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En el foc de la joventut em semblava que tot havia
de trobar facil explicacid, que les lleis de experiéncia
serien valides universalment i, per altra part, que aqui
tot fora explicable per determinisme. Pero, per qué
una flor creix i exhala el seu perfum, i una papallona
mostra la seva delicada bellesa?

August P11 SUNYER

1. INTRODUCCIO

El meu periple cientific, durant la decada dels setanta, s’inicia als laboratoris
que havien acollit 'Institut de Fisiologia de Barcelona que havia creat el professor
August Pi i Sunyer. Al Departament de Fisiologia de la Facultat de Medicina en-
cara hi havia intactes les estructures d’alguns dels seus laboratoris amb aparells,
gabies i material, i la biblioteca amb llibres i for¢a colleccions de revistes de I'épo-
ca. A I'entrada del departament, sobre la porta del passadis, es notava el pas del
franquisme amb una empremta de vidre amb I'escut de 'aguila i les fletxes, cosa
que donava compte del castig a que havia estat sotmesa aquesta disciplina cienti-
fica pel paper politic rellevant que varen tenir alguns fisiolegs en la defensa de la
Republica; entre d’altres, August Pi i Sunyer a Barcelona o Juan Negrin a Madrid.
PiiSunyer havia estat el fundador de la primera societat filial de I'Institut d’Estu-
dis Catalans, la Societat Catalana de Biologia, que vaig tenir I’honor de presidir
durant els anys 1994 a 2000.



Curiosament, la tesi doctoral del professor August Pi i Sunyer va versar sobre
«La vida anaerobia» (PiiSunyer, 1901). La tesi es va presentar a Madrid, I'any 1900,
quan just tenia vint-i-un anys i havia acabat els estudis de medicina, amb un con-
tingut molt limitat de fisiologia i gairebé inexistent de quimica biologica. La tesi
representava un esforg jovenivol més ric en erudicié i intuici6 que no pas en apor-
tacions experimentals (Pi i Sunyer Bayo, 1966).

Uns quants anys abans, Louis Pasteur havia demostrat el concepte de vida
anaerobia, en confirmar I'existéncia de microorganismes capagos de viure sense
oxigen, i, també, havia suggerit que el metabolisme primitiu devia ser sense oxi-
gen («vie sans air») (Pasteur, 1861). Pasteur distingia dues classes de processos
quimics vitals: oxidatius o aerobis i fermentatius o anaerobis. Quan coexisteixen,
la intensitat de la fermentaci varia en relacié inversa respecte de la concentracié
d’oxigen en el medi. En condicions anaerobies el llevat fermenta el sucre i pro-
dueix alcohol, pero la presencia d’oxigen redueix la fermentacié i estimula les
reaccions oxidatives. Aixi, el consum de glucosa és inversament proporcional a la
disponibilitat d’oxigen. Es el que es coneix com a efecte Pasteur.

En aquella época no es coneixien les vies metaboliques, ni els enzims que hi
participaven, ni els mecanismes que seguien. Caldria un gran esfor¢ que liderarien
investigadors com Buchner, Meyerhof, Hill, Harden, Young, Embden, Lipmann,
Krebs, Cori, Theorell i molts d’altres per anar avancant en la comprensi6 i la re-
gulaci6 de les vies metaboliques. Actualment, sabem que I'efecte Pasteur s’explica
a partir de les propietats allosteriques de la 6-fosfofructo-1-cinasa (PFK-1) i la
seva inhibici6 pel citrat (Sols, 1981; Krebs, 1972) (figura 1).

2. WARBURG I EL METABOLISME DE LES CEI'LULES TUMORALS

Els primers estudis sobre el metabolisme de les cellules tumorals varen ser
publicats pel bioquimic alemany Otto Warburg al llibre Uber den Stoff-wechsel
der Tumoren («El metabolisme dels tumors»), en que plantejava la possible
relacié entre 'origen dels tumors i els canvis metabolics de les cellules tumo-
rals (Warburg, 1926 1 1956). Warburg va posar a punt un aparell (manometre
de Warburg) que li permetia mesurar el consum d’oxigen de cellules i talls de
teixits. Amb aquest nou metode, va demostrar que les cellules tumorals regis-
traven una rapida i intensa glicolisi, en la qual la glucosa s’oxidava fins a lactat,
encara que hi hagués oxigen abundant en el medi (figura 1). Aquest fet, ano-
menat efecte Warburg, és caracteristic de cellules proliferants i transformades.
Warburg considerava que el cancer es produia com a conseqiiencia de defectes
en la respiracié mitocondrial, que forgava la cellula a canviar a una forma més
primitiva d’obtencié d’energia, la glicolisi. Des del seu punt de vista, aquest
canvi provocava la desdiferenciacié de les cellules. Warburg va pensar que
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Figura 1. Regulacié del metabolisme de la glucosa. En presencia d’oxigen i glucosa la concentra-
ci6 de citrat i ATP augmenten i inhibeixen al-lostéricament la PFK-1 i la glicolisi. GLUT: transpor-
tador de glucosa; HK: hexocinasa; PFK-1: 6-fosfofructo-1-cinasa; MCT: transportador de monocar-
boxilats.

aquesta «glicolisi aerobia» era una propietat universal de les cellules cancero-
ses (Warburg, 1956).

Aquest canvi metabolic de les céllules tumorals provoca que la cellula tnica-
ment obtingui un rendiment del 6 % de Ienergia total a que podria optar si la glu-
cosa s’oxidés en entrar en el cicle de Krebs i utilitzar la cadena respiratoria i la fos-
forilacié oxidativa. Malgrat aixo, permet a les cellules obtenir prou energia i
sintetitzar les biomolecules essencials, com ara acids nucleics, proteines i lipids,
necessaries per duplicar els components cellulars durant la divisio.

En la mateixa epoca que Otto Warburg, Herbert G. Crabtree va descriure un
fenomen semblant. Va observar que alguns tumors presentaven una disminuci6
de la respiracié cellular en presencia de glucosa (Crabtree, 1929). Aquest fet,
anomenat efecte Crabtree, s"ha descrit en cellules proliferants i tumorals (Guppy
et al., 1993).

L’efecte Crabtree i ’efecte Warburg s’explicaven a partir d’alteracions de la ca-



dena respiratoria, pero alguns van quiestionar la hipotesi que el canvi metabolic
d’activaci6 de la glicolisi fos degut a un defecte en la respiracié mitocondrial. Al-
guns tumors no tenen defectes en la respiracio i, a més, aquesta exerceix un efecte
regulador de la glicolisi (Chance, 2005). La teoria de Warburg sobre el cancer es va
anar oblidant en descobrir que algunes cellules tumorals no experimentaven can-
vis en la respiracié i, sobretot, pel protagonisme que anava prenent la biologia
molecular, que donava pas a la idea predominant que el cancer era una malaltia
produida per mutacié de gens relacionats amb la proliferaci6. Encara que algunes
cellules canceroses no tenen una alta activitat glicolitica (Zu i Guppy, 2004), I’efec-
te Warburg ha estat consistentment observat en una amplia varietat de cancers
humans. Els mecanismes moleculars per explicar efecte Warburg sén probable-
ment multiples i inclouen: mal funcionament mitocondrial (Wallace, 2005), alte-
racions oncogeniques (Dang i Semenza, 1999; Hanahan i Weinberg, 2000), aix{
com respostes d’adaptaci6 al microambient del tumor (Gatenby i Gillies, 2004;
Tennant et al., 2010).

3. HABILITATS DE LES CEL:LULES TUMORALS

La cellula, en condicions normals, disposa de multiples mecanismes que
en controlen el metabolisme, la proliferacio, la diferenciaci i la mort. Aquests, en
funcié dels nutrients i dels diferents senyals externs i interns que li arriben, perme-
ten que la cellula sobrevisqui, proliferi o bé entri en un procés de senescencia o
d’apoptosi. En els processos tumorals hi ha una perdua del control d’aquests me-
canismes, cosa que provoca la proliferacié cellular descontrolada, la invasié del
teixit que 'envolta i la metastasi. En aquesta formaci6 i progressié tumoral hi es-
tan implicats gens que experimenten alteracions que comporten un guany de fun-
cid, com és el cas dels oncogens (Land et al., 1983), o bé una perdua d’aquesta,
com passa amb els gens supressors o els gens mutadors (Vogelstein i Kinzler, 1993;
Levine i Puzio-Kuter, 2010). En qualsevol cas, aquestes alteracions suposen un
avantatge per al creixement i el desenvolupament tumoral.

Davant la gran diversitat de cellules canceroses, Robert Weinberg i Douglas
Hanahan van sistematitzar sis caracteristiques comunes que defineixen les cellules
tumorals (Hanahan i Weinberg, 2000). Aquests mecanismes, que han esdevingut
classics, son els segiients: 1) activacié de senyals de proliferacid; 2) insensibilitat a
senyals antiproliferatius; 3) evasié de la mort cellular programada o apoptosi; 4)
potencial replicatiu illimitat; 5) alta capacitat angiogenica, i 6) invasié de teixits
proxims i metastasi en teixits llunyans. Posteriorment i com a resultat de les noves
dades, n’hi han afegit uns quants més, com evasi6 de I'atac immunologic, inestabi-
litat genomica, inflamaci6 o desregulacié metabolica (Hanahan i Weinberg, 2011).
En tots aquests processos hi estan implicats oncogens i gens supressors.



Les cellules normals evolucionen cap a un estat neoplastic quan adquireixen
progressivament aquestes propietats, de manera que segueixen un procés de pas-
s0s successius que proporciona a les cellules transformades caracteristiques que
els permeten reeixir en ambients poc propicis i esdevenir tumorals (Vogelstein i
Kinzler, 1993).

4. EL FENOTIP GLICOLITIC

El ressorgiment del paper de la bioenergetica en el cancer s’inicia a comenga-
ments dels anys noranta, quan els radiolegs van mostrar que la tomografia per
emissié de positrons (PET) permetia detectar la majoria de tumors i metastasis.
La tecnica aplicada utilitzava la desoxiglucosa unida amb fluor radioactiu com a
marcador (fluoro-desoxiglucosa, FDG).

La tomografia per emissié de positrons és una tecnica de medicina nuclear que
permet obtenir imatges tridimensional dels processos metabolics de 'organisme.
El sistema detecta parells de raigs gamma emesos indirectament per un radiont-
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FiGura 2. Captaci6 cel-lular de "*fluoro-desoxiglucosa. La *fluoro-desoxiglucosa és transportada
a l'interior de la cel-lula pels transportadors de glucosa (GLUT), on és fosforilada per 'hexocinasa
(HK) a "*fluoro-desoxiglucosa-6-fosfat (FDG-6-P).



clid emissor de positrons, el qual és introduit al cos en una molecula biologica-
ment activa. S’obtenen imatges tridimensionals d’acord amb la concentracié de la
molecula tragadora incorporada. Si la molecula biologicament activa escollida és
la fluoro-desoxiglucosa, aquesta pot ser captada per les cellules a través dels trans-
portadors de glucosa (GLUT) i, una vegada dins, fosforilada per ’hexocinasa (HK)
a fluoro-desoxiglucosa-6-fosfat (FDG-6-P). Com que la desoxiglucosa no pot
continuar oxidant-se, s’acumula dins la cellula i les concentracions que s’obtenen
reflecteixen 'activitat metabolica, en termes de captaci6 i fosforilaci6 de glucosa
(figura 2). Aquesta técnica, ampliament utilitzada en la deteccié de tumors i me-
tastasis, ha posat en relleu Pavidesa de les cellules canceroses per la glucosa.

La tomografia per emissié de positrons ha demostrat que la majoria de tu-
mors presenten una captacié de glucosa que és aproximadament un ordre de
magnitud superior que la del teixit normal (Gatenby i Gillies, 2004). Més del 90 %
de tumors primaris i metastatics tenen un elevat consum de glucosa i hi ha una
bona correlacié entre l'agressivitat del tumor i la taxa d’utilitzacié de glucosa
(Smallbone et al., 2007).

La majoria de celules tumorals, de manera semblant a les proliferants, presen-
ten un metabolisme energetic marcadament modificat en comparacié de les cellules
diferenciades. En concret, s’ha observat de manera consistent un canvi d’'un meta-
bolisme basat en la respiraci6 a un altre d’eminentment glicolitic, reconegut com a
fenotip glicolitic (Bartrons i Caro, 2007; DeBerardinis et al., 2008). Diversos gens
glicolitics o relacionats amb la glicolisi estan sobreexpressats sistematicament en
molts tipus de cancer i formen part d’aquest fenotip, independent del tipus de can-
cer, que es pot utilizar per diagnosticar la malignitat d’un tumor i la possible respos-
ta terapeutica per aplicar-hi (Cuezva et al., 2002). Aquestes dades han fet considerar
el fenotip glicolitic i 'avidesa per la glucosa com un signe distintiu de la celula tu-
moral (Bartrons i Caro, 2007; Vander Heiden et al., 2009; Koppenol et al., 2011).

Actualment, comencem a coneixer els factors i les vies responsables de 'apa-
rici6 d’aquest fenotip glicolitic i de la reprogramacié metabolica que apareix en
les cellules tumorals. Shan estudiat molts gens que hi sén implicats: RAS (Shaw i
Cantley, 2006), TP53 (Vousden i Prives, 2009), HIE-1 (hypoxia inducible factor-1)
(Semenza, 2002; Semenza 2012), c-Myc (Dang et al., 2009; Dang, 2010) i d’altres
(Gatenby i Gillies, 2004). Encara que el canvi al fenotip glicolitic de les cellules
canceroses no fos un requisit imprescindible per a la transformacié maligna, la
gran majoria dels estudis indiquen que és un fenomen important en la transfor-
macio, associat a un avantatge de supervivencia per a la cellula en 'entorn tumo-
ral i a un elevat potencial metastatic.

Un dels descobriments importants que han permes explicar I'aparicié del fe-
notip glicolitic el va fer el grup de Greg Semenza (Semenza, 2002; Semenza, 2012),
en caracteritzar el factor induible per hipoxia (HIF), que exerceix una funci6 es-
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sencial en el manteniment de ’homeostasi respiratoria en situacions de baixa pres-
si6 parcial d’oxigen. HIF controla I'expressié de molts gens i indueix canvis fisio-
logics que permeten que les celules sobrevisquin en condicions d’hipoxia. Aquests
gens estan involucrats en el transport d’oxigen, la captacié de glucosa, la glicolisi,
I’angiogenesi, la senyalitzacié per factors de creixement, 'apoptosi, la invasi6 i la
metastasi (figura 3) (Semenza, 2002; Pouyssegur et al., 2006; Semenza, 2012).
Molts tumors estan en una situacié d’hipoxia i el factor esta freqiientment sobre-
expressat en tumors, de manera que és un element clau per explicar el fenotip gli-
colitic (Pouyssegur et al., 2006; Denko, 2008; Semenza, 2012). Hi ha diferents iso-
formes de HIF, tot i que en aquesta revisié només analitzarem HIF-1, ja que és la
isoforma més directament relacionada amb la induccié del fenotip glicolitic.
HIF-1 és un complex proteic heterodimeric compost de dues subunitats:
HIF-1f3, que s’expressa constitutivament, i HIF-1a, els nivells de la qual depenen
de la concentracié d’oxigen als teixits. Ambdues proteines sén membres de la fa-
milia de factors de transcripcié basics amb estructura helix-loop-helix (bHLH-
PAS). HIF-1a dimeritza amb HIF-1f, per via del domini bHLH, i una vegada el
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Ficura 3. Elfactor de transcripcié HIF-1 reconeix I'element de resposta a hipoxia (HRE) dels seus
gens diana i en regula la transcripcié. Quan hi ha oxigen, HIF-1a és hidroxilat, ubiqiitinitzat i de-
gradat per via del proteasoma. En condicions d’hipoxia, HIF-1a s’acumula i es transloca al nucli, on
s’hibrida amb la subunitat HIF-1f i reconeix la seqiiéncia consens d’unio en els gens diana (HRE).
PHD: prolil hidroxilasa; VHL: proteina Von Hippel-Lindau.
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complex esta format s’uneix al DNA per via d’aquest mateix domini, de manera
que activa la transcripci6 dels gens diana. Aquests dominis de transactivacié per-
meten també la interaccié amb coactivadors. La formacié del complex HIF-1 és
un procés regulat principalment pels nivells de la subunitat HIF-1a (Semen-
za, 2002; Denko, 2008; Semenza, 2012). En preséncia d’oxigen, HIF-1a té una
vida mitjana molt curta a causa de la seva rapida degradacié pel sistema ubiqiiti-
na-proteasoma. Aixi, en condicions aerobies, les concentracions de HIF-1a s6n
molt baixes i, en canvi, augmenten rapidament durant I'exposicié a hipoxia. La
degradacié de HIF-1a depen de la preséncia d’una seqiiencia d’aminoacids cone-
guda com el domini ODDD (oxygen dependent degradation domain), ubicat al
centre de la proteina. El domini ODDD conté dos residus de prolina que, en pre-
sencia d’oxigen, sén hidroxilats per enzims especifics, anomenats HIF-prolil
hidroxilases (HIF-PHD) (Semenza, 2002; Denko, 2008; Semenza, 2012). Un cop hi-
droxilats, HIF-1a és reconegut per la proteina Von Hippel-Lindau (VHL), prote-
ina supressora de tumors, que actua com una E3 ubigqiiitina lligasa (Kaelin, 2005).
Posteriorment, es degrada rapidament per via del proteosoma 26S (figura 4).
Com que les reaccions d’hidroxilaci6 necessiten la preséncia d’oxigen, ferro i 2-ce-
toglutarat, les HIF-1a hidroxilases no funcionen en condicions d’hipoxia i VHL
no pot hidroxilar HIF-1a perque sigui reconegut i ubiqiiitinitzat. Aixo permet, en
condicions d’hipoxia, una acumulacié d’aquesta subunitat a la cellula, la translo-
caci6 al nucli i la dimeritzaci6 amb HIF-1p, i, seguidament, la uni6 als elements
de resposta a HIF (HRE) que es troben en la seqiiencia de DNA dels gens diana
(Semenza, 2002; Pouyssegur et al., 2006; Denko, 2008; Semenza, 2012).

Els estudis inicials de Gregg Semenza i collaboradors van demostrar que la
incubacié de cellules d’hepatoblastoma huma (Hep3B) a baixes concentracions
d’oxigen (1 %) activava la transcripcié del gen de Ieritropoetina (EPO) (Goldberg
et al., 1991) per accié del factor HIF-1. Van comprovar també que ceéllules que no
expressaven EPO també podien induir I'activitat de HIF-1 com a resposta a I'ex-
posici6 a hipoxia (1% d’oxigen), com per exemple les cellules HeLa (cellules de
carcinoma cervical). Tot aixo els va fer pensar que HIF-1 podia transactivar altres
gens, a més del de Ieritropoetina; aixi que van estudiar I'expressié de tres gens
glicolitics: aldolasa A (ALD-A), fosfoglicerat cinasa (PGK-1) i piruvat cinasa
(PKM), i van corroborar la seva induccié per hipoxia (Semenza et al., 1994). Al
cap de dos anys, van determinar que HIF-1 activava la transcripcié d’enolasa-1
(ENO-1) i lactat deshidrogenasa A (LDH-A). Posteriorment, es varen trobar al-
tres gens que s’expressen a través de HIF: els transportadors de glucosa (GLUT-1
i3) (Dang i Semenza, 1999) o els gens que codifiquen alguns isoenzims bifuncio-
nals 6-fosfofructo-2-cinasa / fructosa 2,6-bisfosfatasa (Obach et al., 2004). Tots
aquests gens d’enzims glicolitics sén estimulats per la hipoxia a través d’elements
de resposta a hipoxia (hypoxia response elements, HRE) en els seus promotors.
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La hipoxia produeix una disminucié de la respiracié mitocondrial a causa
dels baixos nivells d’oxigen (Esteban i Maxwell, 2005). Sha demostrat que I'adap-
tacié metabolica a la hipoxia produeix una inhibicié del metabolisme mitocon-
drial del piruvat i el consum d’oxigen a través de la regulacié transcripcional de
HIF-1 (Kim et al., 2006). HIF-1 suprimeix tant el cicle de Krebs com la respira-
ci6 mitocondrial mitjancant la inducci6 de la piruvat-deshidrogenasa cinasa 1
(PDK1), que inhibeix I’activitat de la piruvat deshidrogenasa per fosforilacié de la
subunitat E1 (figura 5). D’aquesta manera, ’entrada de piruvat, en el cicle de
Krebs queda limitada i les cellules hipoxiques acumulen piruvat, que es conver-
teix en lactat a través de la lactat deshidrogenasa (LDH), cosa que regenera el
NAD" necessari per a la glicolisi. El lactat, al seu torn, es transporta a I'espai
extracellular a través dels transportadors de monocarboxilats (MCT). Aquesta
regulaci6, dependent de HIF-1, permet la supervivencia cellular quan la privacié
d’oxigen és important i perllongada. La inhibicié del complex piruvat deshidro-
genasa per la PDK1 no només frena la respiracié mitocondrial, sin6 també la
produccié mitocondrial d’espécies reactives d’oxigen (ROS) en les cellules hipo-
xiques, i aix0 promou la supervivencia cellular (Kim et al., 2006).

HIF-1a es pot estabilitzar, també, en addicié a la hipoxia a través d’alguns
oncogens com v-src, HER2 i H-RAS, o bé per inactivacié d’alguns supressors tu-
morals com TP53 o PTEN (phosphatase and tensin homdog) (Kim et al., 2007).
Igualment, HIF-1a pot estabilitzar-se per altes concentracions de piruvat o lactat
generades per la glicolisi. Aquests metabolits monocarboxilats, juntament amb
I'oxaloacetat, inhibeixen l'activitat de les prolil hidroxilases (PHD) i competeixen
amb el 2-cetoglutarat. Igualment, les mutacions que disminueixen I’activitat de la
succinat deshidrogenasa i la fumarat hidratasa produeixen acumulacions de suc-
cinat i fumarat que inhibeixen les PHD i estabilitzen HIF-1q, i s’associen amb el
desenvolupament de diferents tipus de carcinomes (Pouyssegur et al, 2006).
Aquestes mutacions de gens codificants per enzims metabolics fan que es com-
portin com a veritables oncogens.

HIF-1a esta implicat en lactivacié de nombrosos processos cellulars, in-
cloent-hi la resistencia a 'apoptosi, la sobreexpressié6 de bombes expulsores de
drogues, la remodelacié i 'angiogenesi vascular, aixi com la metastasi. En les cel-
lules canceroses, HIF-1a indueix sobreexpressié i augment d’activitat d’isoen-
zims glicolitics especifics que difereixen dels que es troben en les cellules diferen-
ciades (taula 1). Aquests isoenzims mostren patrons cinetics caracteristics, amb
una alta afinitat pels substrats i una baixa afinitat pels productes, amb una alta
capacitat catalitica (Vmax), amb una disminuci6 de la sensibilitat envers els seus
inhibidors fisiologics i amb una capacitat de regulacié per diferents proteines ci-
nases (Colomer et al., 1987; Bartrons i Caro, 2007).
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Figura 4. Prolil hidroxilasa. Aquest enzim, en preséncia d’oxigen, hidroxila HIF-1a, que és ubi-
quitinitzat per la proteina Von Hippel-Lindau i és degradat per via del proteasoma. En condicions
d’hipoxia, HIF-1a s’acumula i es transloca al nucli, on s’hibrida amb la subunitat HIF-1{ i reconeix
la seqiiencia consens d’unié dels gens diana (HRE). PHD: prolil hidroxilasa.

5. ONCOGENS 1 EFECTE WARBURG

Sembla evident que no totes les arees d’'un tumor que sén altament glicoliti-
ques han de ser necessariament hipoxiques (Gatenby i Gillies, 2004; Smallbone et
al., 2007). Per tant, hi ha d’haver altres mecanismes de regulacié per induir el fe-
notip glicolitic. Moltes cellules tumorals creixen en condicions normals de pres-
sié parcial d’oxigen i mostren també elevades taxes glicolitiques que es correla-
cionen amb increments en l'expressié d’enzims glicolitics i transportadors de
glucosa (Dang i Semenza, 1999; Dang et al., 2009). Aix0 podria ser degut a I'esta-
bilitzacié de HIF-1a. per factors diferents a la hipoxia; per exemple, la inactivacié
de la ubiqitina lligasa (VHL) (Kaelin, 2005) o lactivacié de HIF per factors de
creixement, per diferents oncogens o per metabolits cellulars (Zhou et al., 2006;
Semenza, 2012). S’ha demostrat que hi ha oncogens que activen la glicolisi i in-
dueixen el fenotip glicolitic (Hsu i Sabatini, 2008). Aixi, Poncogen RAS pot induir
els transportadors de glucosa i la glicolisi en cellules transformades (Dang i Se-
menza, 1999; Mazurek, 2011). Una altra de les dianes d’aquest oncogen s’ha de-
mostrat que és la 6-fosfofructo-1-cinasa (Kole et al., 1991) (figura 5). D’altra ban-
da, és interessant ressaltar que la majoria dels enzims glicolitics contenen
evolutivament conservades seqtiencies consens d’enlla¢ a Myc (E-boxes) en els
seus promotors. L’oncogen Myc s’uneix a aquests promotors i els activa en con-
dicions de pressi6 parcial d’oxigen normals, cosa que indueix el fenotip glicolitic
(Dang et al., 2009). Myc coopera amb HIF per induir la transcripcié de transpor-
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tadors de glucosa o gens glicolitics, com hexocinasa-2 (HK-2), PFK-1, enolasa-1
o lactat deshidrogenasa A. Igualment, pot induir enzims de la sintesi de purines i
pirimidines, i generar addiccié a la glutamina (Wise et al., 2008; Dang, 2010). Myc
també indueix els transportadors de glutamina (ASCT2 i SLC7A25) i glutaminasa
mitocondrial (GLS1), cosa que permet la incorporacié de la glutamina, en forma
de glutamat i a-cetoglutarat, com a intermediari en el cicle de Krebs. Aixi, s’ha
demostrat que les cellules que sobreexpressen Myc tenen addiccié a la glutamina
i que en la seva abseéncia entren en apoptosi (Dang et al., 2009; Dang, 2010).
Aquests treballs demostren que amb diferents senyals oncogenics es poden obte-
nir canvis metabolics semblants, i incrementar la glutaminasa i afavorir la trans-
formaci6. Aixi, les cellules poden, també, utilizar la glutamina com a substrat,
que pot acabar produint lactat o bé incorporar-se a la sintesi de biomolecules com
a nucleotids, aminoacids o acids grassos. Contrariament, la proteina p53 pot in-

Hipoxia Factors d<e> creixement
. AKT< PIBK
/\ P ;1._ N
Glucosa~(GLut () ———> Giucosa
HK
v
H,0
Fru-2,6-P, = PFK-1 Y
7' Fru-1 }?—Pz
DHAPA+ GA-3-P ™| SN ONADHSTT A ) e 0,
Biosintesi
Nucledtids

Lactat

Figura 5. Regulacié del metabolisme en cel-lules tumorals. Els factors de creixement, per via de
PI3K i AKT, o bé la hipoxia activen HIF, que, al seu torn, indueix el fenotip glicolitic. La proteina
P53 té efectes oposats a través de la inducci6 dels enzims TIGAR (inhibidor glicolitic) i COX (acti-
vador de la cadena respiratoria mitocondrial).
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duir la glutaminasa de tipus hepatic (GLS2), que redueix la formacié de tumors.
Aquest enzim promou el metabolisme de la glutamina, la respiracié mitocon-
drial, la sintesi de glutatié i la disminucié de ROS (Lu et al., 2010). Els autors
suggereixen que 'augment de la capacitat antioxidant, a causa de 'augment de
glutatio, podria contribuir a la funcié supressora tumoral de p53.

AKT (proteina cinasa B) és un element cabdal en la transmissi6 de senyals a
partir de factors de creixement i citocines. Promou el metabolisme anabolic, cosa
que activa vies de supervivencia cellular i inhibeix les que condueixen a apoptosi.
AKT, activada a través del fosfatidilinositol-trifosfat (PIP;) sintetitzat per la fosfa-
tidilinositol-3-cinasa (PI3K), indueix HIF-1 i és una proteina fonamental en la
senyalitzacié de les vies proliferatives i la induccié del fenotip glicolitic. Ha estat
implicada com un factor important en diferents tipus de cancer (Manning i Cant-
ley, 2007). AKT indueix transportadors de glucosa i enzims glicolitics, com I’he-
xocinasa, que s’uneix a la membrana dels mitocondris, de manera que té accés
preferencial a ’ATP mitocondrial i, al mateix temps, evita 'efecte inhibitori de la
glucosa-6-fosfat (Manning i Cantley, 2007). Contrariament, PTEN, gen supressor
tumoral que apareix freqiientment mutat en tumors, catalitza la hidrolisi del fos-
fatidilinositol-trifosfat i produeix la inhibicié del senyal. Recentment, s’ha de-
mostrat que la sobreexpressié de PTEN indueix resistencia a la transformaci6
oncogenica a través de la reduccié dels gens de glutaminasa, GLUT i PFKFB3, de
manera que disminueix la captaci6 i oxidacié de glucosa i glutamina, i augmenta
la respiracié mitocondrial (Garcia-Cao et al., 2012).

6. LA FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT I LA REGULACIO DE LA GLICOLISI

Tal com s’ha comentat anteriorment, en les cellules tumorals es registra un
augment de la transcripcié dels gens codificants dels enzims glicolitics i transpor-
tadors de glucosa. Es important ressaltar que en aquest procés de canvi fenotipic
s’activa Pexpressié de gens que codifiquen isoenzims caracteristics de les cellules
embrionaries i proliferants (taula 1).

El nostre grup de recerca ha estat estudiant durant els darrers anys els gens i
els enzims responsables de la sintesi i la degradacié d’un metabolit regulador de la
glicolisi, la fructosa 2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P,), descobert al laboratori del profes-
sor Henry G. Hers a principis de la decada dels vuitanta, durant Pestudi dels me-
canismes d’acci6 del glucagé en la gluconeogenesi hepatica. Aquest metabolit és
'activador allosteric més potent de la 6-fosfofructo-1-cinasa, enzim regulador de
la via (Hers i Van Schaftingen, 1982; Rider i Bartrons, 2010) (figura 5). Els canvis
en la concentraci6é d’aquest metabolit regulen I'activitat de la PFK-1 i el flux gli-
colitic.

La PFK-1 catalitza la fosforilacié de la fructosa-6-fosfat a fructosa-1,6-bisfosfat,
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en presencia d’ATP, que es converteix en ADP. Classicament, ha estat considerat un
dels enzims reguladors de la glicolisi. Es una proteina tetramerica (homotetrameri-
ca o heterotetramerica) de 380 kDa amb subunitats generades per tres gens que
codifiquen les subunitats M (muscle), L (liver) i B (brain). Es un dels enzims més
ben regulats i les seves caracteristiques cinetiques i reguladores depenen de la seva
composicid a partir de les diferents subunitats. La PFK-1 és un enzim multimodulat
que presenta regulacié allosterica per mdltiples efectors i metabolits de la via.
Aquesta regulaci6 la realitzen un seguit d’efectors negatius (citrat, glicerol-3-P i
[H']) i positius (com PAMP), que reforcen I'acci6 dels substrats. ’ATP actua com
un efector allosteric negatiu, mentre que la fructosa-6-P allibera 'enzim d’aquesta
inhibicié per TATP (Sols, 1981). La Fru-2,6-P, exerceix una doble funcié: augmen-
ta Iafinitat de la PFK-1 per la Fru-6-P i allibera ’'enzim de la inhibicié per ATP.
També augmenta sinergicament I'afinitat de la PFK-1 per TAMP, efector allosteric
positiu de 'enzim. L’AMP activa la PFK-1 i inhibeix la fructosa 1,6-bisfosfatasa
(FBPasa-1), que catalitza el pas de Fru-1,6-P, a Fru-6-P. Curiosament, la Fru-2,6-P,
inhibeix també la FBPasa-1 i té efectes sinergics amb ’AMP (Hers i Van Schaftin-
gen, 1982; Rider i Bartrons, 2010). Aixi doncs, els canvis en la concentraci6 d’aquest
metabolit regulen I'activitat de la PFK-1 en tots els teixits. Indirectament, regulen la
intensitat i la direccié de la glicolisi i la gluconeogenesi a través del control de la
PFK-1ila FBPasa-1. Des que es va descobrir al fetge, s’ha trobat en totes les especies
eucariotes estudiades.

La forma majoritaria de PFK-1 en les cellules tumorals és la L (L4, liver). Té
com a caracteristiques principals: registra activitats més altes en tumors, és menys
sensible a la inhibicié per ATP i citrat, i és més sensible a ’activacié per Fru-2,6-P,
1 AMP (Colomer et al., 1987). A més, 'activitat de la PFK-1 s’incrementa en linies
cellulars transformades i en cellules tumorals, i es pot activar per sobreexpressio
dels oncogens RAS i SRC (Bosca et al., 1985; Kole et al., 1991).

La concentraci6 de Fru-2,6-P, en cellules tumorals és clarament superior que
en les cellules normals (Colomer et al., 1987; Riera et al., 2002). S’han dut a terme
molts estudis per investigar el paper de la Fru-2,6-P, en 'activacié del flux glico-
litic de cellules proliferants, tumorals o tractades amb agents mitogenics, s’ha
corroborat el paper de la Fru-2,6-P, en la regulacié del flux glicolitic en diferents
condicions experimentals en que s’estimula la proliferaci6 cellular.

La concentraci6 de Fru-2,6-P, depeén de l'activitat d’un grup d’enzims bifuncio-
nals anomenats 6-fosfofructo-2-cinasa / fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2),
que catalitzen la sintesi i la degradaci6 de Fru-2,6-P, (Rider et al., 2004; Rider i Bar-
trons, 2010). El balang entre Pactivitat 6-fosfofructo-2-cinasa (PFK-2), que sintetitza
la Fru-2,6-P, a partir de Fru-6-P i ATP, i l'activitat fructosa 2,6-bisfosfatasa, que hi-
drolitza la Fru-2,6-P, en Fru-6-P i fosfat inorganic, és el que acaba determinant la
concentracié d’aquest metabolit.
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ADP Fructosa 2,6-bisfosfat

Figura 6. 6-fosfofructo-2-cinasa / fructosa-2,6-bisfosfatasa. Enzim amb dues subunitats de 55
kDa, cadascuna amb un domini que conté un centre actiu cinasa (PFK-2) i un altre bisfosfatasa
(FBPasa-2). En I'isoenzim ubic PFKFB3 predomina lactivitat cinasa respecte de la bisfosfatasa
(quocient C/B: 700), cosa que afavoreix altes concentracions de fructosa 2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P,).

La PFK-2/FBPasa-2 és un enzim bifuncional homodimeric de 110 kDa amb
subunitats de 55 kDa. Cada monomer presenta les dues activitats (cinasa/bisfos-
fatasa) en la mateixa cadena polipeptidica, i conté el domini cinasa a I’extrem
N-terminal de la proteina i el domini bisfosfatasa, al C-terminal (Okar et al., 2001;
Rider i Bartrons, 2010). Els aminoacids localitzats prop dels extrems N-terminals
i C-terminals de la proteina sén residus fosforilables i, per tant, responsables de
part de la seva regulacié posttraduccional. Aquesta proteina deriva de la fusié
de dos gens que expressen un domini cinasa, evolutivament relacionat amb la
familia de proteines que enllacen mononucleotids, com I’adenilat cinasa, i un do-
mini bisfosfatasa, relacionat amb la familia de les fosfoglicerat mutases i fosfatases
acides (Okar et al., 2001). La funci6 reguladora de la Fru-2,6-P, en el control del
metabolisme dels carbohidrats fa que la modulacié de les dues activitats encarre-
gades de sintetitzar-la i degradar-la hagin d’estar molt ben compenetrades per
adaptar les concentracions de Fru-2,6-P, a les necessitats de la cellula. La concen-
tracié de Fru-2,6-P, depén de lactivitat relativa de les activitats cinasa/bisfosfata-
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sa de la PFK-2/FBPasa-2, i la importancia d’aquest metabolit en el control del
metabolisme dels carbohidrats no és igual en tots els teixits. Aixi, trobem que la
relacié entre la concentracié de Fru-2,6-P, i la regulacié del flux glicolitic i gluco-
neogenic és ben evident al fetge. En canvi, en teixits com el muscul esqueleétic, el
testicle o el cervell, passa a tenir un paper permissiu, de manera que manté la
PFK-1 en estat actiu, tot i la preséncia d’inhibidors allostérics (ATP). En els teixits
on la glicolisi és la font principal d’energia (cervell), la funcié prioritaria d’aquest
metabolit és mantenir la via permanentment activa.

El grau de complexitat que suposa la regulacié dels nivells de Fru-2,6-P, a
cada teixit i condici6 fisiologica explica el fet que hi hagi diferents isoenzims de la
PFK-2/FBPasa-2 capagos d’adaptar-se a les diferents condicions en les diferents
cellules o teixits.

Des del descobriment de I'enzim PFK-2/FBPasa-2 del fetge, s’han descrit
altres isoenzims localitzats originalment al muscul esqueletic, al cor, al cervell, al
testicle, aixi com un isoenzim fetal, molt semblant a les isoformes de fetge i de
muscul (Rider ef al., 2004). Aquests isoenzims mostren diferéncies pel que fa a la
distribucié en les cellules i els teixits, i les seves propietats cinetiques varien en
resposta als efectors allosterics, a les hormones i als factors de creixement (Okar
et al., 2001). Els diferents isoenzims son el resultat de I'expressi6é de quatre gens
(PFKFB1-PFKFB4) (Okar et al., 2001). El gen PFKFB1 codifica per les isoformes
originalment identificades al teixit hepatic i al muscular. El gen PFKFB2 codifica
per I'isoenzim identificat al cor i al rony6. El gen PFKFB3 codifica pels isoenzims
del cervell, la placenta i el teixit adipds, i és el més abundant a les cellules prolife-
rants i canceroses. I per acabar, el gen PFKFB4 codifica per I'isoenzim del testicle,
tot i que també s’ha detectat en diverses linies tumorals (Minchenko et al., 2005)
(taula 2). L’expressié d’aquests gens depen del tipus cellular, del teixit i de la fase
de desenvolupament (Goren et al., 2000). Aquest patré d’expressié suggereix que
cada isoenzim desenvolupa una funcié especifica en diferents condicions fisiolo-
giques i en resposta a diferents estimuls.

El gen més abundant a les cellules canceroses és el PFKFB3, que es troba, tam-
bé, en totes les cellules proliferants (Hamilton et al., 1997; Chesney et al., 1999;
Riera et al., 2002; Pena-Rico et al., 2011). Es va clonar a partir d’una llibreria de
cDNA de cervell fetal i es va veure que s’expressava en cellules de tots els teixits
estudiats (Manzano et al., 1998). Aquest gen expressa un isoenzim ubic que regis-
tra una alta activitat cinasa i que permet explicar I’alta concentracié de Fru-2,6-P,
en les cellules proliferants i tumorals (Bartrons i Caro, 2007).

L’isoenzim ubic PFKFB3 conté un centre de fosforilacié per la cinasa que de-
pén d’AMP (AMPK) (Rider et al., 2004). L’AMPK és un regulador metabolic que
es troba en totes les cellules eucariotes. S’activa quan augmenta la relaci6 AMP/
ATP (com passa durant la hipoxia o durant la falta d’aportaci6 de nutrients a les
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TauLa 2
Gens PFKFB
(6-fosfofructo-2-cinasa / fructosa 2,6-bisfosfatasa)

Localitzacié | Relacié activitats

. Isoenzims Cinases que .,
Gen al cromosoma cinasa/ identificats fosforilen Regulacio
(huma) bisfosfatasa
IPFK-2 (fetge)
2,5 (fetge) mPFK-2

PFKFBI | Xq27-q28 PKA Glucagé/insulina

0,4 (muscul) (muscul)
fPFK-2 (fetal)

PKA, PKC,

PFKFB2 1g31 1,8 (cor) hPFK-2 (cor) PKB, AMPK Hipoxia
uPFK-2 (cervell, Hipoxia,
710 (placenta) placenta) PKA, PKB, insulina,
PEREB3 | 10p14-p15 | =31 rvell) iPFK-2 AMPK, RSK |  EGE, LPS,
(induible) progesterona
0,9 (testicle) . .
PFKFB4 | 3p22-p21 49 (testicle) tPFK-2 (testicle) Hipoxia
TIGAR 12p13-3 Bisfosfatasa TIGAR p53

cellules) i actua com un sensor de Pestat energetic, cosa que activa les vies oxida-
tives i inhibeix les biosintetiques (Hardie, 2004). L’activacié de TAMPK per la hi-
poxia produeix la fosforilacié de I'isoenzim PFKFB3, cosa que n’augmenta la V,,,
i en disminueix la Ky;, amb el consegiient augment de la concentracié6 de Fru-2,6-
P, i el flux glicolitic (Rider et al., 2004). L’activaci6 de ’AMPK en microambients
hipoxics o isquemics pot ser critica per a la supervivencia cellular i, per tant, seria
un mecanisme de proteccid per a les cellules amb necessitats metaboliques o amb
deficiencia ’ATP. Aquests resultats suggereixen que HIF-1 i AMPK sén compo-
nents d’una resposta concertada necessaria per mantenir ’homeostasi energetica
en microambients isquemics o de baix contingut d’oxigen (Padrissa et al., 2012).

L’expressié del gen PFKFB3 es pot activat per insulina, factors de creixe-
ment, HIF, lipopolisacarid bacteria (LPS) i adenosina (Obach ef al., 2004; Ches-
ney, 2006; Bartrons i Caro, 2007; Ruiz-Garcia et al., 2011). La induccié del gen
PFKFB3 té un efecte potenciador del fenotip glicolitic en les cellules proliferants
i tumorals. Recentment, s’ha demostrat que el tractament de cellules T47D, deri-
vades de cancer de mama, amb progestagens condueix a un rapid augment de
la concentracié de Fru-2,6-P, i de la glicolisi. Aquests efectes sén produits per la
fosforilacié de I'isoenzim PFKFB3 per la via ’ERK/RSK, que produeix un aug-
ment de la seva V.. A llarg termini, la progesterona augmenta la concentracié i
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Pactivitat enzimatica de la PFKFB3 a través de la inducci6 transcripcional del gen
PFKFB3, com a conseqiiencia de la uni6 de la progesterona i el receptor a les
seqiiencies diana localitzades en el seu promotor. Aquest mecanisme, que depen
de la progesterona, assegura el fenotip glicolitic a les cellules de cancer de mama
(Novellasdemunt et al., 2012).

La regulacié de I'isoenzim ubic PFKFB3 no només es porta a terme a través
de mecanismes de fosforilaci6 i regulaci6 de la transcripcié. El nostre grup ha de-
mostrat que és també regulable a través del sistema ubiqiitina-proteasoma.
Aquest procés de degradacié de proteines requereix dos passos successius: la con-
jugaci6 de multiples molécules d’ubiqiiitina a la proteina i la degradacié d’aques-
ta pel proteasoma 26S (Riera et al., 2003). L’isoenzim PFKFB3 conté una caixa
KEN que és substrat d’ubiqiiitinitzacié pel complex E3 ubiqiiitina lligasa promo-
tora de I'anafase (APC/C), activada per Cdhl, de manera semblant a altres pro-
teines del cicle cellular. Els resultats publicats indiquen que la resposta prolifera-
tiva depeén de la disminucié de I'activitat APC/C-Cdh1 que activa la proliferacio i
la glicolisi (Almeida et al., 2010). La silenciacié del gen que expressa I'isoenzim
PFKFB3, que normalment apareix a mitjan fase G1, impedeix la progressié en el
cicle i demostra que és essencial per a la divisié cellular. Aixi, aquest isoenzim
PFKFB3 esta estretament controlat, cosa que assegura la regulaci6 de la glicolisi
en un punt especific de la fase G1 i suggereix que aquesta regulaci6 representa un
punt de restriccid, sensible a nutrients, en les cellules dels mamifers (Tudzarova
et al., 2011). En aquest mateix sentit, s’ha demostrat que 'isoenzim PFKFB3 esta
incrementat en les cellules proliferants (Duran ef al., 2009) i es pot localitzar al
nucli cellular, on regula la proliferacié a través de cinases dependents de ciclines
(Yalcin et al., 2009). L’augment de Pactivitat de la PFKFB3 i la glicolisi estaria,
aixi, coordinada amb la proliferacié cellular, per assegurar el subministrament
d’energia i substrats biosintetics.

Un altre gen important en la regulacié del fenotip glicolitic és el gen supressor
tumoral TP53, responsable de la sintesi de la proteina p53. En resposta a l'estreés
cellular, a activaci6 de determinats oncogens o al dany en el DNA, la proteina p53
s’estabilitza i activa Pexpressié de nombrosos gens. Aquests gens diana indueixen
una gran varietat de respostes cellulars, incloent-hi I'aturada del cicle cellular, la
reparacié del DNA, la senescencia o 'apoptosi (Vousden i Prives, 2009). Un dels
gens induits per la proteina p53 el van clonar i el van caracteritzar, I’any 2006, la
doctora Karen Vousden i el nostre grup, i es va anomenar TIGAR (TP53-induced
glycolysis and apoptosis regulator) (Bensaad et al., 2006).

TIGAR és un nou isoenzim de la familia de gens PFKFB que comparteix si-
milituds estructurals i funcionals amb els isoenzims PFK-2/FBPasa-2, amb una
particularitat important: conté una seqiiéncia semblant a la del domini bisfos-
fatasa de I’enzim bifuncional, pero no té el domini cinasa (taula 2). Aixi, la
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TIGAR (fructosa-2,6-bisfosfatasa)

Fosfatasa

Fructosa 6-fosfat Pi

} [rzer]

Fructosa 2,6-bisfosfat

Ficura 7. TIGAR (TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator). L’enzim TIGAR és una pro-
teina de 29 kDa amb un centre actiu que conté activitat fosfatasa que hidrolitza la fructosa 2,6-bis-
fosfat a fructosa-6-fosfat i pi, cosa que disminueix les concentracions d’aquest metabolit.

proteina TIGAR, amb lactivitat Fru-2,6-bisfosfatasa, disminueix la concentra-
cié de Fru-2,6-P, i frena la glicolisi a nivell de la PFK-1, de manera que rediri-
geix I'oxidacié de glucosa cap a la via de les pentoses fosfat, fonamental per
produir NADPH, energia en forma de poder reductor (figura 5). Una conse-
quiencia de la derivaci6 de 'oxidacié de glucosa cap a la via de les pentoses-
fosfat i Paugment consecutiu de generacié de NADPH és 'augment del glutatié
reduit (GSH), substrat reductor necessari per a la reconversié de les especies
reactives de 'oxigen. L’expressi6 del gen TIGAR protegeix les cellules davant els
ROS i lapoptosi induida pels danys oxidatius en el DNA. D’aquesta manera, la
induccié de TIGAR, a través de p53, pot aportar estabilitat genomica en dismi-
nuir 'oxidacié del DNA (Vousden i Prives, 2009; Mor i Vousden, 2011). La
funci6 del gen TIGAR serviria per desviar 'oxidacié de glucosa cap a la via de
les pentoses, on, a més de sintetitzar NADPH, pot dirigir 'esquelet carbonat
de la glucosa cap a la sintesi de nucleotids i altres productes que s6n essencials
per a la biosintesi i la reparacié de lesions del DNA i per a la proliferaci6 cel-
lular. D’altra banda, Matoba i collaboradors (Matoba et al., 2006) han demos-
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trat que la proteina p53 indueix també el gen SCO2 (citocrom C-oxidasa-2), que
participa en el complex de la citocrom C-oxidasa (COX) mitocondrial, de mane-
ra que catalitza la transferencia d’electrons del citocrom C a I'oxigen molecular i
bombeja protons a través de la membrana mitocondrial interna. El bloqueig del
gen SCO2 en cellules recondueix cap al fenotip glicolitic. Les cellules que no te-
nen p53 o que tenen p53 mutada, no funcional, registren un baix consum d’oxi-
gen, cosa que es pot restaurar activant 'expressié de SCO2. En condicions en que
el consum d’oxigen mitocondrial és limitant, la generacié de ROS pot augmentar,
de manera que activa TP53 i TIGAR, i frena la glicolisi, de manera que disminueix
I'oxidacié de piruvat mitocondrial i la transferencia d’electrons a la cadena respi-
ratoria mitocondrial. Durant I'oncogenesi, aquests passos queden alterats, ja que
en les cellules transformades solen acumular-se defectes en la via de p53, i aixo fa
que no s’indueixin TIGAR i COX, i afavoreix el fenotip glicolitic.

Molts altres isoenzims, com I’hexocinasa-2, el piruvat cinasa M2 o el lactat
deshidrogenasa A, tenen també papers importants en el desenvolupament del fe-
notip glicolitic (Mathupala et al., 2009; Mazurek, 2011; Le et al., 2010).

7. AVANTATGES DEL FENOTIP GLICOLITIC

El fenotip glicolitic, caracteristic de les cellules tumorals, té avantatges selec-
tius pel que fa a la proliferacié i la supervivencia de les cellules, cosa que explica
per que aquesta estrategia metabolica es detecta en la majoria de tumors. Els efec-
tes d’aquest fenotip sén multiples i probablement engloben avantatges evolutius
que es troben en altres cellules proliferants, com les embrionaries. Podem dir que
hi ha diferents raons per les quals el fenotip glicolitic de les cellules tumorals re-
sulta avantatjds per al desenvolupament del cancer. El fenotip glicolitic déna a la
cellula la capacitat de captar quantitats de glucosa un ordre de magnitud superior
respecte de la cellula normal, a causa de 'augment de transportadors de glucosa.
A més, la sobreexpressié d’enzims glicolitics permet obtenir un alt flux d’oxidacié
de glucosa a lactat i generar metabolits fosforilats, cosa que assegura concen-
tracions d’ATP i intermediaris biosintetics compatibles amb les exigencies de la
rapida proliferacié de les cellules tumorals (Bartrons i Caro, 2007; Smallbone et
al., 2007). Aquest fenotip glicolitic es caracteritza per un alt flux pero amb baix
rendiment, ja que la produccié d’ATP és molt més baixa que en condicions d’oxi-
dacié de glucosa a CO,, i utilitza la respiracié mitocondrial, limitada en aquest
fenotip. La condicié necessaria per mantenir aquest alt flux és que hi hagi prou
aportacid de glucosa i que les cellules puguin desprendre lactat. Per aixo és molt
important Pactivitat dels transportadors d’aquest metabolit (MCT11 MCT4). En-
cara que el rendiment en la produccié d’ATP per la glicolisi és baix, si el flux gli-
colitic és prou alt, el percentatge &’ ATP produit per la glicolisi pot arribar a supe-
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rar 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'oxidaci6
mitocondrial. La glicolisi és tan rapida que supera la velocitat d’oxidacié del piru-
vat, de manera que les cellules han d’eliminar aquest piruvat usant una altra via
que tingui també un alt flux, la conversi6 en lactat per la LDH-A. La LDH-A s’in-
dueix per oncogens i estimuls mitogenics, a part que permet regenerar NAD" i
que el seu producte (lactat) és facilment exportat pels transportadors MCT (De-
Berardinis et al., 2008; Draoui i Feron, 2011). A més, la simbiosi entre els diferents
tipus de cellules tumorals i de ’estroma, en secretar lactat (MCT4) o utilitzar-lo
(MCT1), permetria un rendiment optim en les condicions relatives d’hipoxia tu-
moral (Draoui i Feron, 2011). D’altra banda, el gradient en la concentracié de
lactat pot afectar, també, les cellules dels teixits veins. S’ha demostrat que Pexpo-
sicié perllongada de les cellules normals a un microambient acid indueix apop-
tosi (mort cellular programada), a través de mecanismes dependents de p53 i
caspasa-3, contrariament al que succeeix en les cellules tumorals (Gatenby i Gi-
llies, 2004). L’acidificacié del microambient en el teixit a 'entorn del tumor pro-
porcionaria un avantatge de creixement selectiu de les cellules que han perdut la
funci6 del gen TP53, cosa que déna lloc a 'expansi6 clonal de poblacions de cel-
lules aberrants. A més, 'associacié de ’hexocinasa-2 als mitocondris, induida per
I’AKT, és un dels mecanismes que protegeix les cellules de 'apoptosi (Mathupala
et al., 2009). Aquesta estrategia es considera que proporciona un avantatge de
creixement a la cellula tumoral, tot i que la fa en gran mesura dependent de la
disponibilitat de glucosa per a la seva supervivencia.

Altres beneficis potencials sén que alguns metabolits de la glicolisi (piruvat i
lactat) poden inhibir les prolil hidroxilases i, al seu torn, activar HIF, cosa que
indueix el fenotip glicolitic i estimula 'angiogenesi i la invasivitat (Lopez-Laza-
ro, 2006). El canvi a fenotip glicolitic no és absolutament necessari per a la trans-
formaci6 pero aporta a les cellules autonomia metabolica, tolerancia a acidosi i
un major potencial proliferatiu i invasiu.

A més d’ATP i nucleotids, la cellula proliferant necessita macromolecules,
com acids grassos, lipids i proteines, i la reprogramacié metabolica serveix per
proveir aquestes necessitats (Hsu i Sabatini, 2008; Mazurek, 2011). Per aconse-
guir-ho, la ceéllula capta del medi dos nutrients abundants, glucosa i glutamina, i
els transforma en energia i precursors biosintetics (DeBerardinis et al., 2008). En
concret, la glucosa contribueix a la generacié de metabolits com dihidroxiacetona
fosfat (DHAP) per a la sintesi de triacilglicerids i fosfolipids; 3-fosfoglicerat per a
la sintesi de serina, cisteina i glicina, o piruvat per a la sintesi de malat i alanina; o
bé riboses-5-P, a través de la via de les pentoses (DeBerardinis et al., 2008). La
utilitzacié de trioses per a biosintesi es veu afavorida per la presencia en les cel-
lules tumorals de I'isoenzim de la piruvat cinasa especifica de tumors (PKM2).
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Aquest isoenzim té disminuida l'afinitat pel substrat (PEP), la qual cosa afavoreix
que els intermediaris glicolitics per sobre del PEP es dirigeixin cap a processos
biosintetics (Vander Heiden et al., 2009; Mazurek, 2011). Recentment, s’ha de-
mostrat que en alguns tipus cellulars de cancer una quantitat relativament gran
dels intermediaris glicolitics es desvia cap al metabolisme de la serinaila glicina a
través de la fosfoglicerat deshidrogenasa (PHGDH). Aquest enzim esta amplificat
en una proporci6 alta de cancers, i és freqiient en el melanoma. La disminucié de
I'expressié de la PHGDH impedeix la proliferacié, mentre que la sobreexpressié
predisposa a la transformaci6 i s’associa amb alguns subtipus de cancer de mama
(Locasale et al., 2011). Aquests resultats mostren que la desviacié del flux glicolitic
cap a una via alternativa especifica pot afavorir el desenvolupament tumoral. En
aquest escenari, les cellules tumorals poden també redirigir 'excés de piruvat gli-
colitic cap a la sintesi de novo d’acids grassos, necessaris per a la biosintesi de
membranes i altres components. De fet, en els anys 1950, mitjangant el marcatge
amb "C-glucosa, es va demostrar, en models de tumors, que practicament tots
els acids grassos esterificats derivaven de la sintesi de novo. En les cellules tumo-
rals és caracteristic trobar-hi augments de Pactivitat i expressié de diversos en-
zims lipogenics. Per exemple, 'augment de l'acid gras sintasa (FAS) representa
una de les alteracions fenotipiques més freqiients en cancer i s’ha relacionat amb
lalt risc de recurréncia i mort. La induccié d’aquests enzims esta relaciona-
da amb factors de creixement, insulina, progestagens o oncogens (Menéndez i
Lupu, 2007).

Les reaccions de biosintesi expliquen I'is incrementat de glucosa en les cel-
lules tumorals. Es evident que aquestes cellules tenen un alt cost energetic i utilit-
zen altes concentracions d’intermediaris glicolitics i també del cicle de Krebs per
a processos biosintetics. Aquesta situacié metabolica no ajuda a explicar I'incre-
ment de la produccié de lactat que va observar originariament Warburg, ni el
manteniment de lactivitat del cicle de Krebs. La glutamina, segon substrat de les
cellules tumorals, apareix també com un actor principal, ja que facilita 'aporta-
cié de nitrogen per a la biosintesi d’aminoacids i nucleotids (Mazurek, 2011;
Vander Heiden et al., 2009). La glutamina és 'aminoacid més abundant en el
plasma. Les celules proliferants poden metabolitzar la glutamina en un procés
anomenat glutaminolisi, que utilitza diversos passos del cicle de Krebs, produeix
NAD", NADPH i a-ceto-glutarat, i reomple els intermediaris del cicle de Krebs
(anaplerosi). Finalment, pot convertir-se en lactat en el citosol, o bé en acids gras-
sos, aminoacids, nucleotids o glutatié (DeBerardinis et al., 2008). La metabolit-
zaci6 de la glutamina s’inicia amb la glutaminasa, que la converteix en glutamat
i amoni. L’amoni pot actuar com un inductor d’autofagia, que allibera més glu-
tamina i, al seu torn, el seu metabolisme estimula 'autofagia (Martinez-Out-
schoorn et al., 2011). Hi ha dos isoenzims de glutaminasa (GLS1 i GLS2) i llur
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expressio té efectes oposats en la proliferacié cellular. L’isoenzim GLS1 és activat
per 'oncogen c-Myc i promou I'entrada de la glutamina en el cicle de Krebs i
'addicci6 de les cellules a la glutamina. Si s’inhibeix la GLS1, s’alenteix el creixe-
ment de les cellules canceroses (Martinez-Outschoorn et al., 2011; Dang, 2010).
En canvi, I'isoenzim GLS2 és induit per p53, en resposta a estres oxidatiu i dany
al DNA, i regula la sintesi de glutati i 'estat redox cellular. La sobreexpressi6 de
GLS2 redueix el creixement de tumors (Suzuki et al., 2010).

En cellules normals, 'estimulacié mitogenica condueix a un pic d’expressié
de c-Myc en la fase G1 que facilita 'entrada a la fase S (DeBerardinis et al., 2008).
Entre les dianes de c-Myc hi ha ciclines i CDK, i enzims implicats en el metabolis-
me de nucleotids. També, diversos enzims glicolitics, com la LDH-A (Dang et
al., 2009). S’ha vist que les cellules transformades amb c-Myc tenen una necessitat
absoluta de glutamina per a la biosintesi de biomolecules (Dang, 2010).

En resum, podem dir que hi ha molts tipus de cellules tumorals i que, fins i tot
dins un mateix tumor, apareixen cellules amb variacions metaboliques especifi-
ques (Martinez-Outschoorn et al., 2011). La potenciaci6 de la glicolisi no implica
necessariament que la respiracié mitocondrial estigui bloquejada (Chance, 2005).
Poden coexistir ambdues vies, ja sigui per a la produccié preferent d’ATP o per
proveir de substrats biosintetics la cellula. Tot i aixi, mentre que moltes ceéllules
tumorals conserven la capacitat d’utilitzar la cadena respiratoria i la fosforilacié
oxidativa mitocondrial, quan la via glicolitica és suprimida es frena el creixement
(Tennant et al., 2010). La limitaci6 de la respiracié protegeix les cellules del dany
oxidatiu mitocondrial que es produeix quan la respiracié cellular funciona anor-
malment en condicions hipoxiques (Dang, 2010).

En aquests darrers anys s’ha anat fent evident el paper del microambient tu-
moral en la progressié del fenotip glicolitic. Les cellules canceroses no existeixen
com a poblacions homogenies pures. Estan integrades en colonies envoltades per
les cellules de I’estroma. Per tant, és raonable sospitar que aquestes influeixen en
el metabolisme de les cellules canceroses adjacents. De fet, quan les cellules can-
ceroses so6n cocultivades amb fibroblasts, les cellules canceroses augmenten la
massa mitocondrial, mentre que els fibroblasts perden els mitocondris. L’analisi
d’aquest fenomen revela que les cellules agressives del cancer es comporten de
manera semblant als parasits intracellulars, de manera que utilitzen I’estres oxi-
datiu com a mecanisme per usurpar els nutrients de les cellules de Pestroma cir-
cumdant. L’estres oxidatiu indueix HIF, NFkB i altres factors que activen Iauto-
fagia d’organelles i mitocondris (mitofagia) de les cellules de 'estroma, i recluten
macrofags, cosa que produeix citocines i inflamacié. Com a conseqiiencia dels
ROS i factors com HIF i NFkB s’indueix, també, el fenotip glicolitic amb el resul-
tat de sobreproduir lactat, glutamina i cossos cetonics, que son utilitzats per les
celules canceroses (Martinez-Outschoorn ef al., 2011). Aquest mecanisme per-
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met a les cellules canceroses metastatitzar en qualsevol lloc, sense necessitat d’an-
giogenesi inicial, ja que pot induir estres oxidatiu i parasitar de nou les cellules de
I'estroma. Aquesta hipotesi, anomenada efecte Warburg invertit, indueix, per via
de ROS i citocines inflamatories, el catabolisme de les cellules de ’estroma, a tra-
vés de Pautofagia, i aixo facilita nutrients i fomenta el creixement anabolic de les
cellules tumorals, la promocié de la progressié del tumor i la metastasi (Pavlides
et al., 2009; Martinez-Outschoorn et al., 2011). D’acord amb aquestes dades, no
ens ha de sorprendre que algunes drogues antiparasitaries i inhibidores d’autofa-
gia, com la cloroquina, siguin també potents agents antitumorals.

8. IMPLICACIONS PER AL TRACTAMENT

La dependencia que les cellules canceroses mostren respecte del consum de
glucosa ha permes dissenyar diferents propostes terapeutiques. Des del punt de vis-
ta farmacologic, les drogues capaces de pertorbar el metabolisme, especificament
la glicolisi, han esdevingut cada vegada més interessants. En primer lloc, s’ha de-
mostrat que la sobreexpressié de HIF-1, present en molt tumors, genera resistén-
cia ala quimioterapiaiala radiacié (Semenza, 2002; Semenza, 2012). La inhibici6
de Pactivitat de HIF-1, per tant, pot ser un component important en la terapia
contra el cancer. Les cellules transformades poden ser particularment sensibles a
la inhibicié del flux glicolitic quan hi ha limitacions d’oxigen i glucosa. Aix0 s’ha
demostrat en experiments que empraven inhibidors de la glicolisi o bé que inhi-
beixen expressié de diferents enzims glicolitics (Tennant et al., 2010).

Un dels inhibidors més estudiats, és la 2-desoxi-D-glucosa (2-DG), molecula
de glucosa en la qual el grup 2-hidroxil ha estat substituit per hidrogen. L’hexoci-
nasa pot fosforilar aquesta hexosa a 2-DG-6-fosfat, que no pot ser metabolitzada
per la fosfohexosa-isomerasa. Per tant, la seva acumulacié intracellular produeix
una inhibicié competitiva de les hexocinases. Els estudis experimentals han de-
mostrat clarament que la 2-DG té efectes citotoxics en cellules de diferents tipus
de cancer, especialment els que sobreexpressen HIF i tenen defectes en el metabo-
lisme mitocondrial (Pelicano et al., 2006). D’altra banda, la 2-DG augmenta sig-
nificativament la resposta al tractament amb adriamicina i paclitaxel en ratolins
portadors d’osteosarcoma huma, aixi com el de cellules petites de cancer de pul-
mo (Pelicano et al., 2006).

L’acid bromopirtvic o bromopiruvat (3-BrPA) és un potent derivat haloge-
nat de l'acid piravic. Pot inhibir diferents enzims de la glicolisi (hexocinasa, gli-
ceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa) (Pelicano et al., 2006). Un estudi experimen-
tal en cellules de leucemia de limfoma huma i cellules humanes de cancer de
colon ha mostrat que el tractament amb 3-BrPA inhibeix la glicolisi i activa
lapoptosi (Scatena et al., 2008).
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També, s’ha demostrat que bloquejant Pexpressié del gen PFKFB3 es dismi-
nueix la glicolisi, la proliferacié cellular i el creixement independent d’ancoratge
(Calvo et al., 2006). El coneixement de l'estructura cristallina de la proteina
PFKFB3 ha permes desenvolupar molecules terapeutiques amb una alta especifi-
citat, i s’ha demostrat que un inhibidor de la proteina PFKFB3 suprimeix el flux
glicolitic i té un efecte citostatic per a les cellules neoplastiques (Chesney, 2006).
El fet que el gen PFKFB3 estigui sobreexpressat en diferents tumors i s’activi per
hipoxia i/o oncogens indica que té un paper essencial en el desenvolupament del
fenotip glicolitic, cosa que facilita 'adaptacio i la supervivencia de les cellules tu-
morals en microambients hipoxics. També, recentment (Pefnia-Rico et al., 2011),
el nostre grup ha demostrat que la silenciaci6 del gen TIGAR fa que les celules de
glioblastoma siguin més sensibles a la radioterapia.

La capacitat de modular selectivament el metabolisme de les cellules cance-
roses és un tema amb una alta potencialitat terapeutica. Les caracteristiques de
les cellules tumorals que contenen oncogens actius (per exemple, RAS, HER2,
AKT) i/o defectes en supressors tumorals (per exemple, TSC1/2, PTEN, LKBI,
p53) fan que aquestes cellules entrin en apoptosi en condicions de limitaci6
d’oxidacié de glucosa. Curiosament, aquestes mateixes cellules sovint mostren
resisténcia a altres formes d’estimuls apoptotics (radiacid, quimioterapia). L’ts
d’inhibidors de la glicolisi sensibilitza les cellules davant aquests estimuls i en
facilita la mort.

Finalment, és evident que la glicolisi de les cellules tumorals és un fenomen
complex en el qual aquesta i altres vies metaboliques es reprogramen per tal de
millorar 'obtenci6 d’energia i la sintesi de biomolecules, necessaries per a la pro-
liferaci6 cellular. La comprensi6 de la regulacié dels gens i els isoenzims glicolitics
ha de tenir, ben segur, implicacions en el diagnostic, el pronostic i el desenvolu-
pament de terapies més selectives contra el cancer.
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