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“ A traveller through a country would stop at a village and he didn't have to ask for
food or for water. Once he stops, the people give him food, entertain him. That is
one aspect of Ubuntu, but it will have various aspects. Ubuntu does not mean that
people should not enrich themselves. The question therefore is: Are you going to do

so in order to enable the community around you to be able to improve? ”

Nelson Mandela
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Resumen

Las células tumorales presentan alteraciones metabdlicas. Una de las
diferencias con las células no transformadas es que los tumores usan mads
glucosa incluso en condiciones de normoxia, lo que se utiliza actualmente
para visualizar tumores mediante la técnica de PET. En los ultimos afios se
estan desarrollando terapias basadas en estas particularidades metabdlicas
de las células tumorales, que las hacen mas sensibles a la inhibicién del
metabolismo glicolitico.

En esta tesis estudiamos la muerte producida por la falta de glucosa en
sarcomas y otros tipos tumorales. La privacién de glucosa induce apoptosis o
necrosis dependiendo de la linea celular. Mostramos como la privacion de
glucosa induce actividad caspasa en células deficientes de Bax y Bak,
mientras que en las lineas de rabdomiosarcoma induce necrosis. Ademas la
caspasa iniciadora 8 esta implicada en la muerte por ausencia de glucosa en
estas células deficientes en Bax/Bak y también en células humanas Hela.
Investigamos el uso de 2-deoxiglucosa como inductor de muerte celular
frente a lineas de rabdomiosarcoma alveolar y embrional. La 2-deoxiglucosa
promueve muerte celular en lineas de rabdomiosarcoma alveolar. También
induce diferenciacién acompafiada por una bajada de PAX3/FOXOla, una
proteina surgida de la translocacién cromosdmica en las células de
rabdomiosarcoma alveolar y critica en el desarrollo oncogénico de las
mismas. Caracterizamos la muerte celular apoptdtica inducida por 2-
deoxiglucosa en lineas de sarcoma, in vitro. Estudiamos las moléculas de las
rutas de apoptosis que determinan la sensibilidad de estas células a la 2-
deoxiglucosa, con especial interés en las proteinas de la familia del oncogén
Bcl-2. La muerte celular inducida por el tratamiento esta asociada a la
activacion de Bax y Bak. Observamos que la sobre-expresién de proteinas
anti-apoptoéticas de la familia Bcl-2 como Bcl-xL y de Mcl-1 previene la
apoptosis, indicando que la muerte sucede a través de la ruta mitocondrial.

Ensefiamos que la bajada de Mcl-1 y la subida de Noxa son criticos en la



Resumen

muerte por 2-DG. Ademas, la 2-DG promueve estrés reticular acompafiado
de la induccién de ATF4 y chaperonas. Al bajar los niveles de ATF4,
protegemos a las células de la muerte inducida por 2-DG y prevenimos la
pérdida de Mcl-1. Incubamos células en presencia de manosa, que revierte el
estrés inducido por la 2-DG y previnimos la muerte sin subir los niveles de
ATP. Asi, el estrés energético causado por la 2-DG no es la principal causa de
muerte celular. También la 2-DG promueve la fosforilacién de elF2a, un
inductor de ATF4, y la inactivacién de mTOR. Nuestros resultados sugieren
que el uso de inhibidores glicoliticos como la 2-DG pueden ser efectivos en el
tratamiento de los rabdomiosarcoma alveolares y que Noxa podria ser un
marcador pronéstico de la eficiencia de estas drogas.

Por otro lado, caracterizamos las respuestas a la falta de glucosa y 2-DG, en
particular la respuesta autofdgica que puede determinar que las células
mueran o no en respuesta a la falta de nutrientes. Observamos que las
células estan sensibilizadas al tratamiento con 2-DG tras el uso de cloroquina.
Sin embargo, la presencia de cloroquina no afecta a la privacion de glucosa.
Intentamos clarificar si la falta de glucosa esta induciendo macroautofagia. El
flujo de LC3 por western blot nos indica que no hay mas macroautofagia ni
en células DKO ni en las Rh4 en ausencia de glucosa. Por microscopia
confocal y analizando células Hela y Rh4, tampoco vemos mayores acumulos
de GFP-LC3 tras la retirada de glucosa comparando con tratamientos cldsicos
de induccién de autofagia como la retirada de aminodcidos o con rapamicina.
Estos datos sugieren que la combinaciéon de 2-DG con inhibidores de la
autofagia podria ser util en el tratamiento contra rabdomiosarcomas y que la

falta de glucosa no induce autofagia.
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Abreviaturas

3-MA: 3-Metiladenina

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AMP: Adenosina monofosfato

AMPK: (del inglés, 5' AMP-activated protein kinase)

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero.

ATF4, ATF6: Factor de transcripcion activador 4 o 6 (del inglés, Activating
Transcription Factor 4 or 6)

Atg: Genes relacionados con autofagia (del inglés, Autophagy related genes)
ATP: Adenosin trifosfato

Bak: (del inglés, Bcl-2 homologous antagonist/killer)

Bax: (del inglés, Bcl-2—associated X protein)

Bcl-2: (del inglés, B-cell lymphoma 2)

Bcl-xL: (del inglés, B-cell lymphoma-extra large)

BH: Dominio de homologia a Bcl-2 (del inglés, Bcl-2 homology

domain)

BH3-only (proteinas): Proteinas con dominio (3) de homologia a Bcl-2

BIM: (del inglés, Bcl-2 interacting mediator of cell death)

Bmf: (del inglés, Bcl2 modifying factor)

BrEt: Bromuro de etidio

CARD: Dominios de reclutamiento y activacion de caspasas (del

inglés, Caspase activation and recruitment domain)

clAP: (del inglés, Cellular inhibitor of apoptosis protein)

CHOP: (del inglés, CCAAT/-enhancer-binding protein homologous protein)
CHX: Cicloheximida

CMA: Autofagia mediada por chaperonas (del inglés, Chaperone mediated
autophagy)

DAP1: (del inglés, Death-associated protein 1)

DAPI: Diaminofenilindol, (del inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole)
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DD: Dominio de muerte (del inglés, Death domain)

DED: Dominio efector de muerte (del inglés, Death effector

domain)

2-DG: 2-deoxiglucosa

DISC: Complejo inductor de muerte (del inglés, Death-inducing

signaling complex)

DKO: Doble Knock out. Hace referencia a las células deficientes

en Bax y Bak.

DMEM: (del inglés, Dubelco’s modified Eagle’s medium)

DMSO: Dimetilsulféxido.

EBSS: (del inglés, Earle’s Balanced Salt Solution)

ECL: Reactivo quimioluminiscente (del inglés, Enhanced

chemiluminiscence)

EDTA: Etinildiaminotetraacetato.

elF: Factor de iniciacidon eucariota (del inglés, Eukaryotic Initiation Factor)
EM: Microscopia electronica (del inglés, Electron microscopy)

ERAD: Degradacion de proteinas asociada al reticulo endoplasmatico (del
inglés, Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation)

FACS: Citometria de flujo (del inglés, Fluorescence activated cell

sorting)

FADD: (del inglés, Fas Associated Death Domain)

FBS: Suero bovino fetal (del inglés, Foetal bovine serum)

FIP200: (del inglés, Focal adhesion kinase [FAK] family interacting protein of
200 kD)

GADD34: (del inglés, Growth Arrest and DNA Damage-Inducible Protein)

GFP: Proteina fluorescente verde (del inglés, Green fluorescent protein)
GLUT: Transportadores de glucosa

Grp 58, 78, 94: Proteina regulada por glucosa, 58, 79 o 94 (del inglés, Glucose

regulate protein)
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HBSS: (del inglés, Hank's buffered salt solution)

HRP: Peroxidasa de rdbano (del inglés, Horseradish peroxidase)

HSP-70, -90: Proteinas de shock térmico-70 y 90. (del inglés, Heat shock
protein)

ICQ: Inmunohistoquimica

IP: Inmunoprecipitacion

IRE-1: Proteina reclutadora de inositol (del inglés, Inositol-requiring protein 1)
JNK: Quinasa c- Jun (del inglés, c- Jun N-terminal Kinases)

Kda: KiloDalton

LDH: Lactato deshidrogenasa

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (del inglés, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

Mcl-1: (del inglés, Induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-
1)

MEFs: Fibroblastos embrionarios de ratén (del inglés, Murine

embryonic fibroblasts)

MOMP: Permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa

(del inglés, mitochondrial outer membrane permeabilization).

MPT: Transicién de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, (del
inglés, Mitochondrial membrane permeability transition)

mTOR: (del inglés, Mammalian target of rapamycin)

mRNA: ARN mensajero

NK: (del inglés, Natural killer)

P70S6K: Proteina ribosomal S6 quinasa

PBS: Solucidn salina fosfato (del inglés, Phosphate-buffered

saline)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain

Reaction)
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PMAIP1: o Noxa, (del inglés, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1)

PE: Fosfatidiletanolamina (del inglés, Phosphatidilethanolamine)

PET: Tomografia por emisidon de positrones (del inglés, Positron Emission
Tomography)

PERK: (del inglés, protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase)
PI: Yoduro de propidio (del inglés, Propidium iodide)

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa (del inglés, Phospoinositide 3-Kinase)

PS: Fosfatidilserina (del inglés, Phosphatidilserine)

PUMA: (del inglés, p53 upregulated modulator of apoptosis)

RE: Reticulo endopldasmico o endoplasmatico

RIDD: (del inglés, Rapid Ire1-Dependent Decay pathway)

RIPK1: (del inglés, Receptor-interacting protein kinases-1)

RNA: ARN (del inglés, Ribonucleic acid)

Rnase: Ribonucleasa

ROS: Especies reactivas de oxigeno (del inglés, Reactive Oxygen

Species)

RT-PCR: Transcripcién reversa de ARN y amplificacion de ADN

por Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (del inglés, Reverse
transcriptasepolymerase chain reaction)

SDS: Dodecil sulfato sddico (del inglés, Sodium dodecyl sulfate)

SEM: Error estandar de la media

shRNA: (del inglés, Short hairpin RNA)

siRNA: ARN de interferencia (del inglés, Small interfering RNA)

SV40: (del inglés, Simian vacuolating virus 40)

TAE: Tris acetato EDTA.

TBS: Solucién salina de Tris (del inglés, Tris-buffered saline)

TE: Tris EDTA
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TEMED: Tetrametiletileno diamina (del inglés, N-N-N’-N’-
Tetramethylethylene diamine)

TNFa: Factor de necrosis tumoral alpha, (del inglés, Tumor Necrosis Factor
alpha)

TRAIL: (del inglés, TNF Related Apoptosis Inducing Ligand)

TRADD: (del inglés, TNFR-associated death domain)

TRIS: (del inglés, Trishydroxymethylaminomethane)

ULK1: (del inglés, unc-51-like kinase 1 (C. elegans)

UPR: Respuesta a proteinas mal plegadas (del inglés, Unfolded protein
response)

WB: Técnica de Western blot

WT: Fenotipo silvestre (del inglés Wild Type)

XBP1: (del inglés, X-box binding protein-1)

XIAP: (del inglés, X-linked inhibitor of apoptosis protein)

z-VAD-fmk: (del inglés, Z-Val-Ala-Ala-Asp(OMe)-fluoromethyl ketone)
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Introduccion

1.1 ¢Qué entendemos como muerte celular?

Diversas clasificaciones han sucedido desde las primeras descripciones en los
afos 60, sobre los mecanismos de la muerte celular programada. Durante los
anos 2005 hasta 2009, el comité de nomenclatura en muerte celular unificd
los criterios de muerte. Uno de los avances relevantes, ha sido el invalidar la
necrosis como una forma de muerte meramente accidental. Y definen
muerte cuando una célula ha perdido la integridad de la membrana
plasmatica, su nucleo estd fragmentado o bien los cuerpos apoptdticos han
sido fagocitados. Con esta definicién una célula senescente, que ha perdido
su viabilidad y su capacidad de multiplicarse, lo que llamamos como
clonogénicidad, es considerada viva (Galluzzi, Vitale et al. 2011).

Nosotros clasificaremos muerte en necrosis y apoptosis. E incluimos muerte
por autofagia, como esa muerte definida como una de las dos anteriores

acompafada de vacuolizacion del citoplasma.

1.1.1 Muerte celular programada: apoptosis y necrosis

La muerte celular programada (PCD), o regulada por un programa genético
es esencial para mantener la homeostasis de los tejidos. Puede ocurrir como
consecuencia de una lesién grave y patoldgica en forma de necrosis, o de
una forma controlada, a través de la activacién de una serie de eventos
bioquimicos ordenados. La forma de muerte celular programada mas
conocida es la apoptosis. En la apoptosis, tales cambios, se suceden de forma
“silenciosa”. Lo que quiere decir, que se mantiene la integridad de la
membrana plasmatica, evitando la inflamacién. Se induce a un encogimiento
de las células, fragmentacion nuclear e hidrélisis del ADN, condensacion
citoplasmidtica, llevando a la separacion y formacién de pequefias porciones
rodeadas de membrana o cuerpos apoptdticos, que son inmediatamente
fagocitados. Todo este proceso apoptético se sucede en diferentes fases:

Una primera fase de iniciacién, dénde se dan lugar diversos estimulos que
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tras traspasar un umbral determinado se continua el proceso de apoptosis.
Una segunda, de induccion. En esta fase se induce la activacién de caspasas.
El proceso apoptoético continuara si el estimulo es capaz de inducir por un
lado la liberacién de citocromo c, formacién del apoptosoma y activacion de
caspasa-9 o por otro la activacion de receptores de muerte que promueven
la actividad caspasa. La tercera fase es de ejecucién donde se da lugar la
fragmentacién del ADN, la protedlisis de substratos, formacién de cuerpos
apoptéticos y la externalizacion de fosfatidilserina de la membrana celular
que es sefial para fagocitosis. Y por ultimo el reconocimiento y fagocitosis
por macréfagos. Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en la apoptosis,
en situacion de dafo traumatico e incontrolado como ocurre en la necrosis,
existe una incapacidad de mantener integra la membrana plasmatica y el

escape de todos los elementos citoplasmaticos lleva a cabo una inflamacion.

Encontramos diferentes casos en los que la PCD es fundamental. Como
hemos comentado al principio, la muerte celular programada es importante
para mantener la homeostasis. Es crucial para el mantenimiento de un
numero determinado de células y establecer un equilibrio entre muerte y
divisiéon. En defensa a patdgenos, bajo una célula infectada por virus o
bacterias, se disparan procesos apoptéticos induciendo al suicidio celular.
Ademas, es muy importante en el desarrollo de érganos y sistemas. Por
ejemplo, en el desarrollo de las conexiones sindpticas entre neuronas;
También en el remodelado durante la fase embrionaria como ocurre en la

eliminacion de las zonas interdigitales.
1.1.2 Caspasas

Las caspasas son las grandes ejecutoras del proceso apoptdtico y como
indica el acrénimo en inglés (cysteine aspartyl-specific proteases)(Thornberry
1997), son cistein proteasas que cortan diferentes substratos. Permanecen

en el citosol de la célula como zimégenos o procaspasas inactivas hasta que
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un estimulo, digamos pro-muerte, las activa. Los zimdgenos inactivos
contienen un prodominio seguido de dos subunidades, una larga (p20) y otra
pequefia (p10) (Fig 1). Estos zimdgenos pueden ser cortados dando lugar a la
forma activa, produciéndose la oligomeracién y el corte. Las caspasas
activadas, activan a la vez a otras, dando lugar a una cascada que finaliza en
la muerte. Pero el proceso en absoluto es lineal, e implica activaciones e
inhibiciones.

Durante las primeras fases de la apoptosis, las caspasas llevan a cabo el
desmantelamiento de las estructuras celulares a través del corte de
substratos y en conjunto estos eventos proteoliticos producen los cambios

fenotipicos de la célula.

Figura 1. Esquema de las caspasas humanas.

A) Relacidn filogénetica de caspasas humanas, segun el alineamiento de secuencias
de aminodcidos en su regidn catalitica. B) Estructura proteica. Las procaspasas
presentan un prodominio unido a su regién catalitica (CASc) compuesta por la
subunidad grande y pequefa. Las Caspasas-3, -6, -7 and -14 contienen un
prodominio corto (amarillo) mientras que las demds lo tienen mas largo que
contienen los dominios CARD (azul) o DED (lila). C) Especificidad de substrato,
secuencias que reconoce cada caspasa. D) Papel fisioldgico, las caspasas se dividen
en inflamatorias, iniciadoras y efectoras. A diferencia de la caspasa 14, que tiene un
papel clave en la diferenciacién (Sakamaki and Satou 2009)

(a) (b) (c) (d)

Prodomain CASc

CASPT T (= G DEVD
CASP3 [T 1 ] DEVD Effector
CASP6 o—T VEID
CASPID I — IEAD Apoplosis
CASPS [ LAETD o
CASPY LEHD Initiator
CASP2 | — VDVAD
CASPI | —1 YEVD
CASPS [ W/LEHD Inflammation
CASP4 | .| LEVD
CASPI4 oO—T1 1 WEHD | Differentiation

Por ejemplo, el corte de diferentes componentes del citoesqueleto, como la
actina, y proteinas asociadas a ésta, como la miosina, contribuyen al
redondeo, a la retraccién de la célula y al tipico “blebbling” o globulizacion

de la membrana. También el corte de laminina debilita la membrana y
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posibilita la fragmentacidon nuclear. Otra caracteristica de la apoptosis
temprana, es la pérdida de contacto de las células con la matriz extracelular,
por lo que las caspasas también atacan las adhesiones con la matrizy células
vecinas. Otra caracteristica de la apoptosis, es la destruccién de organulos
como el Golgi, el reticulo o la mitocondria. Después, las caspasas se dirigen a
proteinas que estdn implicadas en funciones de mantenimiento esenciales
dentro de la célula. Por ejemplo proteinas con funciéon en la transcripcién (NF
k B/p65 entre otros) y traduccién como factores de la iniciacion de la
traduccidon elF2, elF3 y elF4 y proteinas ribosomales como p70S6K,
inhibiendo la transcripcion y la traduccion. Con el corte de estos substratos

las caspasas aseguran la muerte de la célula (Taylor, Cullen et al. 2008).
1.1.3 Tipos de caspasas

Existen 11 caspasas en humanos. Pero no todas estan relacionadas con la
apoptosis. Este es el caso de la caspasa-1, 4 y 5 que juegan un papel en la
inflamacién e inmunidad (Schmitz, Owyang et al. 2005). Por otro lado, la
caspasa 14 no estd relacionada ni con apoptosis ni inflamacion, sino en
diferenciacion epidérmica (Denecker, Ovaere et al. 2008).

Ademas, también podemos clasificar las caspasas en dos grupos teniendo en

cuenta el papel en la cascada apoptética: iniciadoras y efectoras.
1.1.3.1 Caspasas iniciadoras

Las caspasas iniciadoras, como la caspasa-8 y 9 en mamiferos, tienen un
dominio N-terminal, pro-dominio, responsable de las interacciones entre las
caspasas iniciadoras y las proteinas que cortan. Este dominio en el caso de la
caspasa-8, se llama DED (Death Effector Domains) y en la caspasa-9, CARD
(Caspase Recruitment Domain).

Tras un estimulo, interacciones entre proteinas que tienen el mismo dominio,
es decir CARD-CARD o DED-DED, dan lugar a la oligomerizacién de caspasas

iniciadoras, su activacion y el consecuente corte de moléculas.
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1.1.3.2 Caspasas efectoras

Las caspasas efectoras, caspasa-3 y caspasa-7 en mamiferos, son necesarias
para el proceso apoptdtico. Se activan a través de las capasas iniciadoras. A
diferencia de las caspasas iniciadoras, las efectoras no tienen un prodominio,
y su activacién es irreversible.

La activacion de caspasas es un proceso bastante similar en vertebrados. Un
estimulo proveniente de dentro o fuera de la célula, lleva a la formacidén de
un complejo multi-proteico, podemos llamarlo “pro-muerte” que recluta y
activa a las caspasas iniciadoras, con ayuda de moléculas adaptadoras.
Después, estas caspasas iniciadoras activan a las efectoras induciendo asi la
muerte celular. Estas plataformas de reclutamiento, son: el DISC (Death
Inducing Signaling Complex) para la caspasa-8 y caspasa 10 (Peter and
Krammer 2003), el PIDDosoma para la caspasa-2 (Tinel and Tschopp 2004) y

apoptosoma para la caspasa-9 (Cain, Bratton et al. 2002).
1.1.4 Apoptosis por la ruta extrinseca o de receptores de muerte

Mientras que la via intrinseca de la apoptosis es importante para la
homeostasis y respuesta a estrés, la via extrinseca juega un papel importante
en la respuesta inmune y en tumorogénesis.

La via extrinseca o de receptores de muerte es activada a través de la
induccion de los receptores relacionados con el receptor de TNF.

El TNFa es una citoquina muy potente producida mayoritariamente por
macréfagos y monocitos activados, pero también por otras células
importantes del sistema inmune como linfocitos B y T, células NK (natural
killer), neutrdfilos asi como células tumorales (Vassalli 1992). El papel
principal del TNFa es la regulacion de las células inmunitarias a través de la
activacidon de las vias del factor nuclear kB (NF-kB) y la quinasa Jun N-
terminal (JNK), que protege a las células de la apoptosis (Hehlgans and

Pfeffer 2005). Ahora bien, el TNFa, junto con proteinas relacionadas con
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éste, pueden inducir en situaciones concretas muerte celular y entonces, se
denominan ligandos de muerte. Estos ligandos son ademas del TNFa, Fas
ligando (CD95L) y TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing-ligand).

La mayor parte de estas moléculas se sintetizan como proteinas de
membrana y son liberadas en forma soluble tras protedlisis especifica.
Algunos ligandos como el TNF, son activos tanto en la forma transmembrana
como también en la soluble. Y su liberacién se produce a través de un corte
proteolitico realizado por metaloproteasas de matriz (MMP). Los ligandos de
muerte actlan como citoquinas que regulan la inflamaciéon y otros procesos
inmunes.

De hecho la pérdida de la regulacién de algunos ligandos de la superfamilia,
como el TNF o FasL, tiene consecuencias graves en procesos de tolerancia
inmunitaria. Ademas, las alteraciones en sus vias contribuye al desarrollo de
enfermedades autoinmunes e inflamatorias como la artritis reumatoide o la
esclerosis multiple entre otras (Mackay and Kalled 2002).

Tras un estimulo concreto, los ligandos de muerte inducen a la oligomeracion
y cambio conformacional de los receptores de muerte. Estos receptores
contienen un dominio de muerte (Death Domain, DD) en sus colas
citoplasmdticas que estan relacionados evolutivamente con los dominios
CARD presentes en diversas caspasas, como la caspasa-9. La familia de
receptores de muerte incluye, entre otros, a Fas/CD95, TNF-aR y dos
receptores de TRAIL, el DR4 y DR5.

La interaccién de los receptores con sus ligados induce a la formacién del
DISC a través de una molécula adaptadora que también contiene un Dominio
de muerte, DD. El DISC (Death Receptor Signaling Complex) constituye la
plataforma formada por el receptor de muerte, la molécula adaptadora y

caspasa-8.

Las dos moléculas adaptadoras principales relacionadas con la sefial por

receptores de muerte son: FADD (Fas Associated Death Domain) y TRADD
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(TNF Receptor Associated Death Domain), siendo la primera la mds conocida.
La proteina adaptadora a parte de tener un dominio de muerte DD en su
regién C-terminal con el que se une al receptor, también tiene un dominio
DED (Death Effector Domain) en su regién N-terminal. Este dominio, que esta
relacionado evolutivamente con los dominios CARD, también estd presente
en caspasa-8. Asi, a través de los dominios DD-DD, FADD se agrega a los
complejos pro-muerte y la caspasa-8 es reclutada al complejo a través de

interacciones DED-DED (Fig 2).

Figura 2. Vias de apoptosis extrinseca y mitocondrial.

En la extrinseca, los ligandos de muerte TNF, TRAIL o Fas Ligando activan a los
receptores de muerte en la membrana. En la parte citoplasmética, la proteina
adaptadora FADD, interacciona con el receptor a través de los dominios DD. A su vez
FADD recluta a caspasa-8, a través del domino DED. Caspasa-8 entonces puede
activar directamente a las caspasas efectoras, caspasa-3 y caspasa-7 o inducir el
corte de Bid que activa a Bax y Bak en la mitocondria. En la via mitocondrial,
proteinas “BH3-only”, como Noxa, Puma, Bim etc, activan a Bax y Bak induciendo a
la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial y activaciéon de citocromo ¢
(esferas en verde). El citocromo c lleva a la oligomerizacién de Apaf-1 y caspasa-9
formando el apoptosoma. Una vez activada la caspasa 9 es capaz de cortar y activar
a su vez a las caspasas efectoras (Mufioz-Pinedo C, 2009)
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Una vez que la caspasa-8 esta activa, y se ha superado el umbral de sefal, o
bien corta y activa a la caspasa-3, induciendo apoptosis o corta la proteina
“BH3-only” Bid, lo que conlleva una acumulacion de tBid, desencadenandose
apoptosis por la via mitocondrial. Dependiendo si la célula activa una u otra
via, se diferencia en apoptosis extrinseca de tipo | y ll, respectivamente.
Existen otras proteinas asociadas al DISC, como FLIP o IAPS.

cFLIP es una proteina homologa a la caspasa-8, con una mutacién en su lugar
catalitico, por lo que no tienen actividad caspasa. Compite con FADD y actua
inhibiendo a la caspasa-8. FLIP actua como un inhibidor de la apoptosis, y
también es esencial para la activacidon de NF-kB en células inmunes.

Las proteinas IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) fueron identificadas por
primera vez en baculovirus basados en su habilidad por suprimir apoptosis
en células de insectos (Bump, Hackett et al. 1995). El principal papel de las
IAPs también reside en inmunidad y activacion de NF-kappaB. De hecho, la
pérdida de estas proteinas en mamiferos, no induce a activacion de caspasas
y muerte celular generalmente. En mamiferos, IAPs incluyen XIAP, clAP-1,
clAP-2 y Survivina entre otros. Y de las ocho proteinas IAPs en humanos, solo
una, XIAP, se considera un inhibidor directo de caspasas. clAP 1 y 2 son
evolutivamente similares a XIAP e inhiben apoptosis sin inhibir actividad

caspasa. Son reclutadas al DISC a través de interacciones con receptores TNF.
1.1.5 Apoptosis mitocondrial o ruta intrinseca

El eje principal de la apoptosis mitocondrial es, como su nombre indica, la
mitocondria. Las mitocondrias son organulos que proveen energia y
metabolitos a la célula, pero también participan en la apoptosis ya que
contienen proteinas que activan caspasas cuando su membrana externa se
permeabiliza. Los estimulos para activar esta via no necesariamente
provienen del interior de la célula. La privacién de nutrientes, de factores de

crecimiento o el dafio al ADN pueden activarla.
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La permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP) esta
principalmente controlada por las proteinas Bcl-2 que discutiremos mas
adelante. Una vez que MOMP ocurre, el citocromo c se libera al citoplasma y
se une a Apaf-1 (Apoptosis Protease-Activating Factor-1). La union de siete
moléculas de Apaf-1, formara un complejo citosdlico, similar al DISC en la
ruta extrinseca, llamado apoptosoma que reclutard y activara a caspasa-9.
Caspasa-9 una vez activa, permitird a la vez, el procesamiento de las caspasas
efectoras caspasa-3, 6 y 7, dando lugar a la cascada de procesos celulares
gue de forma irreversible induciran a muerte celular.

La polimerizacidn de Bax y Bak, dos miembros de la familia de Bcl-2, induce a
la formacion del poro por el que se liberaran proteinas del espacio
intermembranal de la mitocondria, como el citocromo c. Este proceso esta

inhibido por las proteinas Bcl-2 antiapoptdticas (Bcl-2, Bcl-xL o Mcl-1).
1.2 Proteinas Bcl-2

En vertebrados, la muerte celular se controla por un grupo de proteinas
llamadas Bcl-2. Las proteinas de la familia Bcl-2 son importantes en la
regulacién de la muerte por la via intrinseca, ya que controlan |Ia
permeabilizacién de la membrana mitocondrial y la salida de citocromo c. La
familia Bcl-2 comprende tres grupos clasificados segin la homologia en los 4
dominios helice-a BH1-BH4 de Bcl-2 (Fig3). La primera familia contiene los
cuatro dominios BH1-BH4 y estd compuesta por miembros anti-apoptdticos
como Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-B entre otros. Muchas proteinas de esta familia
como Mcl-1 o Bcl-2 estan sobre-expresadas en muchos tumores y protegen a
las células tumorales de la apoptosis. El segundo grupo de proteinas
contienen los dominios entre BH1, BH2 y BH3. Bax y Bak forman parte de
este grupo. Son responsables de formar el poro en la membrana
mitocondrial, y la permeabilizacidon de la membrana externa mitocondrial y

como hemos dicho antes, la proteinas anti-apoptdticas Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1
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inhiben la formacion de ese poro, inhibiendo la liberacidon de citocromo c. El
tercer grupo de proteinas pro-apoptéticas tienen un dominio corto BH3 y la
interaccion de estos dominios es necesaria y suficiente para su actividad pro-

muerte (Cory and Adams 2002).

Figura 3. Familia de proteinas Bcl-2.

Se indican las regiones a-hélice (BH1-4) mas conservadas entre los miembros (Cory
and Adams 2002).
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1.2.1 Dinamicas de grupo

En los nuevos enfoques a la terapia del cdncer, las proteinas de la familia Bcl-
2 son cruciales para inducir muerte. Por ello, en este capitulo explicaremos
algunos ejemplos de como las proteinas Bcl-2 regulan diversos aspectos

claves en la supervivencia de la célula.
1.2.1.1 La escasez de nutrientes regula a las proteinas Bcl-2

Diversos estudios indican que la muerte inducida por privacion de nutrientes,
especialmente la glucosa, es mediada por la via mitocondrial. Un ejemplo lo
encontramos en células hematopoéticas FL5.12, en las que una bajada de los

niveles de glucosa induce a translocacién de Bax, una caida en el potencial de
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la membrana mitocondrial y liberacidn de citocromo c (Vander Heiden, Plas
et al. 2001).

Sin embargo, a pesar de que las células frecuentemente mueren por
apoptosis mitocondrial cuando son privadas de nutrientes, muchos tumores
adquieren resistencia a esta via tras la sobre-expresidon de proteinas anti-
apoptéticas como Bcl-xL, Bcl-2 y Mcl-1, mutaciones en las proteinas “BH3-
only”pro-apoptdticas o en Bax y Bak. Por ejemplo, E. White y colaboradores
estudiaron en células de rifidn con Akt sobre-expresada, que algunos
estimulos apoptéticos (como la privacion de glucosa en situacidn de hipoxia)
podian inducir necrosis, en condiciones de ausencia de Bax y Bak.
Demostraron ademas, que las células deficientes en Bax y Bak, resisten a la
muerte tras periodos largos de privacién de nutrientes (0o mas bien de
interleuquinas) a través de la activacién de autofagia que ayudaria en el uso
de fuentes de energia alternativas y a mitigar el estrés metabdlico (Lum,
Bauer et al. 2005) (Degenhardt, Mathew et al. 2006).

Otra manera en que la sobre-captacion de glucosa incide en la apoptosis es a
través de la regulacién de Puma, previniendo su induccidn en condiciones de
escasez de factores de crecimiento (Zhao, Coloff et al. 2008).

Entre las proteinas Bcl-2, también Mcl-1 puede desempeiiar un papel
importante en las respuestas de muerte celular a los cambios en el
metabolismo de la glucosa. Existen estudios donde demuestran que en
condiciones donde la presencia de glucosa es la adecuada, la activacion de
Akt y la sobre-regulacién de la glicdlisis, previene la pérdida de expresion de
Mcl-1. En este caso la supervivencia también esta relacionada con la
inhibicién de Bim (Coloff, Macintyre et al. 2011). Ademas, la sobre-expresion
de transportadores de glucosa y una hexoquinasa es suficiente para prevenir
la muerte bloqueando la pérdida de Mcl-1 a través de la inhibicién de GSK
(Glycogen synthase kinase 3) una quinasa que lleva a la degradacién de Mcl-1

cuando esta activa (Zhao, Altman et al. 2007; Bhaskar, Nogueira et al. 2009).
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Por el contrario, se ha descrito que la privacion de glucosa y la 2-
deoxiglucosa bajan los niveles de Mcl-1. En un reciente estudio realizado en
diversas células tumorales (Hela y Jurkat entre otras), la inhibicién de la
glicdlisis inducida por 2-deoxiglucosa, sensibiliza a la apoptosis inducida por
receptores de muerte. La activacion de AMPK, resulta en la inhibicién de
mTOR y el bloqueo de la traduccién de Mcl-1 (Pradelli, Beneteau et al. 2009).
De hecho, el sinergismo de inhibidores del metabolismo glicolitico y
receptores de muerte se ha podido observar en otros sistemas. Por ejemplo
en células de melanoma, la 2-deoxiglucosa sensibiliza a la muerte inducida
por los receptores de TRAIL acompafiado con la reduccién en los niveles de
Mcl-1 y Bcl-2 (Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz et al. 2003; Qin, Xin et al. 2010).
Como deciamos con anterioridad, también se han descrito proteinas “BH3-
only” relacionadas con la muerte en condiciones de privacidon de nutrientes.
Una de ellas es Bad, que se ha visto implicada en la muerte por privacidn de
glucosa. Bad estd presente en el complejo mitocondrial que incluye a la
hexoquinasa IV que permite la fosforilacion de la glucosa. La privacion de
glucosa induce a la de-fosforilacién de Bad y a la induccién de muerte celular
dependiente de esta proteina (Danial, Gramm et al. 2003).

Otra de las proteinas importantes es Puma, que se induce en respuesta al
dafio en el DNA y a la privacion de factores de crecimiento (Jabbour, Daunt
et al. 2010). Recientemente, como deciamos anteriormente, se ha descrito la
induccidon de Puma, tras la privacién de glucosa en células hematopoyéticas
murinas (Zhao, Coloff et al. 2008). Esta inducciéon es dependiente de p53. Un
aumento del metabolismo de la glucosa puede contrarrestar e inhibir la
actividad de p53 y la sobre-regulacion de Puma.

Noxa es otra de las proteinas que puede inducir apoptosis por privaciéon de
glucosa y estrés reticular como describiremos mas adelante. Se ha visto que
el silenciamiento de Noxa, protege a linfocitos T en condiciones de baja

glucosa (Alves, Derks et al. 2006). Los autores indican que la accién de Noxa

30



Introduccion

es a través de la inhibicion de Mcl-1, ya que al silenciar Mcl-1 las células se
vuelven mas sensibles a la privacion de glucosa. Lo que sugiere que los
niveles de Mcl-1/Noxa pueden ser relevantes para la apoptosis en

situaciones de escasez de glucosa.

1.2.1.2 Relacién entre las proteinas Bcl-2 y la regulacion de las

sefales del reticulo endoplasmatico

La familia de proteinas Bcl-2 es capaz de impactar en las sefiales y funciones
del reticulo endoplasmatico a través de la regulacién directa de los niveles de
calcio (Ca*") en su interior.

El calcio en el reticulo estd regulado tanto a nivel de entrada, a través de la
bomba ATPasa localizada en la membrana, como en la salida via el receptor
inositol-1,4,5-trifosfato (IPsR). Bcl-2 y Bcl-xL localizadas en el reticulo estan
implicadas en la inhibicidn directa de la funcidn del receptor IPsR. De esta
manera, se reducen las oscilaciones en los niveles de Ca”* citosdlico que
podrian llevar a estimulos proapoptoticos (Rong, Bultynck et al. 2009).
Existen estudios que también sugieren el impacto directo en la sefial
mediada por calcio en el reticulo de las proteinas Bak y Bak. Estas,
promueven el almacenamiento de calcio posiblemente inactivando las
funciones inhibitorias de Bcl-2 y Bcl-xL en el receptor de inositol (Scorrano,
Oakes et al. 2003; Oakes, Scorrano et al. 2005).

Por otro lado, existe otro nivel complejo de regulacion de la homeostasis de
calcio por parte de las proteinas Bcl-2 y es a través de la induccién de la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por sus siglas en inglés).

En todas las células, las proteinas deben estar plegadas y ensambladas de
forma correcta y en algunos casos glicosiladas, para su incorporacion a la via
secretora. Este plegamiento se realiza en el reticulo endopldsmatico vy
depende de diferentes proteinas localizadas en el mismo compartimento,

como son chaperonas, enzimas de glicosilacidn, disulfuro isomerasas. A
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veces, el proceso falla dando lugar irreversiblemente a proteinas mal
plegadas. La célula, es capaz entonces de dar soluciones al problema de dos
formas. Bien, induciendo a la degradacién de proteinas (via ERAD) o bien
activando la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).

A través de la via ERAD, la célula transloca las proteinas defectuosas al
citoplasma, e induce la degradacion proteosomal via ubiquitinacion.

Los inhibidores de la respuesta ERAD, por ejemplo como el inhibidor del
proteosoma bortezomib y otros, son capaces de activar Noxa a través de la
activacion de los factores de transcripcion ATF4 y ATF3 que explicaremos
mas adelante (Fritsch, Schneider et al. 2007; Gomez-Bougie, Wuillme-Toumi

et al. 2007; Wang, Mora-Jensen et al. 2009)

La UPR en cambio es mas compleja. Implica una situacién de estrés, en la
gue se induce la expresion de genes como respuesta a un aumento en la
sintesis de chaperonas del reticulo y de otras proteinas que intervienen en el

plegamiento, para promover la recuperacion y devolver la homeostasis.

1.2.1.3 Elementos clave de la respuesta mediada por proteinas mal

plegadas (UPR)

Existen tres ramas que operan en paralelo en la UPR: IRE-1, PERK y ATF6.

La activacion de estos sensores tras el estrés reticular produce factores de
transcripcion (XBP1, ATF4, ATF6 (N) respectivamente) que activan genes
dirigidos a incrementar la capacidad de plegamiento de proteinas en el
reticulo. Ademas IRE1 (via RIDD) y PERK (via fosforilacion de elF2-alfa)
también disminuyen la traduccion de proteinas que entran en el reticulo.
Todas estas respuestas trabajan retroalimentdndose para mitigar el estrés
reticular. Si las células no consiguen reestablecer la homeostasis, y se

prolonga el estrés, se inducird apoptosis.
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Figura 4. Vias de UPR

(A-C) Las tres vias de transduccion de sefial (ATF6, PERK y IRE1) detectan las
condiciones de plegamiento de proteinas en el lumen del RE y transmiten la
informacion a través de la produccion de reguladores de la transcripcién que entran
en el ndcleo para transcribir genes diana de la UPR. Cada via utiliza diferentes
mecanismos de transduccidn de la sefal: ATF6 regulado por protedlisis, PERK por
control de la traduccién e IRE1 a través de plegamiento de mRNA. Ademas de las
respuestas a nivel transcripcional que sirven para incrementar la capacidad de
plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico, PERK e IRE1 reducen el
estrés reduciendo la carga de proteinas a plegar en el reticulo bajando su traduccién.
(Walter and Ron 2011)
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ATF6 es una proteina transmembrana que actia como factor de
transcripcioén. Tras la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo,
se internaliza en vesiculas de transporte, dirigiéndose hacia el aparato de
Golgi. Alli, dos proteasas S1P y S2P, se encargan de cortar el dominio luminal
y el anclaje transmembrana, liberando el fragmento N-terminal citosélico
ATF6(N). ATF6(N) se dirige al nucleo para activar genes de la UPR. Entre los
diferentes genes diana de ATF6, encontramos a GRP-78 y GRP-94,
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chaperonas de la familia HSP70 y HSP90 respectivamente. Se conoce mas
bien poco acerca de cdmo ATF6 responde al estrés del reticulo. Por un lado,
Bip/GRP 78 puede contribuir a su activacion. También, el dominio luminal de
ATF6 contiene enlaces disulfuro que pueden actuar como sensores redox,
monitoreando el medio ambiente del reticulo (Schindler and Schekman
2009).

Recientemente se ha estudiado, la implicacion de ATF6 como mediador de la
apoptosis. En células de leucemia mieloide y tras la activacion del estrés
reticular con inductores cldsicos se induce una bajada de los niveles de Mcl-1,
y no de Bcl-xL (Morishima, Nakanishi et al. 2011).

La segunda via de la respuesta a proteinas mal plegadas es a través de PERK,
una quinasa transmembrana del reticulo. Cuando se activa tras el estrés
reticular, PERK oligomeriza y se fosforila a si misma y al factor de iniciciacién
de la traduccién elF2a, induciendo la inactivacién de la traduccién y la
inhibicién de la transcripcién del mRNA de elF2. De esta forma, PERK alivia el
estrés, ayudando a reducir el flujo de entrada de mds proteinas en el reticulo.
Pero cuando los niveles de elF2 son limitantes, también se induce la
transcripcién de ARNs mensajeros concretos, incluido el de ATF4. ATF4, es un
factor de transcripciéon que activa a varios genes relacionados con el estrés,
como por ejemplo CHOP y GADD34, y genes relacionados con la apoptosis.
CHOP es a la vez un factor de transcripcidon que controla genes relacionados
con la muerte apoptédtica. Por otro lado, GADD34 es capaz de de-fosforilar a
elF2a. Se ha demostrado que la inhibicién de GADD34, protege del estrés
reticular prolongando bajos niveles de fosforilacion de elF2a (Tsaytler,
Harding et al. 2011). De esta manera, la via de PERK puede actuar con un
efecto protector del estrés reticular o si la sefial persiste, como un inductor
de la muerte celular.

Existen diversos estudios explicando el posible papel de las proteinas BH3 en

la modulacion de la muerte celular bajo condiciones de estrés irreversible
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(Rodriguez, Rojas-Rivera et al. 2010), aunque los mecanismos no han sido del
todo indentificados. La transcripcidon de algunas proteinas BH3, aumentan
tras el estrés del reticulo, como por ejemplo Noxa y Puma (Reimertz, Kogel et
al. 2003). Algunos trabajos sugieren que CHOP regula la expresion de Puma
(Cazanave, Elmi et al. 2010). Otros estudios revelan que Noxa puede
inducirse a través de ATF4, independientemente de CHOP o la expresion de
IRE1 (Armstrong, Flockhart et al. 2010). En fibroblastos de ratén, el
silenciamiento de Puma y Noxa protege ligeramente de la muerte inducida
por estrés reticular, indicando de que existen otras BH3 implicadas en la
respuesta (Li, Lee et al. 2006). Por ejemplo, en células mieloide, y tras un
estrés reticular, Puma y Noxa se ven aumentados, pero la subida de Mcl-1 es
critica para la supervivencia de las células (Jiang, Lucas et al. 2008). También
Bim es otra de las proteinas reguladas transcripcionalmente en la apoptosis
mediada por estrés reticular, a través del factor de transcripciéon CHOP
(Puthalakath, O'Reilly et al. 2007). Y también BMF se regula por estrés
reticular (Zagorodna, Martin et al. 2012)

IRE1 es la tercera via de la respuesta a proteinas mal plegadas. Es una
proteina serina-treonina quinasa transmembrana, que a la vez tiene una
funcién endoribonucleasa. Tras una sefial activadora, IRE1 es capaz de cortar
el ARN mensajero de un factor de transcripcién especifico, XBP1, dando lugar
a su forma activa de traduccidn.

XBP1 estd relacionado con la regulacion de sintesis de lipidos y la
transcripcién de proteinas encargadas de mitigar el estrés del reticulo, como
las chaperonas.

Pero, tras un estrés crénico en el reticulo, tal y como explicamos
anteriormente con PERK o ATF6, existe una regulacion de IRE1 con las
proteinas BH3, relacionadas con apoptosis. Por ejemplo, se ha estudiado la
unién directa de Bax y Bak a IRE1 pudiendo tener un papel tanto en la fase

de recuperacion o bien como iniciadores de la permeabilizacion mitocondrial
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tras un estrés reticular (Hetz, Bernasconi et al. 2006). De hecho, las células
Bax/Bak deficientes, DKO, tienen bajos niveles de fosforilacion de IRE1 y de
diversas sefiales inducidas por ésta, como la activacion de JNK y XBP1 bajo
situaciones de estrés. Por otro lado, recientemente se ha descrito el papel de
Bim y Puma en la regulacién sostenida de IRE1. En un primer momento, tras
un estrés del reticulo medio, BIM y PUMA actuarian como activadores de la
respuesta adaptativa, manteniendo y aumentando la activacién de IRE1 y
modulando su actividad ribonucleasa. Cuando el estrés es crénico, Bim y
Puma actuarian activando apoptosis mitocondrial (Rodriguez, Zamorano et al.

2012).

Todos estos hallazgos sugieren un nuevo papel para los miembros pro-

apoptadticos de la familia Bcl-2 en la sefializacién de UPR.
1.3 Autofagia

La autofagia es un proceso dindmico y podriamos decir de “canibalismo”
propio. Las células engloban parte de su citoplasma asegurando la
eliminaciéon de proteinas disfuncionales y organulos alterados que son
degradados en lisosomas. La autofagia no sdlo se activa en respuesta al dafio
celular, de hecho, uno de sus estimulos mas fuertes es la privacidon de
nutrientes. Cuando los nutrientes son escasos, la autofagia permite a las

células la reutilizacidn de sus propios componentes (Singh and Cuervo 2011).

Existen diversos mecanismos por los que la carga es entregada a los
lisosomas. Por un lado, la carga puede ser internalizada en vesiculas de doble
membrana llamadas autofagosomas, que adquieren las hidrolasas necesarias
para la degradacién con la unién de endosomas tardios o lisosomas. Esta
forma de autofagia, se llama macroautofagia y es la mas conocida. Pero
presenta variantes, seglin el dénde y el cdmo es secuestrada la carga:
macroautofagia, si es en volumen, en el citosol con parte del contenido
presente en este lugar o bien si la carga es recogida selectivamente en el
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caso de mitofagia (mitocondrias), ribofagia (ribosomas), lipofagia
(lipidos)...(Kadandale and Kiger 2010). También existe el proceso de
microautofagia. En este caso pequenas cantidades de carga se internalizan
directamente en vesiculas de una sola membrana que se originan por la
invaginacién de la membrana lisosomal y rapidamente son degradadas en el
lumen. Por otro lado, encontramos la autofagia mediada por chaperona
(CMA). En este tipo, las proteinas son reconocidas por un complejo de
chaperonas en el citosol y entregadas una por una en la membrana lisosomal
donde son internalizadas mediante un complejo de translocacién (Arias and

Cuervo 2010).

1.3.1 Proceso de macroautofagia

Figura 5. Diferentes vias de autofagia en células de mamiferos.

La principal via es la de macroautofagia (A) que estd relacionada con el secuestro de
regiones del citoplasma en membranas formadas de nuevo que acaban
transformandose en vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas. La
fusion de autofagosomas con lisosomas es necesario para la degradacion de la carga.
La induccién de macroautofagia lleva a la movilizacién del complejo de PI3K IlI
(complejo de iniciacién) al lugar de formacién del autofagosoma. La fosforilacién
lipidica de este complejo es necesaria para reclutar en este lugar los componentes
de las cascadas de conjugaciones necesarias para la elongacion de la membrana del
autofagosoma. El principal regulador negativo de este proceso es el complejo de
mTOR que responde a privacidn de nutrientes, sobretodo aminoacidos. B
Microautofagia que media la internalizacién del cargo citoplasmatico a través de
invaginaciones de la membrana lisosomal. Las moléculas que participan en el
proceso en mamiferos aun son desconocidas. C, CMA o Autofagia mediada por
chaperonas, dénde proteinas citosdlicas son selectivamente dirigidas a la membrana
lisosomal a través de chaperonas citosdlicas que ayudan a desplegar las proteinas
antes de llegar al lumen lisosomal. La internalizacion de las proteinas se realiza a
través de chaperonas y la proteina de membrana LAMP-2A esencial en la funcidn de
recepcidn y de translocacion (Kaushik, Singh et al. 2010).
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Como hemos descrito al principio, en la macroautofagia, las membranas
formadas en el citosol secuestran regiones citoplasmaticas. Las vesiculas de
doble membrana, llamadas autofagosomas se movilizan hacia los lisosomas y
tras la fusidn, los enzimas lisosomales degradan el cargo interior. Este
proceso fue caracterizado por primera vez en mamiferos a nivel del higado
(Seglen and Bohley 1992), pero posteriores estudios, mayoritariamente en
levaduras, han ayudado a comprender mejor el proceso.

La ejecucidon y la regulaciéon de la macroautofagia estd regida por los
productos que codifican los genes llamados Atg o “autophagy-related genes”.
Las proteinas Atg organizan complejos que median los diferentes pasos de la
autofagia: induccidon/iniciacidn, nucleaciéon, elongacion de la membrana,

reconocimiento del cargo y fusién con lisosomas.
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El complejo esencial en la iniciacion de la autofagia lo forman Beclina-1 (en
levaduras Atg6), vps15 y vps34. Su funcidn estd modulada por la interaccion
con otras proteinas. Por ejemplo, la interaccion de Beclina-1 y Vps34 se
refuerza con UVRAG un supresor de tumor que sobre-regula la autofagia,
pero también es inhibida por Bcl-2, un inhibidor de la autofagia. La
interaccion entre Beclina-1 y Bcl-2 estd bloqueada por privacién de
nutrientes y sefales de supervivencia a través de JNK1. Cémo el complejo
Beclinal/Vps34 regula la autofagia adin no queda del todo claro.
Probablemente juega un papel importante en la formacién del
autofagosoma, la expansién de la membrana y la produccion de Ptins3P. La
movilizacién del complejo de iniciacidn hacia la el lugar de formacién del
autofagosoma lleva lugar a la nucleacién y generacién de una membrana
limitante que requiere de dos cascadas de conjugacion de proteinas. Estos
sucesos se asemejan a la conjugacién de ubicuitinas porque requieren de
ligasas que activan a sus substratos y ligandos que enzimaticamente catalizan
su conjugacion.

Asi pués, como consecuencia de estos procesos en cascada se forman dos
complejos unidos covalentemente entre si:  Atg5-12, y LC3-
fosfatidiletanolamina (LC3Il en su forma lipidica). Estas uniones ocurren en la
superficie de la membrana que se estd formando y median su elongacién.
Otras proteinas atgs participan en los Ultimos pasos de fusién, pero el como

no esta del todo definido.

Como hemos comentado, la macroautofagia también estd regulada
negativamente. El complejo mas conocido que inhibe la autofagia es el
formado por mTORC1, “mamalian target of rapamycin complexl. El complejo
estd formado por diversas unidades que incluyen a Raptor y a mTOR, una
serina-treonina quinasa sensible a cambios energéticos y de nutrientes.
TORC1 interactia con los efectores ULK1 y FIP200 previniendo Ia

macroautofagia. Cuando los nutrientes decrecen y la actividad de TORC1
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baja, los efectores son liberados del complejo y reclutados en el lugar de
formacion del autofagosoma para su nucleacion y elongacion (Pattingre,

Espert et al. 2008).
1.3.2 Activacion de autofagia en respuesta a privacion de nutrientes

La relacidn entre autofagia y el estado nutricional de la célula tuvo sus inicios
ya en los aifios 70 en células de humanas Hela, en las que la privacién de
suero y aminoacidos del medio activaba la macroautofagia (Mitchener,
Shelburne et al. 1976). En los afios 80 se realizaron también numerosos
estudios sobre autofagia y privacion de nutrientes, especificamente de
aminodcidos, como un inductor de macroautofagia en el higado de roedores
(Surmacz, Poso et al. 1987). Ademds se demostrd que los cambios
hormonales asociados con la ingesta de nutrientes regulan la actividad de la
autofagia en el higado, asi el glucagdn actuaba como un efecto estimulante
de la macroautofagia y la insulina con efecto inhibitorio en la via (Mortimore
and Mondon 1970). Estudios mas recientes utilizando ratones transgénicos
indicaron que la privacién de comida inducia autofagia o mas bien aumento
de LC3-GFP punteado, en diferentes érganos no Unicamente en higado, sino
también en musculo esquelético o corazén (Mizushima, Yamamoto et al.
2004). Sin embargo, en este mismo estudio observaron que en dérganos
como el higado, la autofagia se mantiene bastante activa incluso en
condiciones normales sin privacién de nutrientes, lo que ayudaria a proveer
de componentes esenciales a la célula incluso en esta situacion y al
mantenimiento de una buena “limpieza” celular.

Como mencionamos en la anterior seccidn, el complejo mTORC1 es el sensor
critico de regulacion de macroautofagia. En levadura, la activacion de TORC,
hiperfosforila a Atgl3 previniendo su interaccidon con Atgl. Este complejo
Atgl-Atgl3 es necesario para el anclaje de otras Atgs y consecuente

formacidn del autofagososoma (Huang and Klionsky 2002). En mamiferos,
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mMTORC1 fosforila y secuestra al homologo de Atgl, ULK1 en el complejo
formado por Atgl3 y FIP200, inactivandolo (ver figura 6). Después, otro de
los sensores energéticos de la célula, AMPK, durante privacién de nutrientes,
inactiva a mTOR provocando una bajada de la fosforilacion en ULK1 vy
promoviendo su liberacién de mTORC1 (Jung, Jun et al. 2009; Kim, Kundu et
al. 2011). Ademas AMPK es capaz de fosforilar a ULK1 en otros residuos
favoreciendo la movilizacién del complejo hacia la regidon de formacién del
autofagosoma.

Existen recientemente estudios que apoyan la existencia de otros
mediadores de la macroautofagia. Por ejemplo DAP1, es un inhibidor de la
macroautofagia, pero el mecanismo aun estd por descifrar. En condiciones
normales, DAP1 permanece inactivo tras la fosforilacién por mTOR. Tras la
privaciéon de nutrientes, mTOR se inhibe dando lugar a la defosforilacion de
DAP1 y su activacidon. De esta manera DAP1 contribuye a prevenir un exceso
de macroautofagia en estas condiciones (Koren, Reem et al. 2010). Por otro
lado, las células tumorales son capaces de evadir la posible activacidén crénica
de mTOR aumentando los niveles de sestrinas, unas proteinas capaces de
activar directamente a AMPK permitiendo la activacién de macroautofagia
(Lee, Budanov et al. 2010).

También p53 juega un papel importante regulando el metabolismo
energético de la célula. La activacién de p53 tras la privacidn de nutrientes es
a través de AMPK e inhibicidon de la via de Akt. Ademas p53 es capaz de
activar también a AMPK directamente o indirectamente a través de las
sestrinas. De esta manera se induce a la inhibicion de mTOR y activacion de
la autofagia. También conlleva a una disminucién del crecimiento y la
proliferacién dependiente de p53. Sin embargo, p53 citosdlico también
puede inhibir el proceso de autofagia pero el mecanismo aun estd por

determinar (Vousden and Ryan 2009).
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Figura 6. Regulacién nutricional de macroautofagia

En condiciones normales de nutrientes, mTOR fosforila a ULK1, lo que conlleva al
secuestro del complejo ULK1-Atgl3-FIP200 con mTOR formando el complejo
mTORC1 e impidiendo la interaccion con AMPK. Por otro lado, mTOR fosforila a
DAP1 inactivandolo. Durante privaciéon de nutrientes, AMPK fosforila a ULK1
facilitando su disociacién de TORC1 vy la asociacion con el lugar de formacion del
autofagosoma. También, la bajada de actividad de mTOR lleva a la disminucion de
fosforilacion de DAP1, activandolo y previniendo una sobre-activacion de
macroautofagia. También se muestra retroalimentacion positiva de autofagia a
través de AMPK, sestrinas y p53. Sin embargo, también p53 localizado en el
citoplasma puede actuar como regulador negativo de la via (Singh and Cuervo
2011).
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1.4 Metabolismo de la glucosa como una terapia anti-

tumoral

Sabemos que las células cancerigenas tienen unos requerimientos
metabdlicos diferentes a las células normales. De hecho muchas células
tumorales presentan lo que llamamos “efecto Warburg”. Altos niveles de
glicdlisis (metabolismo de glucosa a lactato) incluso en presencia de oxigeno,
lo que es descrito como glicolisis aerdbica. La glicélisis aerdbica estd
acompainada por un incremento de la captacién de glucosa en muchas
células tumorales. Este fendmeno puede observarse en tumores
comparandolos con téjido normal en pacientes, a través de una tomografia
de positrones utilizando 2-deoxi-(**F)-fluoro-D-glucosa, un analogo de la
glucosa (FDG-PET)(Gambhir 2002). A pesar de que Warburg describia que
defectos en la mitocondria es lo que incrementaba los niveles de glicélisis en
las células cancerigenas, estudios recientes indican algo diferente. Vander
Heiden indica que es la activacidn de protooncogenes como Myc, factores de
transcripcién como HIF-1 o mutaciones en factores supresores de tumores
como p53 seria lo que ayudaria a las células tumorales a incrementar estos
niveles de glicolisis (Vander Heiden 2011).

La glicolisis genera poco ATP en comparacion con la fosforilacidon oxidativa,
pero en condiciones de rapida velocidad como tienen las células
cancerigenas podria ayudar a generar mas cantidad de ATP. Sin embargo, las
células tumorales principalmente utilizan los nutrientes para la sintesis de
biomasa, nucledtidos, lipidos, aminodcidos y NADPH necesario para crecer,

manteniendo unos niveles de ATP adecuados (Lunt and Vander Heiden 2011).

Figura 7. Metabolismo de la célula tumoral

A, Glutamina y glucosa son los dos nutrientes basicos necesarios para produccion de
ATP y precursores biosintéticos en las células proliferantes y normales, a pesar de
que lipidos o aminoacidos puedan ser utilizados. Pero las células cancerigenas
cambian el flujo metabdlico de la glucosa que es metabolizada por fosforilacidn
oxidativa y glicdlisis aerdbica, generando mas proteinas, lipidos y acidos nucleicos
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necesarios para crecer y manteniendo los niveles adecuados de ATP. B, No todos los
tumores tienen el mismo fenotipo y diferentes células cancerigenas presentan
diferente utilizacion de nutrientes. Estas diferencias se pueden observar en una
imagen de FDG-PET en tumores que aumentan los niveles de utilizacién de glucosa o
un acetato-PET si son tumores mas “adictos a la glutamina” (Vander Heiden 2011).
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Debido a estas adaptaciones metabdlicas de la célula cancerigena, focalizarse
en el metabolismo de las mismas puede ser una nueva via importante para la
terapia contra el cancer. Diferentes estudios han demostrado la relacion
entre alteraciones en el metabolismo del cuerpo y desarrollo del cancer. Por
ejemplo, niveles altos circulantes de insulina o del factor de crecimiento IGF,
estd relacionado con céncer, por lo que la obesidad o situaciones de
resistencia a la insulina podrian inducir cancer principalmente al activar las
vias de crecimiento (Pollak 2008). De la misma manera se han estudiado

alguno farmacos anti-diabéticos para el tratamiento tumoral, como la

44



Introduccion

metformina que empeora el crecimiento de células tumorales deficientes en
p53 (Buzzai, Jones et al. 2007). Ademas, existen diversos candidatos
potenciales relacionados con el metabolismo de la glucosa que se
encuentran sobre-expresados en algunos canceres como GLUT],
Hexoquinasa Il o fosfoglicerato deshidrogenasa (PHGDH).

En nuestro modelo nos centramos en el uso de 2-deoxiglucosa, un andlogo
de la glucosa que es fosforilada en el primer paso de la glicdlisis por la
hexoquinasa Il produciendo 2-deoxiglucosa-6-fosfato (2-DG-6-P). Esta 2-
deoxiglucosa-6-fosfato es un inhibidor competitivo de los enzimas que
metabolizan glucosa-6-fosfato, de forma que no puede ser metabolizada,
inhibiendo asi la glicélisis en la célula. Ademas, afecta a la glicosilacidn de las
proteinas, afectando a la N-glicosilacion e induciendo una acumulacion de
proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmatico promoviendo estrés.
Sabemos que la 2-DG induce muerte tumoral, arresto de ciclo y que sus
efectos son mayores en condiciones de hipoxia. Ademdas existen algunos
ensayos clinicos en cancer de prdstata y metdstasis intercraneal que
demuestran un moderado éxito de la 2-DG y aparte de ser poco tdxica para
los téjidos normales, es bien tolerada en pacientes (EI Mjiyad, Caro-

Maldonado et al. 2010).

1.5 Sarcomas

Los sarcomas constituyen un grupo heterogéneo de tumores con diferentes
caracteristicas bioldgicas e histoldgicas. Se desarrollan tanto en tejido blando
como en hueso. Se pueden dividir en dos grupos, aquellos que tienen
alteraciones genéticas especificas o aquellos que no presentan un patrén
molecular determinado. Aproximadamente un tercio de los sarcomas
presentan alteraciones genéticas claramente definidas. Estas se diferencian
molecularmente en alteraciones cromosémicas o mutaciones de genes

especificos.
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Las alteraciones cromosémicas se detectan en un 15-20% de los sarcomas.
Se desarrollan en un estadio muy temprano del proceso tumoral y son causa
de algunos procesos que llevaran a la aparicién del cancer. Por otro lado,
dentro de las anomalias genéticas que se encuentran en los sarcomas, la mas
comun parece ser la inactivacion de p53 (Sainz-Jaspeado, Martin-Liberal et al.

2011).
1.5.1 Rabdomiosarcomas

Rabdomiosarcoma son un tipo de sarcoma de células de musculo esquelético.
Representan el sarcoma de tejido blando mas comun en nifos,
constituyendo un 4-5% de los tumores pediatricos. Teniendo en cuenta sus
caracteristicas histoldgicas, existen dos subtipos, rabdomiosarcoma
alveolares y embrionales. Los embrionales son mucho mas predominantes y
tienen un mejor prondstico. Se desarrollan en zonas del cuello, la cabeza o el
tracto genitourinario. Los alveolares ocurren tanto en nifios como en adultos
y se localizan en las extremidades, lo que conlleva una peor prognosis. El
prondstico de supervivencia de los rabdomiosarcoma alveolares que se
tratan es a cinco afios. Los rabdomiosarcoma alveolares estan asociados a
una translocacién en el cromosoma 2 y 13, y menos frecuente en el 1y el 13.
Cada translocacién conlleva la codificacién de las proteinas PAX3/FOXO1 y
PAX7/FOX01, respectivamente.

Ambos tipos presentan marcadores de diferenciacidn miogénica como MyoD,
miogenina o actina, pero no tienen marcadores tardios de diferenciacion y

las células no forman miotubulos (De Giovanni, Landuzzi et al. 2009).
1.5.2 Tratamiento

El primer caso de rabdomiosarcoma fue descrito por Webner en 1854 y era
el de un paciente de 21 afios de edad con un tumor de la lengua. Durante los
primeros afios, la cirugia fue el Unico tratamiento disponible, y la extirpacion

radical fue la norma. Las tasas de supervivencia eran bajas en general,

46



Introduccion

excepto en aquellos casos donde la extirpacién total era posible. El
tratamiento con radioterapia tras una cirugia incompleta se inicié en 1950,
demostrando una mejoria en los tumores de cabeza y cuello. Y en los afios
60, se comenzd la estrategia multimodal para tumores sdlidos, incluyendo
quimioterapia después de la extirpacién quirurgica completa y radioterapia
postoperatoria (Hayes-Jordan and Andrassy 2009). La terapia mas comun se
desarrolla con la combinacién de actinomicina-D y ciclofosfamida, como
alquilantes del DNA. De hecho el uso de quimioterapia ha ayudado a
aumentar la supervivencia, lo que demuestra la importancia de estudiar

nuevos farmacos (Dasgupta and Rodeberg 2012; O'Brien, Jacob et al. 2012).
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Objetivos

Objetivo 1: Caracterizacidon de la muerte celular de diversas lineas tumorales
por retirada de glucosa.
e Identificacion de los tipos tumorales en que la privacién de glucosa
induce necrosis y apoptosis
e Averiguar la caspasa iniciadora implicada en la muerte celular por

privacién de glucosa

Objetivo 2: Estudiar in vitro la muerte celular de lineas tumorales de
rabdomiosarcoma en condiciones de inhibicidon del metabolismo glicolitico
e Estudio de la de la forma de muerte celular inducida por 2-

deoxiglucosa. Determinacion de las moléculas implicadas.

Objetivo 3: Estudio de la autofagia como determinante de la muerte por

falta de glucosa.
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Resultados

3.1 Metabolismo de la glucosa

3.1.1 La privacion de glucosa puede inducir apoptosis o necrosis

dependiendo de la linea celular

Puesto que los tumores presentan una mayor dependencia de la glicdlisis
anaerobia que los tejidos normales para generar energia de metabolitos, se
decidié caracterizar el efecto de la privacién de glucosa en diferentes lineas
celulares. Esta descrito que la inhibicion del metabolismo glicolitico a través
de la 2-deoxiglucosa, un andlogo de la glucosa, generalmente mata a las
células por apoptosis y que la privacion de glucosa puede llegar a inducir
muerte celular por necrosis (Suzuki, Kusakai et al. 2003) (Yuneva, Zamboni et
al. 2007) o también por apoptosis a través de la ruta mitocondrial (Vander
Heiden, Plas et al. 2001).

Las células cancerosas requieren bloquear la muerte para la oncogénesis y el
mantenimiento del fenotipo maligno (Green and Evan 2002). Por lo que
muchos tumores sobre-expresan proteinas antiapoptdticas como Bcl-2, Bcl-
XL y Mcl-1 o inhiben la actividad de proteinas proapoptdticas como Bax y
Bak.

Bax y Bak son dos moléculas necesarias para la ruta apoptdtica mitocondrial.
Los fibroblastos murinos embrionarios deficientes en las proteinas pro-
apoptdticas Bax y Bak (DKO) inmortalizados con SV40 son resistentes a
muchos estimulos apoptdticos que inducen la via mitocondrial. Como estas
células podrian parecerse en términos de sensibilidad a las células tumorales,
empezamos a estudiar la privacion de glucosa en estas células.

Cuando privamos de glucosa a las DKO (FiglA), las células sufren apoptosis.
Ademas el Z-VAD, un inhibidor de caspasas, protege totalmente a las células
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de la muerte, tanto en el analisis de subG1l como por incorporacion de
yoduro de propidio, indicando que mueren de forma dependiente de
caspasas. En cambio, en fibroblastos silvestres (MEF WT, Fig 1B), cuando son
privados de glucosa, el Q-VD protege de sub-G1 pero no de yoduro de
propidio. Es algo que no entendemos, las células parecen estar muriendo por
necrosis, mueren de forma independiente de caspasas, porque
probablemente no pueden activar caspasas tras un estimulo apoptotico,
pero obtenemos un perfil sub-G1. Lo discutiremos mas adelante. Tanto las
wt como las DKO son lineas celulares de fibroblastos inmortalizados con
SV40 (simian virus 40) que codifica el antigeno TSV40. Este antigeno, inhibe
al gen supresor de tumores p53, responsable de la parada de ciclo vy
apoptosis. Podriamos pensar que esto pudiera estar afectando a las células
Bax Bak deficientes, y que el que mueran de forma dependiente de caspasas
tras privacién de glucosa sea solo una caracteristica propia de los

fibroblastos inmortalizados con SV-40.

Por ello quisimos ver la muerte inducida por la privacién de glucosa en varias

lineas celulares.

Figura 1. La privacion de glucosa induce muerte apoptdtica o necrética segun el
tipo celular.

A-B, Los fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak (DKO, A) o fibroblastos
murinos silvestres (wt, B) se trataron sin glucosa en presencia de los inhibidores de
caspasas, Z-VAD (50uM con las DKO) o Q-VD (20uM, en las células wt) y DMSO
(1:1000) para las muestras control. Las células se recogieron a los tiempos indicados
para su analisis por sub-G1 o bien por incorporacién de yoduro de propidio (Pl). Los
datos presentan la media de 2 experimentos.

C, La linea tumoral humana Hela fue tratada en ausencia de glucosa en presencia
de Q-VD o DMSO. Se recogieron a los tiempos indicados y se fijaron para el analisis
por citometria. Se representa el porcentaje de células con un tamafo menor que las
no tratadas.
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Fig 1 D-G, Las lineas Rh4, 402-91 y Rh30 se trataron en ausencia de glucosa durante
los tiempos indicados en presencia o ausencia de Q-VD y DMSO en las muestras
controles. Las células se recogieron para su analisis por incorporacion de yoduro de
propidio (D,E,G) o bien para su analisis por sub-G1 (F). D, se muestra la media de 2
experimentos independientes, E, se muestra la media de 4 experimentos.
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Cémo observamos en la figura 1C, en Hela el Q-VD protege de la muerte
inducida por la privacién de glucosa. Por lo que mueren de manera
dependiente de caspasas, de igual forma que lo hacen los fibroblastos
murinos. Uno de los problemas que observamos con las células Hela, es que
no conseguimos detectar sub-G1 en el andlisis por citometria. Es posible que
no todas las células que morfolégicamente estdn muertas sufren
degradacién del ADN. Por eso, tuvimos que medir la muerte analizando
aquellas células cuyo tamafio era menor que las no tratadas vy

asegurandonos de que el Q-VD era capaz de prevenir el cambio morfoldgico.

También privamos de glucosa a las células dede liposarcoma mixoide 402-91
(FiglE), rabdomiosarcoma alveolar Rh4 (FiglD) y Rh30 (FiglE-G). Todas
mueren de forma independiente de caspasas a las 24h y 72h. El Q-VD
protege ligeramente de la privacion de glucosa a las Rh4 y 402-91 o nada a
las Rh30. Ademas, estas Ultimas no presentan sub-G1 (FiglF). El porqué unas
células mueren por necrosis o por apoptosis tras privarlas de glucosa estd

aun por descifrar. El estado metabdlico previo asi como el balance de
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proteinas y complejos proapoptéticos y antiapoptdticos, y su localizacidon en
la célula determinaria su forma de muerte. Una hipdtesis podria ser porque
tras privarlas de glucosa se producirian especies pro-oxidantes, ROS, pero
bajos niveles de poder reductor NADPH. Si a la vez tuvieran altos niveles de
proteinas antiapoptdticas, no podrian permeabilizar la membrana y
acabarian muriendo por necrosis. Existen varios estudios que asi lo
demuestran. Por ejemplo, cuando células de rifidon inmortalizadas mediante
la expresion constitutiva de Akt, son privadas de glucosa en condiciones de
hipoxia, mueren por apoptosis. Sin embargo, cuando son deficientes en Bax y
Bak mueren por necrosis (Degenhardt, Mathew et al. 2006). Todo ello
sugiere que las células mueren a través de la ruta mitocondrial, pero cuando
no pueden permeabilizar las mitocondrias, acaban muriendo por necrosis.
Sin embargo tal y como hemos observado, las células DKO mueren de forma
dependiente de caspasa al privarlas de glucosa. Por ello quisimos estudiar

mas a fondo el mecanismo de muerte.

3.1.2 La privacion de glucosa induce actividad caspasa en los

fibroblastos Bax Bak deficientes

En el capitulo anterior habiamos observado que, tras el tratamiento sin
glucosa, el Z-VAD inhibia la muerte en las células DKO. Pudimos observar la
proteccién, tanto por la disminucién de células observadas en sub-G1 como
por la reduccion en la proporcion de células positivas para yoduro de
propidio. Quisimos determinar actividad caspasa en estas células y utilizamos
la técnica de DEVDasa. Tal y como explicamos en el apartado de Materiales y
métodos, utilizamos un substrato de caspasas, el DEVD, que al ser cortado

por éstas, emite fluorescencia. Se puede observar en figura 2, que las DKO
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tienen actividad caspasa tras tratarlas sin glucosa. La maxima actividad se
presenta a las 48 horas, coincidiendo con el tiempo en el que observamos

mayor pico sub-G1.

Quisimos analizar la actividad caspasa también por western blot. Las
caspasas, con actividad proteasa tienen afinidad por diferentes substratos,
como por ejemplo PARP. Al tratar las células DKO sin glucosa, observamos el
corte de estos substratos y que el Z-VAD es capaz de retrasar o de inhibir en
su totalidad el corte. Ademas observamos la degradacion de la procaspasa-3

tras la privacién de glucosa y que el Z-VAD es capaz de retrasar el corte.

Figura 2. La privacion de glucosa induce actividad caspasa en las células
deficientes en bax bak .

A, Las células DKO fueron tratadas sin glucosa en presencia o ausencia de Q-VD a
los tiempos indicados. Los lisados celulares fueron incubados con el substrato de
caspasas AC-DEVD-amc (Pharmigen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados muestran la media y SEM de 3 experimentos. Los valores de
fluorescencia, corresponden a unidades arbitrarias y se dividen por los valores de
fluorescencia de las muestras no tratadas.
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Fig2 B, DKO fueron tratadas hasta 96 horas sin glucosa, en presencia o ausencia de
Z-VAD. Una muestra fue tratada con TNF 1ng/ml y CHX 5uM durante 24h, como
control positivo de apoptosis, en ausencia o presencia de Z-VAD. Los lisados
celulares de células DKO se prepararon como se describe en Materiales y métodos y
se realizd un western blot para las proteinas indicadas.

B o
Gle- Gle- z-VAD s

& o

NT 24 48 72 96 24 48 72 96 h <& N

37

c procaspasa-3

. caspasa-3
cortada
15 —

100w S

p—

PARP

3.1.3 La caspasa iniciadora de la apoptosis en DKO, inducida por

privacion de glucosa es la caspasa-8

Antecedentes en el grupo demostraron que la via mitocondrial no estaba
implicada en la muerte por privacién de glucosa en las DKO (Caro-
Maldonado, Tait et al. 2010) y que la caspasa-9 no estaba implicada en la
apoptosis. También, se demostré que células DKO transfectadas con CrmA,
una proteina del virus de la viruela bovina que inhibe selectivamente a la
caspasa-8 y 1, estaban protegidas tras la retirada de glucosa. Puesto que la
caspasa-1 posee un papel mas focalizado en respuesta inmunoldgica, nos
centramos en determinar si era la caspasa-8, la caspasa iniciadora por la

respuesta inducida tras la privacién de glucosa.
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Para ello transfectamos las células DKO con oligonucledtidos siRNA contra
caspasa-8 y un control en paralelo. La disminucién en los niveles de caspasa-
8 protegid de la privacion de glucosa, confirmando que esta caspasa estd
relacionada con la muerte apoptética inducida por la privacién de glucosa en

las células (fig 3).

Ademas, en el grupo se realizaron lineas estables con shRNA para caspasa-8
y éstas también estaban protegidas tanto de TNF como de la privacion de
glucosa (Caro-Maldonado, A).

Fig 3. El silenciamiento temporal de los niveles de caspasa 8 en células DKO,
protege de la muerte inducida por privacion de glucosa.

A-B, Células DKO fueron transfectadas con un oligonucledtido control o siRNA
contra caspasa-8. Después de 48horas de la transfeccidn, se recogié proteina para
el western blot (A) o se trataron en ausencia de glucosa durante 72 horas mas.
Después se recogieron para su analisis por sub-G1 (B). La figura muestra la media 'y
SEM de 3 experimentos independientes. Adaptado(Caro-Maldonado, Tait et al.
2010).
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Aln asi quisimos estar seguros de que los resultados observados en los
fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak no eran una caracteristica

especifica de estas células.
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Para ello transfectamos células humanas Hela con el siRNA para caspasa-8
humana (Fig 4A y B). Después de 72 horas tras la transfeccién, tratamos a las
células con medio sin glucosa y analizamos la muerte celular. Las Hela que
han sido transfectadas con el siRNA para caspasa-8 estaban protegidas tanto
del tratamiento de TNF como de la privacion de glucosa.

Fig 4. La bajada de los niveles de caspasa-8 en células Hela protege de la muerte
apoptatica inducida después de la privacion de glucosa.

A, Células Hela fueron transfectadas con el siRNA control o contra caspasa 8
durante 72 horas. Después se privaron de glucosa en presencia o ausencia de Q-VD
y se analizaron por citometria a los tiempos indicados. Una muestra como control
positivo fue tratada durante 24horas con TNF 10ng/ml y CHX 5uM (B)

C, Se muestra el western blot con la cinética de silenciamiento del siRNA de caspasa
8, comparado con el control en estas células. Adaptado (Caro-Maldonado, Tait et al.

2010)
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Todos estos resultados indicaban que la muerte apoptdtica inducida por la
privacion de glucosa en las DKO y en las Hela se produce a través de la

caspasa-8, como caspasa iniciadora.

3.2 La 2-deoxiglucosa como inhibidor del metabolismo
glicolitico

3.2.1 Las células de rabdomiosarcoma alveolares son sensibles a la 2-

deoxiglucosa

Nuestros resultados mostraban que la inhibicion de la glicolisis puede ser
eficaz frente a células tumorales muy resistentes a otros tratamientos.
Puesto que no es posible privar de glucosa a un paciente, quisimos analizar el
efecto de la 2-DG, como inhibidor de la glicdlisis, en células de
rabdomiosarcoma in vitro. Estos tumores estdn poco estudiados y la
quimioterapia no es del todo eficiente. Por ello es importante estudiar otras
terapias mas eficaces.

Existen diferentes trabajos que estudian los efectos inhibitorios de la 2-DG

en células cancerigenas. Por ejemplo, sabemos que disminuye el crecimiento
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celular, inhibiendo la proliferacion celular, para el ciclo celular o promueve
muerte celular (Zhang, Deslandes et al. 2006).

Hemos observado anteriormente (Fig 1D, F, G) que la privacién de glucosa en
células de rabdomiosarcoma induce necrosis. Asi que quisimos estudiar los
efectos de la 2-DG en lineas celulares de rabdomiosarcoma alveolar vy
embrional.

En la figura 5, se observan diferentes lineas de rabdomiosarcoma alveolar y
embrional que han sido tratadas con 2-DG a diferentes dosis entre 2mM y 20

mM.

Figura 5. Las células de rabdomiosarcoma alveolar son sensibles a la 2-DG.

Células Rh4 (A), Rh30 (B), Rh41 (C), RD (D) y A204 (E) fueron tratadas a las dosis
indicadas con 2-DG en presencia de 20 uM de Q-VD o DMSO. Después de 72h de
tratamiento, se fijaron y se analizé sub-G1 por citometria. El control se sembré a la
mitad de células para evitar el sobre-crecimiento en placa. UNT: no tratadas
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La droga inhibe el crecimiento en todas las lineas de rabdomiosarcoma
alveolar, siendo Rh4 la linea que mas respuesta presenta al tratamiento.

Observamos muerte incluso cuando tenemos grandes cantidades de glucosa
en el medio (25 mM), indicando que las Rh4 son las mas sensibles a la 2-DG.
Si comparamos las cinéticas de muerte de las 4 lineas de rabdomiosarcoma
alveolar, Rh4, Rh30 y Rh41, en todas ellas, observamos que tenemos muerte
a partir de 5 mM de 2-DG. Estas células sufren apoptosis después del
tratamiento con 2-DG, puesto que el ADN se degrada y las células presentan

sub-G1 tras el andlisis en el citdmetro. Igualmente, en presencia de Q-VD, las
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células estan protegidas de la 2-DG. Indicando que mueren de manera
dependiente de caspasas.

En la figura 6, se muestran imdgenes de células de rabdomiosarcoma
alveolar, Rh30, tratadas con 2-DG e incorporacién de yoduro de propidio.
Claramente se observa que el Q-VD protege de la muerte inducida por 2-

deoxiglucosa, aunque la proteccidon es mas obvia en las Rh4 y Rh41.

Figura 6. Las células de rabdomiosarcoma alveolar son sensibles a la 2-DG (Linea
Rh30). Las células fueron tratadas con 10mM de 2-DG en presencia de 20 uM de Q-
VD o DMSO. Después de 72h de tratamiento, se realizd un marcaje con yoduro de
propidio (Pl) 0,5 pg/ml para determinar la muerte celular. Se tomaron imagenes al
microscopio de fluorescencia con un objetivo de 20X. Las células control fueron
sembradas a la mitad para evitar el sobre-crecimiento en placa.

Pl

2-DG
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En comparacion con los rabdomiosarcoma alveolares, los embrionales tienen
un mejor pronodstico de cara al tratamiento en pacientes. Nosotros
observamos que las lineas celulares de RD y A-204 son mucho mas
resistentes que las células alveolares de rabdomiosarcoma. Tal y como se
observa en la figura 5D, Unicamente la linea celular RD presenta muerte a
altas dosis de 2-DG, 20 mM de 2-DG, casi equimolar con las dosis de glucosa
qgue hay en el medio. Pero el Q-VD no es capaz de revertir esta muerte.
Curiosamente, la linea A-204 es préacticamente resistente a las dosis
utilizadas de 2-DG, tal y como se observa en la figura de analisis de la muerte
celular en el citometro (fig 5E) o tras el marcaje con yoduro de propidio (fig
7). Sin embargo, el tratamiento a altas dosis inhibio la proliferacion. En este
caso, quisimos saber si la parada del crecimiento celular era irreversible.
Para ello, después de 72 horas del tratamiento con 2-DG, le cambiamos el
medio a las células y las cultivamos en ausencia de la droga.

Figura 7. Las células de rabdomiosarcoma embrional son resistentes a la 2-DG
(Linea A204).

Las células fueron tratadas con 20mM de 2-DG. Después de 72h de tratamiento, se
realizé un marcaje con yoduro de propidio (Pl) a 0,5 pug/ml para determinar la
muerte celular. Se tomaron imdagenes al microscopio de fluorescencia con un
objetivo de 20X.
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En la figura 8, se observa que la parada de la proliferacidon es reversible, ya
qgue las células empezaron a crecer inmediatamente después de sacar la
droga. Estos resultados indicarian la resistencia al tratamiento con 2-

deoxiglucosa en las células A-204.
Figura 8. La 2-DG no impide que las células A-204 contintien proliferando.

24 horas después de sembrar las células A-204, uno de los pocillos fue tefiido con
cristal violeta (C, control) y el resto crecié en ausencia (C72) o presencia de 20 mM
de 2-DG durante 72h. Las células fueron lavadas e incubadas con medio fresco a los
tiempos indicados. Las células adheridas fueron tefiidas con cristal violeta al 0.2%
con 2% de etanol durante 20 minutos y solubilizadas en un 10% de SDS. La
absorbancia fue medida a 595nM.

A-204

Numero celular (cristal violeta)

C Cc72 0 24 48 72

72h 2-DG + tiempo
de recrecimiento

69



Resultados

3.2.2 El factor inducible de hipoxia (HIF-1) no es el responsable de la

resistencia a la 2-DG en células de rabdomiosarcoma embrional

El oxigeno es necesario para la produccion de ATP por OXPHOS, pero en
condiciones de hipoxia, las células suelen hacer mas glicdlisis para
sintetizarlo. Esta dependencia en la glicdlisis las hace mas sensibles a la 2-
deoxiglucosa. Generalmente, la manera de responder a condiciones bajas de
oxigeno es sobre-expresando el factor HIF, que a su vez aumenta enzimas
glicoliticos y transportadores de glucosa (Johnson and Perkins 2012). Asi
pues, cabe la posibilidad en nuestro sistema que los niveles de expresion de
HIF1-a sean diferentes en las células embrionales que en las alveolares y que

ésto regule la captacién y toxicidad de la 2-DG.

Por este motivo, para comprobarlo, analizamos la expresion de los niveles de
HIF en las 5 lineas de rabdomiosarcoma estudiadas. Como se observa en la
figura 9A, no pudimos detectar esta proteina en células sin tratar en ninguna
de las lineas celulares. A pesar de ello, para descartar que HIF fuera
responsable del fenotipo diferente en alveolares y embrionales, silenciamos
la proteina HIF mediante dos secuencias de siRNA de HIF tanto en células
Rh4 de (fig 9B y C), como en células A204 (fig 9B y D). Los resultados de la
figura 9C indican que el silenciamiento de HIF en las Rh4 sensibiliza
ligeramente a la muerte inducida por 2-DG a las 48 horas. Mientras que en
las A204, tal y como se observa en las imagenes, no hay diferencias con

ninguna de las secuencias del siRNA de HIF probadas.
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Figura 9. La expresion de HIF-1a expression no explica la sensibilidad diferente a
la 2-DG entre células alveolares y embrionales.

A, Las lineas celulares indicadas fueron analizadas para la expresion de HIF-1a.
Utilizamos células A204 como control positivo tratadas con CoCl2 200uM durante
4horas.

B, A204 y Rh4 fueron tratadas con CoCl2 200uM durante 4horas o con 10mM de 2-
DG a los tiempos indicados y recogidas para el andlisis de la expresiéon de HIF-1a
por western blot.
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C, Las células Rh4 fueron transfectadas con el control o el siRNA de HIF-1a. Después
de 72h, fueron tratadas con 2-DG 10mM a los tiempos indicados y recogidas para el
analisis de subG1. El test t-student test pareado indica que el siRNA contra HIF-1a
produce una pequefia sensibilizacidon significativa a la 2-DG a 48h (p=0.049, n=4
experimentos)

D, Las A204 no son sensibles a la 2-DG tras el pretratamiento con siRNAs contra HIF-
la. Los mismos resultados se obtuvieron en el andlisis para subGl de células
tratadas con siRNA tras 48h y 72h.

71



Resultados

c 100
= Control

v a0l Rh4 -
8 BHIF-1a siRNA1
(] *
g 60 4 OHIF-1asiRNA2 -
[72]
©
3 40 -
O
[&]
o

i) W )

0 24 48 72 h
2-DG

D

A204 (embrional) 72h 2-DG

. e & —
e N Q < i ]

control siRNA HIF-1a siRNA1 HIF-1a siRNA2

)

3.2.3 La 2-deoxiglucosa induce diferenciacion en las células de

rabdomiosarcoma alveolar Rh4 y Rh30.

Puesto que las células diferenciadas dejan de proliferar, uno de los puntos
clave en la terapia es promover la diferenciacion de las células de
rabdomiosarcoma. Después del tratamiento con 2-DG, observamos que las
células Rh4 y Rh30 de rabdomiosarcoma alveolar, presentaban fusiones

entre ellas, caracteristicas de la formacion de miotubos y diferenciacién
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terminal (fig 10A). El western blot indicaba que la 2-DG induce una bajada de
la proteina de fusién PAX3/FOXOla que mantiene el estado desdiferenciado
en estas células (Kikuchi, Tsuchiya et al. 2008). El efecto fue bastante mas
pronunciado cuando las células se cultivaron con medio de diferenciacién
(sin suero, DM)(figl0B). Ademas, no fue inhibido por el Q-VD, indicando que

el proceso de diferenciacidon no es consecuencia de la actividad caspasa.

Fig 10. La 2-DG promueve diferenciacion en células de rabdomiosarcoma alveolar.

A, Un total de 4x10° de células Rh4 o 1.8X10° células de Rh30 fueron sembradas en
placas de 6 pocillos tratadas con 10mM de 2-DG en presencia de 20uM Q-VD con
medio completo (RPMI + 10%FBS) o medio de diferenciacion (DM, RPMI sin suero)
durante 48h. Se muestran imagenes de microscopio de contraste de fase. Las flechas
sefialan células fusionadas con una morfologia tipica de microttbulo.
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Fig 10 B, Los western blots muestran unos niveles reducidos de PAX3/FOXO1la en
RH4 y Rh30 en presencia de 2-DG durante 72 o 55h respectivamente. Los lisados
celulares se hicieron con RIPA para el andlisis de expresiéon con el anticuerpo de
FOXO-1.
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3.2.4 La 2-dg induce muerte celular apoptética en las Rh4

Como hemos comentado en el capitulo anterior, la inhibicién del
metabolismo de la glucosa puede inducir muerte celular necrética o
apoptoética, dependiendo del tipo celular (Caro-Maldonado A, Munoz-Pinedo
C, 2011).

Habiamos observado en la figura 5 que la 2-DG induce apoptosis en las
células de rabdomiosarcoma alveolar ya que el inhibidor de caspasas Q-VD
inhibia tanto la produccién del pico hipodiploide sub-G1, como las células
que eran positivas para yoduro de propidio. Para poder demostrar que
efectivamente se produce apoptosis, quisimos verificar la actividad caspasa
por western blot.

Las caspasas, al ser proteasas, cuando estan activas cortan diferentes
proteinas substrato y tanto la consecuencia de las primeras, como de las
segundas puede ser analizada por “western blot”. Nosotros no pudimos
detectar el fragmento cortado de la caspasa-3 tras el tratamiento. Pero la 2-
DG promueve el corte del substrato de caspasas PARP y el Q-VD es capaz de

inhibir el corte (fig 11A). Ademads, la 2-DG induce actividad caspasa medida
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por el corte del substrato peptidico que emite fluorescencia. Pudimos
observar que la mdxima actividad de caspasa se produce a las 48 horas, y

que el Q-VD es capaz de revertir esta actividad (fig 11B).

Fig 11. La 2-DG promueve apoptosis en las células Rh4.

Las Rh4 fueron cultivadas a los tiempos indicados con 10mM de 2-DG en presencia o
ausencia de Q-VD o DMSO.

A, Los lisados celulares fueron preparados con tampén de lisis y las proteinas se
resolvieron por western blot.

B, Los lisados fueron incubados con el substrato AC-DEVD-amc (Pharmingen) seguin
las instrucciones del fabricante. Se muestra la media y SEM de 3 experimentos. Los
valores de fluorescencia (unidades arbitrarias) fueron normalizados por los valores
de fluorescencia de las células no tratadas.
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También estudiamos la morfologia nuclear en las células Rh4. Transfectamos
las células con un plasmido que expresa histona-2B unida a GFP y tras tratar
con 2-deoxiglucosa las observamos en el microscopio de epifluorescencia.
Utilizamos etopdsido como un inductor de apoptosis en estas células.
Pudimos observar que la 2-DG induce una cladsica condensacién y

fragmentacion cromatinica (fig 12).
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Fig 12. La 2-DG induce condensacién clasica de la cromatina en Rh4.

Las Rh4 fueron transfectadas con 2ug de un plasmido que contiene histona-2B GFP
fluorescente con lipofectamina durante 24h. Después fueron cultivadas con medio
normal, 10mM de 2-DG o 10uM de etopdsido durante 48horas. Se muestran
imagenes con microscopio de fluorescencia a 40 aumentos.
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3.2.5 La apoptosis inducida por la 2-DG en las Rh4 se produce a

través de la ruta mitocondrial

Existen varios estudios que indican que la muerte inducida por privacién de
nutrientes, y principalmente la privacién de glucosa, induce apoptosis por la
via mitocondrial en diferentes tipos celulares. Por ejemplo, en células
hematopoyéticas linfoide FL5.12, los bajos niveles de glucosa inducen la
translocacion de Bax a la mitocondria con la consecuente liberacién de
citocromo c. Otro ejemplo seria que la sobreexpresién de genes
antiapoptoéticos como Bcl-2 protegen de la muerte apoptética por privacion
de glucosa a células de cancer de mama MCF7 (Lee, Galoforo et al. 1997),

(Vander Heiden MG, Plas DR et al, 2001). Pero tal y como observamos en el
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capitulo 1, la privacion de glucosa induce apoptosis a través de la caspasa-8
y no requiere que la via mitocondrial esté funcionando en fibroblastos
murinos deficientes en Bax y Bak.

La caspasa-8 esta también implicada en la muerte por privacién de glucosa
en células Hela. Puesto que estas células pueden morir a través de la via
mitocondrial, podria ser que la caspasa-8 estuviera mediando la muerte,
induciendo el corte directo de caspasa-3 o bien el corte de la proteina BH3-
only, Bid, que puede activar a su vez a las proapoptoéticas Bax y Bak en la
mitocondria. La caspasa-8 también estd implicada en la muerte de las células
deficientes en Bax y Bak. Por ello, quisimos saber si las células de
rabdomiosarcoma morian de forma dependiente de la caspasa-8 y en primer
lugar determinamos si expresaban la caspasa-8. Tal y como se ve en la figura
13, las células de rabdomiosarcoma alveolar estudiadas, y sobretodo Rh4,
qgue es la mas sensible a la 2-DG, no presentan niveles detectables de

caspasa-8.

Fig 13. Las células de rabdomiosarcoma expresan bajos niveles de caspasa-8.

Los extractos de lisados de células embrionales (embr.) o alveolares fueron
analizados para la expresion de caspasa—8 por western blot. Hela fue utilizada
como control positivo de expresion de caspasa-8.
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A pesar de no detectar expresion de caspasa-8 en las Rh4 sin tratar, quisimos
descartar totalmente la implicacion de la ruta extrinseca de la apoptosis en la
muerte por 2-DG y tratamos las células Rh4 durante 20 horas con los
ligandos de muerte FasL y TNF para asegurarnos de que no habia activacién,
utilizando como control positivo la estaurosporina. Como vemos en la figura

14, no observamos muerte a diferentes dosis utilizadas.

Fig 14. Las células Rh4 no mueren a través de la ruta extrinseca.

Las células fueron preincubadas durante 30 minutos con 5uM de cicloheximida
(CHX) en presencia del ligados de Fas y TNF a las concentraciones indicadas durante
48 horas. Se traté una muestra con estaurosporina (STS) 1uM como control de
apoptosis. Después, se recogieron las células y se analizé la muerte por citometria.
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Ademas, quisimos analizar la ruta mitocondrial detectando las formas
activas de Bax y Bak en la mitocondria utilizando inmunofluorescencia. Para
ello tratamos las células Rh4 durante 48 horas con 2-DG, en presencia o
ausencia de Q-VD (Fig 15). Utilizamos anticuerpos de Bax y Bak que
Unicamente detectan la forma activa de estas proteinas. Como observamos

en la figura 15, la 2-DG promueve la activacién de Bax y Bak incluso cuando
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las células son tratadas con Q-VD. El Q-VD, unicamente es capaz de inhibir la
condensacién de cromatina, indicando que la activacion de Bax y Bak no es

una consecuencia de la actividad caspasa.

Fig 15. La 2-DG activa a Bax y Bak en las células Rh4

Deteccion de Bax y Bak activo y condensacidn de la cromatina. Las células fueron
no tratadas (panel izquierdo) o tratadas con 2-DG (panel derecho) en presencia o
ausencia de Q-VD durante 48 horas. DAPI, 40,6-diamidino-2-fenilindol; DMSO,
dimetil sulfoxido. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio de fluorescencia
a 40X de aumentos.
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3.2.5.1 La sobre-expresion de Bcl-xL y Mcl-1 en Rh4 protege a las
Rh4 de la 2-DG

Con el fin de seguir demostrando que la via intrinseca mitocondrial es la
responsable, nos centramos en el papel de las proteinas antiapoptéticas de
la familia de Bcl-2: Bcl-xL y Mcl-1. Estas proteinas poseen dominios BH3 que
les permiten unirse a otras proteinas Bcl-2, como por ejemplo a Bax y Bak,
impidiendo su activacion y polimerizacion en la membrana mitocondrial
externa.

Primero estudiamos la implicacidon de Bcl-xL en la muerte tras el tratamiento
con la 2-deoxiglucosa. Para ello, las células Rh4 fueron transfectadas con un
pldsmido portando Bcl-xL. Después de seleccionarlas con el antibidtico para
generar estables, las células fueron tratadas con 2-DG o bien con
estaurosporina, como inductor de apoptosis. Tal y como se observa en la
figura 16, las células que sobre-expresan Bcl-xL estdn protegidas de la
muerte inducida tanto por 2-DG como por estaurosporina, indicando la

implicacion de la ruta mitocondrial en la muerte por 2-DG.

Fig 16. Las células que sobre-expresan establemente Bcl-xL estan protegidas de la
muerte inducida por 2-DG.

Células procedentes de la linea parental y Rh4 que expresan establemente Bcl-xL
fueron analizadas por western blot (A) o cultivadas con 2-DG a 10mM (B) o
estaurosporina 300nM (C) y recogidas a los tiempos indicados para el analisis de la
muerte por sub-G1. Los resultados muestran una media y SEM de 5 experimentos.
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Ademas, quisimos asegurarnos de la implicaciéon de Bcl-xL y Mcl-1 en la
muerte por 2-DG. Las células Rh4 (Fig 17 A-C), fueron transfectadas con un
pldsmido que expresa GFP fluorescente y con dos concentraciones diferentes
del vector que codifica para Mcl-1 y Bcl-xL. Como control negativo
transfectamos con el vector vacio hasta igualar la concentracién final de ADN
total en las diferentes condiciones. El analisis de Sub-G1 de células GFP
positivas, revelé que la sobre-expresion de Bcl-xL y de Mcl-1 protegia de la
muerte inducida por la 2-DG.

Fig 17. Las células que sobre-expresan Mcl-1 y Bcl-xL estan protegidas de la muerte
inducida por 2-DG.

A-B , Rh4 fueron transfectadas con 2.5 mg del vector que codifica para la proteina
de membrana GFP o con el vector vacio (-), 2.5mg (bajo) o 7.5 mg (alto) del vector
que codifica para Mcl-1 (A) o Bcl-xL (B). El vector vacio corresponde a 10 mg del
total de ADN. Después de 2 horas, las células se tripsinizaron y se sembraron de
nuevo. Quince horas mas tarde, se puso medio fresco y se dejaron sin tratar o se
trataron con 10 mM de 2-DG durante 48 horas. Se muestra el analisis de sub-G1 de
las células GFP positivas que corresponden a un 10-15%.
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C, Se muestra el western blot de la sobre-expresion de Mcl-1 tras 24 horas de
transfeccion.
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3.2.5.2 La reduccion de los niveles de Mcl-1 y Bcl-xL en Rh4

sensibiliza a la muerte por 2-DG

Con el fin de seguir corroborando la ruta mitocondrial y los resultados que
teniamos sobre el papel de las proteinas Bcl-xL y Mcl-1 en la muerte
mitocondrial inducida por 2-DG, silenciamos dichas proteinas mediante
siRNA. En la misma ténica de lo que encontramos en los experimentos de
sobre-expresidn, la bajada de la expresion de dichas proteinas sensibiliza a

las células Rh4 al tratamiento con 2-DG.
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Fig 18. La reduccion de los niveles de Mcl-1 y Bcl-xL en Rh4 sensibiliza al
tratamiento por 2-DG.

Las células Rh4 fueron transfectadas con ARN de interferencia (siRNA) contra Bcl-xL
(B) o Mcl-1 (A) durante 8 y 6 horas respectivamente (tiempos 0 en la figura), tratadas
después con 2-DG a los tiempos indicados y recogidas para su andlisis por sub-G1. La
expresion de las proteinas después de tratar con 2-DG se muestra en los western
blots C y D, mostrando un silenciamiento dptimo de ambas. * muestra diferencias
significativas respecto al control de (P < 0.05).

E, Para corroborar los resultados sobre Mcl-1, las células Rh4 fueron tratadas igual
que en la figura 18A, pero con una secuencia diferente de siRNA para Mcl-1.
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Para seguir abordando el papel de la ruta mitocondrial, quisimos inhibir
selectivamente las proteinas Bcl-xL y Bcl-2 al mismo tiempo. Para ello,
utilizamos el compuesto ABT-737, que mimetiza a las proteinas “BH3 only” e

inhibe a las proteinas antiapoptdticas Bcl-2 y Bel-xL.

La presencia de ABT-737 durante el tratamiento con la 2-DG en células Rh4
sensibilizd un poco a las muerte, aunque no de una forma claramente
sinérgica. Por ello es necesario estudiar el papel de otros antiapoptdticas
como Mcl-1, que no pueden ser inhibidos por el ABT-737.

Fig 20. La combinacién de 2-DG y ABT-737 no sinergiza con la muerte inducida por
2-deoxiglucosa sola.

Rh4 fueron cultivadas durante los tiempos indicados con 10mM de 2-DG, ABT-737
(1y 10 uM) o ambos compuestos al mismo tiempo y recogidas para analisis sub-G1.
El grafico muestra media y SEM de 5 experimentos.
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3.2.5.3 La 2-DG promueve la bajada de la expresion de Mcl-1

Existen diversos estudios donde se demuestra que la inhibicién del
metabolismo de la glucosa, ya sea a través de la privacién de glucosa o por el
tratamiento con 2-DG, promueve la bajada de los niveles de la proteina
antiapoptética Mcl-1. Por ejemplo, en células de linfoma la expresién de
dicha proteina es esencial para la supervivencia de las células (Wensveen,
Alves et al. 2011). Ademas, la bajada de los niveles de Mcl-1 en condiciones
de privacidn de nutrientes induce apoptosis en linfocitos (Opferman, Letai et
al. 2003).

En nuestro modelo, como observamos en la figura 21 de western blot, en
células Rh4, el tratamiento con 2-DG redujo los niveles de Mcl-1, ademas
esta bajada no se previno con Q-VD. También, Bcl-2 o Bcl-xL incrementaban

tras el tratamiento.

Por otro lado, queriamos asegurarnos de los niveles absolutos de las
proteinas Bax y Bax tras el tratamiento. En el panel, los niveles de expresion

de éstas no cambian significativamente.

85



Resultados

Fig 21. La 2-DG induce una bajada de los niveles de Mcl-1 en las células Rh4.

Rh4 fueron cultivadas durante los tiempos indicados con 10mM de 2-DG en
presencia o ausencia de Q-VD a una concentracién de 20uM y recogidas para el
analisis de las proteinas indicadas mediante western blot.
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3.2.5.4 La muerte inducida por 2-DG se produce a través de Noxa

Por otro lado, nos centramos en saber cudl es la “BH3-only” responsable de
la muerte inducida por 2-DG. Para ello, tratamos las células Rh4 a diferentes
tiempos con la 2-DG y observamos por “western blot” que el tratamiento no
induce Puma. Sin embargo, los niveles de Bim y Noxa se veian incrementados

(Fig 22A).
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Fig 22. La 2-DG regula las pro-
teinas “BH3-only” e induce
apoptosis dependiente de
Noxa.

A, Células Rh4 fueron cultivadas
a los tiempos indicados con 2-
DG en presencia o ausencia de Q
-VD. Las proteinas indicadas fue-
ron resueltas por western blot.
Los controles (C) fueron incuba-
dos con medio normal durante
24h.

B, Las células fueron transfecta-
das en “transient” durante 8ho-
ras con el oligonucledtido con-
trol (C) o con RNA de interferen-
cia (siRNA) contra Noxa o Bim y
tratadas después durante los
tiempos indicados con 2-DG. Los
western blot contra las protei-
nas se indican en la figura B. N.S
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Fig 22 C-D (pagina 87)

C, Las células transfectadas con los siRNA de Bim, Noxa o la combinacion de ambas,
fueron analizadas por sub-G1 tras el tratamiento con 2-DG. ** P <0.01 (n=4).

D, Las células Rh4 fueron tratadas igual que en la figura B, pero con una secuencia
diferente de ARN de interferencia para Noxa.

Para analizar la posible implicacion de estas proteinas, las silenciamos de
forma transitoria mediante ARN de interferencia. Tal y como observamos en
la figura 22C, el silenciamiento de Noxa, pero no el de Bim, confiere una
resistencia significativa a la muerte inducida por el tratamiento de 2-DG.
Cuando realizamos el silenciamiento de la expresidon de ambas proteinas a la
vez, no encontramos una mayor proteccién a la muerte comparandola con
el silenciamiento de Noxa Unicamente. Estos datos sugieren que es Noxa, y
no Bim, la principal “BH3-only” mediadora en la muerte inducida por 2-DG.
Para confirmar del resultado, utilizamos una segunda secuencia de ARN de
interferencia para silenciar Noxa, (Fig 22D) y volvimos a observar proteccion
a la muerte inducida por 2-DG en las Rh4.

Noxa esta constitutivamente unido a Mcl-1 en muchos tipos celulares (Alves,
Derks et al. 2006) y también se ha descrito estar unido a Bcl-xL (Zhang,
Lopez et al. 2011). Ademads estas proteinas antiapoptéticas son capaces de
secuestrar a Bax y Bak, inhibiendo su activacion. Por otro lado, las proteinas
proapoptdticas como Noxa, son capaces de liberar a Bax/Bak en la
mitocondria promoviendo la liberacién de citocromo c. Por ello, quisimos
estudiar las interacciones entre estas proteinas por inmunoprecipitacién tras

el tratamiento con 2-DG (Fig 23).

Observamos que Mcl-1 esta constitutivamente unida a Bim y Noxa, sin ver

grandes diferencias tras el tratamiento con 2-DG (Fig 23A y B). Por otro lado,
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observamos interacciones entre Mcl-1 y Bak (Fig 23C) e interacciones muy
débiles entre Bak y Bcl-xL (Fig 23D). No detectamos interacciones entre Bcl-
xL y Noxa o Bim (Fig 23E). Intentamos co-inmunoprecipitar, sin éxito, Bcl-2 y

Bax con Bak o con Bcl-xL/Mcl-1, respectivamente.

Fig 23. Interacciones entre miembros de la familia Bcl-2.

A-D, Las células Rh4 fueron tratadas con 2-DG 10mM durante 48 horas. Y la
inmunoprecipitacion (IP) y el “western blot” con los anticuerpos indicados se realizd
segun Materiales y Métodos. *, bandas inespecificas. Input, corresponde a un 5%
del inmunoprecipitado de proteina. IgG, inmunoglobulina G
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Se ha descrito que Noxa es una diana transcripcional de p53. Sin embargo las
Rh4 son deficientes en p53 (Oda, Ohki et al. 2000). Otros estudios han
demostrado que Noxa puede estar sobreexpresada por dafio en el ADN,
estrés reticular o inhibicién del proteosoma de una forma independiente de
p53 (Fernandez, Verhaegen et al. 2005), (Qin, Stennett et al. 2004). Algunos
estudios recientes muestran que Noxa se une preferiblemente a Mcl-1, pero
no a Bcl-xL o Bcl-2 (Chen, Willis et al. 2005) y que neutraliza la actividad
antiapoptética de Mcl-1, promoviendo su degradacién (Willis, Chen et al.
2005).

Nuestros resultados parecen indicar que el balance de Noxa/Mcl-1 es clave
en la muerte celular inducida por inhibiciéon del metabolismo. Ademas, los
niveles de estas dos proteinas y la actividad se han demostrado ser regulados
por multiples mecanismos transcripcionales y postranscripcionales (Pradelli,

Beneteau et al. 2010) .
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Por ello, quisimos estudiar la regulacion transcripcional (Fig 24) de Mcl-1 y
Noxa. Tratamos las células con 2-DG a 10mM vy recogimos ARN a diferentes
tiempos, para hacer RT-PCR. Como se observa en la figura 24A, pudimos ver
gue los niveles de ARN mensajero de Mcl-1 y Noxa no varian demasiado tras
el tratamiento con 2-DG.

Quisimos analizar la estabilidad de estas proteinas para ver si variaba
durante el tratamiento y vimos que al bloquear la sintesis proteica con
cicloheximida, un inhibidor general de la traduccidn, la estabilidad de Mcl-1y
Noxa se aumentaba cuando las células fueron tratadas con 2-DG (Fig 24B).
Esto podria indicar una posible regulacién traduccional de las proteinas, pero
no explica cdmo bajan los niveles de Mcl-1.

Puesto que Mcl-1 es muy sensible a la inhibicidn de la traduccién, nosotros
quisimos analizar dos de las vias que permiten la inhibicidon de la traduccién.
Por un lado la fosforilacion de la serina 51 del Factor de iniciacidon 2-alpha
(elF2a) (Fig 24C). EIF2a es una subunidad del complejo proteico de elF2
esencial para el reclutamiento del ARN de transferencia a la subunidad 40S
ribosomal e iniciar asi la traduccién del ARN mensajero. La fosforilacién de
Unicamente una fraccion de elF2a es suficiente para dificultar el inicio de
traduccidn. Y por otro lado, la inhibicion de mTOR que impide la traduccién
inhibiendo a 4EBP1 e elF-4E, de forma que no reconocen la estructura de
mRNA (Fig 24D)(Mills, Hippo et al. 2008); (Iglesias-Serret, Pique et al. 2003).
Tratamos las células a diferentes tiempos con 2-DG (fig 24C-D) y tras el
analisis por western blot pudimos observar tanto la fosforilaciéon de elF2a
como la inactivacion de mTOR, a través de la defosforilacion de una de sus

proteinas diana indirecta, S6. Ademas, analizamos los niveles de Mcl-1 tras el
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siRNA de Noxa, y pudimos ver que Noxa contribuye modestamente a la
bajada de Mcl-1.

Concluimos que los niveles de Noxa y Mcl-1 se regulan post-
transcripcionalmente, probablemente Noxa podria estar regulando los

niveles de Mcl-1 y que Mcl-1 se regula mediante inhibicién de su traduccion.

Fig 24. Los niveles de Noxa y Mcl-1 se regulan postranscripcionalmente.

A, Las células Rh4 fueron tratadas con 10mM de 2-DG y recogidas a los tiempos
indicados para hacer la RT-PCR. Los resultados indican 3 experimentos
independientes.

B, Las Rh4 fueron cultivadas con medio normal (control) durante 24 horas o tratadas
durante 72horas con 2-DG en presencia o ausencia de Q-VD para prevenir la
degradacién que pueda ser mediada por caspasas. Después se trataron con 100
mg/mL de cicloheximida (CHX) para inhibir la traduccion de proteinas, durante los
tiempos indicados y recogidas para “western blot”. Los resultados muestran un
experimento representativo de 2 independientes.

C, Rh4 se trataron a los tiempos indicados con 10mM de 2-DG, se enseian los
“western blot” de elF2a (P-elF2) y S6 (P-S6)

D, Rh4 se transfectaron con siRNA de Noxa, tratadas igual que en Cy recogidas para
“western blot”. Los niveles de Mcl-1 comparado con tubulina se analizaron por
densitometria.
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3.2.5.5 El estrés reticular, pero no la pérdida de ATP, es el

responsable de la regulaciéon de Noxa y Mcl-1

La privacion de glucosa y la 2-deoxiglucosa dificultan la generacion de ATP, la
sintesis de macromoléculas, asi como las modificaciones de proteinas como
la acetilacién y la glicosilacion. En algunos tipos celulares, la 2-DG
desencadena la muerte celular, no por la inhibicién de la glicélisis y causando
estrés energético, sino a través de la interferencia con los procesos de N-
glicosilacién, impactando en las respuesta de proteinas mal plegadas y el
estrés del reticulo endoplasmatico (Kurtoglu, Gao et al. 2007).

Quisimos determinar la principal causa de muerte celular inducida por la 2-
DG en nuestro sistema. Para ello utilizamos el azicar manosa. Se asemeja
estructuralmente a la 2-DG de tal manera que la competencia entre ambas
moléculas implica alteraciones en la sintesis de oligosacdridos y del proceso
de N-glicosilacién; y en algunas lineas celulares la manosa es capaz de

rescatar a las células de la toxicidad inducida por la 2-DG, restaurando la
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glicosilacién (Datema and Schwarz 1978). Ademads, en lo que al estrés
reticular se refiere la manosa es critica en el transporte de proteinas dentroy
fuera del reticulo (Vembar and Brodsky 2008).

Primero incubamos las células con 2-DG y manosa a diferentes tiempos, y
observamos que la manosa previene completamente la muerte inducida por
la 2-deoxiglucosa en las células Rh4 (Fig 25A). Puesto que la 2-deoxiglucosa
inhibe la glicdlisis, y la manosa revierte la muerte, podriamos pensar que la
muerte estd provocada por un empeoramiento en la glicosilacion de las
proteinas en el reticulo, con el consecuente estrés reticular.

Quisimos analizar la induccidn de diferentes marcadores de estrés reticular
como por ejemplo ATF4/CREB2, GRP58 y las chaperonas del reticulo
GRP94/endoplasmina y GRP78/BiP (Fig. 25B). Estas dos ultimas se unen a las
proteinas mal plegadas a través del dominio de unién a péptidos y
promueven el adecuado plegamiento, previniendo la agregacion de
proteinas. Ademas, muchas de ellas, tienen la capacidad de unirse al calcio
manteniendo la homeostasis del reticulo. Tal y como se observa en la figura
de “western blot” Fig 25B, el tratamiento de 2-deoxiglucosa, provoca la
acumulacidn de las proteinas marcadoras de estrés reticular GRP58, GRP94,
GRP 78 y ATF4. Ademads, la manosa no solamente previene la induccion de
estas proteinas, sino que también impide la acumulacién de Noxa y la
pérdida de Mcl-1. A su vez, reduce un poco la induccién de Bim. Estos
resultados indicarian que el complejo Noxa/Mcl-1 estd relacionado en la

apoptosis inducida por estrés reticular.
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Ademas existen diversos estudios que lo demuestran con otras drogas, como
el bortezomib, en concreto la activacién del factor elF2a permite la
induccion de ATF4 y ATF3, miembros de la familia de CREB. Se ha
demostrado la unidon de estos complejos al promotor del gen de noxa (a
través de CRE reporter element), aumentando su expresién (Wang, Mora-
Jensen et al. 2009).

Por otro lado, para verificar que la manosa no esta interfiriendo en todos los
efectos de la 2-deoxiglucosa, por ejemplo, reduciendo su captacion o bien,
aportando metabolitos para oxidacién mitocondrial, analizamos los efectos
de este azlcar en la bajada de ATP. Para ello medimos los niveles de ATP en
las Rh4 tras el tratamiento de 2-DG y la combinaciéon con diferentes
concentraciones de manosa. Como se muestra en la figura 25C, la 2-
deoxiglucosa promueve la reduccién de los niveles de ATP, y la manosa no es
capaz de revertirlos. Estos resultados sugieren que la manosa no esta siendo

utilizada para producir energia.

Para seguir analizando el efecto del estrés reticular, tratamos las células con
un inductor de estrés reticular, la tunicamicina, a la dosis que promueve
muerte celular con la misma cinética que lo hace la 2-DG (Fig 25E). Pudimos
observar tras el andlisis por western blot que la tunicamicina también
promueve el incremento a tiempos tardios de los niveles de Noxa y la bajada
de los niveles de Mcl-1, de igual forma que lo hace la 2-DG (Fig 25D).
Significaria que el estrés reticular podria estar promoviendo la induccién de

Noxa.

Fig 25 D-G

D, Las células Rh4 son tratadas con 20ng/ml de tunicamicina y recogidas para su
analisis por “western blot” y sub-G1. Media de al menos 3 experimentos.
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E, Rh4 se trataron con 20 ng/ml de tunicamicina en ausencia o presencia de Q-VD y
se recogieron para el analisis por sub-G1. La cinética con tunicamicina es similar a la
que encontramos con 2-DG en estas células y el Q-VD protege de igual forma.

F-G, Las células se transfectaron con el siRNA de ATF4 o con el siRNA control
durante 8 horas, se trataron con 10 mM de 2-DG durante los tiempos indicados y se
recogieron para el andlisis por sub-G1 (F) o para western blot (G). *P < 0.05. La
subida de los niveles basales de Mcl-1 tras la transfeccién del siRNA de ATF4 es
reproducible y se ensefia un experimento representativo de 3 réplicas (G).
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Por otro lado, puesto que sabiamos que el factor de transcripcion de ATF4 es

un inductor de la expresién de Noxa en otros sistemas, quisimos saber si

bajando la expresién de ATF4 protegiamos a las células de la muerte celular.
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Tal y como observamos en la figura 25F y 25G, la bajada de ATF4 previene la
muerte celular, y la pérdida parcial de los niveles de Mcl-1.

Por otro lado, y para seguir estudiando el estrés en estas células, quisimos
determinar si la apoptosis inducida por estrés reticular era bloqueada por
pefabloc, un inhibidor general de la actividad serina proteasa. Se ha
demostrado que el pefabloc inhibe la muerte mediada por estrés reticular
(Egger, Schneider et al. 2003). Ademas, bloquea la degradacién de substratos
que son degradados via proteosoma.

Tratamos las células Rh4 con 2-deoxiglucosa o tunicamicina, combinando con
pefabloc a diferentes dosis. En la figura 26, el pefabloc no es capaz de

proteger a las células de la 2-deoxiglucosa, pero tampoco de la tunicamicina.

Fig 26. El pefabloc no protege del estrés reticular en las células Rh4 inducido por
tunicamicina, ni 2-DG.

Las células Rh4 son tratadas con 20ng/ml de tunicamicina o 10mM de 2-DG en
ausencia o presencia de 0.3mM de pefabloc y recogidas a los tiempos indicados para
su analisis por yoduro de propidio. La muestra no tratada, corresponde a células que
han sido cultivadas en medio normal.
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3.3 Autofagia y Metabolismo

En los Ultimos afios, uno de los procesos homeostaticos mas estudiados es la
autofagia. La autofagia es un proceso dindmico de “canibalismo” de la propia
célula. Se activa en respuesta a estrés metabdlico, con el fin de reciclar en los
lisosomas, proteinas y organulos dafados de la célula. En un primer
momento, el papel de la autofagia es promover adaptacion al estrés y
supervivencia en condiciones de privacion de nutrientes. Se han observado
diversos estudios en células humanas que demuestran un empeoramiento
en la supervivencia al estrés cuando son deficientes en genes clave para la
autofagia como atg3, atg5, atg7, o beclina-1 (Mizushima and Komatsu 2011).
Por otro lado, existen publicaciones que muestran, que tras un estrés
metabdlico prolongado en las células tumorales, la autofagia permite a éstas
continuar vivas en un estado de latencia, en el que pueden reanudar la
proliferacién gracias a la restauracion continua de nutrientes (Degenhardt et
al. 2006). Pero también hay trabajos que consideran la autofagia no como un
proceso protector sino como una forma de muerte celular en si (Wang, Singh
et al. 2008; Mathew and White 2012). Ademds, un reciente estudio
demuestra la induccién de autofagia dependiente de Noxa en células que
sobre-expresan Ras en ausencia de oncogenes transformantes (Elgendy,
Sheridan et al. 2011). En este contexto, las células que inducen Noxa
promueven autofagia y muerte celular. Recordamos que la autofagia
dependiente de Noxa requiere el desplazamiento de Mcl-1 de Beclina-1.

Por ello quisimos estudiar el papel de la autofagia en nuestro sistema.
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3.3.1 Las células Rh4 responden de forma diferente al tratamiento
con privacion de glucosa o 2-DG aifadiendo 3-metiladenina o

cloroquina.

Para abordar el papel de la autofagia en la muerte celular inducida por
privacion de glucosa, utilizamos dos inhibidores clasicos de la autofagia
como son la 3-metiladenina y la cloroquina.

Estudios anteriores habian demostrado que el estrés reticular y la bajada de
los niveles de ATP consecuencia del tratamiento con 2-DG, inducia la
activacion de la autofagia (Xi, Kurtoglu et al. 2010). Ademas, la adicidn de
manosa, inhibia el proceso de autofagia pero no recuperaba los niveles de
ATP.

Asi que estudiamos lo que sucedia en nuestro modelo. Tratamos células Rh4
con 2-DG, en presencia de cloroquina a diferentes concentraciones, durante
48 0 72 horas (Fig 27). Lo que observamos es que la presencia de cloroquina
a las dosis mas altas, sensibilizaba a la muerte inducida por 2-DG sobretodo
después de 72 horas del tratamiento. En cambio, el efecto de la 3-MA en
combinaciéon con la 2-DG a 37 horas es mdas bien aditivo, puesto que es

bastante téxica a las dosis mas altas.

Fig 27. La cloroquina sensibiliza a dosis altas a la muerte inducida por 2-DG,
mientras que la 3-MA el efecto es aditivo.

A-B, Células Rh4 fueron tratadas en presencia o ausencia de 2-DG (2mM) con
diferentes dosis de cloroquina durante 48 y 72 horas y recogidas para su analisis por
incorporacion de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos

C, Células Rh4 fueron tratadas en presencia o ausencia de 2-DG con diferentes dosis
de 3-metiladenina durante 37 horas y recogidas para su analisis por incorporacion
de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos.
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Por otro lado, tratamos las células Rh4 con privacion de glucosa a diferentes
concentraciones de cloroquina y 3-MA. Como se observa en la figura 28, el
tratamiento con cloroquina parece no causar ningun efecto en la muerte
inducida por privacion de glucosa. En cambio, con 3-MA a altas dosis,
protege, obteniendo lo contrario de lo que observabamos con 2-DG.

Fig 28. La cloroquina no tiene ningtin efecto en la muerte inducida por privacién de
glucosa, mientras que la 3-MA protege.

A, Células Rh4 fueron privadas de glucosa o no, tratadas con diferentes dosis de
cloroquina y recogidas a 24h para su analisis por incorporaciéon de yoduro de
propidio. En la figura se muestran media y SEM de 4 experimentos.

B, Rh4 fueron tratadas o no, con privacién de glucosa, mas las dosis indicadas de 3-
MA vy recogidas a las 37 horas para su analisis por incorporacidon de yoduro de
propidio. Media y SEM de 3 experimentos.
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3.3.2 La 3-MA y la cloroquina producen efectos contradictorios en

las células DKO y Hela tratadas con privacion de glucosa

Por otro lado quisimos saber qué ocurria en otros tipos celulares y

empezamos a estudiar el efecto de estos dos inhibidores, 3-MA vy

102



Resultados

cloroquina, en las células DKO y las Hela a la muerte inducida por privacién

de glucosa.

Para ello, las células DKO y Hela se trataron con privacion de glucosa a
diferentes concentraciones de 3-MA. Como podemos observar en la figura
29, la 3-MA protege a ambas células de la muerte inducida por privacion de

glucosa. Lo mismo que encontrabamos con las células Rh4.

Figura 29. La 3-metiladenina protege de la privacion de glucosa en células
deficientes en Bax y Bak y a las células Hela

A, Células DKO fueron privadas de glucosa en presencia de 3-metiladenina a las
concentraciones indicadas y analizando la muerte total por incorporacién de yoduro
de propidio a los tiempos indicados. Se ensefia la media y desviacién estandar de 2
experimentos.

B, Células Hela fueron privadas de glucosa o no, en presencia de 3-metiladenina a
diferentes dosis y recogidas tras 24 horas de tratamiento para su analisis por
incorporacion de yoduro de propidio. Se ensefia la media y SEM de al menos 3
experimentos.
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Ahora bien, existen diversos estudios que demuestran el papel confuso de la
3-MA como inhibidor de la autofagia. La 3-MA inhibe también la PI3K | que
activa a su vez a AKT. AKT actua sobre el complejo TSC1-TSC2 que permite la
activacion de mTOR, suprimiendo asi la autofagia. Mientras que la PI3K IIl es
una reguladora positiva de la autofagia. Dependiendo del estimulo y del
tiempo de tratamiento, la 3-MA puede tener efectos contradictorios como
inhibidor de la autofagia (Wu, Tan et al. 2010). Ademas tiene efectos en el
metabolismo induciendo una bajada de la produccién de lactato o de
glicdgeno (CARO, Plomp et al. 1988). Por lo que los resultados obtenidos con
la 3-MA deben ser analizados de forma diferente, ya que podemos tener una

visién artefactual de lo que estd sucediendo.

Por otro lado tratamos las células DKO y las Hela tras privacion de glucosa en
presencia de cloroquina. Como se observa en la figura 30, la cloroquina
sensibiliza ligeramente a la muerte inducida por retirada de glucosa en
ambos casos.

Figura 30. La cloroquina sensibiliza a la privacién de glucosa en células deficientes
en Bax y Bak y en Hela

A, Células DKO fueron privadas de glucosa o no, en presencia de cloroquina a la
concentracion indicada. Tras 48h de tratamiento, se recogieron para analizar la
muerte total por incorporacién de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3
experimentos.

B, Células Hela fueron privadas de glucosa o no, tratadas a diferentes dosis de
cloroquina y recogidas tras 24 horas de tratamiento para su analisis por
incorporacion de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos.
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Asi, el uso de inhibidores de la autofagia, nos ofrece resultados
contradictorios o no del todo claros, respecto al papel de la autofagia en la
muerte inducida por privacion de glucosa en las células Rh4, Hela y DKO. Por

ello empezamos a estudiar el papel de la autofagia por otros métodos.

3.3.3 El flujo de LC3 se ve aumentado tras el tratamiento con 2-DG

pero no tras la privacién de glucosa

Uno de los métodos mas fiables para detectar autofagia es monitorizando el
flujo autofagico. La conversion de LC3-1 a LC3-Il puede ser determinada por
western blot con anticuerpos anti LC3. Este método esta basado en la
observacién de la degradacién de LC3-Il en autolisosomas. Si las células son
tratadas con reactivos que inhiben la acidificacion dentro del lisosoma o
inhiben la fusién de autofagosomas con lisosomas como la cloroquina o
bafilomicina Al, la degradacidn de LC3-Il se bloquea. Teniendo en cuenta las
diferencias entre LC3-1l en muestras en presencia o ausencia de inhibidores
lisosomales obtenemos una idea de la cantidad de LC3 que es degradada en

los lisosomas, es decir el flujo autofagico.
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Sabiamos por otros estudios que la 2-deoxiglucosa inducia autofagia en
células de cancer de préstata (DiPaola, Dvorzhinski et al. 2008). En nuestro
caso, habiamos observado que en las células Rh4 la cloroquina sensibilizaba
a la muerte inducida por 2-DG y protegia de la muerte por privacidon de
glucosa. Asi, quisimos observar el flujo autofagico por western blot. Tal y
como observamos en la figura 31, la adicion de bafilomicina Al en el
tratamiento con 2-DG provoca una acumulacién de LC3-Il, en comparacion
con el tratamiento con 2-deoxiglucosa o bafilomicina sola. Esto indica que la

2-DG estd promoviendo un mayor flujo autofagico.

Figura 31. Se observa flujo de LC3-Il en células Rh4 tras el tratamiento con 2-DG.

Células Rh4 fueron tratadas a los tiempos indicados con 2-DG 20nM en presencia o
ausencia de bafilomicina durante las ultimas 3 horas, excepto la muestra de 1 hora.
NT corresponde a la muestra control sin tratar y B a la muestra con bafilomicina 3
horas en medio normal. Después las muestras fueron recogidas para su andlisis por
western blot del anticuerpo LC3.

2-DG 2-DG BAF

NT 1 3 6 24 48B 1 3 6 24 48 (h)
- e D WS D me = G

Pero cuando tratamos las células Rh4 con privacion de glucosa y bafilomicina
Al, los resultados son opuestos (Fig 32A). No observamos acumulacion de
LC3-lIl en presencia de bafilomicina y sin glucosa comparando con
bafilomicina sola. Y lo mismo ocurre en células DKO (Fig 32B). Ademas, en
estas Ultimas, utilizamos p62 como control, ya que es una proteina diana a
ser degradada por autofagia. El hecho de que se acumule en presencia de

privacién de glucosa indicaria que no se esta induciendo macroautofagia y es

106



Resultados

lo que encontramos en la figura 32 A. Con células Rh4 nos fue dificil detectar

p62.

Figura 32. Flujo de autofagia en células deficientes de Bax y Bak y Rh4.

A, Células DKO fueron tratadas con y sin glucosa glucosa en ausencia y presencia de
20nM de bafilomicina durante las ultimas 6 horas.

B, Células Rh4 fueron tratadas con y sin glucosa en ausencia o presencia de 20nM de
bafilomicina durante las ultimas 3 horas.

Las células control fueron cultivadas en medio normal (NT) o tratadas con 20nM de
bafilomicina por 6h (B). Las proteinas indicadas fueron resueltas por western blot.
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Ademas hicimos microscopia electrdnica en células DKO tratadas sin glucosa
y no observamos autofagolisosomas, lo que concuerda con la hipdtesis de

que la privacion de glucosa no aumenta la autofagia en las células.

Figura 33. No se observan autofagosomas en células DKO tras privacion de
glucosa.

Las células DKO fueron analizadas por microscopia electrénica como se indica en el
apartado de Materiales y métodos. Se observan células no tratadas (NT) y privadas
de glucosa durante 48h. Las flechas indican la ausencia de doble membrana. El
panel inferior muestra dos imagenes extraidas de la figura s2 de (Ullman, Fan et al.
2008). Son células DKO tratadas con tunicamicina durante 48 horas en la que se
observan numerosos autofagosomas.
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No tratadas
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3.3.4 LC3 punteado no aumenta tras el tratamiento sin glucosa.

Para continuar investigando la autofagia en condiciones de privacién de
glucosa, nos fijamos en la distribucién de LC3 en el citoplasma. Para ello
utilizamos células transfectadas establemente con LC3-GFP y las tratamos
con diferentes tratamientos en presencia o ausencia de bafilomicina. Asi,
visualizamos LC3 por microscopia de fluorescencia como una distribucion
difusa en el citoplasma o en estructuras punteadas que representan
autofagosomas.

Como se observa en la figura 34 en Rh4, LC3 se encuentra mayoritariamente
en una distribucidn difusa por toda la célula en los diferentes tratamientos.
Por ello es necesario el uso de bafilomicina que nos ayude a determinar el
nivel de punteado que existe en las diversas condiciones. Tal y como
observamos en la figura 34, las células Rh4-LC3 tratadas sin glucosa y
bafilomicina no presentan mas LC3 punteado comparandolo con el control
de bafilomicina con glucosa. Ademas si observamos los controles positivos
de autofagia como rapamicina o EBSS con bafilomicina, podemos concluir
que LC3 punteado es mucho mayor en estos casos, comparandolo con la

privacién de glucosa.

Figura 34. Distribucion de LC3 en células Rh4-LC3-GFP con diferentes
tratamientos.

Células Rh4 fueron transfectadas establemente expresando LC3-GFP con retrovirus.
Después fueron tratadas durante 6 horas con los tratamientos de Glc+, Glc- y
EBSS+25nM de Hepes en ausencia o presencia de 20nM de bafilomicina Al para
inhibir la fusion del autofagosoma/lisosoma. Las células con rapamicina (rap), 2uM,
fueron cultivadas durante 24 horas y las ultimas 6 horas con bafilomicina.
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Hicimos lo mismo en células Hela, transfectamos establemente con LC3 y
tratamos con vy sin glucosa, HBSS y rapamicina en ausencia y presencia del
inhibidor bafilomicina. Claramente en la figura 35 observamos que LC3
punteado es mucho mayor en los tratamientos de HBSS y rapamicina con
bafilomicina comparando con el tratamiento sin glucosa y bafilomicina. Esto
sugiere que la privacion de glucosa no parece aumentar la macroautofagia
en las células.

Figura 35. Distribucion de LC3 en células Hela-LC3-GFP con diferentes
tratamientos.

Células Hela fueron transfectadas establemente expresando LC3-GFP con
retrovirus. Después fueron tratadas durante 6 horas en los tratamientos de Glc+,
Glc- y HBSS+25nM de Hepes en ausencia o presencia de 20nM de bafilomicina Al
para inhibir la fusion del autofagosoma/lisosoma. Las células con rapamicina (rap),
2uM, fueron cultivadas durante 24 horas y las uUltimas 6 horas con bafilomicina.
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Materiales y métodos

4.1 Lineas celulares

. Lineas celulares de rabdomiosarcoma alveolar

Rh4 y Rh30: Originarias del laboratorio de Peter Houghton, 2008.
Rh41: Provienen de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, 2008.
) Lineas celulares de rabdomiosarcoma embrionarias

RD: Obtenidas de la HPACC Europea, 2009.
A204: Provienen de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, 2008.

° Linea de liposarcoma mixoide

402-91: Originarias del laboratorio de Oscar Martinez, 2011
° Lineas celulares de fibroblastos murinos embrionales, MEFs

Estos fibroblastos proceden de ratones silvestres (WT) o deficientes en los
genes Bax y Bak (DKO). Ambas lineas celulares provienen de la misma

inmortalizacion mediante SV-40 (Wei, Zong et al. 2001).
) Linea celular de cdncer cérvico-uterino

Hela: Originarias de la ATCC (American Type Culture Collection), obtenidas

del laboratorio de Douglas R Green, 2006.
4.2 Cultivo de Células y Tratamientos

Todas las lineas celulares crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagles’s medium, Gibco) con alta concentracion de glucosa (25mM),
enriquecido con 2mM de glutamina (Invitrogen), penicilina (200mg/ml,
Invitrogen), estreptomicina (100mg/ml) y un 10% de suero bovino fetal
inactivado (Invitrogen). Se mantuvieron a 372C en placas de petri para cultivo

celular (BD), en una humedad atmosférica del 5% de CO,. Las lineas celulares
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se expanden, se congelan durante las dos primeras semanas de pases y las
alicuotas se utilizan en cultivo como maximo durante dos meses después de
su descongelacion.

Para los tratamientos, las células de sarcoma se plaquean a una
concentracidon de 200,000 células/ml y son tratadas con medio fresco 24
horas después, correspondiendo a un 70% de confluencia (600,00 células/ml).
Para células de fibroblastos murinos y Hela se plaguean a una concentracion
de 150,000 células/ml y son tratadas 24 horas después al alcanzar una

concentracién de 500,000 células/ml.

Q-VD-OPH (SM Biochemicals LLC, CA) se utiliza a 20uM y se afade en el
mismo momento que afiadimos el tratamiento. Las mismas cantidades de

DMSO son utilizados para el control.
4.2.1 Tratamiento de retirada de Glucosa

Se utiliza el medio de cultivo DMEM sin glucosa ni piruvato (11966-025,
Invitrogen), con 2mM de glutamina afiadida como mdaximo una semana antes
del tratamiento. Las células se lavan con el medio de cultivo sin glucosa, y se
tratan con este medio DMEM enriquecido con un 10% de suero bovino fetal

inactivado y dializado.
° Dialisis de suero

Primero, la membrana de didlisis se lava tres veces con agua miliQ caliente y
en agitacion. Después se rellena la membrana con FBS normal, y se sumerge
en un volumen de PBS 10 veces mas que el de la tripa. Se lava durante una
hora en agitacién. Después se cambia el PBS y se deja en agitacidon durante
otra hora. La tercera vez, se vuelve a cambiar el PBS y se deja toda la noche
en agitacidon a 429C. Después, se recoge el suero y se filtra con un filtro de

0,22 pm.
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4.3 Western blot

4.3.1 Preparacion de extractos proteicos totales para analisis

Después del tratamiento, las células fueron tripsinizadas, lavadas con PBS y
centrifugadas a 500g (factor centrifugo). El pellet es lisado con tampdn de
lisis con céctel completo de anti-proteasas en frio y es congelado a —20°C.
Para el analisis de fosfoproteinas y HIF-1a, las células son lisadas en tampdn
RIPA con ortovanadato (ImM) y 2-glicerolfosfato (30mM).

Posteriormente, se descongelaron en hielo, se sonicaron con el fin de
degradar el ADN y se determind la concentraciéon de proteina por BCA

(Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante.

. Tampones de lisis

Tampon de Lisis 4X

12,5 ml 4x Tris-HCI/SDS, pH 6,8 (6.,5 g Tris base en 40 ml agua
miliQ, ajustar pH, afadir 0,4 g de SDS, completar hasta 100 ml
agua miliQ)

2 g SDS (final 8%)

Agua Mili Q 1L hasta 25ml

Tampon de Lisis RIPA, Thermo Scientific

25mM Tris HCl pH 7.6
150mM NaCl

1% NP-40, 1% Deoxicolato sédico, 0.1% SDS
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4.3.2 Electroforesis de proteinas

Se mezclaron cantidades iguales de proteina (40-50ug /40ul) con tampdn
Laemmli para electroforesis, y se cargaron entre 30-40ug de proteina. Las
muestras fueron hervidas durante 5-10 minutos a 95°C.

La separacién de proteinas se realizdé en funcidon de su peso molecular en
geles de poliacrilamida con mini cubetas para electroforesis de proteinas
(Mini-protean, Bio-Rad).

Después de la electroforesis, la proteina fue transferida a una membrana de
PVDF (Millipore) siguiendo la técnica de transferencia semiseca con el
sistema Trans-Blot SD (Bio-Rad), a 200 mA por membrana durante una hora

o bien con transferencia himeda a 60V durante dos horas.

La transferencia se verifico tifiendo la membrana mediante el colorante rojo
de Ponceau S. El tampdn de transferencia, con un 20% de metanol en ambos

casos, se hizo segun la receta de Bio-Rad.

Tampon Laemmli 5X

4 ml de Tris HCI 1.5M pH 6.8
10 ml Glicerol
5 ml B-mercaptoetanol
2g SDS

1% Bromofenol azul

4.3.3 Deteccidn de proteinas en la membrana transferida

La membrana fue bloqueada con 5% de leche desnatada en polvo en TBS/0,1%

Tween durante 1 hora a T2 ambiente.
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Después se incuba con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo
durante 1-2 horas a T2 ambiente o toda la noche a 42C en agitacion suave. A
continuacion se realizan 3 lavados de 5 minutos con TBS/ 0,1% Tween.

Posteriormente, la membrana es incubada con el anticuerpo secundario
(1/5000) conjudado con peroxidasa de rabano (HRP) y preparado en soluciéon
de bloqueo, durante 1 hora a T2 ambiente en agitacidn suave. Se realizan 3

lavados de 10 minutos con TBS/ 0.1% Tween.

Se revela mediante quimioluminiscencia con el reactivo ECL (Pierce). La

mezcla del ECL era fresca para cada revelado.

a.- Anticuerpos Primarios

Proteina Especie/Purificacion Casa comercial Técnica
utilizada
Actina Monoclonal ratén ICN clone C4 wWB
ATF4/CREB2 Policlonal conejo Santa Cruz, sc-200 WB
Bax Policlonal de conejo Santa Cruz, SC-493 WB
Bax-activo Monoclonal ratén BD Pharmingen, 6A7, ICQ
556467
Bak Policlonal conejo Upstate, clone NT WB,IP
Bak-activo Monoclonal ratén Calbiochem /Merck ICQ
Ab-1/ TC100
Bcl-2 Monoclonal conejo Becton, 550847 WB,IP
Bcl-xL Monoclonal conejo Cell Signaling, 2764 WSB, IP
Bim Policlonal conejo BD, Pharmingen, WB,IP
559685
Caspasa-8 Monoclonal raton MBL, 5F7 wB
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elF2-a Policlonal conejo Santa Cruz, sc-11386 WB
fosfo-elF2-a Monoclonal conejo Cell signaling, 3597 wB
FOXO1la Monoclonal conejo Cell Signaling, 2880 wB
GRP58 Policlonal conejo Acris antibodies, WB
SP5391
GRP78 Policlonal cabra Santa Cruz, sc-1050 WB
GRP 94 Policlonal cabra Santa Cruz, sc-1794 WB
HIF-1a Policlonal cabra RD, aF1935 WB
Mcl-1 Policlonal conejo Santa Cruz, sc-819 WB,IP
Noxa Monoclonal ratén Calbiochem, OP180 WB,IP
Puma Policlonal conejo Abcam, ab9643 wB
fosfo-S6 Policlonal conejo Cell Signalling, 2211 WB
S6 Policlonal conejo Upstate, 05-781R wWB
alfa-tubulina Monoclonal ratén Abcam, ab28439 WB
PARP Policlonal conejo Cell Signaling, 9542 wWB

b.- Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Casa comercial Técnica utilizada
Anti-ratén/HRP Sigma WB
Anti-conejo/HRP Sigma WB
Anti-ratén IgG-FITC Sigma ICQ
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4.4 Inmunocitoquimica

Después del tratamiento, tanto las células en suspension como las células
adheridas a la placa, fueron recogidas por tripsinizacién, se lavaron con PBS
y fijadas en suspension con un 4% de paraformaldehido en PBS durante 20
minutos a T2 ambiente. Después, se lavaron tres veces con solucién de
bloqueo (PBS + 0.1% BSA + 0.1% Triton X-100), descartando el sobrenadante
después de centrifugar a 400g durante 6 minutos. Posteriormente, las células
se bloquean en 500pl de solucién bloqueante, durante 1 hora en agitacién y
a temperatura ambiente. Se centrifugan a 400gs durante 6 minutos y se
descarta el sobrenadante.

Después se incubaron a 42C durante toda la noche con el anticuerpo
primario preparado en 200ul de solucién de bloqueo.

Al dia siguiente, las células se lavaron tres veces con solucidon de bloqueo
(centrifugando y descartando el sobrenadante de igual forma que la vez
anterior) y fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacién, con un IgG-FITC de ratén (Sigma) como anticuerpo secundario en
200ul de solucion bloqueo. Por ultimo, se realizan tres lavados mas con la
solucion de bloqueo.

Las células se montaron en los portaobjetos con medio de montaje
Vectashield con DAPI (Vector laboratories). Las imagenes de
inmunofluorescencia se visualizan en un microscopio Olympus BX-60 y las
imagenes de contraste de fase fueron tomadas con un Olympus (Center
Valley, PA, EE.UU.), microscopio invertido IX70 con un objetivo de 20x y una

camara Olympus C-5060.
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4.5 Inmunoprecipitacion

4.5.1 Preparacion de la muestra

Después del tratamiento, las células adheridas en la placa fueron
tripsinizadas y lavadas con PBS junto con las células en suspension. Después
fueron lisadas con 500ul de solucion CHAPS de inmunoprecipitacion con
inhibidor de proteasas (Complete protein inhibitors, Roche) durante 30
minutos en hielo. Después se centrifugan 15 minutos a 15000 g y se recoge
el sobrenadante para cuantificar la concentracion de proteina. Una

concentracién 1/10 fue guardada para el control (input).
4.5.2 Acoplamiento de las bolas magnéticas al anticuerpo

Por otro lado, se lavan 30 pl de proteina G en bolas magnéticas (Millipore)
con solucion de inmunoprecipitacién sin CHAPS por tres veces. Después se
incuban con 1ml de solucién CHAPS con 2ug de anticuerpo durante 4 horas a

4°Cy en agitacion.
4.5.3 Inmunoprecipitacion

Las bolas se lavan una vez con tampédn de lavado.

Se incubd un extracto total de 500 ug por condicion con la solucién de bolas
y los 2 pg de anticuerpo, hasta llegar a un volumen final de 1ml a 4°C en
agitacion.

Al dia siguiente, las bolas se lavaron por tres veces con solucién de lavado
descartando el sobrenadante y después se incubaron con 45 pl de tampdn
de inmunoprecipitacion que contiene un 2% SDS (400 pl tampdn de lavado +
100 pl SDS 10%) y 15 pl de tampdn de carga Laemmli, durante 10 minutos a
95°C. Las proteinas eluidas se cargaron en un gel de electroforesis de SDS-

poliacrilamida.
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Anticuerpos utilizados para inmunoprecipitacion (2ug/condicién)

Proteina Origen Concentracion ul /2pg Casa
comercial
Mcl-1 Conejo 0.2 pg/ul 10 Santa Cruz,
sc-819
Bak Conejo 1 pg/ul 2 Upstate,
clone NT
Bcl-xL Conejo 1 ug/ul 2 Cell Signaling,
2764
Bcl-2 Conejo 0.2 pg/ul 10 Becton,
550847
Noxa Raton 1 pg/ul 2 Calbiochem,
OP180
Bim Conejo 0.5 pg/ul 4 BD,
Pharmingen,
559685

Tampones utilizados para inmunoprecipitacion

Tampdn CHAPS Tampon de lavado
2% CHAPS 20 mM Tris/HCI (pH 7.4)
20 mM Tris/HCI (pH 7.4) 137 mM NacCl
137 mM NacCl 2 mM EDTA
2 mM EDTA 10% glicerol

10% glicerol
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4.6 Medicion de los niveles de ATP

Las células se sembraron a dos concentraciones diferentes al 80% y al 60% en
placas de pocillos de 96. Tratamos y se realizd la medida siguiendo el

protocolo de ATP1lite de Perkin Elmer.
4.7 Medidas de deteccidon de muerte celular

El citémetro utilizado es un Becton Dickinson (FACScalibur) en los servicios
cientifico-técnicos de la Universidad de Barcelona, Campus de Bellvitge y

FACS Gallios de Beckman Coulter de los servicios del IDIBELL.
4.7.1 Analisis del ciclo celular mediante sub-G1

Hay ciertas caracteristicas de las células apoptdticas que pueden ser
identificadas y utilizadas para la deteccion de células apoptéticas dentro de
una poblacidn de células sanas. Técnicamente, lo mas facil de detectar es la
pérdida de ADN de las células permeabilizadas debido a la fragmentacion del
ADN.

Cuando las células se permeabilizan, con etanol al 70%, los fragmentos de
ADN salen de la célula. El resultado es una poblaciéon de células con un
contenido de ADN reducido. Después, si las células se tinen con un
intercalante de ADN como el yoduro de propidio, en el perfil de ADN que
representa el citometro (células en G1, fase S y G2/M) se observa que las
células apoptodticas se representan en una poblacion que se ve a la izquierda
del pico de GO/G1.

Para el analisis de sub-G1, tanto las células en suspensién como las células
adheridas a la placa, fueron recogidas por tripsinizacién, lavando antes con
PBS + EDTA 0.5M. Posteriormente, se centrifugan a 450 g durante 7 minutos,

se lavan con PBS una vez y se resuspenden en 100ul de PBS, afiadiendo
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etanol al 70% (900 pl, echandolo gota a gota, vorteando cuidadosamente).
Después, se incuban durante 1-10 dias a -209C.

Para los experimentos de transfeccion transitoria con proteinas
fluorescentes, previo al lavado, la fijacién se realizé en paraformaldehido al 4%
disuelto en PBS, durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Posterior a la fijacidn, las células fueron lavadas dos veces en PBS,
centrifugando a 550 rcfs durante 7 minutos, y se resuspendieron en PBS con
40ug/ml de yoduro de propido y 100ug/ml de RNAsa A durante 30 minutos a

379C antes de analizarlas en el FACS.

4.7.2 Analisis de células vivas y muertas por incorporacion de Yoduro

de propidio

Tras el tratamiento, tanto las células en suspension como las células
adheridas a la placa se recogen, se centrifugan a 450 g, 7 minutos y se

resuspenden en PBS.

Cinco minutos antes de analizarlas en el citdmetro se les afiade 0.5 pg/ml de
yoduro de propidio en un volumen de 300 ul de PBS. El yoduro de propidio,
un intercalante de ADN, es internalizado Unicamente en las células muertas,
por lo que todas las células positivas para yoduro estardn muertas. Con este

método se mide muerte total.
4.7.3 Andlisis por tamaiio celular

No todas las lineas celulares producen corte de ADN a pesar de sufrir muerte
apoptadtica, por lo que no es posible medir la muerte a través del pico sub-G1.
En estos casos se puede obtener un porcentaje de células muertas en
funcion del tamano, es decir FSC (foward scatter o dispersién frontal) y

complejidad celular (side scatter o dispersidn lateral).
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4.7.4 Actividad caspasa

La caspasa-3 es un miembro de la familia de las caspasas que juega un
importante papel como mediador de la muerte celular programada. Después
de su activacion, la caspasa-3 corta una gran variedad de proteinas celulares,
causando cambios morfoldgicos y funcionales en las células que llevan a
cabo la apoptosis.

El ensayo de la Caspasa-3 permite una cuantificacidn rapida y eficaz de la
actividad de ésta enzima. Para ello se utiliza un substrato no fluorescente
para la enzima, que produce un producto fluorescente si estd activa.
Ac-DEVD-AMC es un sutrato sintético tetrapéptido fluorogénico para
caspasa-3 y contiene la secuencia de aminoacidos del lugar de escisidn para
PARP en Asp-216. PARP comprende una familia de proteinas implicadas en
diferentes procesos celulares, principalmente en la reparacién del ADN.

El sustrato tetrapéptido se puede utilizar para identificar y cuantificar la
actividad de la caspasa-3 en las células apoptdticas. Cuando la caspasa corta
el tetrapéptido entre D y AMC, libera el fluor6foro AMC que se puede
cuantificar en el espectrofluorémetro.

Tras el tratamiento, las células fueron tripsinizadas, lavadas en PBS vy
centrifugadas a 4500 rpm 10 minutos a 42C. Después se lisaron con el

tampdn de lisis (ver tabla), incubando 10 minutos en hielo. Se centrifugan a
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13000 rpms otros 10 minutos a 49C y el sobrenadante se alicuota y se guarda
a -80 2C. 20 ug de proteina se mezclan en un volumen de 150 pl de tampdn
de reaccidn mas el substrato (AC-DEVD-amc) a una concentracion final de 20
UM,

Tras incubar dos horas a 372C en oscuridad, se miden en el fluorimetro. AMC
se excita a una longitud de onda de 300 nm, y emite en el rango de 430-460
nm.

Se define una unidad de actividad Caspasa 3 como la cantidad de enzima
necesaria para producir un incremento de 1 unidad arbitraria en el
fluorimetro después de 2 horas de incubacién con la mezcla de reaccidn. El

resultado se expresa en unidades de actividad caspasa-3 por ug de proteina.

° Tampones utilizados para la técnica de medicion de Actividad caspasa-
3
Tampon de lisis Tampon de reaccion
5 mM Tris-HCI pH 8 Hepes 1 M pH 7’5
20 mM EDTA Glicerol 87 %
0’5 % TRITON- x 100 DTT 1M
Agua Mili Q Agua Mili Q

4.8 Transfecciones de ADN y ARN, plasmidos y generacion
de lineas celulares

4.8.1 Transfecciones transitorias

a.-Transfecciones transitorias de ADN exégeno

Para transfectar las diversas lineas célulares, las células al 50% de confluencia,

fueron lavadas con DMEM sin suero ni antibidtico e incubadas 6 horas con
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una mezcla de 2ul/ml de Lipofectamina 2000 y plasmido (cantidad variable
dependiendo del plasmido) en medio DMEM sin antibidtico y sin suero. La
mezcla se incuba durante veinte minutos a temperatura ambiente antes de
afiadirla a las células. La mezcla de transfeccion se incuba con las células
durante 6-7 horas a 379C y 5% CO2. Después se llevan a cabo los ensayos

correspondientes.
b.-Transfecciones transitorias de ARN de interferencia

Estos ARNs de interferencia o siRNAs, consisten en moléculas de ARN
bicatenario perfectamente complementarias de aproximadamente 20 o 21
nucledtidos (nt) con 2 nucledtidos desemparejados en cada extremo 3';
Basandonos en la secuencia complementaria de un gen en particular, son
transfectados con la finalidad de reducir significativamente su expresién.
Sembramos las células en placas de 6 o 10 cm de diametro, dependiendo de
la cantidad de células transfectadas que necesitemos. La confluencia de las
células dependerd de la linea celular. Si son de rabdomiosarcoma se
siembran a un 30% de confluencia para transfectarlas a un 50%, ya que
crecen mas lento. Si son Hela o fibroblastos embrionarios de ratén, se
siembran al 10% de confluencia para transfectarlas al 50%.

Diferenciamos las transfecciones segun el reactivo que utilicemos para

transfectar, ya sea mediante Lipofectamina o con Dharmafect 1.
e Transfecciones con Lipofectamina 2000 (Invitrogen):

Las células sembradas en placas de 6 cm, se lavan con medio DMEM sin
suero y sin antibidticos. Mientras, en un eppendorf se mezclan durante 5
minutos a temperatura ambiente, 150 yul de DMEM con 3 ul de
Lipofectamina (1ul/0.5ml). En otro eppendorf, se mezclan 150 ul DMEM con
100 nmol/L del oligo. Después se juntan ambas mezclas durante 20 minutos

y se ainade a las células que tendran 1200 ul de DMEM con 10% de FBS. A las

128



Materiales y métodos

6 horas de incubacién, se cambia el medio por medio completo, con suero y
antibidticos.

e Transfecciones con DharmaFECT 1 (Dharmacon) :
Después de lavar las células con DMEM sin antibidtico y sin suero, las células
son incubadas con DMEM sin antibidticos durante 8 horas (6 horas para Mcl-

1) con el ARN de interferencia a una concentracion de 100 nmol/L

premezclado con DharmaFECT 1 (Dharmacon) a una concentracion de

1.5ul/0.5ml.

e siRNAs utilizados para el estudio de silenciamiento de proteinas

Proteina a silenciar Secuencia de ARN de interferencia

Bim 5'-GCACCCAUGAGUUGUGACA-3’

Noxa 5-GGUGCACGUUUCAUCAAUU-3'

Noxa (2) 5'-GCTACTCAACTCAGGAGATTT-3'

Mcl-1 5'-AUAACACCAGUACGGACGGG'-3'

Mcl-1 (2) 5'-UCAAAAGAAACGCGGUAAU-3'

Bcl-xL 5’-ACAAGGAGAUGCAGGUAUUUU-3'

HIF-1alpha 5'-GCCACTTCGAAGTAGTGCT-3'
5'-CCTATATCCCAATGGATGATG-3'

ATF4 5'-GCCUAGGUCUCUUAGAUGA-3'

pBlue (oligonucleétido irrelevante | 5-GUAAGACACGACUUAUCGC-3

como control)

pBlue-FITC La misma secuencia unida a un
fluorocrémo para medir la eficiencia de
transfeccién
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4.8.2 Transfecciones estables
a.-Por seleccion con antibiotico

Tras 24h de una tranfeccidn transitoria, las células se tratan con el antibidtico
de seleccion especifico del plasmido. De esta manera se selecciona la

poblacién de células positivas que contienen el pldsmido de interés.

Las células transfectadas siguiendo este método fueron las Rh4-Bcl-xL

seleccionadas con puromicina.
b.-Por infeccidn retroviral

Para infectar las células, primero es necesario producir particulas viricas.
Para ello se transfectaba, de forma transitoria, la linea celular
empaquetadora de virus 293T con el plasmido de interés que lleva un
promotor retroviral, mas dos plasmidos necesarios para empaquetar Hit 60
(pladsmido de expresion MoMulLV-gagpol) y pCG (VSV-G expresidén de la
capside). A las 24h y 48h se recogian los sobrenadantes que contienen las
particulas infectivas y se filtraban con un filtro de 0,45 um. El sobrenadante

se puede alicuotar y congelar a -80°C.

El protocolo de infeccién para una placa de 10 cm con un 50-60% de
confluencia se realizaba mezclando 5 ml de medio DMEM con 10% v/v FBS,
con 1ml de sobrenadante infeccioso y 8 ug/ml de polybrene (Hexadimethrine
bromide, Sigma). A las 4 o 6 horas se retiraba el medio y se substituia por
medio normal. También se puede dejar la incubacién con polybrene toda la
noche. A la mafana siguiente se les cambia por medio fresco, y se vuelve a

incubar con el sobrenadante que recogimos a las 48 horas de la transfeccion.

Para seleccionar las células infectadas con el plasmido de interés, después de
48 horas de la infeccion, se realiza mediante un antibidtico de seleccién

(zeocina 1pg/ml, invitrogen) durante 48 horas.
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Las células transfectadas de esta manera fueron Hela-LC3 y Rh4-LC3.

4.9 Transformacion de bacterias y Purificacion de ADN

plasmidico

La transformacién de células competentes se realizaba por choque térmico
para introducir el ADN plasmidico en células procariotas. El protocolo
consiste en mezclar el ADN, unos 10ng de pldsmido, con 50 ul de células
competentes incubandolo durante 30 minutos en hielo. A continuacion se
realizaba un choque térmico a 42 2C durante 30 segundos y se enfriaba
inmediatamente en hielo durante 2 minutos. Después se anadia 450 pl de LB
sin antibidtico y se dejaba a 372C durante 1 hora a 250 rpm. A continuacién
se sembraba una décima parte de un ml de cultivo en placas de LB con el
antibiético determinado para seleccionar. El crecimiento bacteriano en las

placas se realizaba en una estufa de 379C toda la noche.
Los antibidticos se preparaban segun indicaciones de la casa comercial:

-Ampilicina, (Sigma) fue preparada a un stock de 100 mg/ml (1000X) en
ddH20, o 50 mg/ml stock (500x)

-Kanamicina (Sigma) fue preparada a un stock de 50 mg/ml (1000X) en
ddH20.

Al dia siguiente, se pica una colonia y se introduce en 2ml de LB con el
antibidtico apropiado. Se deja en agitacidon a 372C durante 6horas o toda la
noche, hasta llegar al crecimiento exponencial de las bacterias. Se reservaba
una alicuota de bacterias transformadas a una concentracion final de 20% de

glicerol y se almacenaba a -802C.

Con el fin de conseguir mas material, se realizaba un cultivo de 100ml de LB
con el antibiético determinado. Se inoculaban 100 pl del cultivo anterior y se

crecian a 379C durante toda la noche a 250 rpm. Al dia siguiente se realizaba
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la extraccién de ADN con Purelink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

° Cepas bacterianas utilizadas en el proceso de transformacion.

Bacterias competentes

Casa comercial

HB101 competentes Promega
JM-109 Promega
. Construcciones utilizadas
Construccion Linea Técnica Seleccion Proteina
utilizada
pBABE-Bcl-xL de Rh4 Transfeccidn Puromicina Bcl-xL
Dr. J. estable con 0.5pug/ml
Goldstein sel.ec.cllc.)n
antibidtico
LZRS-IRES-GFP LC3 Hela Transfeccién Zeocina LC3-GFP
Rha estable. con 1pg/ml
retrovirus
pcDNA- Bcl-xL de Rh4 Transfeccion Bcl-xL
Dr. J-E. transitoria
Ricci (Inserm,
Niza)
pcDNA-Mcl1 de Rh4 Transfeccién Mcll
Prof. Seamus transitoria
Martin (TCD,
Irlanda),
Histona 2B-GFP de Rh4 Transfeccion Histona 2B-
Dr.R Agami de transitoria GFP
(TheNetherlands
Cancer Institute,
Amsterdam)
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4.10 RT-PCR
° Cebadores utilizados para amplificar los productos de PCR
ADN Secuencia
a-actina Sentido 5'-CGGGACCTGACTGACTACCTC-3’
Antisentido 5°- CTTCATTGTGCTGGGTGC-3’
Noxa Sentido 5" CTCGACAAAAGCGTGGTCTC-3’
Antisentido 5°-CAACTGGAGCACCTCGGAC-3’
Mcl-1 Sentido 5 GAGGAGGACGAGTTGTACCGG-3’
Antisentido 5°- CAGACCTGCCCATTGGCTT-3"

4.10.1 Retrotranscripcion de ARN

La retrotranscripcion es el proceso por el cual se sintetiza una cadena simple

de ADN complementario (cDNA) a partir de una cadena simple de ARN

utilizando una transcriptasa inversa. Se retrotranscribieron 3 ug de ARN total

utilizando la transcriptasa reversa SuperScript Il Reverse Transcriptase

(Invitrogen). EI ARN total se extrajo mediante el Nucleospin RNA Il Kit

(MACHEREY-NAGEL)

Condiciones generales de retrotranscripcion:

Paso Temperatura Tiempo N2 de Ciclos
Desnaturalizacion 652C 5 minutos 1

de ARN

Sintesis cDNA 50eC 60 minutos 1
Inactivacion de la 852C 5 minutos 1
transcriptasa
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El cDNA resultante de la reaccidn se utilizd como molde para las PCRs.

Para cada conjunto de cebadores, el nimero de ciclos se ajusté de modo que
los extremos de la reaccion cayeron dentro de la fase exponencial de
amplificacion del producto, proporcionando asi una estimacion

semicuantitativa de la abundancia de ARNm relativa.
4.10.2 Amplificacion por PCR de los genes de interés

La Polymerase Chain Reaction es una técnica desarrollada por K.Mullis en
1984, que permite amplificar ADN a partir de pocas copias y aumentar la
cantidad varios érdenes de magnitud. Se produce a través de una polimerasa
termoestable y cebadores especificos que limitan la extensién de

amplificacion.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pl y las
concentraciones finales de los componentes de la mezcla de reaccién

dependian de la polimerasa utilizada.

Concentraciones generales de la reaccion con Pfu ADN polimerasa

(Promega)

cDNA < 250 ng

0,2 uM de cada uno de los cebadores
0,4 mM dNTP

Agua libre de nucleasas hasta 50 pl
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Condiciones generales de amplificacion de los genes

Paso Temperatura Tiempo N2 de Ciclos
Desnaturalizacion 942C 2 minutos 1

inicial

Desnaturalizacidn 94°C 15 segundos 25-35
Hibridacion XeC(1) 30 segundos

Extension 72°C 1 minuto

Extensién Final 72°C 7 minutos 1
Mantenimiento 4°C oo 1

X2C(1) La temperatura de hibridacién varia segun la secuencia de cebadores

que se utiliza, la temperatura de hibridacion se aproxima a través de la

formula: Ta(2C)=( 42C x (G+C))+ (22C x (A+T))

Los productos de PCR se corrieron en 50 ml de gel de agarosa al 1%, disuelto

en solucion TAE al 1X, con 5ul BrEt 1mg/ml.

Tampodn TAE 50X

242 g Tris Base
100 ml EDTA 0,5 M pH 8

57,1 ml Acido Acético Glaciar

(Panreac)

Agua MiliQ 1L
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4.11 Microscopia electrdnica

Se sembraron las células al 10% para tratar al 60% aproximadamente. Tras el
tratamiento se recogieron las células en suspensidon, se fijaron con
glutaraldehido al 5% en un tampdn 0.1M pH 7.4 a 42C durante 10 minutos y
después 2 horas con glutaraldehido al 2.5%. Después de la fijacién las
muestras se pusieron en un tampdn con un 1% de tetradxido de Osmio,

deshidratadas en gradiente de etil alcohol y embebidas en resina Spurr.

136



V. Discusion






Discusion

5.1 La privacion de glucosa induce apoptosis o necrosis

dependiendo de la linea celular

Se ha descrito que la privacion de glucosa puede inducir necrosis o apoptosis
dependiendo de la linea celular. La apoptosis es una muerte controlada y
necesita de actividad caspasa. Cuando las células mueren por apoptosis,
éstas son fagocitadas evitando la extravasacion del contenido citoplasmatico.
Sin embargo, durante la necrosis, la rotura de la membrana plasmatica de la
célula induce a inflamacidn. Durante muchos afios se creyd que la necrosis
consistia en un proceso totalmente pasivo. Recientemente han surgido
estudios que evidencian lo contrario. Sabemos que la necrosis no puede ser
bloqueada por inhibidores de caspasas. Pero existe la necroptosis, una forma
de muerte necrdtica independiente de caspasas y dependiente de RIPK1/3
(Christofferson and Yuan 2010). Asi las nuevas clasificaciones (Galluzzi, Vitale
et al. 2011) consideran también a la necrosis como un proceso controlado en
algunos casos. Como deciamos en la introduccién, muchas células mueren
por apoptosis mitocondrial tras ser privadas de nutrientes. Pero los tumores
han ido adquiriendo diferentes mecanismos de adaptacién a través de la
sobre-expresién de proteinas anti-apoptéticas o mutaciones en Bax y Bak.
Por ello pensamos en empezar a estudiar la privacién de glucosa en células
DKO.

Como hemos visto en los resultados, la privacién de glucosa induce muerte
dependiente de caspasas en estas células y estan protegidas totalmente en
presencia de Q-VD. Mientras que en fibroblastos silvestres (WT), el Q-VD es
incapaz de proteger totalmente la produccidon de sub-G1. iPor qué? Los
cardiomiocitos adultos humanos, durante el desarrollo bajan los niveles de
algunas proteinas apoptéticas como Bax o Apaf-1 lo que les hace ser mas
resistentes a apoptosis (Bahi, Zhang et al. 2006). Los cardiomiocitos que son

expuestos a isquemia mueren de una forma necrética, independiente de
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caspasas pero con permeabilizacion mitocondrial y liberacién de
endonucleasa G responsable de la degradacién del ADN. Otra forma de
muerte independiente de caspasas pero con permeabilizacién mitocondrial
es lo que ocurre tras isquémia en célula neuronales. Una de las proteinas
liberadas a través de los poros mitocondriales es AIF (apoptosis inducing
factor). La muerte inducida por AIF en neuronas es un proceso
independiente de caspasas y podria servir como una muerte alternativa
después de la caida de energia. De hecho la bajada de ATP promueve la
liberacion de AlF, que se transloca al ntcleo y causa fragmentacién del ADN y
condensacidn de cromatina periférica (Broughton, Reutens et al. 2009), algo
diferente a la condensacion global de cromatina que observamos tras
actividad caspasa.

Entonces, podria ser en nuestro caso, que algunas células wt de fibroblastos
murinos, promovieran liberacién de endonucleasa G tras la permeabilizacién
mitocondrial o AIF. Estas serian responsables del perfil subGl que
observamos, pero sin actividad caspasa.

Ademas de estudiar la muerte en células de fibroblastos murinos deficientes
0 no en Bax y Bak, también nos interesé la muerte tras privacién de glucosa
en otros tipos celulares. Sorprende ver como cada linea actia de manera
distinta. Mientras que las Hela mueren por apoptosis, las células de
rabdomiosarcoma Rh4 y Rh30 mueren de forma independiente de caspasas.
No sabemos qué es lo que hace inducir apoptosis o necrosis en las células
tras la privacién de glucosa y habria que estudiar cada situacién en concreto
para descifrarlo. Pero es probable que los niveles de ROS, el balance de
antioxidantes, y la bajada de ATP sean determinantes para que una célula
vaya hacia un proceso u el otro. Se conoce que las especies reactivas de
oxigeno, ROS que frecuentemente se producen tras la privacién de
nutrientes, son causa de necrosis (Ahmad, Aykin-Burns et al. 2005;

Broughton, Reutens et al. 2009). De hecho es lo que ocurre en algunas
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situaciones de isquemia. Ademas la falta de nutrientes también induce a una
bajada en los niveles de NADPH como poder reductor. Por ello, el balance
entre NAD+/NADH+H vy la produccion masiva de ROS tras la privacion de
nutrientes podria determinar que una célula se dirigiéra hacia apoptosis o
hacia necrosis.

También la bajada de ATP puede hacer que una célula muera por necrosis
tras un estimulo propiamente apoptdtico. Digamos que la apoptosis se
describe como una forma de muerte mas activa, dependiente de ATP,
mientras la necrosis es mas pasiva. La muerte por apoptosis o necrosis
dependeria del ATP disponible en la célula tras la privacidon de nutrientes. Un
ejemplo lo tenemos en un estudio con células Jurkat (Leist, Single et al. 1997,
Ferrari, Stepczynska et al. 1998), donde al privarlas de glucosa y bloquear la
respiracién, las células morian por necrosis tras el tratamiento con
inductores apoptdticos como la estaurosporina. Pero posiblemente en este
caso tan extremo, el ATP no sea el Unico componente y la concentracién de
ROS sea realmente alta lo que haria promover el cambio de apoptosis hacia
necrosis. También podria ser que la muerte que observamos fuese un tipo
de necrosis, independiente de caspasas, por autofagia, pero lo discutiremos

mas adelante (Elgendy, Sheridan et al. 2011).

5.2 La caspasa iniciadora, caspasa-8, esta implicada en la

muerte tras privacion de glucosa

Los estudios que realizamos con el siRNA de caspasa-8 nos indican que esta
caspasa esta implicada en la muerte por privacién de glucosa tanto en las
DKO como en las Hela. A ello se suman otros experimentos realizados en el
grupo previamente que corroboran la hipotésis. Se realizaron experimentos
con shRNA y seleccién de clones que expresaban menos caspasa-8. Estos
guedaban protegidos totalmente por TNF y bastante tras el tratamiento por

privacién de glucosa. Ademas se expreso la proteina viral CrmA, que inhibe
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selectivamente a las caspasas-1 y 8 y también estaban protegidas de Ia
privacién de glucosa. Sin embargo no sabemos qué es lo que activa caspasa-8.
Se realizaron diversos experimentos. La sobre-expresién de FLIP, un inhibidor
competitivo de la caspasa-8, no protegia (Caro-Maldonado, Tait et al. 2010).
Se silencié RIPK1, sin tener tampoco ningln efecto. Y sobre clAP1, se observé
una bajada de los niveles. También se estudid otra plataforma de activacion
de caspasa-8, FADD. Pero a pesar del uso de varias secuencias de ARN de
interferencia, fue dificil bajar en su totalidad los niveles de la proteina. Asi, el
siRNA de FADD no protegia de la privacién de glucosa, pero tampoco de TNF.
De modo que es necesario el estudio de otras posibles plataformas
responsables de la activacion de caspasa-8 (Caro-Maldonado, Tait et al.

2010).

5.3 La 2-DG como inhibidor del metabolismo glicolitico en

rabdomiosarcomas

5.3.1 Diferentes respuestas al tratamiento por 2-DG entre

rabdomiosarcomas alveolares y embrionales

Los rabdomiosarcomas constituyen los sarcomas de tipo pediatrico mas
comunes (23%) y un 7% de los tumores pediatricos. Son muy agresivos y una
quimioterapia efectiva seria necesaria (Stevens 2005). Como deciamos en la
introduccion, se dividen segun sus caracteristicas histolégicas en dos,
embrionales un 60% con mejor prognosis y alveolares un 30% con peor
prognosis. Estos ultimos tienden a desarrollar metdstasis, lo que hace
disminuir la eficiencia del tratamiento y la supervivencia de los pacientes. En
nuestro estudio describimos la eficiencia de la 2-deoxiglucosa como inhibidor
del metabolismo glicolitico contra los rabdomiosarcomas alveolares. Los
rabdomiosarcomas alveolares estan asociados en muchos casos con una

Unica translocaciéon recurrente, fusionando los factores de transcripcién
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PAX3 o PAX7 con genes FKHR (Foxo1l). La fusion de PAX-FKHR caracteristica
de los rabdomiosarcoma alveolares se ha visto que altera la expresion de
multiples enzimas metabdlicos y de diferenciacion que podria explicar la
diferencia de sensibilidad que observamos al compararlos con los
embrionales. Por ejemplo CNR1, el receptor de cannabinoides 1 necesario en
el desarrollo del cerebro y el tubo neurona. Diferentes genes relacionados
con la diferenciacion miogénica como enolasa 3 o el receptor de a-2A
adrenérgico. Genes relacionados con la sefial miogénica de la familia TGF
como BMP5. Genes relacionados con el metabolismo como arginosuccinato
sintetasa o la proteina O-manosil tranferasa 1 (POMT1) necesaria para
transferir residuos de manosa en el reticulo y que se encuentra mutada en
otros desordenes musculares. Todos estos genes se encuentran sobre-
expresados en rabdomiosarcoma alveolares (Lae, Ahn et al. 2007).

Otra posibilidad que nos podria explicar la diferencia de sensibilidad a la 2-
DG entre alveolares y embrionales seria p53. p53 estd asociado al dafo al
ADN y también a otros estreses de la célula como cambios metabdlicos,
privaciéon de nutrientes, o concentraciones de oxigeno reducidas (Johnson
and Perkins 2012). Por ejemplo, p53 puede activarse a través de AMPK en
respuesta a los niveles de ATP/ADP o por el enzima del ciclo de Krebs, malato
deshidrogenasa en respuesta a la privacion de glucosa. p53 promueve la
fosforilacién oxidativa y decrece la glicolisis de diferentes formas. Por
ejemplo promoviendo a TIGAR, (TP53-induced glycolysis and apoptosis
regulator), un gen que bloquea el paso de fructosa-6-fosfato a fructosa-2,6-
bifosfato, bloqueando asi la glicolisis y reduciendo los niveles de ROS
internos. p53 también incrementa la fosforilacion oxidativa a través de la
sobre-expresion del gen SCO2, o citocromo ¢ oxidasa 2. Y regula otros genes
del metabolismo de la glucosa como la hexoquinasa Il o los transportadores
de glucosa GLUT 1, 3 y 4 (Kawauchi, Araki et al. 2008; Vousden and Ryan

2009). Y lo mas importante es que en ausencia de p53 las células se mueren
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al no poder parar el ciclo en el punto de control (“check point”) metabdlico
Las 3 lineas de rabdomiosarcoma alveolar utilizadas son mutantes en p53
(Ganjavi, Gee et al. 2005) y ésto concuerda con la idea de que p53 protege a
las células del estrés metabdlico (Jones, Plas et al. 2005). También, uno de
los genes sobre-expresados en rabdomiosarcoma embrional es VRK3 (Vaccia-
related kinase 3) que forma parte de una familia de quinasas que regula la
estabilidad de p53 durante la proliferacién (Vega, Sevilla et al. 2004). Para
comprobar si el estado de p53 podria explicar las diferencias, utilizamos las
células de rabdomiosarcoma embrional RD que son deficientes en p53. Aln
asi son todavia insensibles al tratamiento a la 2-DG. Este resultado tiene que
ser estudiado mds a fondo. Pueden existir propiedades intrinsecas de cada
linea de sarcoma, por ejemplo en un estudio realizado recientemente sobre
las diferencias en expresién génica de alveolares y embrionales, destacan
que la mitad de los genes sobre-expresados en lineas de tumores alveolares,
también lo estan en las células RD y viceversa, genes-sobreexpresados en
lineas embrionales no lo estan en RD y eso podria también estar afectando
también a la sensibilidad de estas células en concreto (Lae, Ahn et al. 2007).
Seria interesante realizar otros experimentos como la sobre-expresion de
p53 en las células de rabdomiosarcoma alveolar y ver qué ocurre tras el
tratamiento con 2-DG.

Otra de las proteinas determinantes que podria explicar la diferencia entre
alveolares y embrionales es HIF1-a. HIF no solo actia como un regulador de
los cambios de oxigeno, también se activa con alteraciones de los niveles de
ROS y cambios en el metabolismo. HIF también regula la glicolisis, sobre-
expresando algunos transportadores de glucosa como GLUT1, 3 vy
hexoquinasa 1y 2 y enzimas como la lactato deshidrogenasa (Semenza 2010).
Seguln nuestros resultados, HIF no parece ser responsable de la diferente
respuesta a 2-DG en las células. Ninguna de las lineas observadas, ni

alveolares ni embrionales presentaba niveles diferentes de HIF sin
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tratamiento ni tras el tratamiento con 2-DG. Cuando hicimos el
silenciamiento de HIF en A204 no observamos nada de muerte. Sin embargo
si que observamos una muy pequeia sensibilizacién a la 2-DG en células Rh4
cuando silenciamos HIF-1a. Esto concuerda con los resultados observados
por otros investigadores donde HIF-1 confiere resistencia al tratamiento
antitumoral (Piret, Mottet et al. 2002; Unruh, Ressel et al. 2003) y protege a
las células de la muerte inducia por 2-DG en situaciones de hipoxia (Maher,
Wangpaichitr et al. 2007). En este estudio explican que como HIF incrementa
los enzimas glicoliticos, y algunos son diana de la 2-DG, es necesario mas
cantidades de 2-DG para inhibir la glicolisis y eso es lo que confiere
resistencia al tratamiento. Sin embargo podriamos haber esperado el
resultado inverso, puesto que HIF aumenta los transportadores de glucosa,

mas 2-DG seria capaz de entrar en la célula, provocando mds muerte.

Podriamos haber estudiado otras vias que podrian explicar la diferencia que
observamos, como NF-kB. Por ejemplo, Mauro y sus colegas demostraron
que tras la privacién de glucosa en fibroblastos murinos de ratén MEFs, RelA
la subunidad de NF-kB activa el promotor de p53 incrementando la
fosforilacién oxidativa y disminuyendo la glicolisis (Mauro, Leow et al. 2011).
Pero en este caso, seria necesario que p53 fuera funcional y no es el caso de
las células que hemos estudiado. Sin embargo, RelA, también puede
promover la glicolisis pero en situaciones de pérdida de p53. En estas
condiciones, NF-kB promueve la expresidon de transportadores de glucosa
GLUT3 en células tumorales resultando en un incremento del consumo de
glucosa y produccion de lactato (Kawauchi, Araki et al. 2008; Vousden and
Ryan 2009). Seria interesante estudiar la via de NF-kB, asi como los
transportadores de glucosa para determinar diferencias entre las células.

Pero son objetivos muy amplios para abarcar en mi tesis.
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5.3.2 Muerte apoptética y estrés reticular en células de

rabdomiosarcoma tras el tratamiento por 2-DG

La privacién de glucosa y la 2-deoxiglucosa promueven muerte de diferente
manera. En relacion a la muerte de los rabdomiosarcoma, cabe destacar una
idea bastante importante. Las células responden de forma diferente a la
privacién de glucosa o a la 2-DG. Mientras que en la primera situacién los
rabdomiosarcoma Rh4 o Rh30 mueren por necrosis, tras el tratamiento con
2-DG la muerte es por apoptosis. La 2-deoxiglucosa es ampliamente utilizada
como un mimético de privacion de glucosa. Sin embargo, creemos que la
toxicidad de la 2-DG puede llevar a efectos que son diferentes a los
encontrados por ausencia de glucosa. Sabiamos por otros estudios que la 2-
DG y la privacion de glucosa no eran igual (Kang and Hwang 2006). En este
ultimo, las células Hela respondian diferente a nivel de O-glicosilacién de
proteinas, que corresponde a un 2-3% de la glucosa de la célula. Mientras
qgue la 2-DG inhibe la N-glicosilacién, incrementa la O-glicosilaciéon. También
la actividad del proteosoma variaba dependiendo si eran tratadas con 2-DG o
bajos niveles de glucosa.

Sin embargo, en general la 2-DG produce los mismos efectos a nivel de
activacion de AMPK e inactivacién de mTOR. Nosotros hemos mirado la
actividad de mTOR por western blot tras el tratamiento con 2-DG en las Rh4
y observamos esa inactivacidon. Aunque seria interesante también ver qué
sucede con AMPK y mTOR tras la privacion de glucosa.

La 2-DG inhibe la glicolisis y la utilizacidn de glucosa para ATP y acidos grasos,
pero puede ser metabolizada en algunos casos por la via de pentosas
fostatos (Zabos, Kyner et al. 1978). Pero el blogueo catalitico no puede
explicar por si solo la toxicidad de la 2-DG. Por ejemplo Ralser y sus colegas

demostraron que cambios en la concentracién de azucares-fosfato eran
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iguales tanto en células humanas resistentes a la 2-DG como en células que
no lo eran (Ralser, Wamelink et al. 2008).

Nuestros experimentos indican que el estrés reticular media la muerte por
2-DG en los rabdomiosarcoma, por que la manosa, que revierte los efectos
de la 2-DG en la glicosilacién de proteinas, protege de la muerte.

Cuando exploramos la via de PERK, una de las vias de la UPR, observamos
que el tratamiento con 2-DG provocaba la fosforilacion de elF2a, la induccion
de ATF4 y un incremento en chaperonas Grp58, Grp78 y Grp94. Aunque no
hemos podido detectar PERK. La fosforilacién de elF2a puede provocar la
inhibicidn de la sintesis proteica, aunque favorece la traduccion de ATF4 (ver
introduccion). Asi pués, la via de PERK podria estar minimizando el estrés,
provocando una inhibicién transitoria de la sintesis de proteinas y
reduciendo la cantidad de proteinas que entran en el lumen del reticulo.
Ademds la inhibicion de ATF4 parcialmente previene de la apoptosis,
posiblemente al estabilizar los niveles de Mcl-1. En relacién a esto ultimo, no
sabemos como ATF4 regula los niveles de Mcl-1. Un reciente estudio en
células mieloides indican que la inhibicién del proteosoma promueve la
activacion de ATF4 que induce la transcripcion de Mcl-1 (Hu, Dang et al.
2012), sin embargo en nuestro caso, ATF4 inhibe la acumulaciéon de Mcl-1.
Seria interesante hacer experimentos inhibiendo el proteosoma y ver si los

niveles de Mcl-1 se ven alterados.

Por otro lado, y siguiendo con lo anterior, el hecho de que la manosa no
revierta los niveles de ATP nos indicaria que no estd siendo metabolizada. De
hecho otros estudios realizados también indican que la citotoxicidad de las
células al tratamiento por 2-DG viene dado por su interferencia en la N-
glicosilacién y no Unicamente por la inhibicién de la glicolisis (Kurtoglu, Gao
et al. 2007). Siguiendo esta linea, mostramos que la tunicamicina, que como
la 2-DG induce a estrés reticular inhibiendo la N-glicosilacion, también

promueve la pérdida de Mcl-1y la induccién de Noxa.
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5.3.3 Proteinas BH3 y muerte por 2-deoxiglucosa

A pesar de ser utilizada en ensayos clinicos, el mecanismo apoptdtico de la 2-
DG nunca habia sido estudiado.

Como deciamos en el apartado de introduccion la privacidon de glucosa en
algunas células como las hematopoyéticas es inhibida por Bcl2 y Bcl-xL y
mediada por Noxa, Puma o Bim (Alves, Derks et al. 2006; Zhao, Coloff et al.
2008). Ademas, Strasser y sus colegas indicaron que Bim era esencial para la
apoptosis inducida por estrés reticular en muchos tipos celulares, como en
timocitos, o celulares epiteliales de mama vy rifién (Puthalakath, O'Reilly et al.
2007). Pero es posible que otras proteinas BH3 sean necesarias en este
proceso. Por ejemplo, Puma y no Bim, se sobre-expresa en células de
neuroblastoma tras el estrés reticular (Steckley, Karajgikar et al. 2007);
también se ha demostrado que la supresién de Puma protege, aunque no
completamente, de la muerte inducida por tapsigargina, en células de cancer
de higado, HCT116 (Reimertz et al, 2003). También, Puma, al igual que Noxa
son criticos mediadores de la muerte inducida por estrés reticular en
fibroblastos murinos de ratén (Li et al 2006).

Consistentemente con estos datos, nosotros observamos una induccion en
Bim tras el tratamiento con 2-DG. Pero el ARN de interferencia que evitaba la
acumulacién de Bim, no afectaba a la muerte observada tras el tratamiento.
En relacién a Puma, nosotros no observamos una induccién de la proteina
tras el tratamiento con 2-DG. Ademads parece que la induccion de Puma suele
ser dependiente de p53 (Zhao, Coloff et al. 2008) y nuestras células de
rabdomiosarcoma alveolar son deficientes. Pero aun asi, hubiese sido
interesante estudiarla.

En nuestro estudio, la 2-deoxiglucosa induce estrés reticular a través de la
activacion de Noxa que también es critico en la muerte celular.

Tanto la induccion de Noxa como la bajada de Mcl-1 parece ser consecuencia

del estrés reticular ya que la manosa revierte ambos eventos y también la
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muerte inducida por 2-DG. Este dato concuerda con otros donde se ha visto,
qgue Noxa media también la muerte inducida por estrés reticular (Zhang,
Lopez et al. 2011). También que el balance entre Noxa y Mcl-1 es critico para
la muerte y es algo observado por otros en células hematopoyéticas en
situacidn de ausencia de glucosa (Alves, Derks et al. 2006).

Sabemos que Noxa se activa en células hematopoyéticas en respuesta a
estrés en el metabolismo de la glucosa, influyendo en la captacién y el flujo
de glucosa (Lowman, McDonnell et al. 2010; Wensveen, Alves et al. 2011).
Por ello nos surge aqui una pregunta, éNoxa esta matando interfiriendo en
el metabolismo o con su funcidn de BH3? Posiblemente ambas. Noxa regula
la entrada de glucosa en las células y puede derivarla a la via de pentosas
fosfato. Podria ser que también lo hiciera con la 2-DG. Seria interesante, por
ejemplo medir los niveles de ATP tras el siRNA de Noxa.

Respecto a la regulacién, nosotros no pudimos observar cambios en el mMRNA
de Mcl-1 ni de Noxa tras el tratamiento con 2-DG, a pesar de que otros
colegas habian descrito la induccion del mRNA de Noxa/PMAIP1 en
respuesta a 2-DG por mecanismos aun no descritos (Heminger, Jain et al.
2006). Los resultados tras el tratamiento con cicloheximida, un inhibidor de
la traduccién, indican que la regulacién es post-transcripcional. La bajada de
Mcl-1 podria ser debido a la inhibicién de la traduccidon. Observamos la
fosforilacién de elF2a, que puede estar regulando los niveles de Mcl-1
(Fritsch, Schneider et al. 2007). También quisimos estudiar la contribucion de
MTOR en la bajada de Mcl-1. En otros estudios, se ha visto que la privacion
de glucosa activa AMP-K e inactiva a mTOR (Pradelli, Beneteau et al. 2010), lo
que lleva a una bajada en los niveles de Mcl-1. Nuestros experimentos
indican la bajada de los niveles de Mcl-1 acompanada de la inhibicion de
mTOR en respuesta a 2-DG.

En relacion a las interacciones entre proteinas, segun la figura de

inmunoprecipitaciones, la funcién anti-apoptética de Mcl-1 podria ser a
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través del secuestro de Noxa y Bak. Podria ser que la bajada de Mcl-1 y su
inactivacidon por Noxa, liberara a Bak. También Bcl-xL promueve la proteccion
cuando es sobre-expresada, y ademas pudimos detectar una muy leve
interaccion de Bak con Bcl-xL. Sin embargo, tras el tratamiento con 2-DG no
pudimos ver la liberacién de Bak de Mcl-1 o de Bcl-xL. Es posible que exista
una pequefia liberacién pero el uso de anticuerpos nos detecte igualmente
las interacciones.

Estos resultados evidencian por primera vez la implicacion entre proteinas de
la familia BH3 en la muerte inducida por 2-DG. La expresion de Noxa podria
predecir la sensibilidad a las drogas anti-glicoliticas. Es posible que la 2-DG
sea mas eficiente en combinacién con otras drogas y esta siendo probada in

vivo actualmente en el laboratorio.
5.4 Autofagia y metabolismo

Quisimos averiguar el papel de la autofagia tras el tratamiento con 2-DG y la
privacién de glucosa. Observamos que el uso de inhibidores de la autofagia
como la cloroquina sensibilizaban a la muerte inducida por 2-DG y no lo
hacian tras privar de glucosa a las células Rh4. Por otro lado utilizamos
también la 3-metiladenina y observamos resultados contradictorios. El
efecto de la 3-MA sobre la muerte al tratamiento por 2-DG en células Rh4
era mas bien aditivo. Sin embargo, la 3-MA protegia de la ausencia de
glucosa. Resultados similares encontramos en células DKO y Hela. Cabe
destacar que la 3-metiladenina es un inhibidor de la PI3K lll, pero también de
la PI3K I. La 3-MA suprime la autofagia a través de la inhibicion de PI3KIIl. Sin
embargo la 3-MA puede actuar sobre otras quinasas y afectar otros
procesos celulares, como el metabolismo del glicégeno o |Ia
acidificacién lisosomal. Ademas, la 3-MA puede suprimir la proteolisis
incluso en células deficientes en Atg5, lo que sugiere que los efectos

sobre la degradacion de proteinas no se quedan en su papel como
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inhibidor de la autofagia. Existen estudios donde demuestran
el papel dual de la 3-MA en la modulacién de la autofagia (Wu, Tan et al.
2010). Aungue es capaz de suprimir la autofagia en condiciones de privacion
de nutrientes, el tratamiento continuado puede inducir autofagia. La 3-MA
inhibe también como deciamos a la PI3K |, responsable de la activacién de

Akt y activacién de mTOR, con la consecuente inhibicion de la autofagia.

También la cloroquina podria sensibilizar a causa de afectar a otros procesos
aparte de la macroautofagia. Esta droga es un inhibidor de la bomba H+/K+
ATPasa lisosomal, por lo que podria estar alterando las funciones lisosomales
de otros procesos de la via endosémica/lisosomal, como la autofagia

mediada por chaperonas.

Puesto que teniamos resultados contradictorios con el uso de los dos
inhibidores de la autofagia, quisimos ver si realmente existia flujo
autofdgico tras la privacion de glucosa. Sorprendentemente, pudimos
observar que mientras la 2-DG aumentaba el flujo de macroautofagia, la
privacién de glucosa no. Para determinar qué estd sucediendo deberiamos
hacer diferentes experimentos. Por un lado podriamos corroborar los
resultados de flujo con ayuda de la contruccion RFP-GFP-LC3. Esta
construccion fusiona la molécula LC3 con RFP y GFP en tandem. La seial del
GFP se pierde por el ambiente acido de los lisosomas, mientras que la sefial
RFP continta. Dependiendo de si el autofagosoma se fusiona o no con el
lisosoma se puede determinar el flujo de macroautofagia. Por otro lado
deberiamos realizar estudios a nivel genético. Es decir bloquear la autofagia
mediante silenciamientos con siRNA de Beclina o Atg5/Atg7 y ver si
sensibiliza a la muerte inducida tras el tratamiento con privacién de glucosa

o0 2-DG.
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Por otro lado, una hipdtesis de lo que podria estar ocurriendo en nuestras
células privadas de glucosa es que no hubiera suficiente ATP para iniciar o
bien continuar el proceso de macroautofagia. Podriamos determinar los
niveles de ATP en ambas situaciones, con 2-DG y privacién de glucosa y ver si
encontramos diferencias que podrian darnos una idea del porqué tras
privacién de glucosa parece no haber macroautofagia en comparacién con 2-

DG.

En este contexto tendriamos que analizar el
estado de activacién de mTOR, la proteina que actla como sensor energético
que regula la macroautofagia. Asi podriamos determinar los niveles de
fosforilacién de proteinas diana como P-S6/P-S6K y ver si mTOR esta activo o

no. De esta manera podriamos saber si la autofagia ha sido iniciada o no.

Si bien, los resultados obtenidos hasta ahora en relacién a la sensibilizacién
con inhibidores de la autofagia a la muerte inducida por 2-DG, sugieren la
posible combinacion de 2-DG con inhibidores de la autofagia como terapia

anti-tumoral.
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1. La privacion de glucosa induce apoptosis en fibroblastos murinos

deficientes en Bax y Bak.

2. La privacion de glucosa induce apoptosis dependiente de la caspasa-8 en
fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak y en células humanas Hela,

pero otras lineas tumorales mueren por necrosis.

3. La 2-DG induce apoptosis por la via mitocondrial en células de

rabdomiosarcoma alveolar.

4. La muerte apoptética inducida en células de rabdomiosarcoma alveolar es

dependiente de Noxa.

5. La 2-DG provoca estrés reticular y como consecuencia activa la respuesta

a proteinas mal plegadas (UPR).

6. La activacidon de ATF4 participa en la muerte celular.

7. La 2-DG induce autofagia protectora en células de rabdomiosarcoma

alveolar, mientras que la privacién de glucosa no induce flujo autofagico.
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2-Deoxyglucose Induces Noxa-Dependent Apoptosis in
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Abstract

Alyeolar and embryonal rhabdomyosarcemas are childhood tumors that do not respond well Lo current
chemotherapies. [ere, we report that the glycolytic inhibitor 2-deoxyglucose (2-13G) can efficiently promote ccll
death in alveolar. but nol embryonal. rhabdomyosarcoma cell lines. Nollbly. 2-1G also mcluced cell differen-
tiation panied by downregulation of PAX3/FOX0la, the ch transl
pretein that is a central oncogenic driver in this disease. Cell death triggered by 2-1G was assoctated with its
abilily by activale Bax and Bak. O p of the antiapuplotic Bel-2 homologues Bel-x,_ and Mel- 1 prevented
apoplosis, indicating that cell death proceeds through the mitochondrial pathway. Mechanistic investigations
indi d thar Mel1 d gulation and Noxa wpregulation were eritical for 2-DG-induced apoplosis.
In addilion, 2-DG promoted elF2¢ phosphorylation and inaclivation of the mTOR pathway. Mel-1 luss
and cell death were prevented by d lation of the endoplasmi iculum (LR) stress—induced protein
ATF4 and by incubating cells in the presence of mannose, which reverted 2-DG-induced ER stress but not ATP
depletion. Thus, energetic siresses created by 2-DG were nol the primary cause of cell death. Together. our
findings suggest that glyeolysis inhibitors such as 2-DG may be highly eff in treating atveolar rhabdomyo-
sareoma gnd thal Noxa could offer o prognostic marker 40 menilor the efficacy of such agents. Camcer Res; 7121

ded tusion

6796-806. D204 1 AACR

Introduction

Rhabdomyosarcoma is- the most commaon soft tissue tumor
in children and adalescence, accounting for 4% to 5% of
pediatric tumors. The 2 commen histiolypes are a favorable
group comprising embryonal rhabdomyosarcoma und an
unfavorable group comprising alveolar rhabdomyosarcoma
{1). Standard therapeulic regimens are a combination of
vincristine. yein-D. and cyclophusphamide. with other
drugs being tested in clinical trinls [2), Although the introduc-
tien of chemotherapy has greatly improved suevival, overall
survival rate is 70%, which indicates that new chemothera-
peutie approaches need to be developed (3).

tive to glyeolytic inhibitors such as 2-deoxyglucose (2-1)G) or
3-bromopyruvate (5, 6). Some pieces of evidence suggest thal
targeting glycolysis could be a good stratepy apainst rhabdo-
myosarcoma. These colls display mitochondrial respiratory
defects (7) and an encrgy-| produetng melabolic phenotype

pared with a more cataboli lism of primary myo-
cytes (8). This eould be due to hyperactivation of the PI3K/Akt/
mTOR pathway, which is frequently chserved in rhabdomyo-
sarcoma (9). Second. p53 is frequently inactivated in rhabdo-

[10). p53 ins the p Hon of AT th t

re;plmllnn and its loss promoles glycolysis. Therefore, loss of
P53 has been shown to promote susceptibility of tumor cells to

glucose deprivation [11). In addition, rhabdomyosarcoma can

“Tumor holism is reeciving an eve

nlion
" N

be d d oy by the positron cmission lomographic

as an anlilumor Largel. Several mrlabnll(

hinigue, which is based on uptake ofa glucose analogue (12),

differently in tumorand nontransformed ﬂ:lls (4). ln particular,
glycolysis is lrequently upregulaled in tumor cells and respi-
ralion is inhibiled. This makes lumor cells particuladly sensi-
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Sensitivity to nntlgly\:ulrtlm is known to be regulated by a

her of § lved in ¢ i metabelic stress.
However, llule is known nbout the cell death proteins that
respond to these drugs (L), Cell death in animals occurs
mainly throngh apoptosis or necresis; these forms of cell death
promole difTerent responses in the tissue, wilh necrusis being u
proinflammatory form of cell death. as opposed to apoptosis
{14}, About apoptosis, 2 major parhways have been described:
the extrinsic, death ligand-mediated pathway. and the inlrin-
sic or mitochondrial pathway (15). The first pathway is initi-
ated by death ligands such a5 TNF, Fas ligand, ot TRALL and is
medialed by Lhe prolease caspase-3. The milochondrial path-
waty is initiated by "BIL3-only” proteins such as Bim. Noxa, or
L'uma, which act as stress sensors and promote activation of
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Anexo

MNoxa-Dependent Rhabdomyasarcoma Cell Death by 2-Deoxyglucose

Bax and Bik en the mitechondrial membrane. This allows the
telease of eytochrome o, which promotes formation of the
apoplosome and caspuse uclivalion.

We aimed to determine whether chabdomyosarcoma cells
wre sensitive Lo the glycolytic inhibilor 2-DG. We describe Lhat
alveclar rhabdomyosarcoma cells are sensitive to this drug.
Moreoyer, we provide evidence Lhat the BH3 protein Noxa
mediates apoptosis.

Materials and Methods

Cell eulture and treatments

Alveckir rhabdomyasaresma ecll lines | Rhd, Rh30 (obtained
from the original repository, Peler Huugxlun s luboratory in
2008), and Rhdl | d from 1) } lung von
Mikroorguni und'ZElllv 1 2008] and embryuna] rhab-
demyesarcoma cells {RD from European HPACC 2008 and
£-204 from I her 8 lung von Mikroorganis und
#ellkulturen 2008) were expanded and frozenwithin 2weeks of
purchase and wsed for a maximum of 2 months aller resus-
citation of frozen ali ‘They were authenticated by the
provider on the basis of viabilily, reeovery, growth, morphal-
oy, a3 well us by cytogenetic analysis, untigen expression, DNA
profile. and isnenzymology. Cells were maintained in high-
glucose (25 mmol/L), pyruvate-free Dulbecco’s Modified
Eagle's Medinm (DMEM; Invitrogen) supplemented with 2
mmol/L L-ghdamine. 200 mg/mL penicillin. 100 mg/mL strep-
tomyein sulfate, and 108 FBS {Invitrogen).

For trealments, cells were plaled al a concenlration of
200,000/ ml. and treated in fresh medium 24 hours loter at
70% confluence (600,000/ml). Q-¥D-OPH {$M Biochemicals
LLC) was used at 20 pmol/L and added simultaneously with
2NG. An equal ampunt of DMSO was added o the contrels,

Western blolting
Cells were trypsinized. washed with PBS. lysed by resuspend-
ing them in lysis buffer [5 mmol/1. Tris-HCE2% S8, Compleke
i\nllpml.ﬂne Cocklail ('ﬂmhe)l and frozen. For analysis of
cins and | inducible factor 1-alpha [HIF-
lo:). wllb were lysed in nulmlmmunupmlpllakon wwsuy buffer
plus orth date and 2-glycerol-phosph After sonica-
Lion, protein conventralion was measured with BCA Protein
Assay Reagent [bicinchaninic acid; Pieree). Equal amounts ef
protein were mixed with Lacmmli lpading bulfer, Afler clee-
trophoresis, protein was transferred o a polyvinylidene
difuoride membrane (Millipore). Membrane was blocked with
3% nonfat dry milk in Tris-buffered saline-Tween (0.1%).
Antibodies are detailed in Supplementary Melhods.

Immunoeylochemisiry
Attached and detached cells were col 1 by Ir
tion, fixed in with 4% parafi Ildehyde in PBS for

20 minutes ul reom temperature, washed, and blocked with
0.1% bavine serum albumin — 0.1% Triton X-100 in PBS for |
fwur, They were Lhen incubuted overnighl with unli-aclive Bux
(6A7, catnlog no. 556467: BD Pharmingen; 1:100} or anti-active
Bak {Ab-1/TC108: Calbicchem/Merck} diluled in blocking
bufler. See more details in Supplementury Methods.

Immuneprecipitations

Attached cells were collected by Irypsinization and washed
in PBS logether wilh detuched cells. They were lysed in 500 pL
of CHAPS immunoprecipitation buffer [29% CHAPS, 20 mmol/L
Tris-HCl (pH 74). 137 mmol/L NaCl. 2 mmol/L EDTA, 10%
glvcerol] plus Complete Protein Inhibiter Cocktail Tablets
(Ruche) for 30 minutes. Thirty microlilers of Proiein G Mag-
netic Beads (Millipore) was washed 3 in immunoprecipita-
tion buffer withoul CHAPS and then incubated in 1 mL CHAPS
buifer with 2 pg of antibody fer < hours at 4“C under rotation.
Five hundred micragrams of total cell extract was Incubated
overnight in 1 mL of beads coupled with 2 pg of antibody. The
next day, heads were washed 3 times with immunoprecipita-
tion bufler and incubated with 45 pL of immunoprecipitalion
buffer containing 2% SDS and 15 pl. of SDS loading huffer
(eonlaining 5% B-mercaptoelhanol) for 10 minutes al 95°C.
Eluted proteins were subjected to SDS-PAGE.

Measurement of cell death

For sub-G; analysis, detached and autached cells were
trypsinized. washed in PBS, fixed in 70% cold ethanol while
voriexing, and incubated for 1 1o 10 days a1t 20°C, For
experiments of transient transfection, fixation was done in
4% paraformaldehyde disselved in PBS of reom lemperature
for 15 minutes before washing, Cells were further washed.
resuspended in 7S with 40 pig/ml. Land 100 ig/ml. KNAse A,
and incubated for 30 minutes at 37°C before fluorescence-
activated ccll-sorting analysis.

DNA and RNA fectl 1 ids, and tion of
cell lines
For DNA fi cells were incubated in 10-cm dishes

in gntibiotic-free DMEM and incubated for 6 hours with 25 pl.
Lipofectamine 2000 {Invitrogen) and 10 pg of DNA. For gen-
eralion of Rhd cells slably expressing Bel-x,. they were Lrans-
fected ax described earlier and selected with 0.5 ug/mlL puro-
myein. pBABE-13cl-x, was provided by IJr. ). Goldstein, and the
pcDXA plasmids encoding Mcl-1 and Bcl-x; were provided by
Dr. J-E. Ricei {INSERM, Nice) and Prof. Secamus Martin {(TCD,
Ireland), respectively. For lransfeclions of siRNA, cells were
incubated in antibiotic-free DMEM for & hours {6 hours for
Mel-1) with siRNA 100 nmol/L pmm nmrl with DhurmalECT 1
{Dharmacon). S are in ¥
Melhods.

Reverse transcription PCRE

Total RNA (3 pg). extracted with the Nucleospin RNA IT Kit
[MACHEREY-NAGEL). was used for ¢lINA synthesis wilth
SuperScript IT Reverse Transcriptase (Invitrogen). Amplifica-
tions were cartied onl with specific primers [Noxa: forward 5'-
CTCGACAAAGCGTGGTCTC, reverse 5-CAACTGGAGCAC-
CICGGAC: Mel-1: forward §'-GAGGAGGACGAGTTGTACC-
GG. reverse 5-CAGACCTGCCCATTGGCTT: B-actin: forward
-CGGGACCTGACTGACTACCTC, reverse 5'-CTTCATTGI-
GCTGGGTGE). For each sel of primers. Lhe number of eycles
was adjusted so that the reaction endpoints fell within the
esponeatial phase of product amplification, Lhus providing a
semiquantitative estimate of relative mRNA abundance.
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Results

2-DG

2-1X5 induces different effects in different tumer cell lines: [t
reduces proliferation, induces cell-cycle arresl. or promotes
apoptosis {16). We analyzed the effects of 2-DG in a panel of
alveolar rhabdomyosarcema cell lines. 2-DG inhibited the
growlh of Rhd alveolar chalbxd voma cells incubated
with doses of 2 mmol/L or higher. even though gl is

coma cell lines are sensitive Lo

Embryonal v vy have a better
pragnosis than alveolar rhabdomyosarcoma. Yo ohserved thal
RE und A-264 embryonal thabdomypsurcoma cells were much
muore resistant than alveolar rhabdomyosarcoma to 2-DG. Only
Bi> cells showed coll death at high doses, almost equimolar
with gl ration in Lhe medivm (Fig 1), A-204 cells
were completely resistant at all doses tested (Fig. 1E). We did.
however, observe inhibition of cell growth at higher doses (l-'lg.
1¥). To determine whelher Lhis cell growth arrest was irre-

present at 25 immol/L in the eulture medium {Supplementary
Fig. 81} We observed cell death al doses over 5 munel/I.
(Fig. 1A} Cell death waus likely due to apoptosis because DNA
wans degraded and cells displayed sub-G, DXA conkent. Fur-
thermore, DNA cleavage was prevenled by incubating cells in
the p of the inhibitor -VD. The same results
wore ohserved in Rh30 or Rl alveolar rhabdomyosarcoma
cell lingy (l-'lg, 18 o C)

after 72 hours, cells were washed und were lelt Lo grow
in the absence of 2-DG. Cell growth arrest was reversible
becanse culls slaried Lo grow back immediately afier removal
of the drug (Fig. 1¥). Because IF-1c frequently regulates
tumor glycalytic phenotype, one possibility was that HIE-1c
was differentially expressed in embryonal versus alveolar
rhabxdomyesarcoma and it could be reguluting uptake and
toxicity of 2-12G in rhabdomyosarcomas. Thus, we analyzed the
levels of this prolein in the 5 cell lines. HIF-1 was virtually

»

g
g

"2-DG Rh4

02-DG +Q-VD

Apoptosis (% sub-Gy) + 1]

Apopiosis (% Sub-G, )

o B & 8 8

5 10
2-DG (mmolrL)

7]
=]

Rh41

=2-DG 100

0 2-DG + Q-VD 80

Apoptosis (% aub-G, )
o 8 &5 8 B
Apoptosis (% sub-G, )

2
2-DG (mmoliL)

5 10

m

A-204

Apoprosis (% sub-G )
o 8 &8 8 8

Cell number (crystal violet)

2 10
2-DG (mmokL)

20

=2-DG

92-DG +Q-VD

2-DG (mmoliL)

u2.0G

02-DG + Q-VD

A-204

c Cr2

Rh30

Flgure 1. Aleolar
rhabdomyesancoma, but not
ambryonal abdomyosancoma,
cll lines are sensitive to 2-0DC. Rhd
{Ay, R0 [B), Fhd1 (C), RD {0}, or
A-2(4 (F} cells wers treated with
2-DG sl indicated concentralicnsin
tha presance of Q-VD or dmetiryl
sulfoxide as indicated, collected
after T2 hours, and subpdctad ko
-G analysis. For contnol
samples, cel were platad at half
concentration te avold dsath due to
hean - SEM

Sexpariments isshown. F, 24 hours
after plating A-204 colis, onae well
was stained with crystal viclet
C. conlrol, and therest were grown
in the abssncs (G72) or the
presance of 20 mmold 2-DG for 72
howrs. Cells were washed and
further incubsated with fresh
madium for indicated timas.
Adhared calls wana stainad with

Y HIN2%
20 minubas and solubilized in 1096
SDS. Absorbance was maasured
at 595 nm.
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inall 1 cells. Upon L Ure levels
of this protein did net and its d ion using
siRNA did not provide proteclion from 2-DG. Rather, a slight
sensitization was nh!l!rmd [Supplementary Fig 52).
Although lar th v voma cells express markers
of muscular differentialion, they lack the possibilily of lerminal
differentiation, what is believed to be caused by PAX/FOXOla
chimeras (17, 18). Because differentialed cells stop proliferat-
ing. one of the aims of the therapy is to promote differentiation

cuspuse uclivily us meusured by clenvuge of v peplidic caspase
substrate [Fig. 3B} In addition, we analyzed the nuclear
morphology of Rl cells after Lrealment with 2-DG and
ohserved classical apoplotic chromatin condensation { Fig. 3C).

d by 2-DG pr
mitechondrial pathway

| poietic cells, apop duced hy gl dep-
rivation proceeds through the mitochondrial pathway (13).

ds through the

of he lumor cells. We ubserved lusion of ulveolur rhabd

sarcoma cells eharacteristic of myotube formation and lE'I'l'I'Il—
nul dilferentialion after treulment wilh 2-DG {Fig. 2A and
Supplementary Fig. $1). This was likely due to the fact that
2-DG induced the downregulation of Lhe fusion protein PAX3/
FOXOla [Fig. 28), which promoles differenliation of these cells
{17). This effect was more pronounced when cells were cul-
tured in dilferentiation meditem {without serum) and was not
inhibited by the caspase inhibitor Q-VD. indicating that dif-
ferentiation was nol a of aclivily.

2-1MG induces apoplolic cell death
Inhibition of glucose metabolism induces cell death by
is or by apoplosis, probably depending on Lhe cell 1ype
(13). Kesulrs shown in Fig. 1 suggest apoptosis os the form of
cell death. because death is inhibited by the caspase inhibitor
Q-VI). However, we were unable to detect cleavage of cnspase-3
by Western blotting (not shown). To verify that eell deathis due
o apoptosis. we analyzed cleavage of the casp sul
PARD. Treabs with 2-DG p ted PARP cleavuge. which
was inhibited by Q-VD) {Fig 3A) Moreover, 2-DG induced

I we have deseribed thal in sther cell Lypus, apoplosis
induced by lack of gl is medi ‘hy 8 and it does
nol require a functional milochondrial olic palhway [19).
We shserved that the most sensitive cell llnn'l did not express
detecluble cospuse-8 (Supplemlmlxry l-lg. 83). We thus ana-
lyzed the mitochond ining with
unhboduu that detect lhe uctive furms of Bax and Bak, the
proteins 1hat mediate mitechondrial permeabilization during
apoptosis, As shown in Fig. 3C, 2-DG prometed Bux and Bak
activalion even when cells were trealed in the prescace of
Q-VI, indicating that these events are not a consequence of
caspuse aclivily,

To further show the invelvement of the mitochondrial
palhyay in death by 2-DG. we Xp d the antiapopiolic
B3el-2 homologues Bel-x_and del-1in Rhd cells (Fig. 44 and B
and Supplementary Figs. 51 and 55). Both proteins prevented
death induced by 2-13G. Conversely, downregulation of these
proteins sensitized cells to 2-DG (Fig. 4C und D and Supple-
menlary Iig 85)

Inhibition of glurose metabolism by limitation of glucese
(20} or by 2-DG {21) promotes downregulation of lhe

A

Rha0

10% FBS
Flgura 2. 2-DG pramotas
differentiation of alveolar
rhabdomyosarcema cdls. A, atotal
of 4 - 10" AH4 oF 1.8 ~ 10° AHI0
cells were plated in 6-well plates
and Weated with 10mmolL 2-0Giin
tha presancs of G-VD in complate
media \PMI - 10% FBS or
differentiation media {DM; serum-
fras RPMI) For 48 hours. See

showvn in Supplenentary Ag. §1.
B, immuncblots showing reduced

DM DM

10% FBS

PAXIFOXO1a levele in RH4 and
Fmooelsmmmeedz-ue B Rha Rh30
tes of cells
mmoolecunssnousmm [ - DAY FOXO1 8
or 2 hours (AH4) and bictted with .. -.
anti-FONO1 antibody. S — = -Tubulin
- - - - + + - - — - + + QVvD
- - + + + * - - + + ¥+ + 20G
A R + = = + - 10%FBS

www.aacrjourmnals.ong
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A 2DG  2-DGQVD B s

C 24 4872 24 4872 h
PARP

S R ; 0:

. - 89 kDa

DEVD-ase activity

——2-DG
=4#= 2-DG +Q-VD

1 - e = — = — =

Figure 3. 2-DG promotes apoplosis.
inAH4 calls. A and B,
2-DGinduces deavage of PARP
and caspasa actwity that are

——— v w111 0

DMSO

Untreated

DAPI

Anti-active
Bak

DAPI

Anti-active
Bax

24 48 72

2.DG (10 mmolL)
Q-VD 20 pmollL

-

inhibited by Q-VD. Rhd celle wene
autured for the indicated Bimes with
2-DE{10 mmollin theprasence or
ghesnce of Q-VD. A, call lysatas
were prepaned as described in
iaterials and Methods, and
proteing wan rescivwad by

Time (h)

Results shew mean — SEM of 3
Axpefiments. FlLOMSCENcS values
fartitrany wnits) are divided by the
value of flucrescence of untreated
oallz. C, datection of aciive Bax and
Bak and chromalin condensation.
Calls were laft untreatad or traatad
with 2-DG in the presance or
ahsence of Q-vD for 48 howrs.
DAPI, 4' §-ciamicine-2-
phemylindole; DMSO, dimatimd
sulfoxica,

antipoplotic Bel-2 family membee Mdl-1. In Rht eclls, we
observed downregulation of Mcl-1, which could not be pre-
vented by inhibition of caspases (Fig <€) Levels of other
nnuapupl.ouc Bel2 famidy members (Bel-2 and Belx )

1 during ( | Bax and Bak did nol
change significantly. We analyzed the levels of putative
BH3-only proleins that could be responsible for coll death
induced by 2-DG (Fig. 34). We observed thal Puma was nol
induced by the treatment. [lowever, Bim and Noxa showed
moderale inercases, which prompled us to analyze their role by
employing siRNiA (Fig. 5B and Supplementary Uig 85). As
shown in Fig 5C, siRNA-mediated ablation of Noxa, but not

them 1o promote cytochrome ¢ release, We studied interae-
Livns between these proleins and observed thal Mel-1 is
constitutively bound to Bim and Noxa (Fig. 512 and E}. In
addition. we could delect very weak interaclions between Bak
and Bel-a or Md-1 (Fig. 5F and Supplemenlary Fig. $6). Bel-2
and Bax could not be coimmunoprecipitated with Bak or Bel-
x. /el 1, respectively [data not shown) We could nol observe
changes in the binding pallemn of Lhese proteins when trealed
with 2-DG.

The Noxa/Mel-1 axis has been deseribed to be involved in
cell death induced by inhibilion ol cell melabolism, and its
levels and activity have been shown to be regulated by multiple

Bim, conferred signifieant resistance to 2-DG, The combined

ublation of the 2 prateins did nol cenfer further resistamnce Lo

cell death. indicating that Noxa is the major cell death
mediator.

Noxu is conslilutively bound lo Mel- 1 in many cell lines, wnd

it hﬂs ulso been deseribed to be bound to B(.l -x, (22). These

e proteins can also Hak and Bax. Proa-

poptnllr.- proleins such as Noxa can [ree Bax/Bak, allowing

Lrangeri | and postlmnseriplionnl meehanisms (21, 23—
25). We checked lor Iranscriptional regulation and observed
that mRNA levels of these proteins barely changed [(Fig. 6A). By
blocking protein sy is with cyelot ide, we obscrved
Lhul stability of the short-lived Mel-1 and Nos was deamul-
ically enhanced when cells were treated with 2-DG {Fig. 6B).
Because del-1 s very sensitive to inhibition of translation, we
analyzed the slatus of 2 palhways that lead Lo translation
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Flgurs 4. Apopiodis inducad by

wactor and nons (-}, 2.5 g flow), or
7.5 1 fhigh} of vactar ancoding
-1 [&; Supplementary Fig. 85) or
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Bl 8- Emply vechor was added
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hows kaker. medium was replaced,
and calls vrana either left untreated
o treabad with 10mmol/L 2-DG for
48 hows. Sub-G, analysis of GFP
{ - calle {~ 10%~15%] is shown. C
and D, cells were transfected with
=HNA against Bol-x, or Md-1 and
subjected to further treatment with
2-DQ for the indicated times and
S0-G, analysis. *, significant
differances varsus the contols 0
{P < 0.05). Westom biaks ane shown
in Supplementary Fig. 335. E Rid
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inhibition and Mel-1 d iom:Ser™ phosphorylation of
the eukaryotic initiation factor 2-¢¢ (elF20t) and mTOR inac-
tivation {21, 26). We observed bolh phosphorylation of elF2ec
and inactivation {dephosphorylation) of the marker of mTOR
slatus 56 [Fig. 6C). In addition, we observed thul Noxa con-
tributed modestly to downregulation of Mcl-1 (Fig. 6D).

Endoplasmie reticulum stress, but not ATP less,
correlates with apoplosis and regulalion of Nexa and
Mel-1

Glucose deprivation and 2-DG impair generation of ATP,

hesis of mic and protein modifications such

m acetylation and glycosylation. Altheugh 2-1XG is frequently
used as a caloric restriction mimic, it has been shown 1o kill
some tumer cell lines by interference with profein N-glycosyl-
ulion rather thun by cousing energetic struss (275 We nimed o
identify the mujor cause of death induced by 2-DG by incu-
baling cells in lhe presence of Lthe sugnc maanese, which
rescues some cell lines from the toxicity of 2-DG by restoring
glycosylation. We ohserved that coincubation with mannosc
completely prevented cell death induced by 2-DG {Fig 7A).

This suggested that death was due to impairment of glycosyl-
ation in the endoplasmic reticulum (ER) and the subsequent
ER stress, We indeed observed induction of several ER siress
markers such as ATF4/CREB2 and GRP5S and the ER chaper-
ones GRPO/ endoplasmin and GRP78/BiP (Fig 7B). Mannose
fully prevented the induction of these proteins. Moreover.
lation of Noxa and loss of Mcl-

L. and it redul.ed the induction of Bim (I'ig, 7B). To verify that
mannose was not interfering with all effects of 2-DG. for
instance. by reducing its uptake or providing metabolites for
mitochondrial oxidation, we measured the effects of mannose
on ATP depletion. As shown in Fig. 7C, 2-DG promoted a
reduction of AP levels that was not prevented by the addition
of mnnnme These resulls suggﬁl thal the Nosa/Mcl-1 axis is

Ived in ER stress—ind T'o further analyze
this, we trented the cells wilh the ER stressor Lunicumycin al a
dose that promoted cell death with the same kinetics as 2-DG
{Fig. 717). We obsecved 1hat tunicamycin also promoled a late
increase in Noxa levels and a rapid decrease in Mcl-1. More-
over, we downregulated the transeription factor ATF4, which
is induced by the PKR-like endoplasmic reticulum kinase

wwy.aaczjournals.ong
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Figure 5. 2-DG regulates BH2-only
A o 24 P 7 h protains and induces Noxa-
2.06 2-DG Q-VD dependent apoptosis. A, Rhd cesis
CMNoxa CMNoxa CNoxa CMNoxa SIRNA were cultured for the indicated
C 24 48 72 C 24 48 72h times with 2-DG in the presence or
10— ——~——~ = Noxa _——— Noxa shsence of Q-VD. Indicated
protelns were rescived by
25— - - e &4 Bim .'l"i" Poncsau Immunoblotting. Bands
25~ ——— PUma-0. immunoreactive with anti-Pumea
P o 24 . 7 h antibody of approximately 23 and
— e . e . Puma-} 18kDa, and-of 23KkDa with antl-Bim,
’ i !t "“ o € Bm C Bim C Bim C Bim siRANA are shown, Untreated control cells
nceau {labeled as "C") were incubated in
20— - Ss-ases ::31:;:, ragular cuttura medium for 24
————— = | haurs. B, cells were transient’
c n-SESsSsEs EE?.;_‘;“D“’ transfected with control !

70 oligonucleotioe (abeled as "C") or
_— o Gontrol sIRNA against Noxa or Bim and
G B0y phoa subjected to further treatment with
4 50{ waim Input 1P Mcl-1 1P IgG 2-DG for indicated times. Western
a S T T 2pa biot aganattheindicatad proteins i
& 40 shown, N.5.. & nonspecific band
@ 30 .w * deteciad by Bim antibody is shown
g 20 Mel-1 Es & loading control. G, calls were

" treated as in B with slRNA against
§ 10 [H - '_-- - Bim Noxa, Bim. or both combined. and
N *  Noxa subjected to sub-G; analysis. See
0 a alzo Supplementary Fig. S5 fora
2 DG second siIRMA agalnst Noxa. . P<
0.01 {n = 4). D-F, cells were reated
E ) F with 10 mmalL 2-DG for 48 hours.
1P Noxa IP Bim _Input IPMcl-1 IPBak Input IgG Immuneprecipitation {IP) and
oo b -+ 206 - = -+ - 206 Westem blotling with Indicated
- - g Mcl-i antibodies were conducted as
- N MCI -1 indiceted under Materials and
&8 —— 8in = Mathads. -, unspecific bands. Input
- TR Noxa = .m.' Bak was 5% of immunoprecipitated
protein. lgG, immunoglobulin G.
[PIERK)-dependent ER siress patt ATES d lati 2-DG when HIF-1o was downregulated, in el with

did net prevent Nexa iocrease [net shown), bul il pariially
prevented cell death and loss of Mcl-1 (Figg. 7E and ¥).

Discussion

Rhohdemyosarcomas are aggressive tumors for which more
elfective chemathempy needs o be found. We provide evi-

the studies of Maher and colleagues, which indicate that HIF-1
protecls cells under hvpoxia from 2-DG (31).

In this werk, we have used the most commonly used
glycolvtic inhibitar 2-DG that has been tesied in elivical irials
and has been proven to be well lolerated by patients [32). Other
drugs that target glycelysis are bring tested in preclinical
models and may prove more effcctive in the fulure (4). Fur-

dence here thul an inhibitor of the glycolytic metubolism is

Lk e it is ible thut this drug would be more effective

effective against alveolar rhabdnmymnw:omn lhu suhgmup
of rhahd is wed a

lrurulocullun involving PAX3 or PAX7 und the FRAR (Fexof)

genes. PAN-FKIR fusion gene has been shown to alter the

expression of some melabolic erzymes (28}, which may

account for Lhe different sensilivily of these lumor cell lines

when compared with the embryonal subtype. Other possibl

in bination I 2DG sy with che-
mo- and radiolhempy in vitro and in vivo,

Cell death by glucose deprivation has been studied inseveral
maodels, and the findings indicate that different cell lines die in

differeat. when subjected 1o low gl availability.
In ymmL glutuw Jepri iun kills he topoielic cells by
1 i "_ | or epiﬂ:elial

deteraninants of the sensilivity o 2-DG are p53 and HIF-1,
which regulate the glycolytic pk ype. pS3 is not funclional
in any of the 3 sensitive alveolar rthabdomycsarcema cell lines
tesled (29, 30). which would ngree with data thal incicale that

cells dic by neerosls or by caspase-8-d
{19, 33}. We observed that Rést and Rh30 cells died by necrosis
when incubated in the absence of glucese (not shown) but by

poplosis when cultueed with 2-DG, indicating that 2-NG aad

pa3p cells from stress, Hi . RD cells are
also deficient in p53 but still insensitive. According to our
results, HIF-1@& decs nol seem te be mediating the differential
response lo 2-DG either {Supplementary Fig, $2). We did
however observe a small but reproducible sensitization to

acute glucuse deprivation do nol promote death in the same
manier, 2-DG is widely used to mimic glucose starvation.
However, recent studics indicale that loxteity of 2-1G may be
due to effects thal are different lrom these in the absence of
ol 2-DG i and usage of glucase to
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- P-S6 04
——— . TOtal S6 02
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Figure 8. Moxa and Mel- llmhmmllhdpulmm:nﬂy A, cdlls wera irsated with 10 mmolA 2-0G for indicated imes and collected for RT-PCR

analysis. Resuks RH4 72hours
mﬂlil]mndﬂ.!DGmlnmlfQ—VDhml pase i grotein - Mswnmwmlmwmm
CHXY for analysis. i inwhich callz

for 48 hours, and klentical resulls wene chiained. G, celis were treated for mlcaledli'miwi\h IOmlmIILZ DGandodbchd for lhs-\dyisof
phasphorylation of alF 2r2(P-a¥F Zand S8 {P-86) by Westem blolling. D, cells RMA o as in Fig. 5C, and
Wastemblotting. Levats ofdcl-1 y of Mck1in

of contral SIANA.

produce ATT or fatty ecids. Ilowever. 2-DG can be metabolized Theapoptotic mechanism by which 2-1XG induces cell death
through the pentose phosphale pathway in some conditions has remained underexplored. even though this compound has
(34), und u catalytic block does not sufficiently expliin the been used in clinical triuls. Apoptosis induced by glucose
Loxieily of 2-1DG (35). Morcaver, 2-D4G alters protein glyeosyl- deprivation in h poictic cells is inhibited by overexpres-
ation in a manner that is different from that of glucose gion of Bel-2 or Bel-xp. and it has been shown to be mediated by
deprivation: While it inhibits X-glycosylation, it enhances Noxa, Puma, or Bim [20, 253}, We could not detect induction of
O-GleNAcylation. 2-DG has. been shown Lo kill some cells in l’um.l possibly because this protein is usually induced in a p53-
aermoxia by inhibition of N-gl darion, and the sut deat manner, but the aleolar rhabdomyosarcoma cells
ER stress, rather than by inhibition of glycolysis (27). Our wsed in this study are deficient in p53 (29.30). Consistent with

experiments indieate that ER stress mediates rhabdomyosar- data that suggest that death indueed by 2-DG is due to ER
comecell denth. because o sugar Lhat reverts Lhe elfects of2-DG slress, we observed induction of Bim, which mediutes death

on N-glyeosylation, (36). completely | d from induced by ER stress in some systems [37). However, when Bim
cell death, and inhibition of the ATES ER slress palhway accurnulation was p Led by RNA interference. no effect on
partially preveated apoptosis. lnhibition of glycolysis docs not cell death induced by 2-DG was observed (Fig. 6). Moreover.
scem Lo be erilical for Lhe loxicity of 213G over vhabdemyo- Bim induclion was only partially prevenied by mannose.
sarcoma. The fect that mannose did not prevent ATD loss although this sugar completely prevented cell death.
induced by 2-1G rules oul lhe possibilily Lhat mannose pre- We cbserved Lhat Noxa was crilical foe cell death, Noxa is a
vents death because it s being melabolized and used as a well-studied BH3-only protein that hus recently beendul:nhed
glycolylic intermediole. Indeed. Kurlogly and  colleagues to play a role in glucese bolism by g g
showed that mannese L'lnnotrmrﬁ.-DG w:m:ltymumzmblc uph\ke but d:mtmg guua:e ﬂux uway from the gmlym:
conditiens, in which cells are more d angl and y by a hanism (23). Noxa/
toxicity of 2-DG would be primarily due Lo inhibition of PMAIP I mRNA hud been observed to be induced in response
anacrobie glyeolysis (27). to 2-13G (38), but its rele in cell death had not been tested. In
www.aacrjournals.ong Cancer Res; 71{21) Novamber 1,2011 6803
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A B
g— &0 2-DG  2-DG + mannose m; ;:M‘humlmﬂmwz-
4 C 204872 M 20 48 72 h DE. A, Fbd cols were cultured for
s 40 —— - GRPS8 72 hours with or without 10 mmolAL
£ 50— 2-DGi I the presence orabsence of
g = 100= s ees  GAPS4 mannose at indicated doses and
collected for sub-Gi analysis.
g TEm o —— GRP78/EIP Graph shows maan — SEM of 4
0 50= axparimants. B, And calls weare
Manncge 0 1 5 0 1 5 mmoy  O7— e ATFa incubated with 10 mmolAL 2-DG
P — with or without 5 mmoll. mannose
DG (10 mmoll) gy = — el for indicated timea. Gontrol csls
(o] .25 were sither left untreated for 24
10— - - Moxa hours [C} or trealed with mannass
1.00 25— fior 24 houra {M). C. atotal of 2 / 10°
™ pO— = e e s = DIMEL (23 kDa} Rhd cells were cultuned m 96-well
g o —— == BOL(15%02) plte for 20hours as ndfacted. |
& i : BAMS (12 kD) foveks wers mexsured
oo 10 ¢ ATPiia 1 step it (Perkin-Eimer) and
a 025 e ——— normalized o cell number In each
1 wall ke pravent offects of decrease
Q.00 incellnumbeara by traatmearnt with 2-
Mannose 0 1 5 0 1 5 mmollL D Tunicamyein ﬁmmmm :.um relative m:
T —_— 5 8
2-DG (10 mmoliL) 0 24 48 72 h {mean - SEM of 4 eaperiments. 0,
E _— — — M RH4 cells were treated with 20 ng/
120 a7 & mL tunicamydin and subjectad to
— 0 Gontrol 10-" o Westem blotling and sub-Gy
& B e Tyt analysis. Average number of
& apoptolic calls ks shawnfn 3
z g o [ 7% 9% 449% 72% Sub-G, € andF, cells were ransfected with
FS ATF4 of éenitrol SIRNA and
- * F collected for sub-Gy (B} or Westem
§ 0 24 48 h blot analyass (F). °, significant
§ - 0 C ATF4 C ATF4 C ATF4 siRMA affects [P < 0.05). Note thal ailNA
&2 - - . T against ATF4 also repraducibly
i 1
E‘ _—— e ) R
[} a7 3
0 24 48 72 h —— = == g franslection
206G

addition. Noxa has been shown to mediate death by ER
stressors [22). In our studies, hoth Noxa induction and lass
of Mel-1 seem Lo be a consequence of ER stress rather than off
energelic slress becuuse the addition of mannose prevenled
both events {Fig. 7B). Regulation of both proteins was post-
transeriptioaal, In the case of Noxa, its induetion is ohserved
only at lung Lime points (3 days). whereus we cun delect 10%
death at 48 hours. This suggests that Noxa induction and
stabilization arc not as critical as its activation, which could
possibly oceur via phosphorylation by cydlin-dependent kinase
5{CDKS; ref. 23} Mcl-1 is likely te be downregulated becanse of
inhibilion of tanslation, clF2p phesphervation had been
shuwn to regulule Mcl-1 levels (26). In this line. we show thal

AMP-activated protein kinase and inactivates mTOR. which
leads to a decrease in el-1 levels. In response to 2-0G, Mel-1
decrease was also assoclated with inactivation of translation
{21, 39).

“I'o our knowledge, this article shows the first evidence of the
implication of a Bll3-only protein in death induced by 2-DG.
Another glycolytic inhibi 3h pyruvule. p
dephosphorylaticn of the Bl Li-only protein Bac {#), which has
nlso been involved in cell death induced by glucese deprivation
in hepatoeytes (10}, Qur resulls indicate Uhat Noxa is vrilical for
sensitivity to cell death induced by 2-NG. A likely scenario
would be that downregulation of Mcl-1 and its inaclivation by
Noxu would release Bak, which could then be activated. Qur

the LR stressor tunicamyein. which, like 2-DG, ind ER
slress by inhibiling N-glycosylation, also promeled loss ol Mcl-
1 and induclion of Noxa. Downregulution of ATF4 partially
prevented Mcl-1 downregulation in response to 2-DG, but
more experimenis are required Lo determine how ATFE con-
tributes to maintuin its levels. Besides ER stress, a contribulion
ofthe mTOR pathway to downregulation of Mcl-1 is also likely:
It has been described thal glucose deprivalion aclivates

immunoprecipitation suggest that del-1 blocks
apoplesis, in parl, by seq ing Noxa nod Bak In addition,
Bel-x, prevented cell death when overexpressed. and we could
detect (weakly) interaction of Bak with Bel-x,. However, we
were unable 1o delect release of Bak from Mel-1 or Bel-x, upon
Lreatment with 2-DG. IL is possible that only a4 very minor
fraction is released, and the use of other antibodies would
perhaps improve delection of interaclions, In addilion, othee
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Anexo

Noxa-Depandent Rhabdomyesarcoma Cel Dasath by 2-Dsoxyglucose

Bils-only proteins may also participate in the induction of
apoplosis. Allogether, pue resulls sugges!t Lhat cxpression of
Noxa conld predict sensitivity to antiglycolytic drugs, that
inhibition of glycolysis could be an cffective novel strategy to
treal alveolar rhabdomyosarcoma. und that antiglveolytic
drugs should be furiher tested in clinical (rials against this

type of tumors.
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Anexo

A Supplementary Figure $1
= 35
§a 2-deoxyglucose promotes growth arrest, cell
s a0 death and differentiation of alveolar rhabdom-
o 28 : yosarcoma.
(=
"T':' 20 A. Rh4 cells were plated at 20% confluence.
g s 24h after plating, one well was stained with
g 10 crystal violet (c, untreated control). The rest
3 s were stained after incubation for 72h in the ab-
o - sence or presence of 2-DG at indicated doses.

¢ 0 ! i 5 10 Values are normalized to the value of the un-
2-DG (mM) 72h treated control.
B Rh4 Rh30

10% FBS DM 10% FBS DM
y: .

Hz0

2-DG

2-DG

Q-vD

B. RH4 or RH30 cells were treated with 10mM 2-DG in the presence of 20uM Q-VD in com-
plete media (RPMI + 10%FBS) or differentiation media (DM, serum-free RPMI) for 48h. Phase-
contrast microscope pictures are shown. Arrows indicate fused cells with myotube morphology.
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Anexo

Supplementary Figure S2

HIF-1a expression does not explain differential sensitivity of alveolar and
embrycnal rhabdomyosarcoma cells to 2-deoxyglucose.

A ambryonal alveolar
AN
A204 &
ey COCE ﬁ SEFE
w- P == HIF-1a D
Actin
A204 (embryonal)
72h 2-DG
B

¥
& &
v‘ﬁv A204 2-DG  Rh4 2-DG

C 244872 C244372 &

150 = -
. HIF-1a
100 =

Actin
C e
m Control Rh4
80 1 mHIF-1a siRNAT B
*
60 1 OHIF-1a siRNA2 — —
40 -
20 A -
0 o -
0 24 48 72 h

2-DG

A. Indicated cell lines were analyzed for expression 10mM for indicated times and collected for subG1
of HIF-1a. Positive control were A204 cells treated analysis. Paired t-student test indicates that siRNA
with CoCl2 200uM for 4hours against HIF-1a produces a small although signifi-

} cant sensitization to 2-DG at 48h (p=0.048, n=4
B. A204 and Rhd were treated with CoCl2 200pM P
3 o g experiments).
for 4hours or with 2-DG 10mM for indicated times
and collected for analysis of HIF-1a expression by D. A204 cells are not sensitized to 2DG by pretre-
westemn blot. atment with siRNAs against HIF-1a. Same results

. were obtained by analysis of subG1 DNA content
C. Rh4 cells were transfected with control or HIF- ¢ o0 pretreatsd with sIRNAs for 48h or 72h (not

1a siRNA . After 72h they were treated with 2-DG shown).
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Anexo

Suppl. Fig. $3

embr. alveoclar

FoedfEd

- " Caspases

Ponceau

Rhabdomyosarcoma cell lines express low levels of caspase-8. Total cell
extracts of embryonal (embr.) or alveolar rhabdomyosarcoma cell lines were ana-
lyzed for caspase-8 expression by western blot. HeLa cell lysate was used as a
positive control for caspase-8 expression.
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Anexo

Suppl. Figure S4

Cells overexpressing Bcl-xL are protected from 2-deoxyglucose.

Rh4 Rh4 Bel-xL
C 24 4872 C 24 4872 h 2-DG
- @@ EBEn EBcl-xL

25_ -
Ec_SRs:3~

B C
100 100
——Rh4 ——Rh4
- & Rh4 Bel-xL 80 1 Rh4 BolxL
2
(7]
£
@
[
3
0T T T
0 20 40 60 80 [1] 20 40 60 80

Time after treatment (h) - 2-DG Time after treatment {h) - Staurogporine

Cells from the parent cell line and Rh4 cells stably over-expressing Bel-xL were sub-
jected 1o western blot analysis (A) or cultured for the indicated times with 2-DG 10mM (B)
or staurosporine 300nM (C) and collected for analysis of sub-G1 DNA content. Degree of
protection from 2-DG is similar to protection from staurosporine. Results show average

and SEM of 5 experiments.
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Anexo

Suppl. Figure S5

- low high

== MC-1  \yestern blot showing overexpression of Mcl-1 24
= —— s Tubulin  aiter transfection (see fig. 4A)

siRNA Control SiRNA 8al-XL

0 24 48 72 h 2-DG 2-DG
€ Mcl-1 C Mcid € Mcl-1 C Md-1 siRNA G 244872 0 244872 h
—_—— o Mcl-1 P —— Bel-xL
——— ————— T\ 15| ]il} ——————— T DLI|iN

Western blot from samples analyzed in Figure 4C and 4D showing downregulaticn
of Mcl-1 or Bel-xL, "¢", control siRNA.

100

O Control
— m B
‘F? msiRNA Mcl-1 (2)
ﬁ 60 Cells were treated like in Figure 4C but a
2 © different sequence to target Mcl-1 was
g used (5'-UCAAAAGAAACGCGGUAAU).
g
g 2
<

o
0 24 48 h
2-DG
100

O Control
o B
Q = siRNA Noxa 2
g Cells were treated like in Figure 5C but
bl a different sequence to target Noxa was
E 40 used (5'-GCTACTCAACTCAGGAGATTT)
g
o 1

o Jcm [
0 24 48 72 h
2-DG
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Anexo

Suppl. Figure S6

Interactions between Bcl-2 family members.

input IP Bcl-xL IP Bak 1P IgG

_ + . + -+ - +  2-DG 10mM, 48h
- - Boiad
—ip B A A A

input IP Bel-xL IPNoxa IPIgG

- + - + - + - +  2-DG 10mM, 48h
— e S BelxL
“ e " Noxa
®eTT T .
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Anexo

Supplemental Methods

Antibodies

Antibodies used for western blot or immunoprecipitation were:

Actin (ICN clone C4), ATF4/CREB2 (Santa Cruz, sc-200), Bax (Santa Cruz, SC-493), Bak (Upstate,
clone NT), Bcl-2 (Becton, 550847), Bel-xL (Cell Signaling, 2764), Bim (BD, Pharmingen, 559685),
Caspase-8 (MBL, 5F7), elF2-alpha (Santa Cruz, sc-11386), phospho-elF2-alpha {Cell signaling,
3597), FOX01a (Cell Signaling, 2880), GRP58 (Acris antibodies SP5391), GRP78 (Santa Cruz, sc-
1050), GRP 94 (Santa Cruz, sc-1794), HIF-1a (RD, aF1935), Mcl-1 (Santa Cruz, sc-819), Noxa
{Calbiochem, OP180), Puma (Abcam, ab9643), phospho-S6 {Cell Signalling, 2211}, S6 (Upstate,
05-781R), alpha-tubulin (Abcam, ab28439), PARP (Cell Signaling, 9542).

HRP-conjugated secondary antibodies {Sigma) were detected with ECL reagent (Pierce).

siRNA

Previously published sense sequences of siRNA duplexes were:

- Bim: 5'-GCACCCAUGAGUUGUGACA-3’, Noxa: 5-GGUGCACGUUUCAUCAAUU-3' (Sheridan,
C., Brumatti, G., Elgendy, M., Brunet, M., and Martin, S. J. An ERK-dependent pathway to
Noxa expression regulates apoptosis by platinum-based chemotherapeutic drugs.
Oncogene, 2010.).

- Md-1: 5'-AAUAACACCAGUACGGACGGG (Lopez-Royuela, N., Perez-Galan, P., Galan-Malo,
P, Yuste, V. J., Anel, A, Susin, S. A, Naval, J., and Marzo, |. Different contribution of BH3-
only proteins and caspases to doxorubicin-induced apoptosis in p53-deficient leukemia
cells. Biochem Pharmacol, 79: 1746-1758, 2010)

- Bcl-xL: 5-ACAAGGAGAUGCAGGUAUUUU (Zhang, H., Guttikonda, S., Roberts, L., Uziel, T.,
Semizarov, D., Elmore, S. W., Leverson, J. D., and Lam, L. T. Mcl-1 is critical for survival in a
subgroup of non-small-cell lung cancer cell lines. Oncogene, 30: 1963-1968, 2011)

- HIF-lalpha: 5-GCCACTTCGAAGTAGTGCT-3' and 5'-CCTATATCCCAATGGATGATG-3' (Fitsialos,
G., Bourget, |., Augier, S., Ginouvés, A., Rezzonico, R., Odorisio, T., Cianfarani, F., Virolle, T.,
Pouysségur, J., Meneguzzi, G., Berra, E., Ponzio, G., and Busca, R. HIF1 transcription factor
regulates laminin-332 expression and keratinocyte migration. Journal of Cell Science, 121:
2992-3001, 2008)
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ATF4 sequence was: 5'-GCCUAGGUCUCUUAGAUGA. As a control, an irrelevant siRNA
oligonucleotide {pBlue, sense strain: 5-GUAAGACACGACUUAUCGC-3) was used. The same
sequence coupled to a fluorochrome (pBlue-FITC) was used to measure transfection efficiency,
which was around 80% in all cases.

Microscopy

For immunofluorescence, mouse lgG-FITC from Sigma was used as a secondary antibody. Cells
were visualized in an Olympus BX-60 microscope.

Phase-contrast microscope pictures were taken with an Olympus (Center Valley, PA, USA) IX70
inverted microscope with a 20x objective and an Olympus C-5060 camera. One tenth of the
whole field is shown.

Statistical analysis

Paired, two-tailed T-student test was used. One asterisk denotes p<0.05 when compared to
the control condition; two asterisks, p<0.01.
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Glucose deprivation induces an atypical form of
apoptosis mediated by caspase-8 in Bax-,
Bak-deficient cells

A Caro-Maldonado’, SWG Tait?, § Ramirez-Peinado’, J-E Riccl®, | Fabregat', DR Green®* and C Mufioz-Pinedo*'*

Apoptosis induced by most stimuli proceeds through the mitochondrial pathway. One such stimulus Is nutrient deprivation.
In this study we studied death induced by glucose deprivation in cells deficient in Bax and Bak. These cells cannot underge
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) during apoptosis, but they undaergo necrosis when treated with MOMP-
dependent apoptotic stimuli. We find in these cells that glucose deprivation, rather than inducing necrosis, triggered apoptosis.
Cell death required cagpase activation as inhibition of cagpases with peptidic inhibltors prevented death. Glucose deprivation-
induced death displayed many hallmarks of apoptosis, such as caspase cleavage and activity, phosphatidyl-serine exposure and
cleavage of caspase substrates. Neither overexpression of Bel-xL not knockdown of caspase-9 prevented death. However,
transient or stable knockdown of caspase-B or overexpression of CrmA Inhibited apoptosis. Cell death was not inhibited by
preventing death receptor-ligand interactions, by overexpression of c-FLIP or by knockdown of RIPK1. Glucose deprivation
induced apoptesis in the human tumer cell line Hela, which was prevented by knockdown of caspase-8. Thus, we have found
that glucose deprivation can induce a death receptor-independent, caspase-8-driven apaptosis, which is engaged to kill cells

that cannot undergo MOMP,

Call Daath and Differentiation advance online publication, 5 March 2010; dei10.1038/cdd 2010.21

Apoptosis is a form of cell death required for homeostasis of
human tissues. Apoplotic celle display several morphological
and biochemical changas, which are a consequence of tha
activity of caspase proteases.’ Caspases are nomnally
inactive in the cylosol but they become activated by
dimerization andior proteolysis by other caspases. "Execu-
tioner' caspases such as caspase-3 are activated through
cleavage by ‘iniiator’ or ‘apical' caspases, of which the best
characterized are caspases-8 and -9. Caspase-8 is activated
by its recruitment to the mulimeric DISC (death-inducing
signaling complex) in response to extracsllular ligands such
as Fas/CD95-ligand, TRAIL or TNF;? this is the death
receplor, or exirinsic pathway of apoptosis. Caspase-9 is
activated by dimerization after recruitment to the apoplosome,
a complex of APAF1 proteins formed in response be
the release of the mitochondrial protein eytochrome ¢ into
the cylosol.® This caspase activalion cascade is called the
mitochendrial or infrinsic pathway of apoptosis.

The mitochondiial pathway of apoptosis is regulated by
protgins of the Bel-2 family, which regulate the integrity of
the mitochondrial cuter membrane, thereby coniralling

cylochrome ¢ and subsequent caspase activation.* Impair-
mant of the mitochondrial pathway is common in human
umars. Cancer calls frequently overexprass the antiapoptatic
proteins Bd-2, Bel-xL and Mcl-1, or they lack functicnal
proapoptetic Bel-2 family members, including Bax, Bak or
both.® The overexpression of antiapoptotic Bcl-2 proteing not
only blocks the morphological features of apoptosis, but also
anables clonaganic cell survival.® For these reasons, cells
from Bax, Bak double-knockeut {DKQO) mice are a suitable
medel to identify non-mitochondrial pathways of cell death,
which may be targeted for therapy.

Bax/Bak-deficient murine embryonic fibroblasts {MEFs) are
resistant to apoptasis induced by stimuli that normally kil cells
through the mitochondrial pathway.”® However, some drugs
such as staurosporine, etoposide, thapsigargin and funica-
mycin, which kill wild-type (WT) cells in a mitochondria-
dependent manner, can Kill Bax-, Bak-deficient cells by a
slower, non-apaptotic mechanism.”'® We analyzed call death
induced by glucose deprivation in thess cells, as this stimulus
has been shown ta kill some cell lines threugh necrosis.'2
We report here that glucose deprivation can induce death of

"Laboratod
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Caspase-8-dependent apoplosls by lack of glucose
A Caro-Maldonado et 2!

|

Bax-, Bak-deficient MEFs. Surprisingly, in these cells
glucose deprivation induces apoplosis that proceeds
through an uncomventional pathway requiring caspase-8.
Our results uncever a pathway for activation of caspase-8
different than death receptor bgation, and provide new insight
into the mechanism of cell death induced by nutrient
daprivation.

Glucose deprivation kills Bax-, Bak-deficlent cells by

pop Glucose dsprivation has been shown to kil
cells elther by necrosis'™-'2 ar through the mitochondrial or
‘intrinsic’ pathway of apoplosis."*'7 We reasoned that cells
deficient in Bax and Bak, which cannot die through the
infrinsic pathway,® would undergo a rapid necrotic death
when daprived of glucosa, as glucose deprivation kills most
cells in 2448 h. Alternatively, it was possible that these cells
coukl remain atrephic but alive for weeks, as it was dascribed
that Bax-, Bak-deficient hematopoletic cells, when deprived
of growth factors, downregulate glucose transporter 1 but do
not die for several weeks.”™ We tested whether glucose
daprivation provoked cylostatic or cytotoxic effects in SV40-
transformed, Bax, Bak DKO MEFs® As assessed by
merphology and prof iodide (P} incorporation, about
10% of cells appearad dead by 24 h, with approximately 75%
daad calls within 72h (Figurs 1a and b). Their WT
counterparts diad mere rapidly, and were all dead by 48h
(Figure 1b), suggesting that these cells die through the
mitochondrial pathway.

Bax, Bak DKO MEFs can die by a non-apoptotic form of cell
daath in responsa to stauresporine, etoposide,™ ' alkylating
DNA agents®™ and ER stressors.'® We determined whether
the form of cell death induced by glucose deprivation was
apoptosis ornecrosis. The morphology of dead DKO cells was
different from the classical necrofic death induced by
thapsigargin in these cells,"® and was more similar to the
meiphology of cells dying by apoptosis induced by the
combination of TNF and cycloheximide (CHX) {Figure 1a):
cells rounded up and cetached from tha culture piate, and they
showed a reduction of volume (shiinkage}. Moreover, when
we incubated glucose-deprived cells in the presence of the
pan-caspase inhibiter Q-YD-OPH {Q-VD), we cbserved a
reduction in the number of dead cells as measured by
merphology and Pl incorporation, thus indicating that death is
caspase-dependent {Figure 1a and b). In addilion, we
obsarved that cells displayed sub-G1 DNA fragmentation, a
marker of apoptesis, with similar kineties to that of plasma
mambrane disruption (Pl uptaks) {Figura 1b). Z-VAD-FK
{Z-VAD), an ahernative pan-caspase inhibiior, inhibited both
subG1 DNA fragmeniatien and Pl incorporation. Other
markers of apoplosis such as caspase-3 and PARP cleavage
wara obsarved in Bax-, Bak-daficient cells, albait with slowear
kinefics than in WT cells (Figure 1¢). We stained cells with
annexin ¥, which detects phosphatidyl-serine exposure on the
surface of apoptotic cels. Glu prived cells displayed
annexin ¥ binding before they became Pl-positive, another
indication of apoptosis (Figure 1d). Moreover, phosphatidyl-
serine exposure was inhibited by Q-VD.
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We observed chromatin condensation after glucose depri-
vation (Figure 1e and f). Nuclei had a different appearance to
the classical apoptetic merphology observed after treatment
with TNF, or to the relaxed appearance af necrotic cells
treated with thapsigargin. After glucose deprivation, DNA was
condensed around the periphery of the nuclsi. However, this
condensation may not be directly related to caspase activa-
tion as it occurred in glucose-deprived cells treated with Q-VD.
Thus, apoptosis induced by glucose deprivafion in Bax-, Bak-
deficient cells displayed all of the halimarks of apoptosis
analyzed, with the exception of the eharacteristic chromatin
condensation.

Glucose deprivation-induced death Is caspase-
dependent and does not proceed through the
mitochondrial pathway. We had observed that Q-vD and
Z-VAD inhibited features of cell death induced by glucose
deprivation. To confirm that caspases were active in glucose-
deprived DKO cells, we analyzed the cleavage of a synthetic
DEVD peptide in cell extracts. Glucose deprivation induced
DEVD-ase aclivity, which was inhibited by Q-VD (Figure 2a).
In addition, we analyzed cleavage of the effector caspase-3,
which is a marker of its aciivation. We observed cleavage of
caspase-3 in DKO cells after glucose withdrawal that was
inhibited by 2ZVAD (Figure 2b). Moreover, we verified that
caspases were aclive by analyzing the cleavage of
subsatrates of effeclor caspases: co-chaperone p23 and
PARP. Thase proteins were cleaved in a Z-VAD-inhibitable
manner {Figure 2b).

Teaxclude a possible affectof Z-VAD-fmk or Q-VD-OPHon
p other than . wa studied the inhibition of
death by other peplidic inhibitors. We cbserved that a panel of
caspase inhibitors prevanted both subG1 DNA fragmentation
{Figure 2c) and Pl incorporation (Figure 2d). These inhibitors
wara more sfficient in inhibiting DNA cleavags than Pl uptake,
suggesting that the intracellular concenfrations of these
compounds can inhibit some apoptotic features better than
others, or that inhibition of caspases switches the form of
death to nacrosis in a small percant of the cells. Consistent
with data reported in Jurkat cells,®' YDVAD-fmk and LEHD-
fmk ware less sfficient than IETD-fmk, Z-VAD-fmk and Q-VD-
OPH in preventing death.

Bax and Bak are required for mitechondrial outer
membrane permeablization {(MOMP} during apoplosis, and
cells lacking these proleins cannol release cylochrome
cor undergo apoptosis in response to many stimuli, including
microinjection of IBid® However, it was possible that
glucose deprivation activates the mitochondrial pathway
through an unidentified, altemative mechaniam. Therefore,
wo treated cells with shRNA for caspasa-9 (Figure 3a).
Thig treatment did not affect any of the parameters of cell
death testad (Figure 3b). Furth 8, wa g d
DKC cells stably overexpressing Bel-xL. Bel-xL inhibits
MOMP during apopiosis™ Buk-ransduced cells (pool)
and four clones were analyzed. As shown in Figure 3¢,
Bax, Bak DKO MEFs overexpressing Bol-xL (Figure 3d)
were not protected from death when compared with the
parental line.

Intriguingly, although caspase inhibitors effectively blocked
glucose deprivation-induced cell death in Bax, Bak DKO MEF,
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which characlerizes necroliciaulophagic cell death in Bax-, Bak-delicant MEFs

wa did not cbserve this effect in WT MEF transduced with Alternatively, it is possible that the adaptation to the Bax, Bak
Bdl-xL {data not shown). It is possible that Bcl-xL promotes double-deficient condition primes cells for a novel caspase
necrosis in MEF in response to glucose deprivation, similar aclivation mechanism. We therefore sought fo identify the
to what has been observed in response to eloposide.” caspase involved ininitiating cell daath in this setting.
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i G () of Pl uptake {d) analysis. Data rapresen] aveage

raquired for death raceptor-induced™ and other forms of
apoplosis.'2*2% We therefore askad whelhar caspase-8
was the apical in glucose i apoplosis
in these colls. Wa generated a stable cell line axpressing
short  hairpin RNA  (shRNA) tangeling caspase-8, and
salected individual clones expressing low levels of caspase-8
{Figure 4a). As expecied, these clones and the parental pool
displayed decreased sensiivity to TNF when compared with
cells transiecled with the empty vecior (Figure 4b). When
incubated in the absance of gucose, we observed that these
dones and the parental pool were less sensilive than their
mock-dransfected counterpaits to  glucose  deprivation
{Figure 4g). To exclude the possbility of an off-larget effect of
this construct, or a compensalion effect of the stable
dwvnregula.tlondms we fransiently transfected two
different siRNA olig against casy 8. We were
able to achieve a mederate reduction in caspase-8 levels
{Figure 4d). This reduction conferred a mild but reproducible
protection from death ligands {data not shown) and gueose
dqmvalmn (ngm 4a). Kr 1 of f

average and S.EM. divemrl'mnl: {61 OKO oells (shown as ‘parent] were
siably with Bobal. Several by sevial ciiution and
bicited for expresdion of B or actin. [d]mmhlkmmanlds
fram the parent cell ine deseiibed in i¢) were doprived of gucase and collecied al
40 and 72h for analysis of subli DNA conlent. Resulis show sverage and S.€.M.
of thiee experiments

Caspase-8 Is engaged in death induced by glucose
deprivation in Bax, Bak DKO MEFs and HeLa cells. In the
absence of a mitochondrial patiway of apoptosis, a lkely
candidate for initialing the caspase cascade is caspase-8,
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induced aga of -3 (Flgna 4).
* Wa had observed that tha peptidic caspase inhibitor IETD-
fmk inhibited glucose daprivation-induced death (Figure 2¢
and d), suggesting that the enzymatic aclivity of caspase-8 is
required for death. However, although IETD-fmk is widsly
used to block caspase-8 activity, it can also inhibit efiector
caspases.?! In order to test whether the enzymatic activity of
malture caspase-8 is required for apoptosis inthis system, we
transfected DKO cells with the viral caspase inhibitor CrmA,
which preferentially inhibits caspase-8, although it can also
inhibit the inflammatory caspase-1.”?% Calls transfectad with




CrmA were protected from death receptor-induced apoptosis
{Figure 4g). CrmA effectively inhiited death induced by
glucose deprivalion in Bax, Bak DKQ MEF (Figure 4h).

To test whether caspase-8 dependency was exclusive of
Bax, Bak DKO MEF, we used sIRNA to knockdown caspase-8
in astabiished tumnor lines. Although we cbserved no effect on
glucasse deprivation-induced death in the MCF7 breast cancer
line {not shcwn), we observed an effect in Hela cells.
Knockdown af caspase-B in Hela cells reduced caspase-8
levels (Figure Sa), and prevented death induced by TNF
{Figure 5b). Stikingly, this d in caspase-8 red
glucase deprivation-induced call death to the same extant
than with incubation with Q-VD (Figure 5b).

The extrinsic p y is not i in glucose
starvation-induced apoptesis in Bax, Bak DKO
cells. Caspase-8 is activaled in response to death
racaptor ligation. It has been shown that some drugs can
induce caspase-8-mediated apoptosis through the induction
of death ligands such as FasL, TNF or TRAIL.?’~*® Thus, one
possibility is that glucosa deprivaiion is activating the
extrinsic pathway by inducing the synthesis andfor
secretion of death ligands, which might kill the cells in an
autocrine manner. To explore this possibility, we analyzed by
AT-PCH the mRNA levels of death ligands and used blocking
aniibodies against death ligands and recaptors. Wa could not
detect the expression of Fas ligand mRNA in these cells (not
shown). Furthermore, we starved cells from glucose in the
presence of neutralizing antibodies for Fas-ligand or Fas-Fc
{Figure 6a), which did not prevent death. TRAIL expression
dd net change after glucose withdrawal (Supplementary
Figure S1A). Moreover, we could not detect toxicity of TRAIL
in these cells, even in the presence of GHX or upon glucose
deprivation, which has been shown to sensitize human tumor
calls to TRAIL* (Supplementary Figura $1B). In addition, wa
incubated cells in the presencs of anti-TRAIL or TRAIL-R-FC
{Supplementary Figure S1C and D), which did not have any
effect on call death induced by glucose deprivation.

A slight increase In TNF mANA levels was detected
{Figure 6b). Although TNF did not kill these cells unless they
wore co-incubated with CHX {Figure 8¢), the possibility
remained that glucese deprivation sensitizes cells to TNF.™
To explore this posshility, we praincubated cells without
glucose and then added TNF. We observed that glucose
deprivation did not sensifize these cells to TNF, as the
combination of glucose deprivation and TNF caused
the same ameunt of death than glucose depiivation alone.
The combination of glucose deprivation plus CHX and TNF
caused additive effects on call death numbers {Figure 6c}. In
addition, we incubated glucose-daprived cells in the presence
of nautralizing antibedies against TNF and TNF-R 1, which did
not prevent death {Figure 64).

In anothar approach 1o examining the possible rele of the
death recepior pathway in glucose deprivation-induced
apoptosis in Bax, Bak DKO cells, we examined the effects
of ¢-FLIP. Owverexpression of c-FLIP inhibits caspase-8
aciivation at the DISC.?' We generaled Bax, 8ak DKO MEF
that stably overexpress ¢-FLIP,. and as expacted, these cells
were prolected from TNF or anti-Fag-induced apoplosis
(Figura 7a). However. they wers not protected from glucose
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deprivation-induced apoptosis, suggesting that caspase-8 is
activated independently of a conventicnal death receptor-
induced DISC {Figure 7b).

Recently, a novel form of caspase-8- and FADD-mediated
apoptosls has been described.™ When TNF Is combined with
Smac mimetics, TNF inducas the formation of a caspase-8
activation complex formed by RIPK1, FADD and caspase-8,
which leads to apoptosis. Cell death mediated by this complex
is poorly inhibited by FLIP. In order to test a role for RIPK1 in
our system, we incubated DKO cells in the presence of
Necrostatin-1 {Neg-1). Nec-1 is an allosteric inhibitor of RIPK1
kinase activity, and it inhibits RIPK1-mediated necroptosis
(death receptor-mediated necrosis). As RIPK1 kinase activity
is required for apoptosis induced by combination of TNF and
Smac mimetics, we deprived cells of glucosa in the prasence
of Nee-1. Incubation with Nec-1 did not prevent glucose
deprivation-induced cell death (Figure 7c). To exclude a
tunetion of RIPK1, which could not be inhibited by Nec-1, wa
used siBNA to knockdown RIPK1 (Figure 7d). The resultant
dacrease in RIPK1 was sufficient to inhibit death induced by
TNF in the presence of the Smac mimetic Compound A
(Figure 71), but did not influence glucose deprivation-induced
cell death (Figure 7e and f). Thus, neither the classical DISC
nor the second, RIPK1-dependent caspase-8 activating
complex appear to be involved in glucose deprivation-induced
apoplosis.

Bax and Bak are essenfial mediators of apoptosis induced
by mast stimuli.® Because the mitochondrial pathway s
frequently inactivated in tumor cells, it may be dinically
relevant to find means to induce necrosis or mitochondria-
independent apoptosis. Glucose deprivation has been shown
to induce necrosis in some cancer cell lines. Wa show hera
that SV-40-transformed MEFs with an impaiment of the
mitechendrial pathway can die by apoptosis upon glucose
deprivation, and that this form of apoptosis is mediated by
caspase-8.

Inhibition of cell metabolism by nutrient deprivation has
been extensively studied as a means lo preferentially kill
tumor cells, because these cells display numerous alterations
in metabolic pathways, including abnomal glucose and
glutamine uptake.® Indeed, a non-metabalizable glucose
analog, 2-deoxyglucose, ks currently in clinical trials as an
antitumor agent. Moreover, growth factors upregulate glucosa
uptake and metabolism to mduee prosumval and anhapopto-
fic effects.’® Gl n interferes with apoptosis at
differant steps, ragulating both the extrinsic and the intrinsic
pathways in tumor cells.'”**3 Therefore, deciphering the
death paliways engaged by glucose deprivation will be
halptul for rational design of clinical trials with antimstabalites
and molecules which inhibit growth factor signaling. Our
reaulis suggest that tumors deficient in caspase-8 may ba
rasistant to glucose deprivation or non-metabolizable glucose
analoge, opening the possibility that this protease may be a
prognostic marker uf suueess of anti-glycelylic treaiments.
Caspase- impai in tumors,
espedially those of the braln and childhood tumors. ™ An
intriguing possibility raised by our findings is that perhaps
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tumor cells with diminished caspase-8 expression are  thatcaspase-8 can be activated in ‘altemative’ platiorms. Itis

selected for their ability to resist conditions of low blood flow  unlikely that the classical death ligand-i DISC is
and glucose supply, which are commonly found in the tumer formed upon glucose deprivation, as blocking interactions
microenvironment. batween death receptors and their ligands did not block daath.

In this work, we show that glucose deprivation induces an M ., FLIP D which inhibits death

atypical form of caspase-8 activation in Bax-, Bak-deficient recepior-induced apoptosis, did not inhibit apoptosis induced
MEFs. Caspase-8 is usually activated in a DISC complex by glucose removal.

formed upon ligation of death receptors. It Is worth noting that Caspase-8 has been described to be activated in an FADD-
caspase-§-dependent death has been in C 1t mranner with some stimul, in the absence of death
to stimuli other than death racaptors,'"=** which suggssts racaptor-ligand interactions.”™ Wae have not been abla to
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obtain conelusive results regarding the invelvement of FADD
as tha adaptar protsin for caspasa-8 activation aftar glucose
daprivation. We cannot excluda that, upon glucase removal,

endogenous FADD may be aggragatsd mlmcdlulally inter-

Flgure 2), indicating that this stimulus can induce caspase-
indapendent call death in the same ecells. Wae show hera
that Hela cells, which are able to undergo apoplosis through
the mitochondrial pathway, die in a caspase-8-dependent

acting with 8 and p g its

as FLIP owverexpression did not prevent apopiocsis in our
systam, wo studied the possible rola of RIPK1. This protein
containg a death domain and forms a complex with FADD and
caspase-8 upon treatment with TNF and Smac mimatics.**
Although knockdown of RIPK1 prevented the latter formof cell
death, it did not prevent apeptosis in our system, suggesting
that a novel caspase-8 activating complex is formed upon
gucase depiivation. One stimulus that has been shown to
promote activation of caspase-8 in the cytesol is the
accumulation of polyglutamine repeats. Expression of
ataxin-3 with an expanded polygiutamine tract is toxic to
neurons. Sénchez et al. ™ observed that call death Is caspase-
8-dependent in this syst C e-8 and FADD were
shown tobe recruited to polyghutamine inclusions, which could

upon glucose daprivation. This suggests that the
caspase-8-dependent pathway of apoptosis described here
couldbe engaged in cells with an intact mitochondrial pathway
ag well ag in Bcl-2 or Bal-xL-overexpressing tumor celle. Thig
pathway may be relevant for pathologies that involve
conditions of low glucose, such as ischemia and cancer.

Materlals and Methods

Cell culture and treatments. Bxc Bak OKO MEFs mmertalized with
40 were mainkained in high-ghicosa pynivale-fres DMEN {Irviragen, Prat de
Lichregal, Spain) supplemenied wilh Zmhl L.gltaming, 200mgimi psnicilin,
100 mgiml sweplomycin sulfake and 10% FBS (nvitrogen),

For iraalmants, ulnwmpla‘lsdd 4 candeniralion of 150 000mL |ndlm|ld
24 h laler, when they ion of 500 000/ml. Ghs
mpemnmbrrml:adsmmmkRMMm(GM

) and i

serve as an aggregation platiorm for caspase-8. As gl i

required for pretein glycosylation, and impairment of glycosy-

lafion leads to amwnulaton of rrlsfolded proteins, it can be
lated that ion could promecte the

generallon of pmeln Induslons which could recrult and

activate caspase-8.

The results presentad herse, together with other reports,
indicate that glucose deprivation can kill ce||s in threa different

g lhem in glucoss-free medium wilh irashly added 2 mbd
ghutamine and antbiotics, plis 10% FBS dalyzed against PBS. Unkoss spaciod,
caspase inhibilore were added al the lime of addiion of gucese-rea medium.
Q-¥0-0PH [SH Buochemicals LLC, Anaheim, GA, USA] wias used al 20 ;A Cther
caspase inhibkors (ICNAP) were wsed at 30,4, An equal amouni of DMSO
ia0ivent) was added 10 the Gonirois. Unapacifiod raagents wers frem Sigma-Akirich
[dadrid, Spoin).

memlmmlmwmlllmmﬂmﬂ N\LI.ISAI.FG
ip'n(E!ml - Lausen.

ways: necrosis, mitochondrial ar 8-

pendent apoplosis. Why some cells undergo ‘uncontrolled
nacrotic death while other cells undergo apoptosis is sfill not
clear. In our system, caspase inhibitors did not support
clonogenicity of gh prived calls { y
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calls wore pr with 5k cux (sgmAhh) for B0 min_
Helnoulswereh'ﬂsdwi‘lll}lﬂnlhm THF [Papiciath], and DO MEF with
1ngiml THF (Paprotech) or 0.1l ani-murng Fas agonist aniibody Jo2 {B0
Phamingen, San Ciego, CA, USA, cal. na. 554254) for 20h unless speciied
elharisa in Figure lagends. The lolowing blocking reagents wens usad: ank-THNF
mcaplor type ¥n35 (clne 557-170), anti-Fas ligand dong MFL3, and FasFC cal.



. 656578 {al om BD Phamingen), anki TRAIL N2B2 igit by Edith Janssen),
TRALL-RFC (A0 Sysloms, Minncapols, MM, USA) and TNF-RFC (Enbreli
etanancept fram Wyelh, Immunex Gorperabon, Thousand Oaks, GA, USA).

Measurement of cell death. For analysis of viabiity. detached and aitached
calls were collscled by trypsinizaion and subjecied to FACS analysis 10 detect
incorporalion of P11 zgmi {13 min incubalion in PES). For subG1 analysis, calls were
washed in PBS, fizedin 7% ocold ethanol while variedng and incubated for 1-10 days
at4 C. They were luher washez, resuspended in PBS with 40 j.g/mi Pl and 100 g/
i APAse A [Signa) and inoubatad lor 30minal 37 C before FACS analysis. Percent
of dead Hela cols was defned as the populalion with low FEC/SSC compared with
unimeabed cals. Staining wih Annacin ¥V-AITC {imreunostep. Salamanca, Spain} wes
ke i inthe presence of 0.5 ugiml FI.

Caspasa aclivity was maasured as DEVG-ase activity. Cells reated in six-well
plales wore lysed in ysis bufier {5 mid Trs-HCI gH: 8, 20 mM EDTA. 0.5% Triton-X
100). Twenly jig of protein were incubated with 20 M AC-DEVD-amc (BD
Hmmnaumndhr(HEPESmprt?s.gmmIm D1T1un|nr

g vk

umedulslusedsulu: ']

Western blots. celumtmmmmmummm

rinsed cing them in Loemmii byffar {5 mid Trig-
mmmtmﬂn(ﬁwmzmdMUﬁuﬂluul
figures} in the presenca of Complets antiprtease cockiail {Roche, Barcelona,
Sgair). Aher s0nk prolin was with BGA (Piarcel
Thenmo Scianfific. Rockiond, IL, USA). Equal ameunts of peotein were mixad with
Lzemmi lcading bufler. Afer 3s, protein was o a PYOF
membrane: (Milipora, Madnid, Spain). Membrane was blocked wilh 5% nanfat dry
milk n TBS-Twaen {0.1%). Secondary anthodles {1/5000] were HRP conjugated
{Zymax, Escondido, CA. USA) and ECL reagent [Fiere). Anibodies
used for wesiem biot were as follows actin IGN clone C4), Bid (RB0 Systems
2260). mudng caspase-3 {Ae:asTneo Lifesciences. ciong 381G), human Caspase-
8 {MBL H032-3), Caspass-3 (Cel Signaling, Danvers. MA, USA, cat 9661 and
9662}, p23 (Affiy Bi MAZ414, Lafayslie. CO, USA),
BekaL [BD Phanningen, cal. no. S56361), Fadd: Immunclech (MBL, Marssile,
France), AIP-1 {BO Biosciarca. §10458), PARP (Col Signaling. 9542.

Flasmide and RT-PCR. pBABE-Bclxl was made by inserfon of the
sequence of Bl ko pBABE-pue. The plasmid encoding histone 26-gresn
flucrescant prolein {GFP) was a kind gift of Dr. R Agami {The Netherlands Cancer
Insitute, Amsierdam, The Nethartands).

LMP veclors [Open B
mwing caspases ware ganccdied by lollowing
Sensa soquences against caspase-3 ware (5" o 3¢ 1 - GG(X:AGAGG“‘CTC“G
ACCARGA, Il - COGGGAGTGCCTCATCATCAAG, and against caspase-:
AACGACTGCACTGCAMTGAAA

For AT-PCA, 15 ~ 107 cells wore colected, and thew ANA was axiractsd wnh
Fileasy ki Irom Ciagen [Madkid, Spain). ANA from 50 000 cells {~ 500 ng) was
reverae-transcripled K cOMA with the high capacty cONA reverse trancriplion il
fror Appiiad Biosyslems [kadid, Spoin]. 15% of the resulting cDNA was used ssa
template in a PCR {25 gedes) The follosdng pimers were used: Fad, 5'-G
CAATAGCCANCGCCAGTAGAGT and 5-GCGACCTTTCTTATAGTTGACTCG
AG; TRAL, 5-COTCTCGGAAMGOGCATTCY and §-TCCTGCTCGATGAC
CAGCT-: TNF, 5-ATCOGCGACGTGGAACTGE and S-ACCGCCTGGAG
TTCTGGAA-Y"; HMBS toading conkrol), 5'-TTGCACGATCCTGAAACTCT-3 and
- TCTTGGAATGTTAGGCGCAGT-T

Transfections and generation of cell lines. Shable cal lines wam
gemerated by revrosiral infection with viruses pmoduced in Phoenix-Eco cells. Cells
infacted wilh X -SAES-GFP wih GrmA cDIMA Ddndly provided by JP Medemal,
with LZRS MSIRES-GFP ancading c-FLIPL™® or with shRMA against caspases
were seteched ey sorting for GFP den. For transient

rinzed wilh DREM withou! FBS or anliticiics and incubated for &h with a mix of
2 pdiml pofaclamine 2000 [lwikogen) and plasmidic Hislone-GFP DMA (1 g or
siRNA at 100nk except whor indicaled AIPK1 and human caspased
were dowrvequialed using Ohamacon (Lafayetie, CO, USA) On-Tarel smart
poal fcat ne. L-040150 and cal no. L-00G456, respecivelyy with Dhanmalect!,
anmmwnmmn-wyalngpﬂdmuuuaw
Sense sequence of SRANA duplexes against mwinz caspase8 was
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5-CAGACAAABUUUACCAAAUGTIT] (Sigma). As a coniral, an inelevant
SiRANA dligonucketide (pBlus, sanse stain: 5-GUAAGACACGACUUAUCGC¥)
was usedl Tha same saquence couplad 1o a fluorochroms was used 1o measure
ransfaction efficiancy (pBlue-FITG). which was around 80% in all cases:

Microscopy. For analysis of nuclear morphology by visualization of Histone
H2A-GFP, cells were plated and treated in four-well chamber sides (Mattek,
Ashland, MA, USA), which had baen previously coated with fibronactin (1 gfml in
PBS). Confocal microscopy was parformed in nen-fixed cells In cuthue medium at
room lemperature wsing a spinning disk confocal microscope (Marianas SDC
imaging system, Infeligent Imaging Innovations/di, Denver, CO, USA) with a
473 nm kaser. Images were acquired using a Neafiuar 63 1.4 NA DIC objectiva on
& Cascadell 512 EMCCD ({Photometrics. Tusson. AZ, USA) using ShdeBook 4.2
software (3i}). For analysis of cell morphology. cells were treated in sb-wel plates
and visualized in an Oympus (Center Valay, PA, USA) IX70 invertad microscope
wilth 8 x 20 objective. Brightfiele! pictures wera taken with an Olympus C-5060
camera. One tenth of the whale fiek is shown.

For alecion miroacopy, cells were fndd with 2.5% ghutaraidalda in 010 pH
7.4 tuflor 2 4 C. Alor xafon. Samples wero placad in 1% osmium Lotraxdde in
0.1 i pH 7.4 buffer, nags
Spurr resn.
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A B -» C =
E »
0 12 24 48h El gw
5 x 1 = : 50
e It i
B | .
rvss [ g £
TRAL 0 01 1 0 01 1 wg/ml o-TRAL 0 1 3 10 pg/ml
CHX Gle () Glc (-) 72h
D _ F
=3 E . unt .
g s m FasL 100ng/ml =
£ — IFasl 10ng/mi 2
g . £ £
= e
» ]
8 g § 10
; ’ L g
» ®
m"' 0 0 01 1 ugiml 0 04 1 ugiml TNF-RFG 0 © 5 10100 0 5 10 100 ng/mi
Glc (-} 48h Fas-Fc TNF 1ngiml  TNF 10 ngiml
{A) TRAIL mRNA Is not upen DKO cells  tiona. Antibody was re-added 24 h latar. Cells were collected at 72h of glu-

wene deprivad of glucose and collacted at indicated times. RT-PCR of
TRAIL and HMBS (loading control) was performed as described under

Matheds. (B) TRAIL does not kill Bax, Bak DKO MEFs. Cells wera incu-

bated with cycloheximide (CHX) for 30 min or without glucose for 24h be-
fora adding TRAIL at & i They ware 24h
Iater. (G, D). Ani-TRAIL or TRAIL-R-Fc do not prevent glucose depri-

vetion-induced apoptosis. Cells wars subjectsd to glucose deprivation
for 2dh and Ireatad with anli-TRAIL y at the indi

Caro-Maldonado et af, Suppl. Fig S2.

cose deprivation. {D} Cells were incubated 48h without glucose in the pre-
sance of TRAIL-R-F¢ at indicated concanirations. (E) Control showing that
Fas-Fc biocks apoptosis induced by exogencus Fas ligand in the presence
of CHX. {F) Gontrol showing that TNF-R-Fc is able to block apoptosis indu-
tad by exoganous TNF. Calls were preincubated with CHX and trested for
18 h with TNF-R-F¢ plus TNF.

Data in all panels represents average and SEM of 3 experiments.

Caspase inhibitors do not promote clonogenic recovery of glucose-deprived cells.

50 uM 20 pM

Cells were grown for 3, 6 or 13 days in
glucose-free medium in the presence of
Q-VD or DMSO (solvent) at indicated
concentrations. Q-VD or DMSO were
readded every 3 days. After freatment,
cells were trypsinized and plated in six

50 pM 20 uM

well plates (1/3 dilution) in complete
medium, and were grown for three
days before staining with crystal violet
(0.2% in 2% ethanol, 15 min). A repre-
sentative experiment out of three is
shown.
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Sugar-free approaches to cancer cell killing

N El Mjiyad'. A Caro-Maldonado', § Ramirez-Peinado and C Mufioz-Pinedo

fcal Research I
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Cefl Deaih Regularion Group, IDIBELL 1 Beliritge Bi

Tumors show an increased rate of glucose uptake and
utilization. For this reason, glucose analogs are used to
visualize tumors by the positron emission tomography
technigue, and imhibitors of glycolytic metabolism are
being tested in clinical trials. Upregulation of glyeolysis
confers several advantages fo tumor cells: it promotes
tumor growth and has nlso been shown to interfere with
cell death at multiple levels. Enforeement of glyeolysis
inhibiis apoptosis induced by cytokine deprivation. Con-
versely, antiglycolytic agents enhance cell death induced
by radio- and chemotherapy. Symrmsh: effects are likely
due to regulation of the apop! Y, 3%

regulates activation and levels of proapoptotic BH3-only
proteins such as Bim, Bad, Puma and Noxa, as well as the
antiapoptotic Bel-2 family of proteins. Yloreover, inhibi-
tion of glucose mciabolism scnsitizes cells to death
ligands. Ghucose deprivation and antiglycolytic drugs
induce tumor cell death, which can proceed through
necrosis or through milochondrial or caspase-8-mediated
apoptosis. We will discuss how oncogenic pathways in-
volved in metabolic stress signaling, such as p53; ANMPK
{adenosine monophosphate-activated protein kinase) and
Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin), influence
sensitivity to inhibition of glucese metabolism. Finally, we
will analyze the rationale for the use of antiglycolytic
inhibitors in the clinic, cither as singlc agents or as a part
of combination therapies.

Ouvegene advance online publication. 25 Oclober 2010:
doi; 10.1038:0nc.2010.466

Keywords: cancer: apoplosis; glucose: tumer metabolism:
Bel-2 proteins

Mctabolic transformation: cancer’s friend and foc

Tumors have a special metabolism. Among the many
differences with non-transformed tissues. perhaps the
most relevant is that they rely on glucose as 1 souree of
energy and carbon. Tumors seek plucose so avidly tha
they can be visualized by the positren emission
tomogruphy technique using a glucese analog us a
tracer. It has been known for decades that eancer cells
show an increased uplake of glucose and ulilization ol
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glycolysis instead of respiration, even in the presence of
oxygen {"the Warburg Effeet’). It was thought that the
glycolytic switch was caused by defeets in mitochondrial
respiration duc to mutations in mitochondrial DNA.
Currently. however. the pn.v'.ulmg view is that tumor
cells are dependent on gl e thcy use glue:

to preduce metaboliles required o grow: in parlu.ulur.
nucleic avids and falty acids (DeBerardinis ef wl.. 2008;
Vunder leiden er af.. 2009). A high rale ol glucose
utilizution is nol exelusive of wmor eclls. and other
highly proliferative cells such as T lymphoeyles also
swilch 1o uerobie glycolysis when stimulated Lo prolil-
erale (Michulek and Ruathmell. 2010). Allerations in
metabolism allow cells 1o grow faster than il they used
most of the glucose to produce adenusine monopho-
sphate (ATP) through respiration.

The switch to glycolysis is promoted by signaling
pathways that stimulate profiferation. which are fre-
quently disrcgulated in tumors. “Metabolic transforma-
tion” is thus linked to oncogenic transformation, as it is
driven by oncogenes. A Few examples arve cited as
follows: oncogenic Ras or activation of the P13K/Akt
pathway promotcs glycolysis. Akt stimulates membranc
localization of glucosc transporicrs and cohances
transcription or activity of glycolytic enzymes such as
hexokinase and phosphofructokinase (Gottlob #r wd..
2001: Rathmell e ., 2003). K-Ras promoles transcrip-
tion of several glycolytic enzymes {Chiaradonna er af.,
2006). Converscly. mor suppressors such as PTEN
{inhibitor of Lhe PI3K:Akl pathway) or p533 down-
regulaie glycolysis. Activalion of pS3 alters Lhe balance
between  glycolysis and  oxidative  phosphorylation
through several mechanisms. p33 slows down glyeolysis
by downrcgulaling the expression of glucose transporlers
and vprepulating fruclose-2,6-bisphusphatase TIGAR
(TP353-induced glycolysis and apoptosis regulator). and it
promoles oxXidalive phosphorylition by upregulating
SCO2. a prolein required for the [unction of the
respiratory chain (Vousden and Ryan, 2009). Therefore.
inactivation of p33 could be partinlly responsible for the
increased aerobic glycolysis in transtormed cells.

*Metubolic transformation’ involves the regulation of
many mctabolic pathwiays. lndeed. glucose is not the
ealy molecule that tumor cells require 1o grow. For
instanee, oncogenic srve promotes the use of the amino
acid glutamine. which cells can use to produce not only
proteins hut also ATP nnd nuckic acids {DeBerardinis
ei ul., 2007; Gao e al.. 2009). Growing cclls require to
synthesize new lipids. nucleic acids and proteins, which
means Lhat inhibition of muny metabolic pathways. such
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as latly acid synthesis or nucleotide synthesis, could
promote tumor cell death. Indeed, drugs that interfere
with nueleic acid metubolism, such as metholrexute or
51U, have been used for decades to treat tlumors. We
<ould Lthus interfere with tumor metabalism at multiple
levels: either depleting tumor cells of their preferred
nutrients or inhibiting intracellular catubolic or bio-
synthetic puthways altered in tumors {Pelicano o1 af., 2006;
Kroemer and Pouyssegue, 2008: Puthania of of.. 2009:
Tennant e ed.. 20100 In the present review. we will focus
on glucose melabolism as a target for tumor therapy. A
number of studies sugpest that interference with glucose
mrelabolism is a suitable strategy against cancer; glycolylic
inhibitors such as 2-deoxyglucose {2-1J(3) or 3-bromopyr-
wvate have been shown to promote tumor cell death and
tumer regression in animals. Moreover, lonidamine, a
glycolylic inhibitor. has been approved for use as an
antitumor drug. Perhaps. however. antiglycolytic drugs
may show more promising resulls in combination with
other therapies. As we will discuss later. inhibition of
alycolysis sensitizes cells to death lizands. such as TRAIL,
and promotes an imbalince of Bel-2 proteins, which
sensilizes oclls to chemotherapy.

Sensing glucose deprivation

Growth and survival factors promote glucose utiliza-
tion. When stimululed Lo grow by growth factors. cells
take plucose avidly and use it to produce fatty acids.

Anexo

nuckeic acids and proteins, which are the main building
blocks of the cell {DeBerardinis er af., 2008). Non-
tramsformed cells ure thus programmed to stop growing
when growth factors ure net present. and also when they
luck nutrients.

At the organism level. a lack of nutrients is sensed
by specific tissues. which produce hormones. provoking
a fecling of hunger and prompting animals to search
for food. In mammalian cells, nutrient levels are
mostly sensed indirectly, by changes in the levels of
metabolites from these nutrients, An important factor in
sensing and reacting to lack of glucose is the adenosine
monophosphate-activated  protein  kinase (AMPK).
AMPK is activated by a decrease in the ATP:adenosine
monophosphate ratio, which is a good indicator of
energetic stress. This kinase phosphorylates a number of
substrates that switch metabolism of the cell woward
catabolic instend of biosynthetic pathways. When cells
luck glucose. AMPK promotes downregulation of
hiosynthetic genes and ulilization of stored {alty acids
as a source of cnergy {Hardic, 2007). Morcover. AMPK
activates p33 and stahilizes the cell cycle inhibitor p27 1o
cause coll eycle arrest (Vigure 1) (Liang er ol 2007
Jones and Thompson. 2009).

One of the targets of AMPK is the master orches-
trator of cell growth and proliferation. the mammalian
target of rapamycin (mMTOR) {(Wang and Proud. 2009),
mTOR is u kinase thal is constivutively active in
prolifcrating cells owing to its activation by the P13-
kinase: Akt pathway. When mTOR is inactive. cells stop
growing. mostly because of its effect on protein
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synihesis, I cells lack glucose. Lhe resulting encrgetic
stress leads to mTOR inactivation and cells cease to
synthesize proleins (Jones and Thompson. 2009} The
mechanism that lends te mTOR inactivation on glucose
wilhdrawal is still incompletely characterized. 11 was
first demonsirated to be AMPK dependent. but recently
it hus been reported that agents that reduce ATP levels
cun inuctivale mTOR in the absence of AMPK (Gwinn
of af.. 2008: Kalender ¢f af.. 2010).

Besides ATP levels. other good indicators ol low
plucose availubility and enerpy stress are a decrease in
the NADH:NAD- ratio and a general decrease in
protein acetylation. NAD . the levels of which increase
on inhibition of glycolysis. activates the sirtuin SIRTI.
This prolein promules chromalin  compaction and
repression of pene expression. Repression of ribosomal
RNA transcription by SIRT1 helps shul down ribo-
somal synthesis amnd protein translation (Murayama
er af.. 2008). On the other hand. acetylation. which is a
pest-Lranscriptional medilication of many proteins. is
influenced by glucose levels, as acetyl groups are derived
from glucese metabelism. Histones, which regulate gene
expression. und several metabelic enzymes are regulated
by acetylation and are thus responsive o the presence of
glucose (Wellen ¢ ol 2009: Zhao et of.. 2010).

Lack of glucese is additionally detecied by the
carbohydrte respense element-binding protein (ChREBRP),
which is a transeription factor of the basic helix-
loop-helix leucine zipper fumily [Uyeda and Repa,
2006). In the prescnce of glucose, ChREBP activales
genes wilh carbohydrute-responsive ehements und pro-
motes glycolysis. Downregulution of ChREBP switches
cell metabolism from aerobic glycolysis o respiration
and inhibits proliferation of tumor cells (Tong ef oi..
2009).

Cells react to lack of glucose by switching to alternative
CNergy sources

As discussed above, when subjected to glucose depriva-
tion or cnergetic stress. cells cease proliferation and
protein synthesis through activation ot AMPK and p33.
and through inactivation of mTOR. These same path-
ways slimulute allermative means of obtaining coergy
and building blocks. The aim is not only vo minimize the
use of resources required for proliferation but also o
use energy reserves to maintain homeostatic functions.
One ol such energy reserves is Tully acids. In respense o
glucose deprivation, AMPK not only impairs Fatly acid
synthesis but also promotes fatty acid oxidation. Fatty
acid oxidation has been shown lo help ghoblastoma cells
survive deprivation of glucose (Buzzai of af.. 2005).

In the presence ol anliglycolytics. tumor cells can
frequently use amino acids as a source of cnergy and
curbon. The amino acid ghtamine can be incorporaled
into the mitochondrial Krebs cycle and can be used
to generale fatty acids, nucleotides and cnergy. When
deprived of glucose, glioblasloma cells have been
shown to turn to glutamine wtilization, and if glutamine
metabolism is impaired. cells cannol survive in Lhe
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absence of glucose (Yung ¢ al. 2009). Thus. when
glucose is not available, cells turn to amino acids and
fully acids to try (o mainlain cnergy levels and
homeostatic functions.

A censerved response Lo nutrient and oxygen slarva-
tion is autophagy. Autophagy is required for cells to
survive nutricnt deprivation (Boya er af.. 2005). Most
reports about the role of autophagy in response Lo
nutrient deprivation have focused on cells subjected to
complete starvation: depletion of umino acids. serum.,
glucose and vitamins. However. autophagy is thought to
be activated in response to lack of glucose. and it has
been shown to be induced and required for survival of
prostate cclls after treatment with the antiglycolytic
2-DG (DiPuola et aif.. 2008). Moreover, when apoplosis-
deficient cells are subjected to glucose deprivation under
hypoxia. autophagy becomes essential 1o maintain cell
survival (Degenhardt ¢r ol.. 2006).

Lack of glucose can also promotc the unfolded
protein response. which is a responsive mechanism to
cndoplasmic reticulum (ER) stress (Figure 1) The
reson is that glucose is required Tor glycosylation.
When proteins cannot be glycosyluted. misfolded
proteins accumulate, and the unfolded prolein response
is engaged. Indeed, ER stress, rather than energetic
stress, may be the leading cause of cell death on
trentment of some tumor cells with antiglycolyvtics such
as 2-DG (Kurtoglu er ., 2007).

Oneogenes promote sensitivity to glucose deprivation

Proliferating cells react to glueose unavailubility by
shutting down biosynthetic pathways and actively
promoting coll cycle arrest. However, lumnor cells
frequently present hyperactivation ol proliferation-
associated pathways and mutations in cell cycle in-
hibitors. This makes cells hypersensitive 0 glucose
deprivation, as the cell is stimulated to proliferate but it
lacks the building blocks needed for this purpose. For
instance, hyperactivation of the oncogenic Akt;mTOR
pathway promoles sensitivity to glucose withdrawal
(Flstrom 7 af.. 2004). Downstream of Akt. hyperactiva-
tion of mTOR. for instance. owing to the lack of tumor
suppressor TSCL:3, promotes sensitivity 1o starvation.
In this context. eclls become unable to stop anabolism.
und Lhis leads o energy stress and cell death (Choo
ef uf.. 2010).

Survival of cells undergeing encrgetic stress requires
AMPK 1o stop anabelism and promote catabolism and
eell eyele arrest. Many tumor cells lack LKBI. which is
Lhe main kinase mvolved in aclivation of AMPK. As
cells without LKBI cannot respond adequately to
energelic stress. Lhey are hypemsensitive 1o energy-
depleting agents {Shaw et of, 2004). Downstream of
AMPK, glucose deprivalion promotes activation ol p53
und p27, Both p53 and p27 promote cell cycle arrest and
induce autophagy, which contributcs to their prosurvival
efleels in the absence of glucose (Jones ef af.. 2005; Liung
ei ef.. 2007. Tasdemir er of., 2008). l'or this reason. the
tumor suppressor p33. which is mulated in a varely

[
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of iumors, has been shown fo conler resistance rather
than sensitivity to metabolic inhibitors. This is the reverse
of that observed with most chemotherapeutic wgents,
which require p53 te kill cells. Thus, p53-deficient tumors
are likely to be more sensitive than pS3-positive tumors
or non-transformed cells to antiglycolytics. However.
more studies are required Lo clanfly the role of pS3 in
<cll death induced by glucose deprivation. as proapoptotic
<lTeets of this protein huwe also been reported (Zhao e al..
008).

Glucose deprivation and antiglycelytics induce cell cycle
arrest or ¢ell death

The most widely used inhibitor of glycolysis is 2-deoxy-
p-glucose {2-DG. DOG). This molecule is a non-
metabolizable glucese analog. which is phosphorylated
by hexokinase in the Lirst step of ghycolysis. but it cannot
be further metabolized. Cell responses 1o 2-DG or 10
slucose deprivation are not identical (Kang and Hwang,
2006), but, in general. 2-DG produces the same effects
as glucose deprivation in terms of AMPK activation.
mTOR inactivarion. cell cycle arrest and cell death. 1t
has been known for decades that 2-DG. similar w0
glugcose starvation, promotles cell eyele arrest and tumor
eell death (Table 1), The effects of glucose deprivation
and 2-DG are slronger under hypoxia than in normosia,
indicating that in the absenee of exygen. cells wly on
amerobic glycolysis and thus become more dependent on
glucose (Liw et of.. 2002: Maher ef af.. 2004). As tumors
are [requently subjected to hyposin. drugs that kill
better under hypoxia are particulaely interesting for
wmer trealment. Indeed. 2-DG has been tested in
animal models and in clinical trials {Tables | and 2). in
which it olfered moderate success and was proven lo be
well tolerated and relatively non-ioxic to normal tissues
(Ravz er af.. 2005).

Glucose deprivation has been describad to kill cells
cither by apoplosis or by necrosis. Apoplosis is a form
of cell death orchestrated by caspases, which are
proteases that degrade hundreds of substrates involved
in vell homeostasis or in structural functions. When cells
dic by apoptosis, they are phagocylosed rapidly with no
spillage ol cytoplasmic content (Taylor e of.. 2008).
In contrast, necrosis occurs with ruptlure of the pkisma
membrane. which promotes inflammation. Necrosis
cunnot be prevented by the usc of caspase inhibitors.
and can only be inhibited. in certain cases. by inhibitors
of RIPKI (TPS53-induced glycolysis and apeptosis
regulutor) or antioxidants. Although 2-DG usually kills
cclls by apoptosis. glucose deprivation has been shown
fo kill some cells by nccrosis. For instance. when
subjected to glucose deprivation under hypoxin. im-
mortalized baby mouse kidney cells transfected with
constitutively active Akt die by apeptosis. [n contrast.
their Bax-. Bak-deficient counterparts die by necrosis
{Degenhardt ef of.. 2006). Bax and Bak arc molecules
required [or one of Lhe lwo main pathways ol apoplosis:
the intrinsic or mitochondrial pathway. These experi-
ments suggested that cells usually die through he
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mitochondrial apoptotic pathway. but when this path-
way is impaired, cells dic by necrosis. However. glucose
deprivation promotes apoplolic cell death in SV40-
transformed, Bax-, Bak-deficient mouse embryonic
libroblasts. This form of cell death was dependent on
caspase-8. which is a caspase involved in the non-
mitochondrial. extrinsic apoplotic pathway (Caro-Mal-
donado ¢r af.. 2010). Caspase-8 was also shown to
participate in the death of HeLla eells by glucose
starvation. Thus. gplucose deprivation c¢an  induce
mitochondrial apoplosis. caspuse-8-dependent upoplo-
sis or necrosis (Table 1).

Antiapoptetic Bel-2 proteins regulate cell death by lack of
ghicose

Members of the Bcl-2 family of proteins are regulators
ol apoplosis with a well-documented implication in
cancer (Frenzel ef «f.. 2009). This family is divided into
threc subfamilies of proteins, depending on the types
and number of BH (BCL-2 homology) domains they
contain. BH1-3 prolcins such as Bak and Bax are the
main inducers of apoptosis through the direct permen-
bilization of the mitochondrial membrane, The second
greup contains BH1-4 demains and are antiapoptolic
proteins. Finally. the third subgroup of Bel-2 proteins
contains only the BH3} domuin and are preapuplotic
{Youlc and Strasser, 2008).

A number of reports indicule thai cell death induced
by glucose deprivation in tumor or untransformed cells
i5 inhibiled by anliapoptotic proteins of Lhe Bel-2
family, indicating that glucose deprivation promotes
mitochondrial apoptosis (Tabke 1), For instance. a study
in the multidrug-resistant breast earcinoma MCF-7 line
showed thal. on glueose deprivation. these cells undergo
apoptosis. which could be inhibited by Bel-2 over-
expression (Lee of al.. 1997). In addition. in Ba’F3
hematopoietic cells, the stable expression of the anti-
apoptotic Bel-2 homolog Bel-xL was shown to protect
cells From apoptosis caused by I1-3 starvation under
low-glucose conditions (Gonin-Giraud er of.. 2002).

Mecl-1. another ber of the antiapoptotic Bel-2
family. has also been shown o have a rele in apoplosis
induced by glucose deprivation. as reduclion of Mcl-|
levels sensitized the acute T-cell leukemia cell Yine Jurkay
1o glucose withdrawal (Alves ¢7 af.. 2006). Moreover.
this short-lived protcin was shown to be metabolically
regulated. Rathmell and colleagues demonstrated that
enforeement of glycelysis in hematopoictic cells leads to
stabilization of Mcl-1 by inhibiting its degradation
{Zhao er af.. 2007). On the contrary. as discussed above,
glucose deprivation or treatment with 2-DG results in
AMPK-dependent mTor inactivation; this was shown
1o inhibil translalion of Mcl-1 (Pradelli e of.. 2010).
Thus. Mecl-l1 is controlled at translational and
posi-translationul kvels by the glycolytic melabolism.
As we will discuss later. glucose restriction sensitizes
cells o a number of proapoplotic stimuli. and it is
possible that downregulation of Mcl-1 has a key role in
this sensitization.
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Table L Cell death imbwonl by i of glucose metabolism
Stizhies Respanse Molcenlen Cell nansar (pe References
implicared
Gluerse ApopLesis Bel-xL iproweetive)  1L-3 dependent FLS.12 und Gionin-Giraud er o, (2002
ueprivation Ba F3 n.r.ll:. Vunder Heiden or ol (2001 )
Rel-2 {protective}  Breast earcinoma MCI-7 ADR Lee e af. {1997)
imullidrug resistant § ral-myc-
teansformed fibroblasts
Mel-1 (prorectiver,  humain T eells wnd leukemin Alves ed af. (12006)
Noxa
L'u-ipuu.\-ﬂ MEFs Bax  Bak Lum Maldonade or ol {20100
il Mouse liver of wl. (HN3)
Il.lm PL MA pi\ [L-3 dependent FLA.12. Primary Zh..u- of el (2008)
T Iymphocytes
Cell denth pﬁ I|'II'I1|I!1_II\‘LJ 1™ ry mot hroblisis Jones er af. (2005)
Cell death with Human tibroblusts Yuncva of eof. (2007)
necratic phonotype  ARKS Iepatoia HepGi2 Suzuki of al. (2003)
Ciluerse deprivation  Necrosis. apoptosis AKT. Bux. Bak iBMK: immortalized kidney Degenhardt o sl (2006)
1 hypoxia ithelinl cells
2-dhoxyglucos: Apoplosis cer cell lines (MCF). Al er al. QU2 g
ovariun carcinoma (IGROV]. Zhung ¢ @, (2000):
IGROVI-R10, L2351}, mesothelioma  Kaplan ¢ @/, (1990)
IMSTO-211 H). Hend and neck
squamous canver (SQROB. SCCH1)
Reclin dprotective)  Prostate concer cells DiPaola er ol (2008)
Bdl-2 (protective) Ratla-Mye transtormed IlhmhLuu Shim er wl. (1998}
nontransl CB33 lymy I
wells, Burkin Iymphnm.l well lines
Cell eyek blockade Onarian carcinomi (SKOV3). Zhung ef wf. {2006)
witheul apoptosis mesothelioma (NCE-TI2E),
Gliohliswoma (€1.15), Thead and
neck squamous vancer (SCCL2RB3
2-huxyglicose “Tumor regression Fibrosarcoma, animal model Kern and Norton (1987)
2-deoxyplucose Climienl trinl: Prostute Cancer. N( T(IH\“M'-‘ WK 2010,
Intracranial meta ety of 2-deoxyplncose
lrL.mm'nI: of udvanced solid
Lumars amd hormione relatory
prostte eneer. Stas: suspended
NCTRE2A7H03: 2005 Y. Phase 1
Study - ulmy amd) of 2-DG with
v
of mlr.hr.mul metastises, Status:
pharmuceutical company no longer
manufactures drug.
3-BePA Tuor erfadicacion Hepatgcurcinga (aninal model) Geschwind ef of, (20025
Ko ef ol (2004}
Lenidamirs: Cytotoxicily Breustcarcinoma MCT7 cells Rashe or wf. (1989
Lonidamine Climieal trinls: Benign Prostatic NC T IS448. NCTO0257530,
Typerplasia 3005 2009, Pluse 11T swudies:
eflicacy and safety of lenidamine
Tor the irciment of sympromatic
benign prostatic hyperplasia.
Status: wrmingtod
Abbrevition: DG. densyplucose.
Glucose regulates BH3-only proteins activation of the caspuse cascide. BH3-only
have key roles in tumorigencsis and in sensi
The soalled *BH3-cnly’ proteins regulate apoplosis by chemolherapy. A [ew of these proleins have been shown
ing signals emmnating from various cellular pro-  to have a roke in glucose deprivation-induced apoptosis
cesses and inducing the activation of Bax/Bak. cither  in different models (Figure 2).
directly or indirectly by inhibiling anliapoptetic Bel-2 Bim has been unplicaled i cell death induction in
proteins. In both cascs, these proteins trigger Bax und  various cell types und tissues in response to different
Bak 10 cause eytochrome ¢ release and subsequent  stimuli. netably growlh Faetors or ¢ytokine withdrawal.
Oncogena
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Table 2 Combimuien of inhibitien of ghwolysis ansd ic agems
Anti-glrealriic Therdpeniie stinulus Coll ivpe Effeci Refercnce
il
3-BrPA Daexarubicin. vineris- Leukemia cells and Sensitization 1o eell death Xu er af. £20035)
tine. am-" hepatocarcinoma (apoptosis. neerosisp
2-deonyplucose  Histene deavety lase Brain, breast, and corvis Sensitization 10 apoplosis Egler et af, (2008}
inhibitors {irichostatin caneer eclls
AL sodium busratep
Methrmin Prostare concer Sensitizition 10 eell death Ben Sihra ef el (200}
Cisplatin cacboplatin Ovarian cancer cell lines, Yamada ¢7 af, {1999
humin epi il i Pop Herndund cor af. {2000)
A431. and colon carcinona
HT-2%
Prednisolone Leukemia cells (Jurkar, Moh4)  Sensitizition 1o cell death Hulleman e of, (2009).
dexonthusen:
2dvosyplucose  Adriamyin. Owscosarcoma 143b. Lung Inhibition of tumor prowih  Maschek er wl. (2004)
Paclitaxel caneer (MVS22, NSCLO) Lin vive)
xenegrilt
2-deosyglucose Deoeinxad Clinical wial {phase 1y Ad- Low toxicity: NCTOORETOT: 2004 2000
vanead solid (umors (lung. anti-tumor effeets, v: dose csealation trial of
breast, panereatic, head -glucos ilene and in
and neck, gostric eaneer) ation with docetaxel in
with advanced solid
malignancies Ragz ¢f af, (2007)
Mideossplucose.  TRAIL. TNF. Fus MOFT. UY37. Hela. SKW6H4.  Sensitization 1o apoplosis Munoz-Pincdo e af. (3003):
plocowe vross-linking Jurkat Nam er of. 02002): Pradelli ef wi.
sheprivinion (201
2k I 7 irradiati glioma colls, melu-  Sensitization 1o cell death Duwarkanath of af. 2001
1 el of al. (1985)
umor (Elirlich aseitesy Tl m of tumor prowth unaths et . (1999);
(i enhanced animal Latz e al, (1993)
survival
Glioblastom { Phase I IT study) U Singh of wl. {2005}
no toxicity and late radiation
damauge w the normal brain
Gilucose “Thymidykie synth Histiocytic lymph 1937 Inhibition of Munow-Pinedo of wf. 12004,
<eprivution inhibitor 5-FUdR
2sdvosyplucose Antitumer drugs. Leukemia (U937) Inhibition of apoprosis Hapst er el (1995)
Teroposide. cumplothe-
vin and mitomyuin Cp
Daxacubicin Normal epitheli Tuhibition of apor Thukkar and Potlen (1993)
i vivo
Louiluneim: Cisplatin Breust cancer i vitro and Sensitization 1o cell death Teicher ef ol (19911
fm PCINOMaL i vives
Fpirubicin and Breast cer { Phase 1113 Active and well lolerated . Pupaldo e of. (HW3)
<y clophosphamide
Dinazpam Glinblastoma (Phase I stwdy)  No complete or partial re- Oudard o7 el (2003)
sponse. 30% stabilizations
Cisplatin carkeplatin Ovarion caneer { Phase 11 studyy Active and well 1okerated v Lena er ol (20001
prielitaxel I3 Cosimuo [3003)
Abbroviation: TNF, tmor iccrosis factor,
Bim is ako the main BH3-only protein associated with  both by the dropin ATP levels and by the impairment of
ER-stress-induced cell death, Tt was demonstrated in - prolein glycosylation (reviewed in {Kaufman e/ of..
various cell lines that. on induction of ER stress Bim 2002)). Consistent with this, Bim was shown to be
wus upregulated. both transeriplionally by the tran-  induced along with Puma in hemalopoielic cells exposed
seription factor CHOP and post-translationally through  te plucose deprivation (Zhao ef «i.. 2008). This supgests
its dephosphorylation by PP2a and subsequent slabili-  that the induction of Bim under glucose deprivation
zation (Puthalakath e of.. 2007). One of the conse-  could he due to the induction of ER stress. Conversely.
quences of glueose deprivation is Lhe activalion of Lthe  in hematopoictic eclls. enforcement of glycolysis caused
unfolded protein response in the ER: the reason behind - Mel-1 - upregulation smd  inhibition of Bim-induced
it is not clear yel. bul it is thought thul it could becuused  upoploesis [Zhao ef «f., 2007).
Onecogana
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Figure 2 Ropubiion of the mitochonddul spopoti I by inhibition of gluoly: Gllh.'lu.d\:pn\—llmn orln.-almenl with 2-DG
hauds .‘\MPK-{IL[Elllml mTer nmll\.ulm with the subx ihitieu of \1LI 1 e ol
glveolysis leads to GSK3 inectivation. and this impairs Mcl-| ion by Lhe p nI‘AMPK resulis in psd
activalion and upregulation of the BH-only prolem Puma. Bim is induced nol unl\. by AM ['K activalion bul abso by the FR stress
response (hreugh the siclion of the transeripgion Fctor CHOP. In ion. Noxa il in i» on zlucose nithdrawal in
activated T eclls and in leukemic cell fines. pussibly by inhibiting Vicl-1. Finally. Bad i repulated pest-transiationally on elicose
deprivatien through i of its ph tation. U aph vied Bud & then able 1o interadt with Bel-2 Fumily members and
induce apoplosis. On the contrary. Bad obss interasts with a glecos bexckinasc (HK) aund Bad phooghon kation & erucial foc the
kinase activily of the hesokinse,

In addition. this BH3-only prolein has been recently  shown te be involved in apoplesis afler glucose with-
implicated in apoptesis induced by excitotoxic stress in -~ drawal. as  downregulation of Noxa conferred a
primary ncurons (Concannon ez af.. 2010). This stimulus ~ compelitive survival advantage to primary 1 cells. as
prometes a drop in ATP cellular levels and subseq well s to kuokemic cell lines. under low glucose
activation of AMPK, which were shown to induee  conditions. The authors hypothesized that the role of
transeriplion of Bim (Cencannon ¢ . 2010). In Noxa in this setting is selated to its abilily (o nestealiz
summary. Bim was shown to be induced both by ER  the antiapoptotic Bel-2 homolog. Mcl-1. Indeed. the
stress and by AMPK activation. (wo consequences of  downregulation of Mel-1 rendered  these cells more
slucese deprivation. sensitive 1o plucose deprivation. as deseribed earlier.

PUMA is upregulated in a pS3-dependeat manner Morcover. Noxa has been shown lo nedistribuie to
after DNA damage and growth [aclor withdrawal — milochondria on glucose deprivation. Translocation is
(Nakano and Yousden, 2001). A study in mwrine  linked to its dephosphorylation. which trippers its
hematopoictic cells demonstrated  that PUMA was  rekease from a large cylesolic complex, which alse
metabolically regulated and was induced on glucose  contains a glycolytic transferase (A Kelekar, personal
deprivation through the activation of p533 (Zhao ef ¢i..  communiculion). These intriguing results suggest thal
2008). In this model. p53 was activated. but its  Noxa. similar 1o Bad. may have a role both in death
expression wus not upregulated. Downregulution of  induced by glucose deprivation and in glucose metabolism.
PUMA wilh smaull interfering RNA was sufficient o Bad is the BH3-only protein thal has been most directly
veduce death induced by glucose deprivation, indicating  linked to glucose metabolism {Danial. 2008). Bad-
that PUMA mediates glucose withdrawal-induced ¢ell  deficient murine hepatocyles deprived of glucose are
death. Consequently. high glucose metabolism scemed  strikingly protected from cell death compared with their
to protect from interleukin-3 deprivation by suppressing  nermal counterparts (Danial er el 2003). Thase resulls
upregulation of Bim and PUMA, and, us we will discuss  suggest that Bad [unctions as a proapeplotic BH3-only
later, by stabilizing Mcl-1. protein in response to glucose derlvutmn Howcver, it is

Nosa is another BH3-only protein under the contrel  possible that Bad promotes cell death in this conlext
of p53. Noxa has been shown to participate in cell death  indirectly, by regulating glucose metabolism. In liver and
induced by glucose deprivalion, beth in primary and  punereatic Becll milochondrin, Bad ussociates with a
tumor cells {Alves ¢/ of.. 2006). Tn this study, Alves ¢t af.  protein complex thal contains hexokinase [V, responsible
looked at the response of rapidly dividing hematopoiclic  for Lhe hrst slep ol glycolysis. Furthermore.  studies
cells to glucose Limitation. In their model, Noxa was  on Bad—/— mice showed thal Bad was neecssary lor
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blood glucose sensimg. These mice display glucose
intolerance and & in insulin production by
pancreatic islels {Danial e «f., 2008). Intriguingly. Bad
BH2 motive, which regulates cell death induced by some
stimuli, was shown 1o be required for the activity of the
hexokinase.

Bad had previously been shown to be regulated post-
teanslationally by phosphorylation. Its phosphorylation
by growth fuclor-activaled kinases triggers its binding 10
14-3-3 proteins. thus inhibiting its interaction with Bel-2
amtiapoplotic proleins und impeding its proupoplotic
functions (Zha es of.. 1996). It was shown by Danial
er of. (2003} that phosphorylation of the BH3 domain of
Bad promates hexokinase 1V activity. On the other
hand. glucose deprivation promotes dephosphorylation
of the BH3 motive. correlating with apoptosisinduction.
Furthermore, treatment of human leukemic cells with a
glycolytic inhibitor (3-BrPA) led to Bad dephosphoryla-
tion and Bax oligomerization on mitechondria (Danial
ef af.. 200% Xu ef gi.. 2003). Thus. the phosphorylation
status of Bad scems to have opposite effeets on its two
main functions: phospherylation promotes glycolysis
while inhibiting apoptosis. In this context, it is unclear
whether Bad participates direcrly in upoptosis induced
by inhibitivn of glucose metabelism. functioning as n
elussical BH3-only protein, Instead. il is possibk thul it
is the role of Bad in the mauintenance of glucose
melubelism that accounts for the pretection of Bad-
deficient hepatocytes from glucose withdrawal.

Glycolysis protects from deprivation of growth factors

Growthisurvival factors promote glucose melabolism.
Conversely. a high plycolytic rate has been shown to
prefect eells from cell death induced by survival Faclor
withdrawal. One of the first studies that suggested the
protective role of high glucose metabolism from growth
factor deprivation is that by Thompson and colleagues
(Vander Heiden e af.. 2001). They demonstraled that by
increasing glucose uptake through Glutl overexpression
in hematopoictic cells. they could clliciently  delay
apoptosis induced by interleukin-3 withdrmwal. In addi-
tion, il was shown Lhal glucose uplake and phosphory-
Tation are required by constitutively active Aki to protect
from interlcukin-3 withdrowal {Rathmell er of.. 2003).
The process of deciphering the mechanism behind it has
begun. Under normal glucose conditions. withdrawal ef
interkeukin-3 leads to Mcl-1 phosphorylation by kinase
GSK3. which promotes degradation of Mcl-1 by the
proteasome and leads e cell death (Maurer er af., 2006).
Howuver, enforeement of glucose metabolism maintuins
GSK3z und B phosphoerykated and thus inuctive, and this
promotes sinbility of Mcl-1 {Zhno es «f., 2007; Figure 2).
Moreover. although PUMA is induced by growth lactor
withdrawal. enforcement of glucose uptake and metabo-
lism were shown lo allenuate PUMA induclion (Zhao
ef al., 2008). It was thus suggested that the high glycolytic
metubolism observed in tumor cells and deseribed as Lhe
Warburg effect was in fact a protective stratepy to cope
wilh growth factor limilation.
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2-DG sensitizes to radio- and chemotherapy

Glycolytic inhibitors 2-DG. lonidamine and 3-bromo-
pyruvate have shown encouraging results as antitumor
agents in animal models. 2-DG - has been studied in
several clinical trials that indicate its safety in humans
(Tables 1 and 2). Although some reports indicate some
antitumor effects, currently. to our knowledge, there ave
no undergoing climical trials using 2-DG as a single
apent. However. its low toxicity. together with a good
number of i vitre experiments. suggests that this
compound may be useful in combination with che-
motherapeutic drugs, as it sensitizes wmor cells 10
common chemotherapeutic drugs (Table 2). A number
of hypotheses have been propesed to explain this effeet.
Tt is possible that glycolytic inhibitors reduce the ability
of cells o repair damage caused by other drugs.
Alternatively. reduction of ATP levels could impair the
[unction of the ATP-dependent multidrug resistance-
associated pumps, Moreover, as discussed earlier.
inhibitors of glycolysis regulate apoptotic proteins. thus
lowering the threshold Tor u cell to undergo apoptosis.
As discussed above. glucose deprivation or treatment
with 2-DG regulates levels or activity of p33. Mel-1.
PUMA. Noxa and Bad protcins. which have been
asseciated with sensitivity 1o chemotherapy (Frenzel
el ul., 2009).

Several studies have shown that the glucose analog
2-DG improves responses to radiotherapy {Table 2). For
exampke. high concenlralions of 2-DG sensitize malignant
glioma cells or Hela to radiation. Interestingly. the use of’
2-DG did nol promote radiotoxicity of normal peripheral
blood leukocytes, splenocytes or thymocyvtes (Kalia ef ad..
1982: Juin er af.. 1985: Dwarkanath ef «f.. 2001: Swamy
ef el 2005). Moreover. the same results were obtained in
animal experiments. In implanted murine Ehrlich aseites
or sarconi, the administration of 2-DG { 2 | g/kg) before
or immediately after irradiation increases lumeor cell death
and improves animal survival (Dwarakanath ef «f.. 1999).
However. in normal bone marmow and spleen.  simikar
dose of 2-DG conlers mdioprotection (Singh ez o/, 1990).
These studics promoted Lhe development of a clinical trial
that confirmed that the combination of 2-DG with
radiution was well tokerated in patienis (Singh es i, 2005).

Chemoprotection of normal tissues by 2-I}G or fasting

As seen earlier, 2-DG sensitizes lo chemo- and radio-
therupy. One possible negalive effect of using antigly-
colytic agents in combination with other therapies
would by the possibility that untransformed cells would
also be sensitized. As discussed above, 2-DG sensilizes
tumor cells. but not non-transformed cells, to radio-
therapy. Moreover, a number of studies have reported
encouraging results, which indicate that 2-DG protects
normul fissues from chemotherapy. In this sense. an
in vive study showed that the treatment with 2-DG
concomilantly with doxorubicin led to inhibilion ol
apoptosis induced by this DNA-damaging drug in
intestinal cells (Thakkar and Potien. 1993). Moreover.



a dilferential effect of the influence of low glucose on
chemotherapy resistance between normal and tumor
cells has been observed (RalTaghello ef «f.. 2008).
Low glucose protecied only primary glial cells, but not
glivblastoma cancer cell lines. from cyclophosphamide.

RalTughello e of. subjected mice to starvation 1o
study its effeet on chemutherapy-induced  toxicity.
Strikingly. 2 duys of starvalion protecled miee from
high doses of etoposide, which are usually very toxic.
Treatment with etoposide alter starvation promolted
survival of mice injected with human neuroblastoma,
suggesting that a short period of starvation would allow
patients to receive higher. more effective doses of
chemotherapy.

However, il should be noted that antagonistic efTects
of antiglyvolytic agents with other drugs have also been
reporled in lumor cell bines. 11 was observed that glucose
deprivation could inhibit apopiasis induced by DNA-
damaging agents such as YP-16 {cloposide). adryamycin
or camplothecin (Yun ef af.. 1993; Tomida ¢7 ai.. 1996),
Turthermere, studics in UY37 cells show that pretreat-
menl with 2-DG also conlers resistance to cell death
induced vA-da ing agents (Haga ez o, 1998;
Munve-Pinede er af.. 2004). Nevertheless. no common
mechanisms of resistance have heen described in these
dilferent studics. Yun and collcagues linked the resis-
minge te a decrense in mpoisomerme 11 cellular levels,
although other studics show steady state levels of
topoisomerase-DNA complexes and postulate that the
inhibilion eccurs downstream of the DNA damage. but
upstream ol eytochrome ¢ release from mitochondria.

[t is possible that. as mest of these drugs need the cells
1o be in u highly proliferative state in order o kill them.
the cell cycle arrest caused by glucose deprivation
impairs their efects. In the same line. another effect ef
glucose metabolism inhibitors that could expliin the
inhibition ol death is the inhibition of d¢ #ove protcin
synthesis. which is required by most of these drugs w
induce apoptosis. Nevertheless, more studies. especially
i vivo studics, are needed in order 1o determine whether
the targeting of glucose metabolism in combination with
certnin DNA-damaging drugs could cause antagonist
effects.

Sensitization to death receptors

Death ligands such as Fas;CD93 ligand. TNF and
TRAIL kill cells through the cxtrinsic pathway of
apopliosis. This pathway is engaged when these proteins
bind to their receptors on the surface of the cell and
promote their oligomerization. Olig izalion then
triggers the recruitment of several molecules to the
Deuth Inducing Signaling Complex to which caspase-8
binds. Caspase-8 is activated through oligomerization,
and cun dircelly cleave und welivale caspase-3. Lhus
kitling the cell. TRAIT. is 0 promising death ligand that
is being studied in clinieal trials because of its ability to
kill tumors bul not normal cells (Johnstone e/ ai.. 2008).
Howoever. proteins of the apoptotic extrinsic pathway
are very [requently uvpregulated or downregulated in
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tumors, and some tumor cells are resistant (o low doses
of TRAIL. Fu vitre studies have shown that glucose
withdrawal or (reatmenl with 2-DG can overcome
resistance to TRAIL, TNF-z and Fas ligation in several
cell lines {Nam ef ef.. 2002: Munoz-Pinedo ef al.. 2003
Pradelli ef «l.. 2010) (Table 2). At the molecular level.
these results could be explained. at least in some ccll
lines. by the efTects of glucose levels on (he inhibitors of
apoptosis FLIP and Mcl-1. These two proteins have
a short half-life, and glucose deprivation promotes
inhibition of their synthesis.

Synergistic effocts with TRAIL suggest that glycolytic
inhibitors could be combined with TRAIL. agonists 1o
improve its therapeutic cffects. One important question.
however, is whether inhibition of glucose metabolism
sensitizes normal human cells to death receptors, which
will likely cause unwanted side cffects. A study suggests
that this may not he the case. Schimmer and colleagues
identified & compound that scnsitizes tumor ccells to
death ligands (Woed e¢f al.. 2008). This compound.
fascntin, inhibits glucosc uptake. possibly by dircct
inhibition ol glucose transporters. Importantly, fasenlin
did not seasitize normal resting or phytohemagglutinin-
stimulated peripheral blooed « lear cells 1o cross-
linking of Fas receptors (Wood ¢/ of.. 2008). However.
e our knowledge. it has not been studied whether
glveolytic inhibitors would sensitize non-transformed
cells to TRAIL.

Conclusions and future perspectives

Nutrients ure required for life. and nutrient availability
regulates cell death, Contrel of cell death by metabolism
is likely to occur at multiple levels. frem regulation of
stability and activation of BH3-only proteins to regula-
tion of caspasc activation at the Dcath Inducing
Signaling Complex. This is probably a well-conserved
phenomenon across evolution. Yuan and colleagues
performed a genome-wide RNAI screen Lo identily genes
that regulate caspase activation in Drosophila (Yi e/ af -
2007). and they found that many of the gencs that
regukated apoptosis were genes involved in metabolism:
from curbohydrate mctabolism to fatty acid synthesis.
Glucose dependency of wmor cells is caploited lor
diagnestic purposcs. The fuct that tumor cells require
more glucose than their normal counterparts, und that
they frequently undergo cell death when treated with
anliglycolytics, has promoted clinical trial development,
It should be noted, however, that antiglycolytic drugs—
similar to most chemotherapeutic drugs may have a
number of undesired side effects. as lhere are many
tissucs that use glucose as Fuel: among these. the brain
and highly proliferating cells. such as those of lhe
immune system {particularly activated lymphocytes).
may be the most sensitive Lo inhibition of glycolysis.
Some resulls discussed enrlier are encouraging beciause
Lhey suggest that inhibilion of glucese metabolism is less
Loxie 1o normal cells than to tumor cells when combined
with radio- or chemotherapy. However, we should
improve our understanding of how wmor metabolism
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differs [rom metabolism of normal ¢ells. In this sense. a
matter of relevance is whether specific oncogenes confer
more sensilivity than others to inhibition of specific
metabolic pathways. For instance. tumors with deregu-
lated miye expression may be less sensitive 1o inhibition
ol glycolysis than tumors with overactivation of the
Akl pathway. Instead, myc-overexpressing tumors could
be more susceptible 1o inhibition of mitochondrial;
glutamine metabolism {Yuneva ¢r af.. 2007: Fan er al..
2010).

Surprisingly little is known about the apoptotic
pathways involved in tumor cell death in response to
starvation. Several reports described above have studied
the apoptotic role of caspasc-8 or specific BH3-only
proteins in a few tumor cell lines or in non-transformed
cells. Aside from these few reports. we do not know the
speeilic pathways by which glucose deprivation or
antiglycolytics kill tumor cells. Many tumor cells have
been shown to dic by necrosis when deprived of glucose,
Semne forms ol necrosis are specifically regulated by
molecules such as RIPKL: the knowledge of possible
molecules involved in necrosis of twmor cells would
open the possibility to control it by drugs. Morcover, it
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