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Streszczenie

Utrzymanie duzej aktywnosci glikolitycznej w komérkach nowotworowych jest konieczne do
zapewnienia odpowiedniego poziomu energii oraz sktadnikéw budulcowych dla intensywnie
proliferujgcych komérek. Na uwage zastuguje to, ze komérki nowotworowe nawet w obecnosci
tlenu metabolizuja glukoze gtéwnie w procesie fermentacji mleczanowej, do minimum ogra-
niczajac fosforylacje oksydacyjna. Zjawisko to, okre$lane efektem Warburga, uwazane jest za
jedng z najbardziej fundamentalnych zmian metabolicznych w nowotworach. U podtoza efektu
Warburga lezy nasilona aktywno$¢ glikolityczna komérki bedaca konsekwencja aktywacji proto-
onkogenéw, utraty funkcji genédw supresorowych oraz hipoksji, ktéra bardzo czesto towarzyszy
kancerogenezie. Enzymem glikolitycznym indukowanym w procesie kancerogenezy jest m.in.
dwufunkcyjny enzym z rodziny kinaz fosforylujacych fruktozo-6-fosforan, tj. fosfofruktokinaza
1T (PFK-2)/fruktozo-2,6-bisfosfataza (FBPaza-2). Aktywno$¢ kinazowa PFK-2 przyczynia sie do
wzrostu stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu, bedacego silnym aktywatorem allosterycznym fos-
fofruktokinazy I, enzymu katalizujacego reakcje stanowiaca gtéwny punkt kontrolny szybko$ci
glikolizy. W dotychczasowych badaniach wykazano silna korelacje miedzy aktywno$cia fosfofruk-
tokinazy 11 a agresywno$ciag nowotwordw, co jednoznacznie wskazuje na podstawowe znaczenie
tego enzymu w procesie kancerogenezy. W pracy przedstawiono stan wiedzy na temat wptywu
wysokiej ekspresji fosfofruktokinazy Il na metabolizm oraz progresje réznego typu nowotworéw.

PFKFB3 - PFKFB4 - fosfofruktokinaza Il - glikoliza - efekt Warburga - metabolizm nowotworéw - hipoksja

Summary

The high rate of glucose breakdown is the fingerprint of cancer. Increased glycolysis allows
tumour cells to fulfil their high energetic and biosynthetic demands. Interestingly, however,
rather than metabolizing glucose in the oxidative phosphorylation pathway, cancer cells
generally use glucose for aerobic glycolysis. This phenomenon is known as the Warburg
effect and is considered as one of the most fundamental forms of metabolic reprogramming
during cancerogenesis. Changes in the rate of glycolytic activity of cancer cells are caused

*Publikacja pracy zostata sfinansowana z funduszy Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego (KNOW).
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mainly by the increased expression of glycolytic enzymes as a consequence of activation of
oncogenes or loss of tumour suppressors. In addition, the hypoxic tumour environment also
triggers upregulation of a series of genes involved in glucose metabolism. Among the metabolic
enzymes that are modulated by these factors in cancer cells are the 6-phosphofructo-2-kina-
se/fructose 2,6-bisphosphatases (PFKFBs), a family of bifunctional enzymes that control the
levels of fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P,), an essential activator of the glycolytic flux.
Fru-2,6-P, strongly activates glucose breakdown in glycolysis through allosteric modulation
of the rate-limiting enzyme of glycolysis, phosphofructokinase-1 (PFK-1). Thus far, many
studies have reported a correlation between aberrant PFKFB expression level and the grade
of tumour aggressiveness, which directly indicates that these enzymes may play a crucial role
in cancerogenesis. The objective of this review is to highlight the recent studies on aberrant
expression of PFKFBs and its influence on cancer progression.
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anafaze zalezny od kadheryny-1 (cadherin-1-dependent anaphase-promoting complex); c-MYC —
protoonkogen Myc; Cdc25C - (M-phase inducer phosphatase 3); Cdk1 - cyklinozalezna kinaza 1
(cyclin-dependent kinase 1); F-2,6-P, - fruktozo-2,6-bisfosforan; FBPaza-2 - fruktozo-2,6-bisfosfataza
Il; GLUT - transporter glukozy; GSH - zredukowany glutation; H-ras — homolog onkogenu Harvey
rat sarcoma (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog); HepG2 - linia komérkowa ludzkiego
raka watroby HepG2 (human liver carcinoma cell line HepG2); HIF-1 - czynnik indukowany hipoksja
(hypoxia-inducible factor 1); HK — heksokinaza (hexokinase); HK-2 — heksokinaza Il (hexokinase-2);
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kinazy aktywowane mitogenami (mitogen-activated protein kinases); miRNA-23b — mikroRNA-23b
(micro RNA-23b); MTG16 — gen transformujacy komorki szpiku kostnego lezagcy na chromosomie
16 (myeloid transforming gene on chromosome 16); mTOR - ssaczy cel rapamycyny (mammalian
target of rapamycin); NADPH - zredukowany fosforan dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego;
p27 - cyklinozalezny inhibitor kinazy 1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B); PDH - dehydroge-
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3); PFKFB4 - 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktozo-2,6-bisfosfataza IV (6-phosphofructo-2-kinase/fructo-
se-2,6-biphosphatase 4); PK - kinaza pirogronianowa (pyruvate kinase); PTEN - analog fosfatazy
i tensyny (phosphatase and tensin homolog); Rb — biatko retinoblastomy (retinoblastoma protein);
RFT - reaktywne formy tlenu; SAH — S-adenozylohomocystina; SCO2 - zesp6t oksydazy cytochromu ¢
(synthesis of cytochrom c oxidase 2); Ser466 — seryna 466; Ser483 — seryna 483; TGF-B - transformu-
jacy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta); TIGAR - regulator glikolizy i apoptozy
indukowany przez biatko p53 (p53-induced glycolysis and apoptotic regulator) TP53 — gen kodujacy
biatko p53; VHL - biatko von-Hippla-Lindau (von-Hippel-Lindau protein); WNT - protoonkogen WNT
(WNT proto-oncogene protein).
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W latach dwudziestych XX w. niemiecki biochemik
Otto Warburg przeprowadzit eksperyment, ktérego
wyniki jednoznacznie wykazaty, ze komérki nowotwo-
rowe w warunkach tlenowych preferencyjnie wpro-
wadzaja glukoze na szlak glikolizy, przy niewielkiej
aktywno$ci reakcji taticucha oddechowego. Podstawa
badani byto oznaczenie oraz poréwnanie zawartosci
glukozy i mleczanu w zytach i tetnicach unaczyniajg-
cych szczurze guzy nowotworowe [91]. Preferencyjne
prowadzenie oddychania beztlenowego przez komérki
nowotworowe, nawet w obecnosci dostatecznie duzych
iloéci tlenu, zaczeto okreslaé od tego czasu efektem
Warburga. Otto Warburg twierdzit réwniez, ze osta-
biony uktad immunologiczny oraz zmieniony metabo-
lizm sg gtéwna przyczyna pojawiania sie nowotwordw
w organizmie ludzkim. Wieloletnie prace doprowadzity
do sformutowania w 1956 r. przez Warburga hipotezy
méwigcej o tym, ze u podstaw procesu nowotworze-
nia leza przede wszystkim nieodwracalne uszkodzenia
enzyméw odpowiedzialnych za oksydacyjny metabo-
lizm komdérek. Wedtug tej teorii inicjacja kanceroge-
nezy miata polegaé gtéwnie na utracie przez komérke
zdolno$ci do przeprowadzania fosforylacji oksydacyj-
nej [92]. PéZniejsze badania wykazaly jednak, ze uzasad-
nienie wzrostu aktywno$ci metabolizmu beztlenowego
w warunkach tlenowych sformutowane przez Warburga
nie jest zgodne z faktycznym stanem rzeczy. Okazato sie
bowiem, ze duzo wazniejsza role w metabolicznych zmia-
nach opisanych przez Warburga odgrywa zwiekszenie
aktywnos$ci enzyméw glikolitycznych niz proponowane
uposledzenie fosforylacji oksydacyjnej w mitochon-
driach, ktéra w wielu nowotworach przebiega niezakté-
cona oprécz wzmozonej fermentacji mleczanowej [55].
Obecnie gtéwna role w przeprogramowaniu metabo-
licznym komdrek nowotworowych taczy sie z dysfunk-
cja gendw supresorowych oraz ze wzrostem aktywnosci
onkogendw [42]. Ostatnie lata przyniosty nowe odkry-
cia dotyczace biologii nowotworéw (m.in. potwierdzono
wystepowanie w pewnych nowotworach réwnolegle
dwéch subpopulacji komdrek - jednej o metabolizmie
opisywanym przez Warburga, wytwarzajgcej duze ilo-
$ci mleczanu oraz drugiej, metabolizujacej wytworzony
mleczan [34]), co spowodowalo, ze efekt Warburga
ponownie stat si¢ waznym zagadnieniem zwigzanym
z metabolizmem komérek nowotworowych. Niewatpli-
wie lepsze poznanie metabolizmu nowotworédw moze
sie okaza¢ wazne w zrozumieniu regulacji ich podziatéw,
a to umozliwitoby opracowanie strategii walki z rakiem,
bedacym gtéwng przyczyna zgonéw w krajach wysoko-
rozwinietych. Wyniki badan wskazujg, ze poza szybszym,
lecz mniej wydajnym wytwarzaniem ATP metabolizm
beztlenowy glukozy zwieksza aktywnos$¢ szlakdéw, ktére
pozwalajg wytwarzaé substraty konieczne do intensyw-
nej proliferacji komdrek nowotworowych [86]. Warto
nadmienié, ze efekt Warburga nie jest jedyna, a wiec
nie jest uniwersalna cecha wszystkich nowotwordéw,
gdyz opisano wiele nowotworéw, ktérych metabolizm
zasadniczo odbiega od modelu zaktadajacego przewage

metabolizmu beztlenowego [15,103]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze najnowsze doniesienia wskazuja na ochronne
dziatanie malego stezenia glukozy na komdrki prawi-
dlowe oraz toksycznego na komérki nowotworowe [67],
co jednoznacznie sugeruje, ze modulowanie metaboli-
zmu glukozy w nowotworach moze by¢ bardzo obiecu-
jacym celem nowych terapii.

Inaczenie ErekTu WARBURGA DLA KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Prawidlowe komérki ludzkie podlegajace podziatlom
komérkowym jako gtéwne Zrédio energii wykorzystuja
fosforylacje oksydacyjna. Jedna czasteczka glukozy moze
sie sta¢ wtedy zrédlem az 32 czasteczek ATP [63], nato-
miast w przypadku metabolizmu opartego wytacznie
na glikolizie zysk wynosi zaledwie 2 czasteczki ATP na
jedna czasteczke glukozy. Mimo iz tlenowy metabolizm
glukozy jest bardziej wydajny, to metabolizm oparty
na intensywnie zachodzacej glikolizie dostarcza meta-
bolitéw posrednich, niezbednych do syntezy kwaséw
nukleinowych, biatek oraz lipidéw, na ktére istnieje
ciagte duze zapotrzebowanie w zwiazku z intensywnie
zachodzgcymi podziatami komérkowymi. Przemianom
glukozy w szlaku pentozofosforanowym towarzyszy
wytwarzanie zredukowanego fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH), niezbednego nie
tylko do biosyntez redukcyjnych, ale takze do utrzyma-
nia optymalnego stezenia zredukowanego glutationu
(GSH), ktdry petni gtéwna role w ochronie komérki przed
reaktywnymi formami tlenu (RFT) [12]. Warto nadmie-
ni¢, ze mimo iz tylko okoto 10% komdrkowego zreduko-
wanego glutationu (GSH) znajduje sie w mitochondrium,
to jest wazny w ochronie organelli komérkowych przed
dzialaniem RFT powstajacych w przebiegu fosforylacji
oksydacyjnej [28]. Stezenie RFT w komédrkach nowotwo-
rowych jest zazwyczaj duze, a to sprzyja uszkodzeniom
DNA i progresji nowotworu, wptywajac toksycznie na
wszystkie struktury komérkowe oraz dziataja proapop-
totycznie [87], co sprawia, ze konieczne jest utrzyma-
nie RFT w komérce nowotworowej na statym poziomie
[46]. Ponadto reaktywne formy tlenu moga indukowaé
apoptoze w komérkach pozbawionych glukozy, gdyziich
duze stezenie hamuje utlenianie kwaséw ttuszczowych,
bedacych alternatywnym Zrédtem energii w razie braku
cukru [73]. Innym waznym dla progresji nowotworu
czynnikiem metabolicznym jest zakwaszenie, w wyniku
nadmiernego wytwarzania mleczanu, koricowego pro-
duktu glikolizy beztlenowej. Mleczan jest wydzielany do
przestrzeni pozakomdrkowej, powodujac rozwéj lokalnej
kwasicy. Niskie pH w mikro$rodowisku guza powoduje
$mier¢ okolicznych prawidtowych komérek, degrada-
cje macierzy miedzykomérkowej oraz indukcje angioge-
nezy, co wywoluje wzrost agresywnos$ci nowotworu [27].
Oznaczenie stezenia dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
w surowicy jest powszechnie znanym markerem progno-
stycznym stosowanym w wielu nowotworach, m.in. raka
nosogardta, czerniaka, raka stercza, raka szyjki macicy,
jelita grubego, ptuc oraz glowy i szyi [48,89,90,101]. Prze-
bieg metabolizmu glukozy w komérce prawidtowej oraz
nowotworowej przedstawiono na ryc. 1.
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Ryc. 1. Poréwnanie przebiegu glikolizy w komérkach prawidtowych (A) i nowotworowych (B); A - Glukoza dostaje sie do komédrek za pomoca swoistych komdrkowo
transporteréw glukozy okreslanych jako GLUT. Prawidtowe komdrki poczatkowo metabolizuja glukoze do dwdch czasteczek pirogronianu, ktory w obecnosci

tlenu przechodzi do mitochondrium, gdzie jest utleniany do acetylo-CoA i nastepnie wiaczany w cykl Krebsa. Alternatywng przemiana glukozy jest cykl pentozo-
fosforanowy, ktérego gtdwna funkcja jest wytwarzanie NADPH niezbednego do biosyntez redukcyjnych i do ochrony komérki przed reaktywnymi formami tlenu
oraz dostarczanie czasteczek rybozy do hiosyntezy nukleotydéw. B - W komdrkach nowotworowych obserwuje sie zwiekszong ekspresje transporteréw glukozy
oraz preferencyjne prowadzenie oddychania beztlenowego, nawet przy optymalnej dostepnosci tlenu. Obserwuije sie takze wzrost aktywnosci czesci enzymow
glikolitycznych oraz fosfofruktokinazy 2 (pogrubiona czcionka) oraz podwyzszong aktywnos¢ cyklu pentozofosforanowego (pogrubiona strzatka wskazujaca
alternatywna droge przemiany glukozy). Gromadzacy sie w komdrkach nowotworowych mleczan, bedacy koricowym produktem glikolizy beztlenowej, jest
wypompowywany na zewnatrz komdrki za pomocg transporteréw MCT, ktdrych ekspresja na komérkach nowotworowych ulega zwiekszeniu 1,3-P2GA -
1,3-bisfosfoglicerynian; 3-PGA — 3-fosfoglicerynian; Ac-CoA — acetylo-koenzym A; ALD — aldolaza; Amino — aminokwasy; DHAP — fosfodihydroksyaceton; F-1,6-P2
— fruktozo-1,6-bisfosforan; F-2,6-P2 — fruktozo-2,6-bisfosforan; F-6-P — fruktozo-6-fosforan; G-6-P — glukozo-6-fosforan; GA-3-P — aldehyd 3-fosfoglicerynowy;
GADPH — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; Glc — glukoza; GLUT — transporter glukozy; GPI — izomeraza glukozofosforanowa; HK — heksokinaza;

Lac — kwas mlekowy; LDH — dehydrogenaza mleczanowa; MCT — transporter kwasu mlekowego; OXPHOS — fosforylacja oksydacyjna; PEP — fosfoenolopirogronian;
PFK-1— fosfofruktokinaza 1; PFK-2 — fosfofruktokinaza 2; FBPase-2 — fruktozo-2,6-bisfosfataza 2; PGH/ENO — fosfogliceromutaza/enolaza; PGK — kinaza
fosfoglicerynianowa; PK — kinaza pirogronianowa; PPP —cykl pentozofosforanowy; Pyr — pirogronian; TCA — cykl Krebsa; TPI — izomeraza triozofosforanowa

MECHANIZM PRZEPROGRAMOWANIA METABOLICZNEGO — EFEKT
WAaRBURGA

Trwale przetaczenie metabolizmu komérki z fosfory-
lacji oksydacyjnej na metabolizm oparty wyltacznie na
glikolizie jest mozliwe dzieki zwiekszonej transkryp-
cji genéw kodujacych biatka zaangazowane w szlak
przemian glukozy, tj. blonowych transporteréw glu-

kozy oraz enzyméw glikolitycznych. Gtéwnym regu-
latorem tych zmian jest czynnik transkrypcyjny
HIF-1 i w mniejszym stopniu c-Myc. Biatko HIF-1 jest
heterodimerem zbudowanym z ulegajacej konstytutyw-
nej ekspresji podjednostki beta oraz stabilizowanej w §ro-
dowisku niskotlenowym podjednostki alfa. W warunkach
tlenowych reszty proliny w pozycji 402 i 564 podjed-
nostki alfa ulegaja hydroksylacji, a modyfikacja umoz-
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liwia przytaczenie sie biatka von Hippla-Lindaua (VHL),
bedacego E3 ligazg ubikwityny. Wyznakowana ubikwi-
tyng podjednostka alfa ulega proteasomalnej degra-
dacji. W przypadku braku tlenu zahamowanie procesu
hydroksylacji prowadzi do stabilizacji podjednostki alfa.
To powoduje nagromadzenie czynnika transkrypcyjnego
HIF-1, ktéry ulega jadrowej translokacji i taczy sie z frag-
mentami HRE (hypoxia response element), znajdujacym
sie w promotorach jego genéw targetowych, indukujgc
ekspresje biatek zaangazowanych m.in. w procesy gliko-
lizy i angiogenezy [55,74]. Nowotwory, w ktérych zabu-
rzona jest regulacja podjednostki alfa, charakteryzuja
sie kumulacja czynnika transkrypcyjnego HIF-1, mimo
optymalnego stezenia parcjalnego tlenu, co wzmaga ich
agresywno$¢ [102]. W zwigzku z tym, ze kontroli przez
HIF-1 podlegajg transportery glukozy, wszystkie enzymy
glikolizy i enzymy odpowiedzialne za dalsze losy powsta-
jacego w procesie glikolizy pirogronianu [75], zaburzenia
regulacji biatka HIF-1 moga bezpos$rednio przyczyniad
sie do indukcji efektu Warburga w komérkach nowotwo-
rowych. Innym istotnym biatkiem regulujacym procesy
nowotworowe jest biatko c-Myc bedace produktem jed-
nego z najcze$ciej deregulowanych onkogenéw w ludz-
kich nowotworach. Biatko c-Myc aktywuje transkrypcje
gendw zaangazowanych w procesy wzrostu, apoptozy,
transformacji, metabolizmu glukozy, angiogenezy oraz
immortalizacji. W przeciwiefistwie do komérek prawi-
dlowych, gdzie protoonkogen MYC ulega $cistej regulacji
przez nadrzedne $ciezki sygnatowe, takie jak WNT, Hed-
gehog, Notch, TGF-, oraz w odpowiedzi na aktywacje
wielu receptorowych kinaz tyrozynowych, w komérkach
nowotworowych wysoka ekspresja c-Myc jest zwykle
wynikiem aberracji chromosomalnej obejmujgcej trans-
lokacje i/lub amplifikacje genu MYC [17]. Podobnie jak
HIF-1, c-Myc indukuje efekt Warburga przez bezpo$redni
wplyw na ekspresje transporteréw glukozy (GLUT), hek-
sokinazy (HK), fosfofruktokinazy 11 11 (PFK-1 i PFK-2),
kinazy pirogronianowej (PK), dehydrogenazy mleczano-
wej (LDH) oraz enolazy [40,62,77,78]. Mozliwa jest takze
interakcja miedzy HIF-1 i c-Myc zwiekszajaca transkryp-
cja heksokinazy II (HK2) i kinazy dehydrogenazy piro-
gronianowej 1 (PDK1) [41]. Jednak nie tylko zwiekszona
ekspresja enzymdw, ale takze pojawienie sie izoform
niewystepujacych w macierzystej tkance moze nasilaé
glikolize w komdrkach nowotworowych [55]. c-Myc bie-
rze udziat réwniez w stymulowaniu katabolizmu gluta-
miny przez represje microRNAs, miR-23a i miR-23b, co
wskazuje na dodatkowy poziom ztozonosci metabolizmu
nowotworu [16]. W indukgcji efektu Warburga istotna
role odgrywaja takze szlaki sygnalizacyjne kinaz tyrozy-
nowych, onkogeny i geny supresorowe [86N.Y.]. Na przy-
ktad biatko p53 reguluje metabolizm glukozy na kilku
etapach, m.in. hamujac ekspresje transporteréw glukozy
GLUT 1, 3 i 4 oraz aktywno$¢ fosfofruktokinazy I (PFK-1).
Produkt genu TIGAR (TP53 induced glycolysis and apop-
tosis regulator), kontrolowanego przez p53, zmniejsza
aktywno$¢ PFK-1 przez zmniejszenie dostepnosci jej
allosterycznego aktywatora fruktozo-2,6-bisfosforanu
(F-2,6-P,). Biatko p53 kontroluje nasilenie glikolizy takze
posrednio przez zwiekszenie ekspresji PTEN, bedgcego

negatywnym regulatorem szlaku PI3K/Akt. Waznym
mechanizmem jest tez nasilanie fosforylacji oksyda-
cyjnej przez indukcje ekspresji genu SCO2 (synthesis
of cytochrom c oxidase 2) poprzez biatko p53. Zatem
powszechnie obserwowana w nowotworach mutacja
lub utrata p53 doprowadza do zahamowania fosforylacji
oksydacyjnej, nasilenia transportu glukozy przez btone
komérkowa oraz intensyfikacji przemian glukozy szla-
kiem glikolizy, przyczyniajac sie tym samym do przepro-
gramowania metabolicznego [79]. Aberracje w szlakach
sygnalizacyjnych w komérkach nowotworowych akty-
wuja mTOR-kinaze biatkowg treoninowo-serynowa, kté-
rej funkcja jest m.in. integracja szlakéw sygnalizacji oraz
utrzymanie homeostazy energetycznej komérki [20,44].
Do nadrzednych regulatoréw mTOR naleza m.in. szlak
PI3K/Akt, odpowiadajacy za kontrole wzrostu komdrki
w odpowiedzi na przytaczane do receptoréw czynniki
wzrostu, jak réwniez szlak LKB1/AMPK, kontrolujacy
energetyczny status komdérki. Kontroli przez mTOR
podlegaja natomiast omawiane czynniki transkrypcyjne
HIF-11 c-MYC, ktére - jak wspomniano wczesniej - nasi-
laja ekspresje bialek zaangazowanych w proces gliko-
lizy. W zwiazku z tym aktywacja mTOR réwniez wydaje
sie waznym mechanizmem prowadzacym do efektu
Warburga [98,99]. Niezaleznie od nadrzednej kontroli
nad mTOR Akt stymuluje takze bezpo$rednio ekspre-
sje i translokacje receptoréw GLUT w kierunku btony
komdrkowej oraz aktywacje HK i PFK-2 [19].

MECHANIZM PRZEPROGRAMOWANIA METABOLICZNEGO — EFEKT
CRABTREE

W wielu nowotworach obserwuje sie indukowane glu-
koza przetgczenie z metabolizmu tlenowego na metabo-
lizm oparty wytacznie na glikolizie. Zjawisko to okresla
sie efektem Crabtree, a jego mechanizm nie zostat jak
dotad wyjasniony. Dotychczasowe badania sugeruja, ze
indukcja efektu Crabtree moze by¢ wynikiem dziatania
wielu czynnikéw [24]. Jedna z hipotez méwi o konku-
rencyjnym zuzyciu ADP przez enzymy glikolizy (kinaze
fosfoglicerynianows, kinaze pirogronianowa) w sto-
sunku do mitochondrium. W zwiazku z tym, ze ADP
jest substratem niezbednym do przeprowadzenia fos-
forylacji oksydacyjnej, jego spadek w mitochondriom,
bedacy skutkiem intensywnie zachodzacej glikolizy,
moze doprowadzi¢ do zahamowania syntazy ATP, a tym
samym zahamowania reakcji zachodzacych w taricu-
chu oddechowym [31]. Wydaje sie jednak, ze nie jest to
gtéwny czynnik prowadzacy do efektu Crabtree, bowiem
mitochondrialna translokaza ADP charakteryzuje sie
Km okoto 100-krotnie nizszym dla ADP w stosunku do
kinazy fosfoglicerynianowej oraz kinazy pirogroniano-
wej, co sugeruje, ze mitochondria, mimo intensywnie
zachodzgcej glikolizy, nadal moga korzystaé z transpor-
towanego z cytosolu ADP [88]. Jednak prace ekspery-
mentalne wskazaly, ze podaz fosforanu nieorganicznego
eliminuje efekt Crabtree, co pozwolitoby wnioskowa¢,
ze fosforanowy potencjat termodynamiczny [ATP/ADP/
Pi] moze rzeczywi$cie mie¢ podstawowe znaczenie dla
jego indukgji [70]. Inna z hipotez wskazuje na istotng
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role fruktozo-1,6-bisfosforanu. Diaz-Ruiz i wsp. wyka-
zali, ze powstajacy w wyniku reakeji katalizowanej przez
fosfofruktokinaze 1 fruktozo-1,6-bisfosforan hamuje
aktywno$¢ mitochondrialnego kompleksu I i 1V, przy-
czyniajac sie w ten sposdb do zainicjowania efektu Crab-
tree w komérce [23]. W zwiazku z powyzszym mozna
wnioskowad, ze duza aktywno$é fosfofruktokinazy
I moze bezposrednio indukowa¢ przetaczenie pomiedzy
metabolizmem tlenowym na metabolizm oparty wytacz-
nie na glikolizie. Nalezy jednak podkresli¢, ze fosfofruk-
tokinaza I stanowi gtéwny punkt regulacyjny glikolizy
i jej aktywno$¢ w komdrcee podlega $cistej regulacji allo-
sterycznej. Do gtéwnych allosterycznych inhibitoréw
PFK-1 zalicza sie czasteczke ATP, ktéra wigzgc sie w miej-
scu allosterycznym, hamuje PFK-1 w stanie wysoko-
energetycznym. Inhibicja moze jednak zostaé zniesiona
przez fruktozo-2,6-bisfosforan, ktéry jest produktem
fosfofruktokinazy IT (PFK-2) [84], enzymu ulegajacego
zaréwno konstytutywnej, jak i indukowanej nadekspre-
sji w wielu typach nowotworéw [5,11,29,32,50,56-59,96].
W zwigzku z tym, ze aktywno$¢ PFK-1 przyczynia sie
do wzrostu stezenia fruktozo-1,6-bisfosforanu, mozna
wnioskowaé, ze konstytutywna nadekspresja PFK-2
moze sie przyczyniaé do efektu Warburga, podczas gdy
indukowana nadekspresja PFK-2 moze by¢ molekular-
nym wlacznikiem efektu Crabtree. Omawiane zaleznosci
umiejscawiaja czasteczke PFK-2 w grupie potencjalnych
celéw w terapii nowotworowej, gdyz zahamowanie tego
enzymu moze uniemozliwiaé przeprogramowanie meta-
boliczne bedace istota progresji nowotworu. Z hipotezg
koreluja badania opublikowane przez Kumara i wsp.
[43], ktdérzy wykazali, ze przywrdcenie ekspresji czyn-
nika transkrypcyjnego MTG16 (myeloid tumor gene on
chromosome 16) w komdrkach chloniaka Burkitta pro-
wadzi do zahamowania ekspresji PFK-2 oraz PDK-1, przy-
czyniajac sie tym samym do obnizenia tempa glikolizy
oraz intensyfikacji oddychania tlenowego. Na uwage
zashuguje to, ze réwnocze$nie do zmian metabolicznych,
bedgcych wynikiem aktywno$ci biatka MTG16, zaob-
serwowano zahamowanie proliferacji oraz zmniejsze-
nie frakcji komérek bedacych w fazie S. Powyzsze dane
sugeruja, ze inhibicja PFK-2 moze hamowa¢ progre-
sje nowotworu przez uniemozliwianie metabolicznego
przeprogramowania [43].

FosrorrukTokINAZA 11

Enzymami glikolitycznymi indukowanymi w procesie
kancerogenezy sa enzymy z rodziny kinaz fosforyluja-
cych fruktozo-6-fosforan [4,66]. Na szczegdlna uwage
zastuguje wspomniana fosfofruktokinaza II, ktéra
oprécz aktywnosci kinazy (przeksztatca fruktozo-6-fos-
foran w fruktozo-2,6-bisfosforan) ma takze aktywno$¢
fosfatazy (katalizuje hydrolize fruktozo-2,6-bisfosfo-
ranu do fruktozo-6-fosforanu, tj. dziata jako fruktozo-
-2,6-bisfosfataza). Obie domeny katalityczne sa obecne
w obrebie tego samego polipeptydu, tworzac homodi-
meryczny kompleks biatkowy. Fruktozo-2,6-bisfosforan,
bedacy produktem aktywnosci katalitycznej domeny
kinazowej fosfofruktokinazy II, jest bardzo silnym akty-

watorem allosterycznym fosfofruktokinazy I, ktéra jest
gléwnym enzymem procesu glikolizy [61,66]. Z udziatem
ATP PFK-1 katalizuje fosforylacje fruktozo-6-fosforanu,
tworzac fruktozo-1,6-bisfosforan oraz ADP. Aktywnos¢
katalityczna fosfofruktokinazy I jest hamowana przez
ATP, cytrynian oraz kwasy tluszczowe, dostosowujac
w ten sposdb aktywnosé glikolityczng do potrzeb ener-
getycznych komdrki [2,38]. Gtéwnym etapem regulacji
glikolizy jest hamowanie fosfofruktokinazy I w stanie
wysokoenergetycznym przez ATP, co tworzy petle nega-
tywnego sprzezenia zwrotnego [80]. Obecnos¢ fruktozo-
-2,6-bisfosforanu znosi te inhibicje, znoszgc tym samym
zalezno$¢ miedzy poziomem ATP a glikolityczng aktyw-
nos$cig komdrki [60,83,85,93]. Jest to szczegdlnie wazny
punkt regulacji w komérkach watroby, gdyz fruktozo-
-2,6-bisfosforan petni tutaj role molekularnego prze-
tacznika miedzy glikoliza a glukoneogeneza [65,66].
W przypadku duzego stezenia glukozy w hepatocytach
aktywna jest domena kinazowa fosfofruktokinazy 11, co
powoduje wzrost stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu,
a tym samym zwieksza aktywno$¢ fosfofruktokinazy I.
W sytuacji duzego stezenia glukozy aktywnos¢ fosfo-
fruktokinazy 11 pozwala na utrzymanie intensywnej gli-
kolizy w watrobie, mimo wysokoenergetycznego stanu
komdrek. Powstajacy fruktozo-2,6-bisfosforan hamuje
fruktozo-1,6-bisfosfataze, hamujac w ten sposéb gluko-
neogeneze. W przypadku niewielkiego stezenia glukozy,
w wyniku dziatania glukagonu, nastepuje fosforylacja
domeny kinazowej PFK-2, a tym samym jej inaktywacja.
Aktywna staje sie wéwczas domena fosfatazowa, rozkta-
dajaca fruktozo-2,6-bisfosforan do fruktozo-6-fosforanu.
W wyniku tych reakcji nie jest stymulowana glikoliza
i nie jest hamowana glukoneogeneza. Tak wiec $cista
regulacja aktywnosci fosfofruktokinazy II w watrobie
zapewnia dostosowanie tempa glikolizy do aktualnych
potrzeb organizmu [64,65,66]. Nalezy jednak podkre-
§li¢, ze tak precyzyjny mechanizm regulacyjny jest
mozliwy tylko dlatego, ze izoforma fosfofruktokinazy
II podlegajaca ekspresji w komdrkach watroby zawiera
seryne w pozycji 32, ktérej fosforylacja w odpowiedzi
na glukagon hamuje domene kinazowa enzymu. Opi-
sane zalezno$ci przedstawiono na ryc. 2. W komdrkach
nowotworowych natomiast obserwuje sie wysoka eks-
presje izoenzymdw fosfofruktokinazy 11 kodowanych
przez geny PFKFB3 i PFKFB4, ktére nie podlegaja nad-
rzednej kontroli endokrynnej, pozwalajac tym samym
na utrzymanie w nowotworach wysokiego tempa gliko-
lizy niezaleznie od stanu energetycznego komérek. Duza
aktywno$¢é fosfofruktokinazy I, bedgca nastepstwem
duzego stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu, prowadzi
do wysokiego stezenia fruktozo-1,6-bisfosforanu, ktéry
moze indukowaé w komérkach nowotworowych prze-
taczenie miedzy metabolizmem tlenowym a metaboli-
zmem opartym wylgcznie na glikolizie [23].

GENY KODUJACE FOSFOFRUKTOKINAZE I

W komérkach ssaczych fosfofruktokinaza 11 wystepuje
w postaci kilku izoenzyméw kodowanych przez 4 rézne
geny: PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3, PFKFB4, umiejscowione na
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Ryc. 2. Regulacja glikolizy i glukoneogenezy w hepatocytach. Pogrubione symbole wskazuja reakcje fosforylacji fruktozo-6-fosforanu przez fosfofruktokinaze 1 (PFK-
1) oraz fosfofruktokinaze 2 (PFK-2). Znak plus - wzrost aktywnosci PFK-1 pod wptywem fruktozo-2,6-bisfosforanu, natomiast strzatka z tepym koricem wskazuje na
hamowanie przez fruktozo-1,6-bisfosforan reakji katalizowanej przez fruktozo-2,6-bisfosfataza 2; F-1,6-P2 — fruktozo-1,6-bisfosforan; F-2,6-P2 — fruktozo-2,6-
bisfosforan; F-6-P — fruktozo-6-fosforan; FBPase-1 - fruktozo-1,6-bisfosfataza 1; FBPase-2 — fruktozo-2,6-bisfosfataza 2; G-6-P — glukozo-6-fosforan; Glc — glukoza;

P — grupa fosforanowa; PFK-1 — fosfofruktokinaza 1; PFK-2 — fosfofruktokinaza 2; PK — kinaza pirogronianowa; Pyr — pirogronian

odrebnych chromosomach [61,68]. W wyniku alterna-
tywnego sktadania oraz alternatywnych promotoréw
[6] ekspresja kazdego z gendéw generuje ekspresje réz-
nych izoform. Mimo wysokiej homologii domeny kata-
litycznej izoenzymy fosfofruktokinazy i ich izoformy
wykazuja odmienne wiasciwosci regulacyjne oraz katali-
tyczne. W komdrkach obserwuje sie koekspresje réznych
izoenzymdw oraz ich izoform, co sugeruje ich wzajemna
kooperacje w regulacji stezenia fruktozo-2,6-bisfosfo-
ranu [51,71]. Gen PFKFB1 zawiera 17 eksonéw i koduje 3
rézne izoformy fosfofruktokinazy II (L, M i F). Izoformy
te réznig sie jedynie sekwencja eksonu 1. Izoforma L
ulega ekspresji w komérkach watroby, mieéni oraz w bia-
tej tkance ttuszczowej. Charakterystycznym elementem
struktury tej izoformy jest seryna w pozycji 32 biatka,
ktéra jest miejscem regulacji hormonalnej. Izoformy M,
wystepujaca w mie$niach i biatej tkance ttuszczowej oraz
F, ulegajaca ekspresji w fibroblastach oraz tkankach pto-
dowych, nie maja seryny w pozycji 32 charakterystycz-
nej dla izoformy L [18,26,61,72]. Gen PFKFB2 ulegajacy
ekspresji w komérkach kardiomiocytéw koduje 4 rézne
izoformy fosfofruktokinazy II rézniace sie miedzy sobg
regionem niekodujagcym na koricu 5'. W wyniku alterna-
tywnego sktadania powstaja dwie gléwne izoformy réz-
nigce sie miedzy soba sekwencja reszt aminokwasowych

na koricu karboksylowym. Obie izoformy majg domene
regulatorowa na koricu karboksylowym, ktéra ulegajac
fosforylacji, uaktywnia domene kinazowg enzymu. Fos-
forylacja Ser466 powoduje wzrost V__ domeny kina-
zowej, podczas gdy fosforylacja Ser466 i Ser483 jest
niezbedna do obnizenia warto$ci Km domeny kinazo-
wej, co zwieksza powinowactwo enzymu do substratu,
jakim jest fruktozo-6-fosforan [9,21,22,68]. 1zoenzym
PFK-2 w kardiomiocytach moze by¢ fosforylowany przez
wiele kinaz w odpowiedzi na insuline, jak réwniez przez
AMPK kinaze, ktéra ulega aktywacji przy wzroscie ste-
zenia AMP. W przypadku izoenzymu fosfofruktokinazy
11, bedgcej produktem genu PFKFB3, wykazano wieksza
aktywnos$¢ domeny kinazowej w stosunku do domeny
fosfatazowej [13]. Produktem genu PFKFB3 sa dwie
gtéwne izoformy, jedna z nich jest izoforma wykazujaca
ekspresje konstytutywna, a druga izoforma wykazujaca
ekspresje indukowang [56]. Izoforma indukowana ulega
ekspresji w komérkach intensywnie proliferujacych,
tj. w komérkach nowotworowych, nabtonkowych oraz
uktadu immunologicznego, a charakterystyczna dla niej
sekwencja AUUUA wystepujaca na koricu 3! warunkuje
niestabilno$¢, a tym samym szybka degradacje czasteczki
mRNA [13]. Obecno$¢ sekwencji AUUUA wykazano réw-
niez w transkryptach niektérych protoonkogendw oraz
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prozapalnych cytokin [1], ktére takze charakteryzuja
sie szybkim obrotem intensywnie powstajacych czaste-
czek mRNA (mRNA turnover). W pozycji 461 izoformy
indukowanej wystepuje seryna, ktérej fosforylacja przez
kinazy regulatorowe zwieksza aktywno$¢ domeny kina-
zowej, a tym samym przyczynia sie do nasilenia glikolizy
[58]. Innym izoenzymem PFK-2 ulegajacym nadekspresji
w komérkach nowotworowych jest produkt genu PFKFB4.
Struktura izoform PFK-2 kodowanych przez ten gen jest
bardzo podobna, a fragment kodujacy domene katali-
tyczna jest wysoce konserwatywny. Réznice wystepuja
natomiast w odcinkach N- oraz C-koricowych i praw-
dopodobnie sg odpowiedzialne za réznice aktywnosci
w domenach fostatazowej i kinazowej [72]. Wysoka eks-
presje zaréwno genu PFKFB4 [14,33,71,100], jak i genu
PFKFB3 [5,11,32,57,94,96] wykazano w licznych nowotwo-
rach, co sugeruje, ze izoenzymy kodowane wiasnie przez
te geny maja znaczenie w procesie kancerogenezy.

RecuLacia ekseres) PFKFB3 1 PFKFB4

Wiele doniesieti wskazuje na wysoka ekspresje PFKFB3
w nowotworach, a czynnik HIF-1 wydaje sie gléwnym
regulatorem ekspresji PFKFB3 na poziomie transkryp-
cji. Biatko HIF-1 przez przytaczenie sie do sekwencji HRE
obecnych w promotorze genu PFKFB3 [59] wplywa na
wzrost stezenia tego enzymu w komdrkach nowotwo-
rowych znajdujacych sie w §rodowisku niskotlenowym
[50]. Ekspresja PFKFB3 na poziomie mRNA jest réwniez
stymulowana przez aktywacje szlaku kinaz MAPK (mito-
gen-activated protein kinase) oraz przez czynniki streso-
genne, takie jak H,0,, NaCl, promieniowanie UV czy tez
anisomycyne [58]. Warto jeszcze raz podkresli¢, ze akty-
wacja szlaku kinaz MAP prowadzi réwnolegle do wzrostu
aktywno$ci enzymu (PFK-2) przez fosforylacje seryny
w pozycji 461 [49]. Regulacja transkrypcji PFKFB3 wydaje
sie takze podlegal regulacji hormonalnej. W nowotworze
piersi dotychczasowe wyniki badari podkre$laja istotny
wplyw progesteronu i estradiolu na poziom ekspresji
PFKFB3. Dla obu hormonéw wykazano klasyczny (geno-
mowy) mechanizm dzialania, ktéry polega na zwiazaniu
sie hormonu z receptorem, translokacji do jadra komdr-
kowego, dimeryzacji i wigzaniu sie do swoistych elemen-
téw odpowiedzi w DNA, ktérych obecnosé potwierdzono
w promotorze genu PFKFB3 [36,57]. W przypadku regu-
lacji ekspresji PFKFB3 na poziomie biatka istotna role
odgrywa jadrowa postaé fosfatazy PTEN, ktérej aktyw-
no$¢ promuje taczenie sie biatka APC, bedacego ligaza
E3 z biatkiem adaptorowym CDH1, wzmacniajac tym
samym supresorowe dzialanie kompleksu APC/CDH1
[81], zaangazowanego m.in. w proces degradacji PFKFB3
[3,35]. W pracach badawczych potwierdzono, ze utrata
ekspresji biatka PTEN w mysich fibroblastach powoduje
wzrost ekspresji PFKFB3, a tym samym podnosi steze-
nie fruktozo-2-6-bisfosforanu i aktywacji fosfofruktoki-
nazy-1, podczas gdy ponowne wprowadzenie ekspresji
PTEN obniza stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu oraz
redukuje stezenie mleczanu. Bardzo ciekawe badania
przeprowadzone na myszach transgenicznych z nade-
kspresja biatka PTEN przez Garcie-Cao i wsp. [30] wyka-

zujg, ze komérki tych organizméw charakteryzuja sie
zmniejszonym zuzyciem glukozy i zwiekszona inten-
sywnoscia oddychania tlenowego, a co najwazniejsze,
wieksza opornoscig na transformacje nowotworowa [30].
Powyzsze dane wydaja sie potwierdzal to, ze fosfataza
PTEN ma istotne znaczenie w regulacji ekspresji PFKFB3
na poziomie biatka, a utrata ekspresji PTEN moze sie
bezposrednio przyczyniaé do przeprogramowania meta-
bolicznego komdrek nowotworowych. Poziom PFKFB3
kontrolowany jest takze przez modyfikacje kowalen-
cyjna biatka jaka jest metylacja. Posta¢ PFKFB3 asyme-
trycznie, podwdjnie zmetylowana, w miejscach Arg131
i Arg134, przyczynia si¢ do zwiekszenia stezenia F-2,6-P,,
a tym samym aktywuje PFK-1 i zwieksza przemiane glu-
kozy w szlaku glikolizy, podczas gdy postaé niezme-
tylowana PFKFB3 ulega poliubikwitynacji i nastepnie
degradacji w proteasomie, powodujac spadek steze-
nia F-2,6-P,, co obniza aktywno$¢ PFK-1 oraz zmniejsza
tempo glikolizy. lo§¢ zmetylowanej PFKFB3 zalezy m.in.
od aktywnosci syntazy B-cystationinowej. W wyniku nie-
wielkiej aktywnos$ci tego enzymu w komdrce gromadzi
sie S-adenozylohomocystina (SAH), ktéra allosterycz-
nie blokuje metylotransferazy [37]. Mata aktywnosé
syntazy B-cystationinowej jest obserwowana w czasie
stresu oksydajnego, kiedy to indukowana jest oksyge-
naza hemowa, ktéra generuje tlenek wegla, a on hamuje
aktywno$¢ syntazy B-cystationiny. Podsumowujac, stres
oksydacyjny zmniejsza ilo$ci aktywnej zmetylowa-
nej PFK-2, co powoduje przesuniecie metabolizmu glu-
kozy do szlaku pentozofosforanowego, dostarczajacego
NADPH, ktéry odnawia komdrkowe zapasy zredukowa-
nego glutationu, chronigc tym samym komérki przed
wplywem stresu oksydacyjnego. Komdérki takie dosko-
nale radza sobie z unieszkodliwianiem wolnych rodni-
kéw, ale takze dzieki tej zdolnosci zyskuja oporno$é na
chemioterapie i radioterapie [97]. Stres oksydacyjny
wptywa hamujgco na PFKFB3 réwniez przez zmiany
w stezeniu glutationu. Dzieje sie tak na skutek znacz-
nego spadku zredukowanego glutationu w komérce
zwigzanego z jego zuzyciem podczas neutralizacji wol-
nych rodnikéw. Zwigksza to ilos¢ utlenionej postaci glu-
tationu, promujac przytaczenie reszty S-glutationowej
do cysteiny w pozycji 206 znajdujacej sie w okolicy miej-
sca aktywnego PFKFB3, co znaczaco zmniejsza aktyw-
no$¢ katalitycznej enzymu i podobnie jak w przypadku
metylacji PFKFB3 przesuwa metabolizm glukozy do
szlaku pentozofosforanowego, dostarczajacego NADPH.
Opisane mechanizmy wskazuja na bardzo precyzyjna
regulacje fosfofruktokinazy II w zalezno$ci od stanu
redox komdrki [76]. Jednoczesnie obserwuje sie mecha-
nizmy epigenetyczne kontrolujace ekspresje PFKFB3.
W nowotworze koci obnizone stezenie microRNA (miR-
-26b) bezposrednio przyczynia sie do wzrostu ekspresji
PFKFB3, a prace eksperymentalne dowodza, ze przywré-
cenie ekspresji miR-26b in vitro obniza stezenie PFKFB3
oraz zahamowuje proliferacje, migracje, inwazje oraz
zmniejsza przemiane glukozy za poérednictwem gli-
kolizy [25]. Natomiast w przypadku nowotworu piersi,
ekspresja PFKFB3 wydaje sie negatywnie regulowana
przez miR-206. W badaniach prowadzonych przez Ge
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i wsp. [32] udowodniono, ze 17-B-estradiol wptywa na
obnizenie stezenia miR-206 w komérkach nowotworu
piersi pozytywnych dla receptora estrogenowego.
Istotne znaczenie miR-206 w regulacji ekspresji PFKFB3
potwierdzono przez wprowadzenie in vitro nadeks-
presji miR-206, co doprowadzito do zmniejszenia steze-
nia fruktozo-2,6-bisfosforanu, obnizenia wytwarzania
mleczanu oraz redukcji proliferacji i migracji komérek
nowotworu piersi [32].

Czynnik transkrypcyjny HIF-1 jest zaangazowany takze
w mechanizm regulacji wysokiej ekspresji PFKFB4
w nowotworach. W promotorze genu PFKFB4 [14,52],
podobnie jak w promotorze PFKFB3 [29,50], znajduja
sie miejsce wiazania czynnika transkrypcyjnego HIF-1.
Poza potwierdzona rola hipoksji w regulacji ekspresji
PFK-2, kodowanej przez gen PFKFB4, badanie przepro-
wadzone przez Li i wsp. [45] wykazaly, ze drastyczne
obnizenie stezenia glukozy w komdérkach nowotworu
watroby HepG2 redukuje ekspresje PFKFB4. Spadek eks-
presji PFKFB4 skorelowany byt ze spadkiem ekspresji
oksygenazy hemowej-2 (HO-2) oraz wzrostem ekspresji
oksygenazy hemowej-1 (HO-1), podczas gdy nadekspre-
sja HO-2 indukowata wzrost ekspresji PFKFB4 [45]. Bada-
nia wydaja sie potwierdzad istnienie wzajemnej regulacji
miedzy stezeniem glukozy, ekspresja PFKFB4 oraz kata-
bolizmem hemu.

FosrorRUKTOKINAZA Il W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Wiele badant wskazuje na wystepowanie $cistej korelacji
miedzy karcenogeneza a podwyzszona aktywnoscia fosfo-
fruktokinazy 11, co potwierdzono w nowotworach stercza,
gruczohu piersiowego, pecherza, jajnika, szyjki macicy, tar-
czycy, okreznicy, zotadka, ptuc, trzustki, kosci oraz w gleja-
kach [5,10,11,14,25,32,33,53,54,71,100]. Jak juz wspomniano,
jedna z gtéwnych funkcji glikolizy w komérkach nowotwo-
rowych jest generowanie produktéw posrednich, podsta-
wowych dla ich przezycia [12,47]. Intensywna biosynteza
niezbednych komdrce intermediatéw jest mozliwa tylko
przez utrzymanie duzej aktywnosci glikolitycznej, niezalez-
nie od stanu energetycznego komdrki [95]. W zwiazku
z tym, duza aktywno$¢ enzymu generujacego fruktozo-
-2,6-bisfosforan wydaje sie bardzo pozadana w nowotwo-
rach. W obliczu dotychczasowych badat wykazano, ze
w komdrkach nowotworowych najcze$ciej nadekspresji
ulegaja izoformy kodowane przez geny PFKFB3 oraz PFKFB4
[5,7,8,14,71,100]. PFKFB3 charakteryzuje sie bardzo wyso-
kim stosunkiem aktywnosci domeny kinazowej do domeny
fosfatazowej (740:1) [13], co sprawia, ze izoenzym ten jest
gléwnym zrédtem fruktozo-2,6-bisfosforanu w wielu roz-
wijajacych sie nowotworach. Wyciszenie ekspresji PFKFB3
w komdrkach nowotworu szyjki macicy znacznie obniza
stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu oraz ich aktywnos$¢ gli-
kolityczng, obnizajgc Zzywotno$¢ oraz zahamowujac nieza-
lezny od kontaktu komérkowego wzrost [11].
W nowotworze kosci natomiast obnizenie ekspresji PFKFB3
powoduje zahamowanie proliferacji, migracji i inwazji oraz
zmniejsza przemiane glukozy w szlaku glikolizy. Podobne
dane otrzymano, analizujac komérki nowotworu piersi,

gdzie wyciszenie ekspresji PFKFB3 skutkowato obnizeniem
wytwarzania mleczanu oraz redukcja proliferacji i migracji
komdrek. Telang i wsp. wykazali, ze transformacja mysich
fibroblastéw ptucnych onkogenem H-ras indukuje nieza-
lezny od kontaktu komérkowego wzrost tylko w fibrobla-
stach izolowanych od myszy o genotypie PFKFB3+/+,
natomiast niezalezny od kontaktu komérkowego wzrost
nie byt obserwowany u myszy o genotypie PFKFB3+/-,
Wykazano, ze fibroblasty o genotypie PFKFB3+/- maja
obnizone stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu w poréwnaniu
z fibroblastami PFKFB3+/+ [82]. Mozna sugerowac, ze brak
hamowania fosfofruktokinazy 1 przez ATP moze miel
istotne znaczenie w indukowanej onkogenem H-ras trans-
formacji fibroblastéw, a przeprowadzone badania wskazuja
na bezposredni zwigzek miedzy wysoka ekspresjg PFKFB3,
prowadzgca do intensyfikacji glikolizy, a procesem kance-
rogenezy. Znaczaca jest takze rola domeny kinazowej
PFKFB3, ktdra nie ogranicza sie wylacznie do stymulagji gli-
kolizy. Yalcin i wsp. wykazali, ze jeden z wariantéw sktada-
nia nr 5, PFKFB3 [39], najczesciej ulegajacy ekspresji
w komdrkach nowotworowch [78], umiejscawia sie w jadrze
komérkowym, podczas gdy lokalizacja PFKFB4 byta wytacz-
nie cytoplazmatyczna [94]. Jadrowe umiejscowienie PFKFB3
zaobserwowano in vitro w nowotworze okreznicy, piersi
oraz szyjki macicy, a domena karboksylowa okazata sie pod-
stawowa dla pojawienia sie biatka w jadrze komérkowym.
Eksperymentalna nadekspresja PFKFB3 w nowotworze
szyjki macicy wykazata wzrost stezenia gléwnych biatek
cyklu komérkowego, tj. cyklinozaleznej kinazy 1 (CDK1),
biatka Cdc25C oraz cykliny D3. Jednocze$nie zaobserwo-
wano zwiekszona fosforylacje treoniny 187 biatka p27, pro-
wadzaca do destabilizacji i degradacji tego biatka.
Fosforylacja p27 nie wynikata bezposrednio z aktywnosci
domeny kinazowej PFKFB3, ale jak wykazano, byta wyni-
kiem wzrostu stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu w jadrze
komérkowym [94]. Yalcin i wsp. zatozyli hipotetycznie, ze
w zaleznosci od rodzaju stymulacji komdrki moze docho-
dzi¢ do wzrostu stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu
w cytoplazmie, co promuje glikolize lub do wzrostu steze-
nia fruktozo-2,6-bisfosforanu w jadrze komérkowym, co
bezposrednio przyczynia sie do podniesienia potencjatu
proliferacyjnego. Autorzy zasugerowali, ze fruktozo-
-2,6-bisfosforan moze dziata¢ jako bezposredni aktywator
allosteryczny Cdk1. W fazie G1 cyklu komérkowego Cdk1
jest nieaktywna z powodu matego poziomu ekspresji
cykliny A i cykliny B1, podstawowych dla jej aktywacji.
Zatem allosteryczna aktywacja Cdk1 przez fruktozo-2,6-bis-
fosforan prowadzac do fosforylacji biatka p27 oraz biatka
retinoblastomy (Rb), moze wpltywaé na deregulacje i skré-
cenie fazy G1, co czesto stwierdza sie w nowotworach [94].
Yalcin i wsp. wykazali, ze wyciszenie endogennej ekspresji
PFKFB3 w komdrkach nowotworu szyjki macicy powodo-
wato zahamowanie aktywnosci Cdk1, stabilizacje biatka p27
oraz zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1, nato-
miast wyciszenie endogennej ekspresji PFKFB3 byto catko-
wicie zniesione, jezeli jednocze$nie wyciszona zostata
ekspresja p27. Badania te sugeruja, ze fruktozo-2,6-bisfosfo-
ran moze taczy¢ niezaleznie funkcje aktywatora glikolizy
oraz stymulatora proliferacji [94,96]. Niewatpliwie jest to
bardzo istotna obserwacja i wazne jest zweryfikowanie
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jadrowej lokalizacji PFKFB3 réwniez w innych nowotwo-
rach. Nie bez powodu podkresla sie takze funkcje PFKFB4
w komérkach nowotworowych. Wyciszenie ekspresji
PFKFB4 w komérkach glejakéw prowadzito do ich apoptozy
[33], a nowotworowe komdrki macierzyste w glejakach cha-
rakteryzowaly sie podniesiong ekspresja PFKFB4, podczas
gdy ekspresja PFKFB3 byta obnizona, co sugeruje, ze gtéwna
role w utrzymaniu optymalnego stezenia fruktozo-2,6-bis-
fosforanu petni w tych komérkach PFKFB4. Inne doniesie-
nia podkreslajg istotne znaczenie PFKFB4 dla progresji
nowotworu stercza [70]. W komdrkach tych w biatku
kodowanym przez PFKFB4 dominuje aktywno$¢é domeny
fosfatazowej, a to w wyniku wyciszenia PFKFB4 prowa-
dzito do wzrostu stezenia fruktozo-2,6-bisfosforanu
w trzech z czterech badanych linii komérkowych. Wzrost
fruktozo-2,6-bisfosforanu doprowadzit do przekierowania
glukozo-6-fosforanu na droge glikolizy, co zmniejszyto jego
dostepnos¢ dla cyklu pentozofosforanowego, a tym samym
obnizone zostato stezenie NADPH oraz zredukowanego glu-
tationu. W wyniku obserwowanych zmian nasilit sie stres
oksydacyjny oraz $mier¢ komédrkowa. Zastosowanie anty-
utleniaczy catkowicie odwrdcito efekt wyciszenia PFKFB4
[71]. Opisane badania wydaja sie kontrowersyjne w odnie-
sieniu do hipotezy, ktéra zaktada, ze duze stezenie fruk-
tozo-2,6-bisfosforanu promuje progresje nowotworu przez
stymulacje aktywnosci glikolitycznej. Jednak mozna rozwa-
zal, ze duze stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu jest istotne
tylko dla nowotworowych komérek znajdujacych sie w $ro-
dowisku hipoksycznym, poniewaz nasilona glikoliza
pozwoli na utrzymanie odpowiedniego poziomu ATP
w komorce i przezycie. W warunkach normoksycznych
natomiast obnizone stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu
umozliwiaé moze przekierowanie gromadzacego sie glu-
kozo-6-fosforanu na droge szlaku pentozofosforanowego,
indukujac biosynteze pentoz oraz NADPH niezbednych dla
syntez redukcyjnych i ochrony komérki przed RFT.
W zwigzku z tym szczeg6lnie istotna dla komérki nowotwo-
rowej wydaje sie modulacja aktywno$ci domeny kinazowej
oraz fosfatazowej w zaleznosci od wymagarn mikrosrodowi-
ska. Najnowsze badania Chesneya i wsp. nie potwierdzaja

PismienNIcTWO

jednak przewagi aktywnos$ci domeny fosfatazowej PFKFB4
[14]. W badaniach na nowotworach, w tym takze na nowo-
tworze stercza, autorzy wykazali, ze wyciszenie lub selek-
tywne hamowanie ekspresji PFKFB4 obniza stezenie
fruktozo-2,6-bisfosforanu, zmniejsza pobér glukozy oraz
prowadzi do spadku ilo$ci ATP w komérce. Dodatkowo,
Chesney i wsp. wskazali, Ze PFKFB4 jest najwazniejszym
enzymem dla przezycia komérek nowotworowych
w warunkach hipoksji, wzmagajac glikolityczne wytwarza-
nie ATP, w czasie gdy niemozliwe jest funkcjonowanie fan-
cucha oddechowego. Dostepno$é tlenu, szybkosé
zachodzacych proceséw metabolicznych, przeptyw
i dostepno$¢ intermediatéw glikolizy, a takze ich wzajemne
oddziatywania wydaja sie istotne w regulacji prawidtowych
i nowotworowych proceséw w komdrkach. Bez watpienia
mozna stwierdzié, ze dalsze prace badawcze sg konieczne,
aby zweryfikowaé przeciwstawne wyniki publikowane
przez rézne grupy badawcze, co powinno zaowocowaé
opracowaniem odpowiedniej terapii w walce z réznymi
typami nowotwordw.

PopsumowaNie

W komérkach nowotworowych powszechnie obser-
wuje sie przeprogramowanie metabolizmu w kierunku
procesu intensywnie zachodzacej beztlenowej gliko-
lizy. Wzrost szybko$ci przemian glukozy w wyniku
glikolizy w znacznym stopniu wynika z nadekspresji
enzyméw glikolitycznych. Jednym z enzymdéw maja-
cych bardzo istotny wptyw na tempo glikolizy jest fos-
fofruktokinaza II. Publikowane dane jednoznacznie
wskazujg na istnienie korelacji miedzy wysoka ekspre-
sja fosfofruktokinazy II a agresywno$cia nowotworu.
Niewatpliwie doktadniejsze poznanie mechanizméw
i konsekwencji wysokiej ekspresji fosfofruktokinazy
II przyczyni sie do lepszego zrozumienia podstaw
przeprogramowania metabolicznego nowotwordw,
co w przyszto$ci moze zaowocowaé pojawieniem sie
nowych lekéw skutecznie uderzajacych w zmieniony
metabolizm komdrek nowotworowych.

[1] Akashi M., Shaw G., Hachiya M., Elstner E., Suzuki G., Koeffler P.:
Number and location of AUUUA motifs: role in regulating transien-
tly expressed RNAs. Blood, 1994; 83: 3182-3187

[2] Al Hasawi N., Alkandari M.F., Lugmani Y.A.: Phosphofructokinase:
amediator of glycolytic flux in cancer progression. Crit. Rev. Oncol.
Hematol., 2014; 92: 312-321

[3] Almeida A., Bolanos J.P., Moncada S.: E3 ubiquitin ligase APC/C-
-Cdh1 accounts for the Warburg effect by linking glycolysis to cell
proliferation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2010; 107: 738-741

[4] Altenberg B., Greulich K.O.: Genes of glycolysis are ubiquitously
overexpressed in 24 cancer classes. Genomics, 2004; 84: 1014-1020

[5] Atsumi T., Chesney J., Metz C., Leng L., Donnelly S., Makita Z.,
Mitchell R., Bucala R.: High expression of inducible 6-phosphofruc-
to-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (iPFK-2; PFKFB3) in human
cancers. Cancer Res., 2002; 62: 5881-5887

[6] Baek D., Davis C., Ewing B., Gordon D., Green P.: Characterization

and predictive discovery of evolutionarily conserved mammalian
alternative promoters. Genome Res., 2007; 17: 145-155

[7] Bando H., Atsumi T., Nishio T., Niwa H., Mishima S., Shimizu
C., Yoshioka N., Bucala R., Koike T.: Phosphorylation of the 6-pho-
sphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase/PFKFB3 family
of glycolytic regulators in human cancer. Clin. Cancer Res., 2005;
11:5784-5792

[8] Bartrons R., Caro J.: Hypoxia, glucose metabolism and the War-
burg’s effect. J. Bioenerg. Biomembr., 2007; 39: 223-229

[9] Bertrand L., Alessi D.R., DeprezJ., Deak M., Viaene E., Rider M.H.,
Hue L.: Heart 6-phosphofructo-2-kinase activation by insulin re-
sults from Ser-466 and Ser-483 phosphorylation and requires 3-pho-
sphoinositide-dependent kinase-1, but not protein kinase B. J. Biol.
Chem., 1999; 274: 30927-30933

[10] Bobarykina A.Y., Minchenko D.0., Opentanova L.L., Moenner M.,
Caro J., Esumi H., Minchenko 0.H.: Hypoxic regulation of PFKFB-3
and PFKFB-4 gene expression in gastric and pancreatic cancer cell

947



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 938-950

lines and expression of PFKFB genes in gastric cancers. Acta Biochim.
Pol., 2006; 53: 789-799

[11] calvo M.N., Bartrons R., Castano E., Perales J.C., Navarro-Sabate
A., Manzano A.: PFKFB3 gene silencing decreases glycolysis, induces
cell-cycle delay and inhibits anchorage-independent growth in HeLa
cells. FEBS Lett., 2006; 580: 3308-3314

[12] CantorJ.R., Sabatini D.M.: Cancer cell metabolism: one hallmark,
many faces. Cancer Discov., 2012; 2: 881-898

[13] ChesneyJ., Clark J., Klarer A.C., Imbert-Fernandez Y., Lane A.N.,
Telang S.: Fructose-2,6-bisphosphate synthesis by 6-phosphofruc-
to-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 4 (PFKFB4) is required for
the glycolytic response to hypoxia and tumor growth. Oncotarget,
2014; 5: 6670-6686

[14] Chesney J., Mitchell R., Benigni F., Bacher M., Spiegel L., Al-Abed
Y., Han].H., Metz C., Bucala R.: An inducible gene product for 6-pho-
sphofructo-2-kinase with an AU-rich instability element: Role in
tumor cell glycolysis and the Warburg effect. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1999; 96: 3047-3052

[15] Christofk H.R., Vander-Heiden M.G., Harris M.H., Ramanathan
A., Gerszten R.E., Wei R., Fleming M.D., Schreiber S.L., Cantley L.C.:
The M2 splice isoform of pyruvate kinase is important for cancer
metabolism and tumour growth. Nature, 2008; 452: 230-233

[16] Dang C.V.: MYC on the path to cancer. Cell, 2012; 149: 22-35

[17] Dang C.V.: Rethinking the Warburg effect with Myc micromana-
ging glutamine metabolism. Cancer Res., 2010; 70: 859-862

[18] Darville M.1., Antoine 1.V., Rousseau G.G.: Characterization of
an enhancer upstream from the muscle-type promoter of a gene
encoding 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase.
Nucleic Acids Res., 1992; 20: 3575-3583

[19] DeBerardinis R.J., Lum ] J., Hatzivassiliou G., Thompson C.B.: The
biology of cancer: metabolic reprogramming fuels cell growth and
proliferation. Cell Metab., 2008; 7: 11-20

[20] Dennis P.B., Jaeschke A., Saitoh M., Fowler B., Kozma S.C., Tho-
mas G.: Mammalian TOR: a homeostatic ATP sensor. Science, 2001;
294:1102-1105

[21] Deprez]., Bertrand L., Alessi D.R., Krause U., Hue L., Rider M.H.:
Partial purification and characterization of a wortmannin-sensitive
and insulin-stimulated protein kinase that activates heart 6-pho-
sphofructo-2-kinase. Biochem. J., 2000; 347: 305-312

[22] Deprez J., Vertommen D., Alessi D.R., Hue L., Rider M.H.: Pho-
sphorylation and activation of heart 6-phosphofructo-2-kinase by
protein kinase B and other protein kinases of the insulin signaling
cascades. J. Biol. Chem., 1997; 272: 17269-17275

[23] Diaz-Ruiz R., Averet N., Araiza D., Pinson B., Uribe-Carvajal S.,
Devin A., Rigoulet M.: Mitochondrial oxidative phosphorylation is
regulated by fructose 1,6-bisphosphate. A possible role in Crabtree
effect induction? J. Biol. Chem., 2008; 283: 26948-26955

[24] Diaz-Ruiz R., Rigoulet M., Devin A.: The Warburg and Crabtree
effects: on the origin of cancer cell energy metabolism and of yeast
glucose repression. Biochim. Biophys. Acta, 2011; 1807: 568-576

[25] Du J.Y., Wang L.F., Wang Q., Yu L.D.: miR-26b inhibits prolife-
ration, migration, invasion and apoptosis induction via the down-
regulation of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphospha-
tase-3 driven glycolysis in osteosarcoma cells. Oncol. Rep., 2015;
33:1890-1898

[26] Dupriez VJ., Darville M.L,, Antoine L.V., Gegonne A., Ghysdael J.,
Rousseau G.G.: Characterization of a hepatoma mRNA transcribed
from a third promoter of a 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
-bisphosphatase-encoding gene and controlled by ets oncogene-
-related products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993; 90: 8224-8228

[27] Fais S., Venturi G., Gatenby B.: Microenvironmental acidosis in
carcinogenesis and metastases: New strategies in prevention and

therapy. Cancer Metastasis Rev., 2014; 33: 1095-1108

[28] Fernandez-Checa J.C., Kaplowitz N., Garcia-Ruiz C., Colell A.,
Miranda M., Mari M., Ardite E., Morales A.: GSH transport in mito-
chondria: defense against TNF-induced oxidative stress and alcohol-
-induced defect. Am. J. Physiol., 1997; 273: G7-G17

[29] Fukasawa M., Tsuchiya T., Takayama E., Shinomiya N., Uyeda
K., Sakakibara R., Seki S.: Identification and characterization of the
hypoxia-responsive element of the human placental 6-phosphofruc-
to-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase gene. J. Biochem., 2004;
136: 273-277

[30] Garcia-Cao 1., Song M.S., Hobbs R.M., Laurent G., Giorgi C., de
Boer V.C., Anastasiou D., Ito K., Sasaki A.T., Rameh L., Carracedo A.,
Vander Heiden M.G., Cantley L.C., Pinton P., Haigis M.C., Pandolfi P.P.:
Systemic elevation of PTEN induces a tumor-suppressive metabolic
state. Cell, 2012; 149: 49-62

[31] Gatt S., Racker E.: Regulatory mechanisms in carbohydrate me-
tabolism. I. Crabtree effect in reconstructed systems. J. Biol. Chem.,
1959; 234: 1015-1023

[32] Ge X., Lyu P,, Cao Z., Li J., Guo G., Xia W., Gu Y.: Overexpression
of miR-206 suppresses glycolysis, proliferation and migration in
breast cancer cells via PFKFB3 targeting. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 2015; 463: 1115-1121

[33] Goidts V., Bageritz J., Puccio L., Nakata S., Zapatka M., Barbus
S., Toedt G., Campos B., Korshunov A., Momma S., Van Schaftin-
gen E., Reifenberger G., Herold-Mende C., Lichter P., Radlwimmer
B.: RNAI screening in glioma stem-like cells identifies PFKFB4 as a
key molecule important for cancer cell survival. Oncogene, 2012;
31:3235-3243

[34] Hanahan D., Weinberg R.A.: Hallmarks of cancer: the next ge-
neration. Cell, 2011; 144: 646-674

[35] Herrero-Mendez A., Almeida A., Fernandez E., Maestre C., Mon-
cada S, Bolanos J.P.: The bioenergetic and antioxidant status of neu-
rons is controlled by continuous degradation of a key glycolytic en-
zyme by APC/C-Cdh1. Nat. Cell Biol., 2009; 11: 747-752

[36] Imbert-Fernandez Y., Clem B.F., 0'Neal J., Kerr D.A., Spaulding
R., Lanceta L., Clem A.L., Telang S., Chesney J.: Estradiol stimulates
glucose metabolism via 6-phosphofructo-2-kinase (PFKFB3). J. Biol.
Chem., 2014; 289: 9440-9448

[37] James S.J., Melnyk S., Pogribna M., Pogribny L.P., Caudill M.A.:
Elevation in S-adenosylhomocysteine and DNA hypomethylation:
Potential epigenetic mechanism for homocysteine-related patho-
logy. J. Nutr., 2002; 132: 23615-2366S

[38] Jenkins C.M., Yang]J., Sims H.F., Gross R.W.: Reversible high affi-
nity inhibition of phosphofructokinase-1 by acyl-CoA: a mechanism
integrating glycolytic flux with lipid metabolism. J. Biol. Chem.,
2011, 286:11937-11950

[39] Kessler R., Eschrich K.: Splice isoforms of ubiquitous 6-phospho-
fructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase in human brain. Brain
Res. Mol. Brain Res., 2001; 87: 190-195

[40] Kim J.W., Gao P,, Liu Y.C., Semenza G.L., Dang C.V.: Hypoxia-indu-
cible factor 1 and dysregulated c-Myc cooperatively induce vascular
endothelial growth factor and metabolic switches hexokinase 2 and
pyruvate dehydrogenase kinase 1. Mol. Cell Biol., 2007; 27: 7381-7393

[41]Kim J.W.,, Zeller K.I, Wang Y., Jegga A.G., Aronow B.J., O'Donnell
K.A., Dang C.V.: Evaluation of myc E-box phylogenetic footprints in
glycolytic genes by chromatin immunoprecipitation assays. Mol.
Cell. Biol., 2004; 24: 5923-5936

[42] Koppenol W.H., Bounds P.L., Dang C.V.: Otto Warburg’s contri-
butions to current concepts of cancer metabolism. Nat. Rev. Cancer,
2011; 11: 325-337

[43] Kumar P., Gullberg U., Olsson L., Ajore R.: Myeloid translocation
gene-16 co-repressor promotes degradation of hypoxia-inducible
factor 1. PLoS One, 2015; 10: e0123725

948



Kocemba K.A. i wsp. — Znaczenie fosfofruktokinazy Il (PFK-2)/fruktozo-2,6-bisfosfatazy (FBPazy-2)...

[44] Laplante M., Sabatini D.M.: mTOR signaling in growth control
and disease. Cell, 2012; 149: 274-293

[45] Li B., Takeda K., Ishikawa K., Yoshizawa M., Sato M., Shibahara S.,
Furuyama K.: Coordinated expression of 6-phosphofructo-2-kinase/
fructose-2,6-bisphosphatase 4 and heme oxygenase 2: Evidence for
aregulatory link between glycolysis and heme catabolism. Tohoku
J. Exp. Med., 2012; 228: 27-41

[46] Liou G.Y., Storz P.: Reactive oxygen species in cancer. Free Radic.
Res., 2010; 44: 479-496

[47] Locasale J.W., Cantley L.C.: Metabolic flux and the regulation of
mammalian cell growth. Cell Metab., 2011; 14: 443-451

[48] Manola ., Atkins M., Ibrahim J., Kirkwood J.: Prognostic factors
in metastatic melanoma: A pooled analysis of Eastern Cooperative
Oncology Group trials. J. Clin. Oncol., 2000; 18: 3782-3793

[49] Marsin A.S., Bouzin C., Bertrand L., Hue L.: The stimulation of
glycolysis by hypoxia in activated monocytes is mediated by AMP-
activated protein kinase and inducible 6-phosphofructo-2-kinase.
J. Biol. Chem., 2002; 277: 30778-30783

[50] Minchenko A., Leshchinsky 1., Opentanova 1., Sang N., Srinivas
V., Armstead V., Caro J.: Hypoxia-inducible factor-1-mediated expres-
sion of the 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3
(PFKFB3) gene. Its possible role in the Warburg effect. J. Biol. Chem.,
2002; 277: 6183-6187

[51] Minchenko 0., Opentanova 1., Caro J.: Hypoxic regulation of
the 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase gene
family (PFKFB-1-4) expression in vivo. FEBS Lett., 2003; 554: 264-270

[52] Minchenko 0., Opentanova 1., Minchenko D., Ogura T., Esumi
H.: Hypoxia induces transcription of 6-phosphofructo-2-kinase/
fructose-2,6-biphosphatase-4 gene via hypoxia-inducible factor-1a
activation. FEBS Lett., 2004; 576: 14-20

[53] Minchenko 0.H., Ogura T., Opentanova 1.L., Minchenko D.O.,
Ochiai A., Caro J., Komisarenko S.V., Esumi H.: 6-Phosphofructo-
2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase gene family overexpression
in human lung tumor. Ukr. Biokhim. Zh., 2005; 77: 46-50

[54] Minchenko 0.H., Opentanova LL., Ogura T., Minchenko D.O.,
Komisarenko S.V., Caro J., Esumi H.: Expression and hypoxia-respon-
siveness of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase
4 in mammary gland malignant cell lines. Acta Biochim. Pol., 2005;
52: 881-888

[55] Moreno-Sanchez R., Rodriguez-Enriquez S., Marin-Hernandez
A., Saavedra E.: Energy metabolism in tumor cells. FEBS J., 2007;
274:1393-1418

[56] Navarro-Sabate A., Manzano A., Riera L., Rosa J.L., Ventura F.,
Bartrons R.: The human ubiquitous 6-phosphofructo-2-kinase/fruc-
tose-2,6-bisphosphatase gene (PFKFB3): Promoter characterization
and genomic structure. Gene., 2001; 264: 131-138

[57] Novellasdemunt L., Bultot L., Manzano A., Ventura F., Rosa J.L.,
Vertommen D., Rider M.H., Navarro-Sabate A., Bartrons R.: PFKFB3
activation in cancer cells by the p38/MK2 pathway in response to
stress stimuli. Biochem. J., 2013; 452: 531-543

[58] Novellasdemunt L., Obach M., Millan-Arino L., Manzano A., Ven-
tura F., Rosa J.L., Jordan A., Navarro-Sabate A., Bartrons R.: Proges-
tins activate 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase
3 (PFKFB3) in breast cancer cells. Biochem. J., 2012; 442: 345-356

[59] Obach M., Navarro-Sabate A., Caro J., Kong X., Duran J., Gomez
M., Perales J.C., Ventura F., Rosa J.L., Bartrons R.: 6-Phosphofructo-
2-kinase (pfkfb3) gene promoter contains hypoxia-inducible factor-1
binding sites necessary for transactivation in response to hypoxia.
J. Biol. Chem., 2004; 279: 53562-53570

[60] Okar D.A., Lange A.]J.: Fructose-2,6-bisphosphate and control of
carbohydrate metabolism in eukaryotes. Biofactors, 1999; 10: 1-14

[61] Okar D.A., Manzano A., Navarro-Sabate A., Riera L., Bartrons

R., Lange AJ.: PFK-2/FBPase-2: Maker and breaker of the essential
biofactor fructose-2,6-bisphosphate. Trends Biochem. Sci., 2001;
26:30-35

[62] Osthus R.C., Shim H., Kim S., Li Q., Reddy R., Mukherjee M., Xu
Y., Wonsey D., Lee L.A., Dang C.V.: Deregulation of glucose trans-
porter 1 and glycolytic gene expression by c-Myc. J. Biol. Chem.,
2000; 275: 21797-21800

[63] Peet A., Lieberman M.A., Marks A.: Marks’ Basic Medical Bio-
chemistry. A Clinical Approach, 2005; p.897

[64] Pilkis SJ., Claus T.H., Kurland 1., Lange AJ.: 6-Phosphofructo-
-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase: A metabolic signaling enzy-
me. Annu. Rev. Biochem., 1995; 64: 799-835

[65] Pilkis S.J., el-Maghrabi M.R., Claus T.H.: Hormonal regulation
of hepatic gluconeogenesis and glycolysis. Annu. Rev. Biochem.,
1998, 57: 755-783

[66] Pilkis S.J., Fox E., Wolfe L., Rothbarth L., Colosia A., Stewart H.B.,
el-Maghrabi M.R.: Hormonal modulation of key hepatic regulatory
enzymes in the gluconeogenic/glycolytic pathway. Ann. N'Y Acad.
Sci., 1986; 478: 1-19

[67] Raffaghello L., Lee C., Safdie F.M., Wei M., Madia F., Bianchi G.,
Longo V.D.: Starvation-dependent differential stress resistance pro-
tects normal but not cancer cells against high-dose chemotherapy.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008; 105: 8215-8220

[68] Rider M.H., Bertrand L., Vertommen D., Michels P.A., Rousseau
G.G., Hue L.: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase:
head-to-head with a bifunctional enzyme that controls glycolysis.
Biochem. J., 2004; 381: 561-579

[69] Rider M.H., van Damme J., Vertommen D., Michel A., Vandekerc-
khove J., Hue L.: Evidence for new phosphorylation sites for protein
kinase C and cyclic AMP-dependent protein kinase in bovine heart
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase. FEBS Lett.,
1992; 310: 139-142

[70] Rodriguez-Enriquez S., Juarez O., Rodriguez-Zavala J.S., Mo-
reno-Sanchez R.: Multisite control of the Crabtree effect in ascites
hepatoma cells. Eur. J. Biochem., 2001; 268: 2512-2519

[71] Ros S., Santos C.R., Moco S., Baenke F,, Kelly G., Howell M., Za-
mboni N., Schulze A.: Functional metabolic screen identifies 6-pho-
sphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 as an important
regulator of prostate cancer cell survival. Cancer Discov., 2012; 2:
328-343

[72] Ros S., Schulze A.: Balancing glycolytic flux: the role of 6-pho-
sphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatases in cancer meta-
bolism. Cancer Metab., 2013; 1: 8

[73] Schafer Z.T., Grassian A.R., Song L., Jiang Z., Gerhart-Hines Z.,
Irie H.Y., Gao S., Puigserver P., Brugge J.S.: Antioxidant and oncoge-
ne rescue of metabolic defects caused by loss of matrix attachment.
Nature, 2009; 461: 109-113

[74] Semenza G.L.: HIF-1 mediates metabolic responses to intratu-
moral hypoxia and oncogenic mutations. J. Clin. Invest., 2013; 123:
3664-3671

[75] Semenza G.L.: Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) pathway. Sci.
STKE, 2007; 407: cm8

[76] Seo M., Lee Y.H.: PFKFB3 regulates oxidative stress homeostasis
via its S-glutathionylation in cancer. J. Mol. Biol., 2014; 426: 830-842

[77] shim H., Dolde C., Lewis B.C., Wu C.S., Dang G., Jungmann R.A.,
Dalla-Favera R., Dang C.V.: c-Myc transactivation of LDH-A: Implica-
tions for tumor metabolism and growth. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1997; 94: 6658-6663

[78] Shim H., Lewis B.C., Dolde C.,Li Q., Wu C.S., Chun Y.S., Dang C.V.:
Myc target genes in neoplastic transformation. Curr. Top. Microbiol.
Immunol., 1997; 224: 181-190

[79] Soga T.: Cancer metabolism: Key players in metabolic repro-

949



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 938-950

gramming. Cancer Sci., 2013; 104: 275-281

[80] Sola-Penna M., Da Silva D., Coelho W.S., Marinho-Carvalho M.M.,
Zancan P.: Regulation of mammalian muscle type 6-phosphofruc-
to-1-kinase and its implication for the control of the metabolism.
IUBMB Life., 2010; 62: 791-796

[81] Song M.S., Carracedo A., Salmena L., Song SJ., Egia A., Malum-
bres M., Pandolfi P.P.: Nuclear PTEN regulates the APC-CDH1 tumor-
-suppressive complex in a phosphatase-independent manner. Cell,
2011; 144: 187-199

[82] Telang S., Yalcin A., Clem A.L., Bucala R., Lane A.N., Eaton J.W.,
Chesney J.: Ras transformation requires metabolic control by 6-pho-
sphofructo-2-kinase. Oncogene, 2006; 25: 7225-7234

[83] Uyeda K., FuruyaE., Luby L.J.: The effect of natural and synthetic
D-fructose 2,6-bisphosphate on the regulatory kinetic properties
of liver and muscle phosphofructokinases. J. Biol. Chem., 1981; 256:
8394-8399

[84] Van Schaftingen E.: Fructose 2,6-bisphosphate. Adv. Enzymol.
Relat. Areas Mol. Biol., 1987; 59: 315-395

[85] Van Schaftingen E., Hue L., Hers H.G.: Fructose 2,6-bisphos-
phate, the probably structure of the glucose- and glucagon-sensitive
stimulator of phosphofructokinase. Biochem. J., 1980; 192: 897-901

[86] Vander Heiden M.G., Cantley L.C., Thompson C.B.: Understand-
ing the Warburg effect: The metabolic requirements of cell prolif-
eration. Science, 2009; 324: 1029-1033

[87] Vaughn A .E., Deshmukh M.: Glucose metabolism inhibits apopto-
sis in neurons and cancer cells by redox inactivation of cytochrome
c. Nat. Cell. Biol., 2008; 10: 1477-1483

[88] Veech R.L., Lawson J.W., Cornell N.W., Krebs H.A.: Cytosolic phos-
phorylation potential. J. Biol. Chem., 1979; 254: 6538-6547

[89] Walenta S., Salameh A., Lyng H., Evensen J.F., Mitze M., Rofstad
E.K., Mueller-Klieser W.: Correlation of high lactate levels in head
and neck tumors with incidence of metastasis. Am. J. Pathol., 1997;
150: 409-415

[90] Walenta S., Wetterling M., Lehrke M., Schwickert G., Sundfor K.,
Rofstad E.K., Mueller-Klieser W.: High lactate levels predict likelihood
of metastases, tumor recurrence, and restricted patient survival in
human cervical cancers. Cancer Res., 2000; 60: 916-921

[91] Warburg O.: On respiratory impairment in cancer cells. Science,
1956; 124: 269-270

[92] Warburg 0., Wind F., Negelein E.: The metabolism of tumors in
the body. J. Gen. Physiol., 1927; 8: 519-530

[93] Wu C., Khan S.A., Peng LJ., Lange A.J.: Roles for fructose-2,6-
bisphosphate in the control of fuel metabolism: beyond its alloste-
ric effects on glycolytic and gluconeogenic enzymes. Adv. Enzyme
Regul., 2006; 46: 72-88

[94] Yalcin A., Clem B.F., Imbert-Fernandez Y., Ozcan S.C., Peker S.,
O’Neal J., Klarer A.C., Clem A.L., Telang S., Chesney J.: 6-Phospho-
fructo-2-kinase (PFKFB3) promotes cell cycle progression and sup-
presses apoptosis via Cdk1-mediated phosphorylation of p27. Cell
Death Dis., 2014; 5: 1337

[95] Yalcin A., Clem B.F., Simmons A., Lane A., Nelson K., Clem A.L.,
Brock E., Siow D., Wattenberg B., Telang S., Chesney J.: Nuclear tar-
geting of 6-phosphofructo-2-kinase (PFKFB3) increases proliferation
via cyclin-dependent kinases. J. Biol. Chem., 2009; 284: 24223-24232

[96] Yalcin A., Telang S., Clem B., Chesney J.: Regulation of glucose
metabolism by 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphospha-
tases in cancer. Exp. Mol. Pathol., 2009; 86: 174-179

[97] Yamamoto T., Takano N., Ishiwata K., Ohmura M., Nagahata Y.,
Matsuura T., Kamata A., Sakamoto K., Nakanishi T., Kubo A., Hishiki
T., Suematsu M.: Reduced methylation of PFKFB3 in cancer cells
shunts glucose towards the pentose phosphate pathway. Nat. Com-
mun., 2014; 5: 3480

[98] Yecies J.L., Manning B.D.: mTOR links oncogenic signaling to
tumor cell metabolism. J. Mol. Med., 2011; 89: 221-228

[99] Yecies J.L., Manning B.D.: Transcriptional control of cellular
metabolism by mTOR signaling. Cancer Res., 2011; 71: 2815-2820

[100] Yun S.J.,Jo S.W.,Ha Y.S., Lee 0.J., Kim W.T.,Kim Y.J., Lee S.C., Kim
W.J.: PFKFB4 as a prognostic marker in non-muscle-invasive bladder
cancer. Urol. Oncol., 2012; 30: 893-899

[101] Zhang]., Yao Y.H.,Li B.G., Yang Q., Zhang P.Y., Wang H.T.: Prog-
nostic value of pretreatment serum lactate dehydrogenase level in
patients with solid tumors: A systematic review and meta-analysis.
Sci. Rep., 2015; 5: 9800

[102] Zhong H., De Marzo A.M., Laughner E., Lim M., Hilton D.A., Za-
gzagD., Buechler P., Isaacs W.B., Semenza G.L., Simons J.W.: Overex-
pression of hypoxia-inducible factor 1o in common human cancers
and their metastases. Cancer Res., 1999; 59: 5830-5835

[103] Zu X.L., Guppy M.: Cancer metabolism: Facts, fantasy, and fic-
tion. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2004; 313: 459-465

Autorzy deklarujg brak potencjalnych konfliktéw intereséw.

950



