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RESUM

El cancer de mama afecta a més d’un milié i mig de dones i causa la mort a més de 500.000 arreu del
mon cada any. Les cél-lules tumorals presenten la capacitat de sintetitzar de novo els acids grassos
per suplir la gran demanda d’energia i sintesis d’estructures derivades dels seus elevats indexs de
proliferacié. Aixi doncs, la sintasa d’acids grassos (FASN), un enzim de 270 KDa responsable de la
lipogenesi, es troba sobreexpressada i hiperactivada en la majoria de cancers, incloent el de mama.
La inhibicié de FASN causa citotoxicitat especifica a les cel-lules canceroses. Per aquest motiu, el
desenvolupament de farmacs inhibidors de FASN suposa una interessant estratégia terapéutica pel

cancer.

En aquest treball s’ha estudiat una molecula potencialment inhibidora de FASN, el FASN Inhibitor X
(FIX), i s’ha analitzat el seu efecte sobre cel-lules de cancer de mama HER2+. S’ha avaluat com
afectava la proliferacié cel-lular, I'expressio i activitat de FASN i vies de senyalitzacié relacionades,
com soén la de PI3K/Akt i AMPK. Els resultats obtinguts han mostrat que el compost presenta efectes
antiproliferatius i que inhibeix I’activitat de FASN sense modificar-ne la seva expressié. En I'estudi de
les vies de senyalitzacid, s’ha pogut observar una inhibicié de proteines implicades en la proliferacié
cel-lular, com sén Akt o S6, al mateix temps que una activacié d’AMPK, proteina sensor dels nivells
energetics cel-lulars. AMPK es troba activa a concentracions del farmac on Akt es troba inhibida. La
inhibicié d’Akt concomitant a I'activacié d’AMPK s’observa també en altres farmacs inhibidors de
FASN, per la qual cosa aquests dos mecanismes podrien estar relacionats. Tot i aixi, la relacié entre

AMPK i Akt no esta ben descrita i caldria realitzar estudis més concrets per tal confirmar-ho.

En resum, el compost FIX ha mostrat capacitat per inhibir I'activitat enzimatica de FASN i bloquejar
vies de senyalitzacié proliferatives, pel que podria resultar un bon farmac anticancerigen de

confirmar-se aquests resultats en estudis amb altres linies cel-lulars i models animals.



RESUMEN

El cdncer de mama afecta a mas de un millon y medio de mujeres y causa la muerte a mds de
500.000 en todo el mundo cada afio. Las células tumorales presentan la capacidad de sintetizar de
novo los acidos grasos para suplir la gran demanda de energia y sintesis de estructuras derivadas de
los elevados indices de proliferacidon. Asi pues, la sintasa de acidos grasos (FASN), una enzima de 270
KDa responsable de la lipogénesis, se encuentra sobreexpresada y hiperactivada en la mayoria de
canceres, incluyendo el de mama. La inhibicidon de FASN causa citotoxicidad especifica a las células
cancerosas. Por este motivo, el desarrollo de farmacos inhibidores de FASN supone una interesante

estrategia terapéutica para el cancer.

En este trabajo se ha estudiado una molécula potencialmente inhibidora de FASN, el FASN Inhibitor X
(FIX), y se ha analizado su efecto sobre células de cancer de mama HER2+. Se ha avaluado como
afectaba a la proliferacion celular, a la expresién y actividad de FASN y a las vias de sefializacion
relacionadas, como son la de PI3K/Akt y AMPK. Los resultados obtenidos muestran que el compuesto
presenta efectos antiproliferativos y que inhibe la actividad de FASN sin modificar su expresion. En el
estudio de las vias de sefializacidn, se ha podido observar una inhibicion de proteinas implicadas en
la proliferacidn celular, como son Akt o S6, al mismo tiempo que una activaciéon de AMPK, proteina
sensor de los niveles energéticos celulares. AMPK se encuentra activa en concentraciones del
farmaco donde Akt se encuentra inhibida. La inhibiciéon de Akt concomitante a la activaciéon de AMPK
se observa también en otros farmacos inhibidores de FASN, por la cual cosa estos dos mecanismos
podrian estar relacionados. Aun asi, la relacidon entre AMPK y Akt no esta bien descrita y haria falta

realizar estudios mas concretos para confirmarla.

En resumen, el compuesto FIX ha mostrado capacidad para inhibir la actividad enzimatica de FASN y
bloquear vias de sefalizacion proliferativas, por lo que podria resultar un buen farmaco
anticancerigeno de confirmarse estos resultados en estudios con otras lineas celulares y modelos

animales.



ABSTRACT

Breast cancer affects more than 1.500.000 of women and it is responsible for more than 500.000
worldwide each year. Tumour cells have the ability to synthesize fatty acids de novo to supply the
high demand of energy and synthesis of structures resulting from the high rates of proliferation.
Thus, Fatty Acid Synthase (FASN), an enzyme of 270 KDa responsible of lypogenesis, is overexpressed
and hyperactivated in most cancers, including breast cancer. The inhibition of FASN causes specific
cytotoxicity to cancer cells. For this reason, the development of FASN inhibitors is an interesting

strategy for cancer treatment.

In this work, we studied a potentially FASN inhibitory molecule, the FASN Inhibitor X (FIX), and we
analyzed its effects on breast cancer cells HER2+. We have evaluated its effects on cell proliferation,
FASN expression and activity and on associated signalling pathways, such as PI3K/Akt and AMPK. The
results obtained show that the compound presents antiproliferative properties and it inhibits FASN
activity without modifying its expression. Regarding FIX effects of signalling pathways,it has been
observed an inhibition of proteins involved in cell proliferation, as Akt or S6, parallel to an AMPK
activation, a sensor protein of cell energy levels. AMPK is activated at drug concentrations in which
Akt is inhibited. Akt inhibition concomitant to AMPK activation is also observed in other FASN
inhibitors, consequently these two mechanisms might be related. However, the relationship between

AMPK and Akt is not well described and further studies would be needed to confirm it.

To sum up, FIX molecule has shown an ability to inhibit FASN activity and to block proliferation
signaling pathways. Consequently it could represent a potential anticancer drug if these results were

confirmed in other cell lines and animal models.
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1. INTRODUCCIO

1.1 El cancer de mama

El cancer de mama

El cancer de mama és el tumor maligne que s’origina en el teixit de la glandula mamaria®. Degut a
anomalies genétiques, que poden ser hereditaries o causades per I'envelliment cel-lular, les cel-lules
del teixit mamari comencen a proliferar sense control i formen un tumor’. A més, aquestes cél-lules
tenen la capacitat d’envair teixits sans del voltant o propagar-se a arees allunyades i implantar-se

formant tumors secundaris™.

El cancer de mama és el segon cancer més comu a tot el mén i el primer entre les dones, amb
1.670.000 nous casos diagnosticats arreu del mén durant I’'any 2012, que correspon al 25% de tots
els cancers®. A Espanya es van diagnosticar 25.000 nous casos durant I'any 2012°.

Aquest tipus de cancer, és el cinque més mortal, amb 522.000 morts arreu del mén durant I'any

2012% i 6080 morts a Espanya el 2012*.

Els subtipus de cancer de mama

El cancer de mama és una malaltia molt heterogénia, presentant diferents subtipus segons els criteris
que s'utilitzin®. Des d’un punt de vista clinic, el cancer de mama es classifica habitualment en:

o Receptors hormonals d’estrogens (ER) i progesterona (PR) positiu. Els tumors mamaris
d’aquest subtipus sobreexpressen els receptors d’estrogens i/o de progesterona a la
membrana plasmatica. Aquest grup representa el 75-80% dels cancers de mama totals®.
Existeix terapia dirigida contra aquest subtipus, anomenada terapia endocrina, que inhibeix
el creixement tumoral bloquejant |a via activada pels receptors sobreexpressats’. No obstant,
la meitat dels cancers son tolerants a la terapia o adquireixen resisténcia®.

e HER2/Neu Positiu. Aquest subtipus correspon al 20-30% dels cancers de mama totals i
presenta una amplificacié del gen ErbB2 i/o una sobreexpressié del receptor HER2 a la
membrana®. Existeixen terapies dirigides contra el receptor HER2, com per exemple el
tractament amb trastuzumab, pertuzumab o lapatinib™®*".

e Triple negatiu. Els tumors classificats dins d’aquest subtipus no sobreexpressen cap dels
receptors abans mencionats (ER, PR i HER2)°. Aquest grup representa entre el 10-25% de tots
els tumors de mama. No existeixen terapies dirigides per aquest subtipus de cancer de mama

i actualment es tracten Unicament amb quimioterapia. Cal desenvolupar doncs terapies més



especifiques i menys toxiques per aquest subtipus de tumors, ja que hi ha un elevat risc de

recurréncia i progressié de la malaltia™.

1.2 El metabolisme de la cél-lula cancerosa

La reprogramacio del metabolisme energetic de les cél-lules tumorals

La formacié d’'un tumor és una transformacié progressiva de les cél-lules normals a tumorals a causa
d’alteracions genetiques. La inestabilitat del genoma genera un genotip particular a la cél-lula
cancerosa, la qual mostra al menys sis caracteristiques fisiologiques o hallmarks, descrites per
Hanahan i Weinberg (Figura 1). Aquestes caracteristiques sén adquirides durant el desenvolupament

1
del tumor®.

Figura 1. Caracteristiques fisiologiques adquirides
per les celllules canceroses. Els hallmarks
presentats per les cél-lules canceroses sén I'evasio
de l'apoptosi, el sosteniment de I’angiogénesi,
potencial de replicacid il-limitat, insensibilitat als
senyals antiproliferatius, autosuficiéencia dels
senyals proliferatius i invasio de teixits i metastasi.
Hanahan, D. i Weinberg R.A., Cell, 2000"%.

En un treball posterior dels mateixos autors es van descriure dues caracteristiques addicionals de les
cél-lules cancerigenes: la reprogramacié del metabolisme energétic i I'evasié de la destruccié del
sistema immunitari*®. La reprogramacié del metabolisme energétic apareix en la cél-lula cancerosa
per poder suportar el creixement cel-lular i la proliferacié continua. El metabolisme propi del teixit i
de les cel-lules associades és reemplacat i ajustat per tal d'impulsar el creixement cel-lular i la divisio,

permetent un augment de la proliferacié™.

En condicions aerobiques, les cél-lules normals processen la glucosa, primer a piruvat a través de la
glucolisi en el citosol i després, a dioxid de carboni en el mitocondri. Sota condicions anaerobiques,
s’afavoreix la glucolisi i relativament poc piruvat és enviat al mitocondri, que consumeix oxigen. En
canvi, les cél-lules canceroses limiten el seu metabolisme energétic a la glucolisi, principalment,

dirigint-se a un estat de glucolisi aerobica, també anomenat efecte Warburg, el qual és induit per
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certs oncogens'. També, s’augmenta molt el transport de glucosa per la sobreexpressié dels
transportadors especifics. En condicions d’hipoxia, la dependéncia a la glucolisi és més accentuada i

el sistema també sobreexpressa els enzims de la via glucolitica®

Aquest metabolisme pot semblar contradictori, ja que és molt menys eficient en termes energétics
que la fosforilacid oxidativa mitocondrial, pero s’explica per la hipotesi de que I'augment de Ia
glicolisi permet desviar productes intermedis cap a diferents rutes biosintétiques, incloent aquelles
gue generen aminoacids i nucleosids. Aixo facilita la biosintesi de macromolécules i organuls, els

quals es requereixen per crear noves cél-lules"’

El metabolisme dels acids grassos

Un aspecte rellevant de les cel-lules canceroses és el increment de la sintesi de novo dels acids
grassos'®. Els acids grassos sén constituents essencials dels lipids de les membranes cel-lulars,
substrats importants per al metabolisme energétic i substancies missatgeres. A més, provoquen
modificacions post-traduccionals i modulen I'expressié génica™. Els acids grassos poden venir d’una
font exdgena, com la dieta, o d'una font enddgena, com la hidrolisi dels triacilglicérids

. \ -2
emmagatzemats o la lipogeénesi*

La lipogénesi és la sintesi de novo dels acids grassos. Es un procés llarg que involucra un gran nombre

d’enzims (Figura 2)**. Aquest procés es dona en el fetge i en el teixit adipds blanc, principalment®

Pel que fa el metabolisme dels acids grassos, les cél-lules tumorals emmagatzemen els acids grassos
endogens en forma de fosfolipids i duen a terme la sintesi de novo®. En canvi, les cél-lules normals
els emmagatzemen en forma de triacilglicérids i obtenen els acids grassos de la dieta®. A més, la
sintesi d’acids grassos en cel-lules tumorals esta regulada per factors transcripcionals o per

Glucosa
| Glucolosis
Piruvato

v

Acetil-CoA Lipogénesis
; ol NADPH

o 1 Acell-Coa ——— Malonil-Cod ———» Palmitato
\ ———— ACC FASN 0f
\_J 2, HT» A / ace [
=t Jtrato ATP

Palmitoil-CoA
/' J / &Broxldaciun“/d :
/ AGCL-CoAs =
( “@9" T CPT-1 |

TAG

D

Figura 2. Metabolisme dels acids grassos. La glucosa és transportada del mitocondri al citoplasma en forma de citrat, que
és convertit a acetil-CoA per I’ATP citrat liasa (ACLY). Aquest és metabolitzat a malonil-CoA per la carboxilasa acetil-CoA
(ACC), que juntament amb el acetil-CoA i el NADPH son els substrats de la sintasa d’acids grassos (FASN) per a la formacio
de palmitat. EI malonil-CoA inhibeix la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT-1), bloquejant la B-oxidacié dels acids grassos
sintetitzats. Modificada de Puig T. et al., Medicina Clinica, 2009%
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oncoproteines relacionades amb rutes de senyalitzacié dependents de quinases, mentre que en les

cél-lules normals esta regulada per factors dietétics?.

Gracies a 'augment de la glucolisi, les cél-lules tumorals tenen prou piruvat per sintetitzar els acids

grassos, ja que hi ha una gran demanda degut a I'elevada proliferacié®.

La necessitat que tenen les cél-lules tumorals de sintetitzar de novo els acids grassos fa que el
bloqueig del metabolisme dels acids grassos s’hagi considerat des de fa uns anys una estratégia
terapeutica interessant per diferents tipus de cancer”. En concret, la sintasa d’acids grassos (FASN)
que es troba sobreexpressada en una amplia varietat de tumors®, s’ha estudiat com a diana en el
tractament del cancer (veure punt 1.4), ja que la seva inhibicié és selectivament citotoxica en

cél-lules tumorals®.

1.3 La sintasa dels acids grassos (FASN)

Estructurai tipus

La sintasa d’acids grassos (FASN) és una proteina homodimérica multienzimatica encarregada de
catalitzar la sintesi de novo dels acids grassos de cadena llarga®’. Es tracta d’un dels enzims més
complexos que es troben en els mamifers. Consisteix en una cadena polipeptidica de 270 KDa on es

troben tots els dominis requerits per a Iactivitat enzimatica®®.

FASN posseeix set dominis funcionals. Té cinc dominis catalitics: -cetoacil sintasa (KS), malonil acetil
transferasa (MAT), deshidratasa (DH), enoil-acil reductasa (ER) i B-cetoacil reductasa (KR). | dos
reguladors: acyl carrier protein (ACP) i tioesterasa (TE)*”*°. A més, s’han identificat dos dominis no-

enzimatics addicionals: una pseudo-cetoreductasa i una pseudo-metiltransferasa periférica®.

Existeixen dos tipus de FASN: | i Il. FASN | és un gran polipeptid multifuncional que integra tots els
passos per a la sintesi dels acids grassos”’, mentre que la Il es troba dissociada formant una serie de
proteines monofuncionals'®. FASN | sintetitza de novo els acids grassos saturats de cadena llarga
utilitzats per construir la membrana, per senyalitzar les molécules amb lipids i per ancorar les
proteines a la membrana®®. En canvi, FASN Il es localitza al mitocondri i s’encarrega de la produccié

d’octanoil, que és el precursor de la sintesi de lipids del mitocondri*".

La sintesi de novo d’acids grassos

A través de 32 reaccions en série, FASN és capac de sintetitzar un acid gras de cadena llarga utilitzant
el acetil-CoA i el malonil-CoA com a substrats i el NADPH com a donador d’electrons (Figura 3). El

producte predominant de FASN és el palmitat, un acid gras de 16 carbonis*”.
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Acetyl-CoA  Malonyl-CoA Figura 3. Cicle de la sintesi de novo d’acids
Palmitate

grassos per FASN. MAT transfereix un grup acil,
AC que prové del acetil-CoA, a I'ACP i també
transacila el grup malonil del malonil-CoA a I’ACP.
El KS catalitza la condensacié descarboxilativa

Acetyl. Ma|0ny|. entre I'acetil-ACP i el malonil-ACP generant B-
cetoacil-ACP. El carboni B és processat per la KR, la

COo; qual és depenent de NADPH, de manera que
resulta B-hidroxiacil-ACP, que la DH deshidrata

B-Ketoacyl resultant B-enoil-ACP. Aquest es reduit per I'ER,

@ que és també depenent de NADPH i que produeix
MADEH il de quatre carboni després de un

@ +H un acil de quatre carbonis, que després de uns

NADP" quants cicle elongant-se a cada cicle amb dos

Acyl(C..){&

carbonis provinents del malonil-CoA, passa a ser
B—Hydroxyacyl d’una longitud de 16 a 18 carbonis. Finalment, la

NADP' @ TE allibera 'ACP del producte donant lloc a
H,O

palmitat. Modificat de Maier, T. et al.,, Science,
NADPH+H"  B-Enoyl 20067

En adults, la lipogenesi es requereix principalment per emmagatzemar I'excés de carbohidrats com a
triacilglicerids, per a la sintesi de greixos provinents d’altres substancies, com els carbohidrats o les
proteines, o per a la produccié d’acids grassos en teixits i/o situacions especials, com en la

lactancia®

El paper de FASN en cancer

FASN s’expressa majoritariament en cél-lules sensibles a hormones®, com I'endometri®®> o les
glandules mamaries®, en les cél-lules fetals proliferatives, en diferents tipus de cél-lules
especialitzades, com el hipotalem®*, i en els teixits lipogénics, com el fetge i el teixit adipos*>>**. No
obstant, FASN té una baixa expressid general en les cél-lules humanes, ja que la majoria de teixits
prefereixen utilitzar els lipids provinents de fonts exogenes®’. A més, la seva regulacié és complexa i
altament depenent de I'estat nutricional i del perfil hormonal®’. En les poblacions ben nodrides,
I’expressié de FASN sol ser baixa, ja que la dieta cobreix els requeriments lipidics per mantenir la
homeostasi®’. Ara bé, alteracions de I'expressié d’aquest enzim es troben associades a trastorns com
I'obesitat, diabetis*®, esteatosis hepética”, inflamacié i cancer*®. FASN es troba sobreexpressada i
hiperactivada en la majoria de cancers®, incloent el de mama, prostata, colon, bufeta, pancrees i
pulmg, entre altres, i freqlientment esta correlacionada amb la progressié del cancer, una elevada
taxa de recurréncia i una baixa supervivencia®'. Aquesta sobreexpressié és a causa de que les
cél-lules canceroses tenen una gran demanada d’energia i d’estructures ates a I’elevada proliferacio
que tenen™. Aixi doncs, els seus nivells d’expressié estan relacionats amb la malignitat del tumor®?, ja
gue sembla que aquest fenotip els déna un avantatge per a la supervivéncia. A més, FASN en les

cél-lules canceroses és insensible als senyals nutricionals*?
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L'expressid de FASN esta regulada principalment per vies de senyalitzacié dependents de quinases,
com PI3K/Akt (fosfatidil inositol 3-quinasa/proteina quinasa B) i MAPK/ERK1/2 (proteina quinasa
activada per mitogens/quinasa extracel-lular reguladora de senyals), les quals modulen I'expressio
factor de transcripcié SREBP-1, que produeix SREBP-1c (proteina d’'unid a l'element regulada
d’esterols 1c). SREBP-1c és un factor de transcripcidé que s’uneix al promotor de FASN, modulant la
seva expressio génica®.

Els mecanismes de senyalitzacié molecular responsables de la sobreexpressié de FASN en cél-lules
canceroses encara no soén del tot coneguts. Tot i aixi, s"han proposat diferents mecanismes:

o A nivell d’amplificacié génica, s’ha observat que la regidé on es troba el gen de FASN és
propensa a ser amplificada en cancer, la qual cosa s’ha correlacionat amb la seva
sobreexpressi6*.

e A nivell transcripcional, la sobreexpressio és causada per factors de creixements i els seus
receptors, com HER2, i per hormones esteroides, involucrant I'activacié i entrecreuament de
multiples vies de transduccié del senyal®. També pot ser causada pel microambient del
tumor, com la hipoxia i el pH baix™.

o A nivell de traduccid, la sobreexpressié en cel-lules HER2 positives podria estar relacionada
amb I"activacié de la via PI3K/AKT o de la diana de la rapamicina per als mamifers (mTOR)"’.

e A nivell post-traduccional, prevenint la degradacié de FASN al proteosoma, donant una forta

estabilitat a I'enzim”®,

Varis d’aquests mecanismes poden ser actius al mateix temps i evitar la regulacid fisiologica de FASN,

resultant en una activacié constitutiva de la via lipogénica en el tumor®.

1.4 Inhibidors de FASN

La sobreexpressié i hiperactivitat de la sintasa d’acids grassos i la seva funcié energetica i estructural
que supleix I'elevada proliferacié han aparegut com a un fenotip caracteristic de les cél-lules

1432 per aquest motiu, s’han desenvolupat diferents inhibidors de FASN per tal

canceroses humanes
d’intentar revertir aquest fenotip. La inhibicié de FASN causa citotoxicitat especifica en les cel-lules
canceroses humanes i disminueix el creixement del tumor o retarda la seva progressié en models

animals. Per tant, es considera una bona diana terapeutica en el tractament del cancer? 02,

Els diferents mecanismes que expliquen |'efecte anti-tumoral al inhibir FASN son:

e Lamanca d’acids grassos per a la construccié de la membrana plasmatica®>.
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e El trencament de I'assemblatge de les balses lipidiques que afecten als receptors de la familia
HER>.

e Lainhibicié de la replicacié del DNA pel bloqueig del cicle cel-lular™.

e Lainiciaci6 de la apoptosi regulada per p53°.

e Ladetencid del creixement cel-lular’’.

e |'acumulacié de malonil-CoA que inhibeix la CPT-1, de manera que s’inhibeix la produccié
d’energia i s'indueix la apoptosi cel-lular per I'acumulacié de lipids toxics™.

e Lainhibicié o interferéncia de la via PI3K/Akt™.

Els primers compostos inhibidors de FASN presentaven certes problematiques per esser utilitzats en
clinica, com baixa biodisponibilitat o bé efectes secundaris greus, com la pérdua de pes excessiva®'.
Per aquest motiu es van dissenyar nous farmacs partint de les estructures dels anteriors, pero

intentant-ne millorar les seves limitacions.

A continuacio es detallen les caracteristiques d’alguns dels inhibidors de FASN més importants.

Cerulenina

La cerulenina ((2S,3R)-2,3-epoxi-4-oxo-7,10-dodecadien-oxilamida) és un antibiotic natural que prové
del fong Cephalosporium caerulens. Aquesta petita molecula s’uneix covalentment al domini KS de

FASN, bloquejant I'activitat de I’enzim (Figura 4)*.

Va ser el primer compost utilitzat com a inhibidor de I'activitat de FASN, amb efectes citotoxics in
vitro i in vivo®. No obstant, el compost presenta inestabilitat quimica degut a la reactivitat del grup

epoxid, limitant la seva aplicacié clinica®>®*.

C75

El C75 (a-metilen-y-butirolactona) és un analeg sintetic de la cerulenina al qual se li ha eliminat el
grup reactiu epoxid superant aixi la inestabilitat quimica de la cerulenina®. Es tracta d’'una molécula
petita que s’uneix als dominis KS, ER i TE, inhibint I’activitat de I'enzim (Figura 4)%°. Es va demostrar
que el C75 causava reduccié tumoral in vivo mitjangant la inhibici6 de FASN en models de cancer
xenotransplantats de mama, entre altres®’, pero tenia efectes adversos. Provocava una rapida i
profunda pérdua de pes i també afectava a la ingesta d’aliments®"®®. A més d’inhibir FASN, aquest
compost també estimula la CPT-1, que activa conseqiientment I’oxidacié dels acids grassos®, induint
una perdua del 20% del pes després de 24 hores del tractament en ratolins’®. A més, podia induir

anoréxia degut a la inhibicié de la produccié del neuropéptid Y, dins I’hipotalem®*.
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Epigal-locatequina-3-gallat (EGCG)

L'EGCG és la principal catequina polifenolica del té verd’*. Es tracta d’'un component natural que
bloqueja el domini KS de FASN (Figura 4)”>. Sembla ser que el grup galloil que posseeix és essencial

per a la inhibicié de FASN”?,

S’ha observat que EGCG indueix I'apoptosi de diferents linies cel-lular tumorals in vitro, i redueix la
mida dels tumors mamaris en models animals’®. També inhibeix I'activitat de HER2, MAPK i Akt, a
més de causar una disminucié de les formes actives de certes oncoproteines en el cancer de mama’.
Tot i que no presenta els efectes adversos observats amb el C75, |'efecte anti-tumoral requereix
d’una elevada concentracié de EGCG limitant I’efecte in vivo, a més té una baixa biodisponibilitat oral

i una baixa estabilitat en condicions fisiologiques lleugerament alcalines o neutres’’®.

Orlistat

L'Orlistat és una B-lactona que ha estat aprovada per la FDA com a farmac contra I'obesitat, ja que
inhibeix les lipases gastrointestinal i pancreatica’’. A més, inhibeix potentment FASN, ja que bloqueja
el domini TE, de manera que no permet |'alliberament de I'acid gras de cadena llarga acabat de

sintetitzar (Figura 4)’%.

S’ha demostrat que aquest compost té efectes anti-tumorals amb activitat apoptotica i

78,79

antiproliferativa en linies cel-lulars de cancer de mama HER2 positives™’”. També s’ha observat que

inhibeix 'angiogénesi®®. Malgrat aixo, I’Orlistat és poc soluble, té una baixa permeabilitat cel-lular,

una manca de selectivitat, biodisponibilitat oral baixa i una estabilitat metabolica pobre’”#%.

Cco3

El C93 és un derivat de la cerulelina i un analeg del C75. Es va desenvolupar amb |'objectiu d’eliminar
els efectes secundaris causat pel C75. Inhibeix FASN boquejant el domini KS. El C93 ha mostrat grans
efectes anti-tumorals, tant in vitro com in vivo, en molts tipus de cancer sense mostrar els efectes

secundaris del C75. Un altre avantatge que presenta el C93 és que es pot administrat oralment®®*.

G28UCM

El G28UCM és un derivat del EGCG que es va seleccionar per la seva potent inhibicié de I'activitat de
FASN (inhibeix un 90% I’activitat de I’enzim) i per la seva elevada activitat anti-tumoral i apoptotica, a

més de presentar una gran selectivitat contra les cél-lules canceroses®*®.

S’ha observat que en models cel-lular HER2+/FASN+ indueix I'apoptosi i disminueix el creixement del
tumor en cancer de mama HER2+/FASN+ en models xenoinjertats. Presenta una inhibicié de la

proliferacié relacionada amb les vies de senyalitzacid d’alguns receptors tirosina-quinasa, a més
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d’actuar sinérgicament amb drogues anti-HER2 i/o inhibidors d’HER1, com transtuzumab i el
gefitinib, respectivament. No s’han mostrat efectes secundaris in vivo, com la pérdua de pes o

I’anoreéxia®®
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Figura 4. Inhibidors de la sintasa d’acids grassos (FASN). Es mostra |'estructura d’alguns
inhibidors de FASN i els dominis que afecten. Modificada de Maier, T et al. Science, 2008%

FASN Inhibitor X (FIX)

L'empresa farmaceutica que va sintetitzar la molecula d’estudi del present treball va observar que
aquesta tenia efectes antiproliferatius en diferents models cel-lulars de cancer de mama.
Posteriorment, es va realitzar un estudi predictiu de hibridacié in silico comparant I'estructura
quimica de FIX amb la base de dades ChEMBL15 (https://www.ebi.ac.uk/chembldb/). Aquest estudi
va permetre la identificacié de varies dianes potencials de FIX, entre elles FASN. Per aquest motiu, es
va establir una col-laboracié amb el Grup de Recerca en Noves Dianes Terapéutiques (TargetsLab),
amb experiéncia previa en 'estudi d’aquest enzim, per tal de comprovar experimentalment si aquest

compost realment inhibia I'activitat de FASN.

Tant I'estructura com el nom real del farmac i I'empresa fabricant sén confidencials. Al llarg del

treball s’utilitzara el nom FIX (FASN Inhibitor X) per tal de designar aquest compost.

1.5. Estudi de la senyalitzacié de FASN i vies relacionades

La inhibicié de I'activitat de FASN porta a un augment de la relacié intracel-lular AMP/ATP. Aquesta

modificacié dels nivells energétics de la cél-lula activa AMPK®’. AMPK és una quinasa essencial en els
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eucariotes que actua com a un sensor de I'estat energetic cel-lular. Aquesta proteina s’activa degut a
estressos metabolics i a compostos xenobiodtics que causen un desequilibri energeétic en la cél-lula. En
general, AMPK activa processos catabolics generant ATP, mentre que desactiva vies anaboliques i
altres processos que consumeixen ATP, restaurant aixi ’homeostasi energética cel-lular®. S’han
descrit diferents dianes per AMPK, les quals estan implicades en la regulacio del metabolisme (Figura
5a): (i) AMPK activa I'oxidacio dels acids grassos mitjancant la fosforilacié e inactivacié de la isoforma
associada als mitocondris de I’ACC2 (acetil-CoA carboxilasa), reduint aixi el malonil-CoA, un inhibidor
de I'absorcié d’acids grassos a través de la CPT-1 del mitocondri®, (ii) AMPK inhibeix la sintesi de
proteines mitjancant la fosforilacié de TSC2, la qual cosa causa la inhibici6 de mTORC1*® i també
mitjancant la fosforilacié directa a Raptor, una subunitat de mTORC1” i (iii) AMPK inhibeix
directament la sintesi d’acids grassos mitjangant la fosforilacié e inactivacio de la isoforma citosolica
de I'acetil-CoA carboxilasa (ACC1)™.

D’altra banda, s’ha observat que la majoria d’inhibidors de FASN provoquen una inhibicié d’Akt*>**.

La inhibicié d’Akt resulta en una inhibicié de la proliferacié cel-lular, ja que quan es bloqueja Akt,
aquesta no pot inactivar TSC2 mitjancant la fosforilacié, de manera que Rheb, que és un senyal
estimulador, no pot estimular mTORC1. Conseqlientment, mTORC1 no fosforilara S6K, ni aquesta a
S6, inhibint aixi la proliferacié cel-lular. També s’ha observat que AMPK inactiva la senyalitzacié de
mTORC1 a través d’activar el complex TSC®. Es possible doncs que I'activacié d’AMPK estigui

relacionada amb la inhibicio d’Akt.

TN

|

6 e
w

Fatty Acid / \ Fatty Acid Synthase
Oxidation Transcription
Protein
Autophagy synthesis

Figura 5. Rutes de senyalitzaci6 afectades pels
inhibidors de FASN. A. Proteines regulades per AMPK.
B. Via de senyalitzacié PI3K/Akt/mTOR que ddna lloc a
la proliferacié cel-lular.

\eF%e< 2\0

[
o
el
=
=N
=
m
=
a
=%
=]
3



2. OBJECTIVES

The main objective of this study has been to determine the effect of a new synthetic compound
(FIX) on Fatty Acid Synthase (FASN) to investigate its antiproliferative mechanism of action.
To accomplish this main objective, the following specific objectives were defined:
l. To determine FIX antiproliferative effect (ICsy) on a FASN expressing cell line (SkBr3) and to
compare it with another known FASN inhibition (C75).
II.  Todetermine FASN activity inhibition by FIX and C75 on SkBr3 cells.
lll.  Todetermine FIX treatment influence on the expression levels of FASN and related pathways

(Akt and AMPK) by Western-Blot on SkBR3 cells.

18



3. METODOLOGIA

Linia cel-lular i condicions de cultiu

Per a aquest estudi, s’ha utilitzat un model cel-lular de cancer de mama HER2+ que sobreexpressa
FASN, la linia SkBr3 (Figura 6), provinent d’Eucellbank (Universitat de Barcelona). Aquestes s’han
cultivat a 372C amb un 5% de CO, en medi McCoy (Gibco) suplementat amb un 10% de sérum fetal
bovi (FBS) (HyClone Laboratories), 1% de L-glutamina (Gibco), 1% de sodi piruvat (Gibco), 100 U/mL
de penicil-lina i 100 pg/mL d’estreptomicina (Gibco) en plaques de Petri P-100.

Figura 6. Linia cel-lular SkBr3. Model cel-lular de cancer de
mama HER2 positiu amb expressio positiva de FASN.

Pel manteniment de les cél-lules en cultiu, quan aquestes arriben a una certa densitat cal desadherir-
les de la superficie de la placa i subcultivar-ne una fraccié (habitualment 1/3-1/5). Per fer-ho es
realitza el procés de tripsinitzacio: s’aspira el medi de cultiu, es renten les cél-lules amb tamp¢ fosfat
sali (PBS) i a continuacio s’aspira el PBS, s’afegeix tripsina 1X i es deixa la placa a l'incubador (5% CO,
a 379C) durant 5 minuts aproximadament. Quan les cél-lules estan totalment desadherides, s’atura la
tripsinitzacid afegint medi complet i es realitza el procediment de flushing, per tal d’acabar de
desunir les cél-lules que es troben adherides a la placa.

Un cop fet aix0, s’agafa tota la barreja de la placa i es traspassa a un tub de centrifuga. Es centrifuga a
1000 rpm durant 5 minuts a 202C. Després, s’ aspira el sobrenedant i es resuspen el pellet amb medi.

Una fraccié d’aquesta suspensié cel-lular es subcultiva en una nova placa.

Recompte cel-lular

Per tal de poder realitzar experiments amb un nombre controlat de cel-lules, cal realitzar un
recompte cel-lular. Un cop s’obté un pellet cel-lular després del procés de tripsinitzacid, aquest es

resuspén en un volum conegut de medi. La suspensié cel-lular es dilueix 1:5 amb blau de tripa i es
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posen 10 uL a la cambra de Neubauer. El recompte en la cambra consisteix en comptar totes les
cel-lules vives que es troben dins els 16 requadres que formen cada quadrant. Un cop fet aixo, es
calcula la mitjana dels quatre resultats obtinguts i aquesta es multiplica pel factor de dilucio (5) i es
divideix pel volum d’un quadrant (10 mL), és a dir: X - 5 - 10000, obtenint aixi la concentracié de la

suspensid cel-lular (cél-lules/mL).

Quantificacié de proteina total

La quantificacié de proteina total es realitza amb un assaig basat en el métode de Lowry (DC™
Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Per realitzar la recta patré, s’utilitza albumina de sérum
bovi (BSA) a diferents concentracions: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 i 1.2 pug/uL. Pel que fa les mostres a
quantificar, es realitza una dilucié 1:10 d’aquestes. En una placa de 96, a cada pouet s’afegeixen 5 pL
de les mostres diluides, 25 plL de barreja S+A (relacié 1:50) i 200 pL d’agent B. La placa es deixa en
foscor durant 15 minuts i després es llegeix en un espectrofotometre a 700 nm (Spectra Max 340PC

(380), Bio-Nova Cientifica S.L., Madrid, Spain).

Assaig d’inhibicié de la proliferacio

En plaques de 96, es sembren 4000 cel-lules per pouet amb medi complet amb 10% FBS i es deixen a
I'incubador overnight. Al dia seglient, es realitzen els tractaments amb diferents concentracions de
FIX o C75 als seus respectius pouets amb medi complet amb 0,5% FBS. Es deixen les plaques a
I'incubador durant 72 hores per al FIX i 48 hores per al C75. Un cop passat el temps, s’aspira el medi
amb el tractament i es posen 100 pL de medi complet amb 10% FBS lliure de farmac i 10 uL de MTT
(5 mg/mL)(Sigma-Aldrich) a cada pouet i s’incuba a 372C durant 2 hores i 30 minuts. Després, el
sobrenedant s’elimina curosament i els cristalls de formaza que es formen pel metabolisme de les
cél-lules viables es dissolen amb 100 pL de dimetil sulfoxid (DMSO) a cada pouet. Es llegeix
I'absorbancia de cada pou a 570 nm a lI'espectrofotometre (Spectra Max 340PC (380), Bio-Nova
Cientifica S.L., Madrid, Spain).

Assaig de I'activitat enzimatica de FASN

En plagues P100 es sembren 3 milions de cél-lules amb medi complet amb 10% de FBS i es deixen a
I'incubador overnight. Al dia segilient, les cél-lules SkBr3 es tracten amb FIX 250 uM o bé amb C75
100 uM en medi amb 0,5% de FBS durant 6 hores o 12 hores. També es realitza un control sense
farmacs. Un cop passat el temps del tractament, s’obtenen les cel-lules i les seves restes mitjancant
una tripsinitzacio en un tub de centrifuga i al pellet cel-lular se li afegeix 100 pL de tamp0 de llisis fred

(EDTA 1mM, NaCl 150 mM i TrisHCI 50 mM)(Cell Signaling Techonology, Inc.) amb PMSF 200 mM
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(100 pg/mL)(Sigma) i la barreja es traspassa a un eppendorf. Per llisar les cél-lules, aquestes es

soniquen en fred durant 30 minuts i es vortegen durant 20 segons cada 5 minuts. Tot seguit, es

Acetil-CoA
+ FASN Palmitate
Malonil-CoA
NADPH NADP+

A340
Figura 7. Reaccidé enzimatica de FASN. L'assaig de |'activitat enzimatica de FASN es basa en la

mesura de la disminucié de NADPH (A340nm) com a resultat de la conversid d’Acetil-CoA i
Malonil-CoA a Palmitat.

centrifuguen les mostres a 14.000 rpm durant 15 minuts a 42C. Després, es recupera el sobrenedant i
es quantifica la proteina total. Caldra diluir les mostres amb tampé de llisis fins a una concentracié de
1 pg/pL. Les mostres dels lisats s’incuben a 372C durant 15 minuts i es prepara la barreja de la reaccié
per a cada una de les mostres: en un eppendorf s’afegeixen 30 uL de tamp¢ fosfat (PPB) 0.2 M, 30 pL
de DDT 10 mM, 30 pL d’EDTA 10 mM, 30 pL de NADPH 2.4 mM i 30 plL d’acetil-CoA 300 pM. A
continuacié, es diposita 120 pyL de la mostra juntament amb la barreja de reaccid i es llegeix
I"'absorbancia a 340nm al minut 0 i al minut 3. La diferencia d’absorbancia entre aquests minuts es
pren com a soroll de fons o background i correspon a altres reaccions enzimatiques que també
utilitzen NADPH. Passats els 3 minuts, s’afegeix 30 uL de malonil-CoA 500 uM, el substrat limitant
especific de FASN, i es mesura la disminucié de NADPH a través de la monotoritzacié de I'absorbancia

a 340 nm cada minut durant 10 minuts (Figura 7).

Analisi de la senyalitzacié cel-lular de FIX mitjangant Western-Blot

En plaques P-60 es sembren 500.000 cél-lules amb medi complet amb 10% de FBS i s’incuben
overnight. Al dia seglient, es canvia el medi de les cél-lules per medi complet amb 0,5% de FBS i es
tracten a diferents concentracions de FIX: 0 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM i 100 uM. Després de 24 hores
de tractament, s’afegeixen 100 pL de tampd de llisis fred amb 1% de PMSF a cada placa i a
continuacié, amb |'ajuda d’scrappers, s’acaben de llisar les cel-lules i es recull en un eppendorf la
barreja de tampd de llisis amb les restes cel-lular, amb I'ajuda d’'una micropipeta. Tot seguit, es
vorteja la barreja 20 segons cada 5 minuts durant 30 minuts en fred, per assegurar la llisis completa
de les cel-lules. Per acabar, es determina la quantitat de proteina total de cada lisat.

A continuacio, 30 pg de cada llisat s’incuba amb LDS Sample Buffer i Sample Reducing Agent
(Invitrogen) a 702C durant 10 minuts, de manera que s'aconsegueix que les proteines es despleguin.
Un cop fet aixo, les proteines es separen mitjancant una electroforesis SDS-PAGE en gels de
poliacrilamida al 7,5% d’lmm, els quals es van deixar coérrer a 200V durant 45 minuts

aproximadament, exactament fins que la banda del marcador molecular corresponent a 25 KDa hagi
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desaparegut. Després, les proteines son transferides a una membrana de nitrocel-lulosa a 90V durant
1 hora i 15 minuts.

Al finalitzar la transferencia, les membranes es bloquegen amb tampd de bloqueig (5% llet en pols
descremada en solucié PBS amb 0,1%) Tween 20 durant 1 hora a temperatura ambient en agitacid
suau. A continuacio, s'incuben overnight a 4°C en agitacié suau amb tampd de bloqueig amb els
seglients anticossos primaris: anticos policlonal de conill contra FASN (Assay Designs; 905-069;
dilucié 1:1000), AMPKa. (Cell Signaling Technology Inc.; #2532; dilucié 1:1000), phospho-AMPKa™*"2
(Cell Signaling Technology Inc.; #2531; dilucié 1:1000), Akt (Cell Signaling Technology Inc.; #9272;
dilucié 1:1000), phospho-mTOR>**™**® (Cell Signaling Technology Inc.; #2971; dilucié 1:500) i Phospho-

S6 Ribosomal Protein®?3*/2%(Cell

Signaling Technology Inc.; #2211; dilucié 1:1000), anticos
monoclonal de conill contra Phospho-Akt™™”? (Cell Signaling Technology Inc.; #4058; dilucié 1:1000) i
mTOR (Cell Signaling Technology Inc.; #2983; dilucié 1:500) i anticos monoclonal de ratoli contra B-
actina (Santa Cruz Biotechnology Inc.; #47778; dilucié 1:1000) pel control de la proteina carregada i
transferida. Després, les membranes es renten 3 vegades amb PBS-Tween i s'incuben amb els seus
corresponents anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa, contra conill (Cell Signaling
Technology Inc.; #7074; dilucié 1:1000) o contra ratoli (Merck Millipore Corporation; #401215; dilucié
1:5000).

Un cop finalitzada la incubacié amb I'anticos secundari, les membranes es van incubar amb el kit
comercial Immobilon Western HRP Substrate (Millipore) o Super Signal West Femto

chemiluminescent substrate (Thermo Scientific Inc.) i la quimoluminiséncia es va detectar mitjangant

ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad Laboratories Inc.).

Criteris etics i de sostenibilitat

Mentre s’estaven realitzant els experiments explicats anteriorment es va intentar que el impacte al
medi ambient fos minim. Un problema associat a la recerca amb cultius cel-lulars és que es necessita
molt material d’un sol Us, ja que cal treballar en condicions estérils. Per tal de minimitzar I'ds de
material, les plagues de Petri on es mantenien els cultius cel-lulars es van reutilitzar dues vegades,
reduint aixi el material de plastic que s’utilitzava. A més, les pipetes per fer els rentats de les cél-lules
o canviar els medis de cultiu també s’intentaven reutilitzar més d’una vegada. Per altra banda, en la
realitzacid dels Western-Blot, els tampons es reutilitzaven un segon cop per a la cubeta exterior,
reduint aixi la quantitat de productes quimics. A més, el Transfer Buffer utilitzat es guardava en un

contenidor a part, ja que aquest conté metanol i és perjudicial pel medi ambient.

Pel qué fa a la gestio de residus, aquest s’han separat en "urbans", "biologics" o "citotoxics" segons la

seva naturalesa.
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4. RESULTATS

4.1 Assaig d’inhibicioé de la proliferacio

Es va realitzar un assaig d’inhibicié de la proliferacié per conéixer la concentracid inhibitoria 50 (ICso)
de FIX, és a dir, la concentracié de farmac que inhibeix la proliferacié de la meitat de les cel-lules
cultivades (Figura 8). En paral-lel, es va realitzar el mateix assaig utilitzant el compost C75, inhibidor
especific de FASN. Per a realitzar aquest assaig, les cél-lules SkBr3 es van tractar amb diferents

concentracions de FIX i C75 durant 72 hores o 48 hores, respectivament.
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Figura 8. Assaig d’inhibicié de la proliferacié de FIX (A) i C75 (B). Les cél-lules SkBr3 es van tractar amb diferents
concentracions de FIX (5 a 50 uM) durant 72 hores o amb diferents concentracions de C75 (0.1 a 15 uM) durant 48 hores.
Es representa la mitjana i la desviacié estandard de la viabilitat obtinguda per a cada concentracié assajada de 3
experiments independents, juntament amb la corba de tendéncia.

Tal i com es pot veure a la Figura 7, la ICso obtinguda per FIX va ser de 26 uM, mentre que pel C75 va
ser de 3 uM. L’especificitat de I'inhibidor C75 queda plasmada amb els resultats obtinguts en aquest
assaig. Es pot observar que el percentatge de viabilitat disminueix un 50% aproximadament, de 2 uM

as5uM.

4.2 Assaig d’activitat enzimatica de FASN

Per avaluar la capacitat de FIX i C75 per a inhibir I'activitat de FASN, les cel-lules SkBr3 es van tractar
a6i12 hores amb FIX (250 uM) o C75 (100 uM) (Figura 9). Es van escollir concentracions elevades
per poder veure efecte del farmac a temps curts. Es pot observar que a 6 hores, tant el C75 com el
FIX, van tenir efectes antiproliferatius sobre les cél-lules, atés que es poden visualitzar algunes
cél-lules aixecades i restes cel-lulars respecte a la placa control. A les 12 hores, encara hi va haver

més cel-lules mortes i més restes cel-lulars.
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-
.
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6H

12H

Figura 9. Tractaments de les cél-lules SkBr3 amb FIX i C75. Les cél-lules han estat tractades a 6i 12
hores amb C75 (100 uM) i FIX (250 uM) per a mesurar la seva capacitat d’inhibir I'enzim.

A continuacio, I'activitat de FASN es va analitzar mitjangant I’oxidacié del NADPH (Figures 10i 11). En
la monitoritzacié de I'absorbancia (Figura 10), es pot observar que el consum de NADPH és menor en
les cel-lules que han estat tractades amb els inhibidors C75 o FIX que en les cél-lules control. De

manera que aquests compostos provoquen una inhibicié de I'activitat de FASN.
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©C75

Absorbancia (340nm)
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Temps (minuts)

Figura 10. Monotoritzacié de la inhibicié de I'activitat de FASN. Per a cada tractament, un cop
afegit el malonil-CoA a la mostra, es va mesurar I'absorbancia a 340 nm cada minut durant 10
minuts.

Prenent com a referéncia els controls, es va calcular el percentatge d’inhibicié de I’activitat de FASN
després de 6h i 12h de tractament amb C75 o FIX (Figura 11). L'activitat de FASN ja es veu reduida
després d’exposar les cel-lules SkBr3 als farmacs durant 6 hores en un 48,5% * 3,4% amb el FIX i en
un 62,9% £ 5,3% amb el C75. Aquesta inhibicié s'incrementa a mesura que augmenta el temps de
tractament: a 12 hores, I'activitat de FASN té una inhibicioé del 79,3% + 9,5% en el tractament amb

C75i57,3% + 5,4% en el tractament amb FIX, respecte les cel-lules control.
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També es pot veure que FIX té una menor capacitat d’inhibicié que el C75, tot i que les diferéncies no

son significatives (P=0,0718 per 6 hores i P=0,0571 per 12 hores).

100% -~
90%
80%
70% -
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Inhibicié de I'activitat de FASN (%)

6h

79,3% mC75

12h

Temps del tractament (h)

Figura 11. Assaig d’inhibici6 de
'activitat de FASN en les cél-lules
SkBr3. Les ceél-lules SkBr3 han estat
tractades durant 24 hores amb FIX (250
uM) i C75 (100 pM) per mesurar
I'activitat de FASN, tal i com s’ha
descrit en la Metodologia. Les barres
representen el percentatge d’inhibicio
de 'activitat de les cél-lules tractades.

4.3 Analisi de la senyalitzacio cel-lular després del tractament amb FIX

Per tal de determinar I'efecte de FIX sobre els nivells d’expressié proteica de FASN aixi com la seva

influéncia en vies de senyalitzacid relacionades (Figura 5), es va realitzar un analisi proteic mitjangant

Western-Blot. Les cel-lules SkBr3 es van tractar durant 24 hores a diferents concentracions de FIX: 0

UM, 25 uM, 50 pM, 75 uM i 100 uM (Figura 12). Es pot observar com a mesura que va augmentant la

concentracié del farmac, hi ha més quantitat de cél-lules mortes i de les seves restes cel-lulars.

A.

CONTROL

Figura 12. Tractaments de les SkBr3 amb FIX. A. SkBr3 no tractades i B. SkBr3 tractades a diferents
concentracions del farmac durant 24 hores. Es pot observar com a mesura que augmenta la concentracié

del farmac, augmenta la mortalitat cel-lular.
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Després, les cel-lules tractades es van recollir i llisar i la mateixa quantitat de proteina de cada un dels
tractaments es va analitzar mitjancant un Western-Blot. La Figura 13 mostra les diferents proteines
immunodetectades amb anticossos especifics.

FASN no varia la seva expressié a mesura que augmenta la concentracié de FIX, de manera que el
farmac no inhibeix I'expressié de I'enzim. mTOR roman activada tot i augmentar la concentracié de
I'inhibidor, al contrari que Akt i S6, que disminueixen la seva activacié. pAkt és indetectable a partir
del tractament amb FIX 50 puM. pS6 disminueix a 100 uM de FIX. En canvi, es pot detectar una
activacié de la proteina quinasa activada per AMP (AMPK) a 50 uM de FIX. Cal tenir en compte que la
guantitat de mTOR i AMPK total no varia amb els tractaments, pero la quantitat de Akt total
disminueix una mica en les concentracions més elevades.

S’han normalitzat els Western-Blots realitzant un control intern amb B-actina per assegurar que s’ha
carregat i transferit la mateixa quantitat de proteina a tots els carrils. En la Figura 13 es mostren

dades representatives dels resultats obtinguts en dos experiments independents.

FIX
Figura 13. Analisi proteic dels llisats cel-lulars mitjangant
° s s s % Western-Blot. Les cel-lules han estat tractades amb 0 pM, 25
= j S j 8 UM, 50 uM, 75 uM i 100 uM, i amb la mateixa quantitat de
S ~ n~ A

proteina s’ha fet un Western-Blot. La membrana s’ha revelat amb

O
FASN FH uu ey —; els corresponents anticossos contra la proteina especifica. S’han
- normalitzat els resultats realitzat un control intern amb B-actina.
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5. DISCUSSIO

La reprogramacié del metabolisme energétic és un fet caracteristic de les cél-lules tumorals*. En
concret, I'augment de l'activitat de la sintasa d’acids grassos (FASN) és una caracteristica que
confereix avantatges proliferatives a la majoria de cél-lules tumorals**. En aquest context, el
desenvolupament de farmacs inhibidors de FASN podria suposar una bona estrategia terapéutica per

alguns tipus de cancer.

En el present treball, s’ha assajat una molécula (FIX) potencialment inhibidora de FASN en cél-lules de
cancer de mama SkBr3 que sobreexpressen aquest enzim. En concret, s’ha avaluat I'accié
antiproliferativa del compost, la seva capacitat d’inhibir I'activitat de FASN i la seva influéncia en les

vies de senyalitzacié d’PI3K/Akt i d’AMPK.

En els resultats obtinguts en I’assaig d’inhibicié de la proliferacid, es va observar que la ICso de FIX (26
UM) era superior a la del C75 (3 uM), el farmac utilitzat com a control positiu a I'experiment, ja que
es tracta d’un inhibidor especific de FASN. Podria semblar que la ICsy, obtinguda per FIX és més
elevada del desitjable, pero cal tenir en compte que és forga baixa si es compara amb inhibidors no
toxics de FASN, com pot ser EGCG. Aquest compost presenta una ICsy de 149 uM per a la mateixa

linia cel-lular®®.

En I'assaig d’activitat enzimatica de FASN, es va comprovar que el tractament amb FIX produia una
inhibicid parcial de I'activitat de I’enzim, la qual és depenent del temps, ja que a 12 hores la inhibicid
és major que a 6 hores. En un altre estudi on es realitzava el mateix assaig amb els inhibidors de
FASN C75 i EGCG, també van observar que la inhibicié de l'activitat de FASN era depenent del
temps’. A més, aquest mateix estudi mostrava que la inhibicié de FASN també depenia de la dosi
d’inhibidor utilitzada. Per tant, una millora de I'assaig seria realitzar I'experiment a diferents

concentracions del farmac i mirar I'activitat de I'enzim a més temps.

En darrer lloc, I'analisi de la senyalitzacié cel-lular per Western-Blot va mostrar que I'expressié de
FASN no es modificava en relacié al control encara que augmentéssim la concentracid de farmac. Per
tant, semblaria que la inhibicié de I'activitat de FASN per part de FIX no és deguda a una disminucio
de I'expressid de I'enzim.

Pel qué fa a la senyalitzacié de vies relacionades amb la proliferacid i el metabolisme energétic, es va
observar que, a mesura que augmentava la concentracid del farmac, Akt i S6 s’inhibien (disminucio
de p-Akt i p-S6) i AMPK s’activava (augment de p-AMPK). Per altra banda, mTOR es mantenia
constant (activa) independentment de la concentracié de FIX. La hiperactivacio de la via Akt/mTORC1
s’observa en la majoria de cancers humans i el bloqueig d’aquesta és una important estratégia contra

el cancer”. Pel qué fa a FIX, sembla que els seus efectes antiproliferatius podrien ser deguts, al
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menys en part, a la inhibicié d’aquesta via. Es detecta una disminuciéd molt clara de I'activacié d’Akt i
de S6 que es troba al final de la via (Figura 5b). En canvi no es detecta inhibicié de mTOR. Aquest fet
podria ser degut a I'especificat de I'anticos utilitzat, ja que el que s’ha emprat en aquest treball és
dirigit contra la Serina 2448. S’ha descrit que la quinasa depenent de Rheb pot fosforilar mTOR en

una altra serina, la 1261

. A més, cal tenir en compte que existeixen dos complexes proteics mTOR:
mTORC1 i mTORC2%. La banda que s’observa en la membrana revelada podria contenir també
fosforilacié de mTORC2 del qual podria no estar influenciat per I'efecte farmac. Per tant, a partir dels
resultats obtinguts sembla que la mort cel-lular provocada per FIX podria ser deguda a la inhibicié de
la via proliferativa Akt/mTORC1. Per tal de confirmar-ho, caldria analitzar altres proteines que es
troben dins el conjunt de mTORC1, com per exemple Raptor, per aixi poder saber si aquesta proteina

es troba activada o no, i per extensié el conjunt mTORCL1.

Per altra banda, s’ha observat una activacié d’AMPK a les concentracions on Akt es trobava inhibida.
AMPK actua com a un sensor de I'estat energeétic cel-lular i activa processos catabolics generant ATP
mentre que desactiva vies anaboliques®. De manera que probablement AMPK s’ha activat com a
conseqliencia de la inhibicié de I'activitat de FASN, per part de FIX, i la seva conseqlient modificacid
de la relaci6 AMP/ATP. Es coneix que l'activaci6 d’AMPK inhibeix directament la sintesi d’acids
grassos, inactivant |'acetil-CoA carboxilasa (ACC1)”> i també inhibeix la transcripcié dels gens
lipogénics, incloent ACC-1 i FASN, a través de la fosforilaci6 de SREBP-1c, prevenint aixi el seu

100

processament proteolitic i la seva translocacié nuclear™. No obstant, en aquest estudi no s’ha

observat cap canvi en I'expressié de FASN, de manera que AMPK no estaria inhibint la seva

transcripcid, perod si que podria estar regulant-la post-traduccionalment®".

Per ultim, la regulacié directe entre AMPK i Akt no ha estat ben descrita, perd altres estudis han

observat que l'activacié d’Akt inhibeix I'activitat d’AMPK*

. Caldria dissenyar experiments més
especifics per comprovar si la regulacié és també possible en sentit invers, és a dir, si I'activacid
d’AMPK pot inhibir Akt i per tant si en el nostre cas el bloqueig de la via Akt/mTOR és causada per la

inhibicié de FASN o bé, la molécula té capacitat per inhibir aquesta via en altres punts.

En resum, s’ha pogut comprovar que la molécula FIX presenta efectes antiproliferatius i té una ICs
adequada. El compost FIX no modifica I'expressié de FASN, perod si que inhibeix la seva activitat de
manera similar com ho fa un altre inhibidor de FASN de referencia, el C75. A més, FIX activa AMPK,
probablement per la modificacid dels nivells energétics cel-lulars causats pel bloqueig de FASN.
També s’ha observat que FIX bloqueja la via proliferativa d’Akt. La inhibicid de FASN i el bloqueig de
la via d’Akt podrien estar relacionades.

El compost FIX podria doncs resultar un bon farmac anticancerigen de confirmar-se aquests resultats

en estudis amb altres linies cel-lulars i models animals.
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6. CONCLUSIONS

FIX shows an antiproliferative action on SkBr3 cells with an ICso of 26uM.

FIX inhibits the activity of FASN at similar rates that another well-kown FASN inhibitor (C75)
does. This inhibition increases with the length of the treatment. FIX does not modify FASN
protein levels, thus it affects only the activity of the enzyme.

FIX activates AMPK probably due to the modification of the cellular energetic levels caused
by FIX FASN inhibition.

FIX blocks the proliferative Akt pathway as it inhibits Akt and S6 phosporilation.

AMPK activation and Akt inhibition may be related, but further studies would be needed to
confirm it.

FIX could be used as a antitumoral drug if the results obtained were confirmed in other cell

lines and animal models.
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