFB3 gene in ras-transformed mouse Iung
fibroblasts suppresses Fru-2,6gPoduction, glycolytic
flux to lactate, and growth as soft agar colonies o
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tumors in athymic mice (Atsumi et al., 2002; Telaig
al., 2006).

Gastric and pancreas cancer

Note

The expression of PFKFB3 mRNA was observed in
normal human gastric tissue and was increased in
malignant gastric tumors. PFKFB3 gene is also
expressed in gastric (MKN45, NUGC3) and pancreatic
cancer cells (Pancl) which strongly respond to Rigo
via a HIF-1alpha dependent mechanism (Bobarykina et
al., 2006).

Colorectal cancer

Note

PFKFB3 gene expression is controlled by insulithie
human colon adenocarcinoma HT29 cell line (Riera et
al., 2002). Overexpression of PFKFB3 isoenzyme and
particularly the phosphorylated form (phospho-
PFKFB3 (Ser461)) has also been described in the
human colon malignant tumors (Bando et al., 2005).

Glioblastoma

Note
PFKFB3 protein levels were markedly elevated in
high-grade astrocytomas relative to low-grade

astrocytomas and corresponding non-neoplastic brain
tissue, whereas no significant increase of PFKFB3
MRNA was observed in high-grade astrocytomas when
compared with control tissue. In the group of
glioblastomas the PFKFB3 protein inversely coredat
with EGFR expression. The findings demonstrate that
PFKFB3 up-regulation is a hallmark of high-grade
astrocytomas offering an explanation for high
glycolytic flux and lactate production in these tus
(Kessler et al., 2008).

The study of the different PFKFB isoenzymes showed
that the splice variant UBI2K4 impeded the tumoeli ¢
growth and might serve as a tumour suppressor in
astrocytic tumours (Zscharnack, 2009). In this sens
loss of heterozygocity on 10p14-p15 was detected in
55% of glioblastomas and the allelic deletion of
PFKFB3 splice variant UBI2K4 was associated with a
poor prognosis (Fleischer et al., 2011).

Neuronal diseases

Note

Strong evidence of linkage to late-onset Alzheimer
disease (LOAD) has been observed on chromosome 10,
which implicates a wide region and at least one
disease-susceptibility locus. Although significant
associations with several biological candidate gene
such as PFKFB3, on chromosome 10 have been
reported, these findings have not been consistently
replicated, and they remain controversial (Grupelet
2006).

Increased expression of HIFe,las well as its target
genes, VEGF, and PFKFB3 in both major depressive
and bipolar disorder patients have been found in a
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depressive state compared to healthy control st#hjec
The data suggest that altered expression of HIRdL a
its target genes mRNA in peripheral blood cells are
associated - mainly in a state-dependent manndth- w
mood disorders. In addition, altered expressiohl ¢+

1 and its target genes may be associated with the
pathophysiology of depression (Shibata et al., 2013

Diabetes and obesity

Note

Expression of PFKFB3 gene has been demonstrated in
adipocytes (Atsumi et al., 2005). Single nucleotide
polymorphism rs1064891, located in the 3' UTR @& th
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphospleatas

3 (PFKFB3) gene, was nominally associated with
obesity in combined analysis of human cohorts (&iao
al., 2008). In addition, it has been found thatugtion

of PFKFB3 gene ameliorates diet-induced adiposity b
exacerbates systemic insulin resistance and adipose
tissue inflammatory response (Huo et al., 2010).

In contrast, overexpression of ubiquitous
phosphofructo-2-kinase in the liver of transgenicen
results in weight gain (Duran et al., 2008b).

Pfkfb3 gene expression is increased in streptoiwtoc
induced diabetic mouse liver. During streptozotecin
induced diabetes, phosphorylation of both p38
mitogen-activated protein kinase and Akt was detfct
together with the overexpression of the prolifemti
markers cyclin D and E2F.

These findings indicate that PFKFB3 induction is
coupled to enhanced hepatocyte proliferation in
streptozotocin-induced diabetic mouse liver.
Expression decreased when hepatocytes were treated
with either rapamycin or LY 294002, suggesting that
PFKFB3 regulation is phosphoinositide 3-kinase-Akt-
mammalian target of rapamycin dependent (Duran et
al., 2009).

Inflamatories diseases (arthritis and
coeliac disease)

Note

Rheumatoid arthritis (RA) and coeliac disease (Qi®)
two autoimmune disorders which have similarities in
their pathogenesis. In a meta-analysis of DutchlaiKd
data sets, shared association with six loci, onghein
being PFKFB3 (Coenen et al., 2009). The
proinflammatory cytokine interleukin (IL)-6 enharnkte
glycolysis in mouse embryonic fibroblasts and human
cell lines through STAT3 activation which enhanced
the expression of the glycolytic PFKFB3 isoenzyme
(Ando et al.,, 2010). Furthermore, cooperation of
adenosine with macrophage Toll-4 receptor agonists
leads to increased glycolytic flux through the endea
expression of PFKFB3 gene, showing that, in
macrophages, endogenously generated adenosine
cooperates with bacterial components to increase
PFKFB3 isoenzyme activity, resulting in greater -Fru

6-

2,6-B accumulation. This process enhances the
glycolytic flux and favours ATP generation helpitg
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develop and maintain the long term defensive and
reparative functions of the macrophages (Ruiz-@Garci
et al., 2011).

Osteoporosis

Note

PFKFB3 has been also associated with osteoclast
differentiation by the immune system response or to
various stimuli (Xiao et al., 2012).

Targeting PFKFB3 for cancer therapy

Note

PFKFB3 plays an important role in cancer cell
metabolism and it has been considered as a pdtentia
target for cancer therapy. Different authors regubrt
that PFKFB3 isoforms suppression inhibited
anchorage-independent growth and induced cell-cycle
delay, proposing that PFKFB3 protein product may
serve as an essential downstream metabolic mediator
oncogenic ras (Calvo et al., 2006; Telang et &062.
The JAK2V617F oncogene requires expression of
PFKFB3 for cell growth and increased metabolic
activity. JAK2V617F as well as active STATS
increases the expression of PFKFB3, which is requir
for JAK2V617F-dependent lactate  production,
oxidative metabolic activity and glucose uptake.
Targeted Knockdown of PFKFB3 limited cell growth
under normoxic and hypoxic conditions and blocked i
vivo tumor formation in mice (Reddy et al., 2012).
Clinical development of PFKFB3 inhibitors as
chemotherapeutic agents has been published (Clem et
al., 2008, Seo et al., 2011).

For example, a cell-permeable dipyridinyl-propenone
(3PO) compound that selectively blocks PFK-2 (6-
phosphofructo-2-kinase) activity has been found
(Telang et al., 2006). 3PO decreases Fru-2,6qftl
lactate  production, arresting proliferation  of
transformed cells and suppressing tumor growth in
several xenograft mouse models (Telang et al., 2006
Clem et al., 2008).

In addition, other small molecule inhibitors (N4A,
YN1) have been identified. When tested on cultured
cancer cells both, N4A and YN1, inhibited PFKFB3,
decreasing Fru-2,6;Roncentration and glycolysis and,
ultimately, led to cell death (Seo et al., 2011).

KO and transgenic animals

Note

Models of KO and transgenic animals have been
developed showing that after disruption of the neous
PFKFB3 gene, no homozygous PFKFB3 (-/-) embryos
were detected after 8 days of embryogenesis, itidica
that the loss of PFKFB3 activity via targeted digion

of the gene leads to loss of embryonic cell pradifien,
differentiation, and/or implantation.

Serial analysis of gene expression has indicataiithie
mouse PFKFB3 mRNA becomes detectable during the
blastocyst stage of embryogenesis.
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In contrast, normal phenotype is observed in PFKFB3
(+/-) mice despite the 50% reduction in PFKFB3

expression and activity (Chesney et al., 2005).

Using PFKFB3-disrupted (PFKFB3+/-) mice, it has
been shown that the animals are protected agaist d

induced insulin resistance and adipose
inflammatory response (Huo et al., 2010).

tissue

A transgenic mouse model that overexpressed pfkfb3
and which was subjected to diet-induced obesity

revealed production of high Fru-2,6-Revels and

changes in hepatic gene expression profiles of key
gluconeogenic and lipogenic enzymes, as well as an

accumulation of lipids in periportal cells, and gl
gain (Duran et al., 2008b).
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