©

UNIVERSITAT DE BARCELONA

Mecanismos moleculares de la muerte celular
inducida por privacion de glucosa

Alfredo Caro Maldonado

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les seglents condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tesisenxarxa.net) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat
intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva
reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusio i posada a disposicio des d’un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la
presentacio del seu contingut en una finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum
de presentacié de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la
persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tesisenred.net) ha sido autorizada por los titulares de los derechos
de propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusién y puesta a disposicién desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tesisenxarxa.net) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private
uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading
and availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX
service is not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In
the using or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




Doctorado en Inmunologia Molecular y
Celular

Tesis Doctoral:

MECANISMOS MOLECULARES
DE LA MUERTE CELULAR
INDUCIDA POR PRIVACION DE
GLUCOSA

Doctorando: Alfredo Caro Maldonado

Directora de Tesis: Cristina Muiioz Pinedo






A los que luchan, a los utdpicos, a mis padres.

Ella esta en el horizonte. Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos.
Camino diez pasos y el horizonte se corre diez pasos mas alla. Por mucho que
yo camine, nunca la alcanzaré. ¢Para qué sirve la utopia?

Para eso sirve: para caminar.

Eduardo Galeano. La Utopia






CITA

Los [ilosofos (cientificos) no fian hiectio mds que interprelar
de diversos modos el mundo, pero de lo que se trata es de
transformarlo.

Carlos Marx, (Modificacion) de la Tesis 11 sobre Feuerbach.

AGRADECIMIENTOS

Echo en falta en el reglamento de la tesis la posibilidad de
plasmar sobre el papel lo que ha significado para mi hacer
la tesis, por eso lo iré escribiendo aqui mismo, en [os
‘agradecimientos”. "/l por qué entre comillas?” Porque es
necesaria un poco de ironia en esto de la ciencia, sin
humor e ironia dificilmente se puede [legar cuerdo al final
del camino.

Agradezco a la tesis la posibilidad que me ha dado de
aprender, de superarme, de transformar lo imposible en
realizable, conocer mundo y gente, de hacer lo que me
gusta.

“Agradezco” a la tesis el mileurismo, la precariedad, la
incertidumbre, las frustraciones, la burrocracia y demds
obstdculos de la seleccion artificial que supone una tesis
doctoral en nuestro pais.

“Agradezco” a la administracion todos sus obstdculos, su
emperio en que no me licenciara y después que no hiciera
esta tesis porque no erva valido. Aun asi parece que lo he
conseguido.

En todas las tesis aparece en los agradecimientos el jefe.
Pero en muchas, y me consta, la sinceridad no es mucha vy
el merecimiento aun menos. Esta no es el caso. Confianza,
respeto, sinceridad, honestidad, aprendizaje, interaccion,
apovyo, complicidad frente a la mediocridad... esto es [o que
ha representado mi relacion con Cris. Apenas unos anos
mayor que Vo, pero a anos luz en ciencia. Ha sido un
verdadero placer ser su primer predoc, que no becario.
ﬂgrcw[ezco a la FJI-Precarios, a Drecerca (muy
especialmente a Flena, Bdrbara y Noe) y a todos los
representantes de predocs del I'DIBELL por demostrarme
que luchar si que sirve, que otra ciencia, y por ende, otro



mundo es posible. La FJI demuestra que la dignidad, la
lucha, el teson y la excelencia cientifica pueden ir de la
mano. Es mds, sin critica no puede haber ciencia, sin
danimo de progreso tampoco.

La FJI durante mds de cuatro arios me ha enseniado la
capacidad de innovacion, el corazon, la capacidad de
sacrificio, los ideales, las ganas de aprender, etc. de gentes
no posicionadas politicamente, sin manuales ni doctrinas.
Ellos demuestran que todo es posible.

Agradezco muchisimo a mi maestra, la que compenso mi
rama anarquista con unas dosis de sovietismo cientifico,
orden, limpieza y disciplina. Maria, nunca olvidaré (o que
me enseriaste, otra cosa es que sea capaz de seguir con esas
prdcticas y Bakunin no campe a sus anchas por los
“benchs” de mi vida. Fso si, buena parte de esta tesis la
debo a ella, sin duda.

Hace arios me preguntaron por qué hacia biologia y no
ciencias politicas. Bueno, me lo han preguntado muchas
veces. Yo dije que hacia biologia para hacer la revolucion.
Y por qué he hecho la tesis, por [o mismo, para aportar mi
granito de avena a esa transformacion urgentemente
necesaria. Por eso tengo que agradecer a todos esos
personajes que me acercaron a la ciencia marxista, con los
que maduré, espero no dejarme ninguno: Ale, Jose Juan,
Valentin, Carlos Enriquez, Luis Domingo, Varico, David,
Manolo Valle, Amanda, etc. Y “agradecer” a todos aquellos
que me hicieron alejarme de la vama burro-institucional vy
mds amarilla, y por tanto del positivismo y mecanicismo
cientifico: Manuel, Jorge, 7Puentedura, Josevi Yy un
desgraciado y larguisimo etc.

Hay gente sin la que me hubiera sido mucho mds dificil
terminar esto, tirar pa ‘lante, mis amigos Javi, Matias,
Adolfo y Jesus. Javi, Matias y Moha me inspiraron en los
ultimos dias de la carvera, vivir con ellos hizo que
sintetizara Biologia, ciencia y politica en uno.



A mi familia, padres y hermano. Sin ellos no habria
llegado hasta aqui. Me han dado valor y valores. A veces
demasiados...Espiritu de sacrificio, honestidad vy seriedad
tan necesarios para terminar una carrvera en las
condiciones en las que lo hice, y ser capaz de mudarme de
ciudad sin pensdarmelo dos veces. Por apoyarme en todo lo
que he hecho, en todas las decisiones, y [0 seguirdn
haciendo.

Realmente alguien que me hizo muchisimo mds fdcil
volver a empezar fue Monica. Otro elemento clave en esta
tesis y en mi vida.

Agradezco a todos aquellas estudiantes (estos si) de

prdcticas que han pasado por el laboratorio, especialmente
a Marcela. Me han ensefiado un poco a enseviar. También
a que se puede ser 'jefecillo" y no explotar, ridiculizar,
acosar ni maltratar como tanto se estila en esta profesion.

Pero si alguien ha influido enormemente en esta tesis ha
sido Silvia. [Me ha ensenado tantas cosas! La wmds
importante de todas es que no solo de ciencia vive el
"hombre". Buena parte del trabajo es también suyo,
durante meses hemos trabajado vy algo mads, codo con codo.
Silvia es un presente continuo, un gerundio. Me ha
descubierto el mundo de las emociones, y de (o necesarias
que son para la revolucion y la ciencia. Ella me ha hecho
ver que mi camino es el correcto, me ha hecho mirar hacia
adentro sin tener demasiado miedo al vacio, nadie como
ella ha sabido infundirme dnimos y autoestima, aunque
tambien algun cabreo. Su sinceridad vy su critica mordaz
son tan mnecesarias en este mundo de hipocresias, de
demostrar mds de [0 que se es. Silvia no necesita
demostrarle a nadie lo que sabe, o lo que no. jqué cunda el
ejemplo! Gracias, te quiero.



También quiero agradecer a Maria que me ayude a
entender quien soy, de donde vengo y a disfrutar un poco
mds de la vida.

Agradezco a todos los que me acompanaron en mis dos
estancias. A Lluis y a Xavi por enseriarme a surfear y no
morir en el intento (aunque por poco), a Cintia por su
dulzura vy compaiiia en tievvas australes. A Guillermo,
Amanda, Victor, Miguel y Mar por todo su caritio y
ayuda. Desde luego que sin ellos mi estancia en Memphis
hubieva sido una pesadilla, con ellos fue un suerio.
Agradezco especialmente a Stephen Tait, Doug, John, Nufi
y demds "nativos" que fueron hospitalarios, pacientes,
maestros y hasta "choferes". Ellos no leeran esto.

Ademds de agradecer quiero animar. A todas esas
personas que hay a mi alrededor tan especiales vy que
tienen tantas dificultades. Mireia, Eder, Violeta, Diana,
Laia, Olga, Joana y un desgraciado etc. Sufren el mundo de
la irracionalidad dentro del "racionalismo cientifico".
Sufren la mediocridad dentro de la "excelencia". Arios de
experiencia por fin me han hecho entender que el ejemplo
no cambia conciencias, pero Ssi terminar una tesis en
menos de 4 anos, gracias a Cristina, puede servir para al
menos despertar un pequeiiisimo remordimiento en la
almohada, bienvenido sea. jdifundida sea la buena nueva!

Con la excelencia no sé, pero nuestra tesis (no es solo mia),
demuestra que la calidad no estd vefida con el bienestar.
Creo sinceramente que hemos hecho un buen trabajo, que
Cristina tendrd un futuro durvo, pervo algun dia este
sistema cientifico de m..... le permitird situarse donde le
toca.



Espero no dejarme a nadie, pero json tantas personas las
que han hecho esto posible!.






“Todos somos muy ignorantes. Lo que ocurre es que no todos ignoramos las
mismas cosas”. Einstein.

iNDICE:
. ABREVIATURAS .........oovverieereeesenseeesseesseessssssessssss s sssssss s s sesssanns 5
. RESUMEN ........ooooveeeeeeeeeseeeseesseesssssssesssesssesssssessns s sesse s sssessssssesesanas 7
. INTRODUCCION .........ooovoivereetceeeeeeeeieesseese e 11
1 METABOLISMO Y CANCER .....eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e e teeeetene e eeeeeeeeneaeaeas 11
1. METABOLISMO ENERGETICO ..cuvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeseeeenene 11
© GlUCOSA: c..cuiieeecteecee ettt et ettt b e e eraeeree s 11
o Glutamina (GlIN)i....coecieieeeese e 14
e Adaptaciones a la escasez de nutrientes ..........cccocveevevvecieenenns 15
A A\ U N 1O o 1Y C ] 7 RPN 19
2.1. REGULACION Y MECANISMOS ......coorvereeerreseenseeessessssnssesssssessennees 21
2.2. DETECCION DE LA AUTOFAGIA ....ocooomrverveeeeeeseeeeeeeeeessseee s 23
3. MUERTE CELULAR ..o.oomveeeeeceeeeesseesses s seessessssse s sessssssssessssnsssensens 25
3.1. INTRODUCCION ...ttt ettt 25
3.2, APOPTOSIS it e e e e e e e 27
3.3, CASPASAS .. e e e e aaaes 29
° CASPASAS INICIADORAS: ... ettt eeee e 31
®  CASPASAS EFECTORAS: .....orvereeereereenesesseesssessessssnsssssssssssnssens 33
3.4. MECANISMOS DE INDUCCION DE APOPTOSIS.........ccoorverrrerrerrrannes 33
3.4.1. RUTA EXTRINSECA - REGULACION ........cccccooumrrmnnn. 34
a) RECEPTORES DE MUERTE........ccoooimmiireierensesseeesseesseeennoone 34
D)  CASPASA-8 ... 38
c) DIFERENCIAS ENTRE APOPTOSIS TIPO 1Y Il ... 41
d) SENSIBILIZACION A LA VIA EXTRINSECA.........cocvvvunenne. 42
3.4.2. VIAINTRINSECA - REGULACION........cccooverrerrerrenn. 46
3.4.3. PERFORINA — GRANZIMA ........ccoooimrimresreeeresresseennoens 49

3.5. APOPTOSIS INDUCIDA POR ESCASEZ DE NUTRIENTES.........ccccceennnen. 49



3.6. APOPTOSIS Y AUTOFAGIA ...t 53

3.7, NECROSIS. ...ttt 55
3.7.1.  NECROPTOSIS ...t 56
4. MUERTE CELULAR Y CANCER ....oovivevererereeeeecee ettt 57
IV, OBJIETIVIOS......co ottt et e e e e et ree e e e e e e snbeeeeeeeeeenas 59
V. MATERIALES Y METODOS..........cocuoviueueeceieieiecerneeeeeesesesssessssssessssseeeenena 61
1 MATERIALES ...t e e s 61
1.1, LINEAS CELULARES ....ooviuieieiieeeeeeeeeeteteteteve ettt seaeseasasas s ees 61
1.2, REACTIVOS... . ettt e e e e e s 61
2. METODOLOGIA.......oooeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeee sttt 69
2.1. CULTIVO CELULARY TRATAMIENTOS ....coeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeerenenenenenens 69
2.2. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS ....coeiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeneeereeeeeeenenens 69
Disminucién de los niveles de proteina mediante ARN de
INEITEIENCIA. ... oo 69
Expresion de ADN eXOgENO0. .......ccoeververienieininineniesieseeeeeeeeenens 70
2.3. TRANSFECCIONES ESTABLES. ....ooiiiiiiiiiiiieeeeee e 70
RETIOVIFUS: ..ot 70
o Expresidon de proteinas.........ccocevviieiiiiecene e 70
o Disminucién de los niveles de proteina mediante ARN de
Q) (=Y 0 1=T 4 =Y o Tor = TSRS 71
Transfecciones estables por seleccion. ..........cccoovevvvvevenecieenene, 71
2.4. MEDICION DE LA MUERTE CELULAR: ....ovteeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
2.4.1.  MEDICION DE LA VIABILIDAD POR CRISTAL VIOLETA. ........... 72
2.4.2. DETECCION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO: ...... 72
2.4.3. ACTIVIDAD CASPASA-3. ..ottt 74
2.5, WESTERN BLOT: ..ciiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneee 75
2.6. RT-PCR:.iiiiiiiiiiiiiiieiiteeeeeeete ettt ettt ettt ettt et e eeeeeeeesereeeeeeeeeeeeeeesereneee 76
2.7. MICROSCOPIA. ..ottt aenens 76



VI, RESULTADOS .......coo ottt 79

1. LAS CELULAS DEFICIENTES EN BAX Y BAK SON SENSIBLES A DIFERENTES
TRATAMIENTOS ...t 79

ANTECEDENTES ...ttt e e e s e e s e s 79

2. LA PRIVACION DE GLUCOSA PUEDE INDUCIR APOPTOSIS O NECROSIS
DEPENDIENDO DE LA LINEA CELULAR. ......cvrtrieeiiteieieieis s 81

3. LAPRIVACION DE GLUCOSA INDUCE ACTIVIDAD CASPASA EN
FIBROBLASTOS MURINOS INMORTALIZADOS.........cccooeiviiiiiiinniin e 85

4. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR LA PRIVACION DE GLUCOSA EN CELULAS
DKO TIENE UN FENOTIPO ATIPICO......cuevrreieeirieeireirsseiseessessssesssessessssessnsnens 88

5. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION DE GLUCOSA ES
INDEPENDIENTE DE LA VIA INTRINSECA ......ooovirierieeieieeeieieie e 91

5.1. La apoptosis inducida por privacion de glucosa en fibroblastos
murinos deficientes en Bax y Bak no es dependiente de la ruta
MILOCONAIIAL. ceiiiiiieieee e s 91

5.2. Fibroblastos murinos sobre-expresando establemente Bcl-2 mueren
por apoptosis tras privarlos de glucosa. .......ccecvveeeriiieeecciieee e, 93

5.3. Lineas celulares que sobre-expresan Bcl-xL mueren en ausencia de

=4 [0 Tol o 17 TSRSt 94
6. LA CASPASA INICIADORA DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION
DE GLUCOSA ES LA CASPASA-8 ...ttt esiee st esite e siee e sre e sine st e sine e s 97

6.1. La proteina viral CrmA protege de la retirada de glucosa. ................ 97

6.2. La reduccidn de los niveles de caspasa-8 protege de la privacién de
=4 [0 Tol o 17 TR PURRRt 98

7. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION DE GLUCOSA ES
INDEPENDIENTE DE LA INTERACCION DE LOS LIGANDOS DE MUERTE CON
SUS RECEPTORES. ...ttt 101

7.1. La muerte inducida por privacién de glucosa en DKO no estd mediada

7.2. La muerte inducida por privacién de glucosa en células DKO no es
Mediada POr FasL. ... 104



7.3. TRAIL tampoco esta implicado en la muerte por privacion de glucosa
€N CEIUIAS DKO ..ottt s s e ssare e 105

8. LOS COMPONENTES DEL DISC NO SON NECESARIOS PARA LA MUERTE
POR PRIVACION DE GLUCOSA .......couvurvirrierieriesissiesssiesessie s ssssssessssssenans 107

8.1. La sobreexpresion de c-FLIPL no protege de la privacion de glucosa en
células deficientes en Bax y Bak........cccceeeveieeiiicciiee e 107

8.2. Estudio de la implicacién de FADD en la muerte por privacién de
= [Vl 17 U REPRRN 109

8.3. No hay sinergismo entre la falta de cIAP1 y la muerte inducida por
o]V Yol o] g e [N =4 [0 o 1Y 1R P 111

8.4. RIPK1 no estd implicado en la apoptosis inducida por privacién de

= [Vl 17 SR URRPRRNt 113
9. METABOLISMO Y MUERTE ....ccoittiiiieenieeniee ettt sveeesivee s 116
9.1. La privacion de glucosa induce agregacion de GFP-LC3................... 116

9.2. La 3-metiladenina reduce significativamente el porcentaje de células
a1 oToTo T o] [ 1o [Ty 118

9.3. Fibroblastos murinos deficientes en ATG7 son mas resistentes a la
privaciéon de glucosa que células que la expresan. ......cccccceeeevcieeeeennen. 119

9.4. La cloroquina no altera el porcentaje de apoptosis inducida por
privaciéon de glucosa en células deficientes en Bax y Bak.........ccceeeun.eee. 121

9.5. No se observan membranas de autofagosomas por microscopia
electrdnica tras la privacion de glucosa. .......cceeeecveeeeiciiee e, 122

9.6. A pesar de acumularse, la proteina p62 no estd implicada en la

muerte inducida por privacidon de glucosa.......cccceeeecvieeeeciieeeeciiee e, 124
VII. DISCUSION GENERAL .......cooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seese e 127
1. LA PRIVACION DE GLUCOSA INDUCE APOPTOSIS O NECROSIS
DEPENDIENDO DE LA LINEA CELULAR........cooveeeeereteeeeeceeieeeeeseeseeese e seeee e, 127

2. LA CASPASA INICIADORA ES LA CASPASA-8 PERO
INDEPENDIENTEMENTE DE LA VIA CLASICA DE RECEPTORES DE MUERTE .. 132

3. METABOLISMO Y MUERTE CELULAR.......ccccovviiiiiiiiiiiiciciecin 137
VIII. CONCLUSIONES .....ooiiiiiiiiiiin i 141
IX. REFERENCIAS ... 143



ABREVIATURAS

3-MA: 3-Metiladenina

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AICAR: 5-amino-imidazol-4-carboxamida ribonucleésido.

AMP: Adenosina monofosfato.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero.

Atg: Genes relacionados con autofagia (del inglés, Autophagy-
related genes)

ATP: Adenosin trifosfato.

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

BIR: (del inglés, Baculoviral IAP repeat)

CARD: Dominios de reclutamiento y activacién de caspasas (del
inglés, Caspase activation and recruitment domain)

CHX: Cicloheximida.

DAPI: Diaminofenilindol.

DD: Dominio de muerte (del inglés, Death domain)

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

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: Dimetilsulfoxido.

DNA: ADN (del inglés, Deoxyribonucleic acid)

ECL: Reactivo quimioluminiscente (del inglés, Enhanced
chemiluminiscence)

EDTA: Etinildiaminotetraacetato.

EM: Microscopia electrénica (del inglés, Electron microscopy)
FACS: Citometria de flujo (del inglés, Fluorescence activated cell
sorting)

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

GFP: Proteina fluorescente verde (del inglés, Green fluorescent
protein)

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



IFN: Interferon

LDH: Lactato deshidrogenasa.

MEFs: Fibroblastos embrionarios de ratén (del inglés, Murine
embryonic fibroblasts)

MOMP: Permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa
(del inglés, mitochondrial outer membrane permeabilization).

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

NK: (del inglés, Natural killer)

PBS: Solucion salina fosfato (del inglés, Phosphate-buffered
saline)

PE: Fosfatidiletanolamina (del inglés, Phosphatidilethanolamine)
PI: Yoduro de propidio (del inglés, Propidium iodide)

PMM: Potencial de membrana mitocondrial.

PS: Fosfatidilserina (del inglés, Phosphatidilserine)

PTP: Poro transitorio de permeabilidad.

PVDF: (del inglés, Polyvinylidene difluoride)

RE: Reticulo endoplasmico o endoplasmatico

RING: (del inglés, Really interesting new gene)

RNA: ARN (del inglés, Ribonucleic acid)

Rnase: Ribonucleasa.

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

RT-PCR: Transcripcion reversa de ARN y amplificacién de ADN
por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (del inglés, Reverse
transcriptasepolymerase chain reaction)

SDS: Sodium dodecyl sulfate.

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)

TCR: Receptor de células T (del inglés, T-cell receptor)

TE: Tris EDTA.

TEMED: Tetrametiletiieno diamina (del inglés, N-N-N’-N'-
Tetramethylethylene diamine)

TRIS: (del inglés, Trishydroxymethylaminomethane)

WT: Fenotipo silvestre (del inglés Wild Type).
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Il. RESUMEN

La apoptosis es una forma de muerte controlada por unas proteasas
llamadas caspasas. La activacion de las caspasas lleva a la
desintegracion controlada de la célula y a su fagocitacion por parte de
macréfagos. De esta manera, se evita la salida de material
citoplasmatico al medio extracelular, lo que evita la inflamacién. Sin
embargo, la necrosis es una forma de muerte que no depende de
caspasas, pero que si que puede tener un control y ser homeostatico.
La necrosis si que genera una extravasacion del material intracelular
al exterior.

Buena parte de los tumores presentan la caracteristica de tener un
metabolismo glicolitico superior al de la mayoria de los tejidos.
Ademas, esta gran dependencia en la glucosa hace a las células
bastante sensibles tanto a su ausencia como a la inhibicion del
metabolismo glicolitico. Esta caracteristica es usada tanto en
diagnéstico como en tratamientos en pruebas: la 2-deoxiglucosa se
esta utilizando en ensayos clinicos. Sin embargo se sabe poco de
cdmo la inhibicién del metabolismo de la glucosa mata a las células.
Otra caracteristica de las células tumorales es la de ser resistentes a
muchos inductores de muerte, tanto de apoptosis como de necrosis.
Estas células han tenido que escapar de los mecanismos fisiolégicos
de control anti-neoplasico del organismo: tanto los controles
intracelulares (induccién de apoptosis), como sistémicos (sistema
inmunolégico). Ademas, muchos tumores solidos pueden sufrir
ambientes con escasez de nutrientes. Se da la coincidencia de que
muchos oncogenes estan a su vez relacionados con el metabolismo.
En células sanas, en general, los ambientes con escasez de
nutrientes llevan a la induccion de proteinas BH3 y a la bajada de los
niveles de proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 que
desencadenan apoptosis por la via mitocondrial o intrinseca. Sin
embargo, muchos tumores tienen bloqueada esta via de activacion de
apoptosis, lo que, como decia mas arriba, les hace ser resistentes a
diversos ambientes estresantes.

Todos estos datos hacen interesante el estudio del efecto de la
privacion de glucosa sobre varios tipos celulares. Por un lado,
caracterizar los efectos de la privacidbn de glucosa en células que
tienen bloqueada la via mitocondrial de la apoptosis al ser deficientes
en las proteinas Bax y Bak (DKO). Por otro, estudiar los efectos de la
privacion de glucosa en células tumorales humanas.



Dentro de esta caracterizacion, es importante averiguar si se mueren
por apoptosis o necrosis. Qué elementos reguladores estan
implicados, protectores o sensibilizadores. Si es apoptosis, y la muerte
depende de caspasas, averiguar qué caspasas son las iniciadoras y
como se estan activando. Y cual es el papel del metabolismo en
general y de la autofagia en particular en esta muerte.

En esta tesis se muestra cémo la privacibn de glucosa induce
actividad caspasa en células deficientes en Bax y Bak. Y que esta
actividad caspasa es dependiente de la caspasa iniciadora 8. La
caspasa-8 es la caspasa responsable de la activacion de la ruta
extrinseca de la apoptosis.

Aqui ensefiamos que la apoptosis inducida por la privacion de glucosa
en células DKO induce actividad caspasa, degradacion del ADN,
condensacién atipica de la cromatina, externalizacién de Ila
fosfatidilserina y demas rasgos tipicos de apoptosis como el corte de
sustratos especificos de caspasas. Todo esto, excepto Ila
condensacién de la cromatina es inhibido por inhibidores de caspasas.
Nosotros hemos demostrado que la privacién de glucosa no induce
apoptosis al sensibilizar a la célula a los ligandos de muerte, sino que
es independiente de la interaccion de ligandos y receptores de muerte.
Asimismo, hemos demostrado que la activacion de caspasa-8 no se
inhibe por FLIP, y probablemente FADD no es la molécula adaptadora
0 reclutadora de caspasa-8. Aunque esto Ultimo necesita de
confirmacion.

Hemos intentado ver si otros mecanismos de activacion de la
caspasa-8 que han sido publicados en los ultimos afios podrian ser la
causa. Ni p62, ni FLIP estan implicados en la muerte inducida por
privacion de glucosa. Un posible reclutamiento de la caspasa-8 al
complejo formado por RIPK1 no es el responsable, ni tampoco la
actividad kinasa de RIPK1 ya que la necrostatina no protege de la
muerte.

El estudio del papel de la autofagia da resultados contradictorios. Por
un lado, la autofagia seria un proceso que sensibilizaria a las células a
la privacion de glucosa, ya que la 3-metil-adenina protege, y las
células deficientes en Atg7 estan también protegidas. Pero por otro
lado, la autofagia no tendria un papel importante, porque la presencia
de cloroquina no afecta a la privacion de glucosa. Aunque no hemos
podido clarificar ni siquiera si se esta induciendo autofagia, o si esta al
menos se resuelve completamente. A pesar de que vemos acumulos
de GFP-LC3 por microscopia confocal, no vemos vesiculas con doble
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membrana al microscopio electronico ni desaparicion de p62. Mas
bien al contrario, la privacién de glucosa induce una acumulacién de
p62, que como se decia mas arriba no parece ser la causa de la
activacion de la caspasa-8..

Por ultimo indicar que la caspasa-8 también esta implicada en la
muerte por privacion de glucosa en las células HelLa, que mueren de
forma dependiente de caspasas. Pero que otras lineas celulares, por
ejemplo las células de rabdomiosarcoma (RH30) o las de tumor de
mama (MCF7) sufren necrosis tras la privacién de glucosa.
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. INTRODUCCION

1 METABOLISMO Y CANCER

1. METABOLISMO ENERGETICO

Todos los organismos vivos son sistemas abiertos que necesitan un
constante flujo de elementos del exterior, incluidos nutrientes, y
necesitan librarse de los deshechos de su metabolismo.

Para evitar la necesidad de disponer continuamente de nutrientes, los
organismos desarrollan mecanismos de almacenamiento tisular y
celular.

¢, Pero cuales son los principales nutrientes con los que las células
obtienen el ATP? A nuestra mente viene en seguida la glucosa como
principal fuente de energia de la mayor parte de los seres vivos. Pero
si se mira con detenimiento, en muchos tipos celulares vy
especialmente en tumores, la glutamina puede ser la principal fuente
de energia y nitrégeno de las células (DeBerardinis and Cheng 2009).
En cualquier caso, la glucosa es uno de los nutrientes esenciales de la
mayoria de los seres vivos, tanto para la produccién de ATP, como
para su transformacion en otros nutrientes esenciales como acidos
grasos.

e Glucosa:

La glicolisis es la ruta metabdlica que convierte la glucosa en piruvato.
Es comun a la mayoria de los seres vivos con ligeras variaciones. Y el
que una célula utilice la glicolisis es independientemente de su estado
oxidativo. La primera parte es comun a la ruta anaerdbica y aerdbica.
La glucosa es convertida en piruvato, con la produccion de 2 ATPs. En
condiciones anaerobicas, el piruvato sera transformado en acido
lactico o etanol (glicolisis anaerdbica); mientras que en condiciones
aerdbicas el piruvato es convertido en acetil-coA (acetil coenzima A)
por la piruvato deshidrogenasa. Este acetil-coA entra en el ciclo de las
pentosas fosfato (ciclo de Krebs), donde se producen 34 moléculas de
ATP por acetil-coA. La conversion anaerébica del piruvato en etanol o
lactato es mucho menos eficiente en la producciéon de ATPs.

En condiciones normales, en organismos aerdbicos, conviven ambos
sistemas, con un peso importante de la ruta oxidativa de la
mitocondria. En situaciones de baja presién de oxigeno, por ejemplo
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en los musculos de los velocistas, las células musculares tienen la
capacidad de virar rapidamente su produccion de ATP hacia la
glicolisis anaerobica, con la consecuente produccion de lactato.

Efecto Warburg: realidad o fantasia. Hace mas de 80 afios que
Warburg describié que las células tumorales tienden a utilizar mucha
mas glucosa que los tejidos sanos (Warburg, Wind et al. 1927). Se
conoce como efecto Warburg el que los tumores utilicen
preferencialmente la ruta anaerdbica de la glicolisis en vez de la ruta
oxidativa. Esto ocurre incluso en ambientes con alta presion de
oxigeno como en tumores sanguineos.

Hoy dia el efecto Warburg se utiliza como un marcador del cancer,
llegandose a utilizar para diagnostico clinico. EI PET (tomografia de
emisién de positrones), utiliza la 2-[18F] fluoro-2-desoxi-D-glucosa,
que preferencialmente va a células con un alto requerimiento de
glucosa, de manera que los tumores son asi facilmente detectables.

Pero como deciamos, la glicolisis anaerdbica es energéticamente
ineficiente. jEntonces por qué los tumores la utilizan produciendo
gran cantidad de lactato? Utilizan la glicolisis Unicamente para la
produccion de ATP?

Realmente, las células tumorales todavia mantienen un grado de
fosforilacion oxidativa que es variable entre tumores. Y la contribucién
de la glicolisis al ATP celular puede ir de un 50% como describid
Warburg a menos de un 5% en otras lineas tumorales (DeBerardinis
and Cheng 2009).

Ademas, no todos los tumores son “PET- positivos”, ni todas las
transformaciones neoplasicas estan asociadas con un incremento de
la glicolisis anaerdbica. De hecho, hay tumores con una funcion
mitocondrial aumentada.

Para algunos investigadores como Craig Thompson, la
transformacion neoplasica lleva asociada necesariamente el cambio
metabdlico a glicolisis anaerébica. Segun otros, es un “epifenémeno”
de la transformacion mas que una causa (Garber 2004).

Lo que parece estar claro es que no es la adaptaciéon a ambientes
hipoxicos lo que hace que una célula sea glicolitica, ya que tumores
sanguineos o pulmonares siguen siendo glicoliticos y crecen en
ambientes muy oxigenados.
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Figura 1: Rutas de metabolizacion de la glucosa y la glutamina.
(DeBerardinis and Cheng 2009)

Dificilmente se puede explicar la causa del efecto Warburg por una
cuestion de demanda energética o porque los tumores sufran hipoxia.
Probablemente es el hecho de que en la glicolisis, en la primera parte,
no solo se produce ATP y NADH, sino piruvato, que es un
intermediario necesario para la producciéon de esqueletos carbonados:
acidos grasos, nucleétidos y glucidos. Imprescindibles para una célula
en rapido crecimiento como las tumorales, mas que el ATP. Pero los
intermediarios de esos elementos se producen en el ciclo de los
carbonos, en la mitocondria (Figura 1). Por tanto, aunque la célula sea
glicolitica, es imprescindible que el ciclo de los carbonos siga
funcionando (DeBerardinis and Cheng 2009).

Segun el Dr. C. Thompson (Jones and Thompson 2009), una serie de
mutaciones desregulan la ingesta de nutrientes por parte de la célula,
que la hace mas autébnoma al medio, y facilita su transformacion
neoplasica.

Muchos oncogenes estan relacionados con el metabolismo. Por
ejemplo, c-Myc actua como un oncogén. Ya en 1997 se vio que la
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lactato deshidrogenasa (LDH) era regulada por c-Myc (Dang and
Lewis 1997). La enzima LDH estd implicada en la glicolisis
anaerdbica.

De todas maneras el que las células tumorales tengan incrementada
hasta 200 veces la (dlicolisis anaerObica sea una causa o
consecuencia de la transformaciéon no resta importancia al hecho de
que este “efecto Warburg” hace a estas células mas sensibles a la
inhibicién del metabolismo glicolitico.

Y es que esta caracteristica no se usa solo para el diagnéstico, sino
que en la actualidad se esta utilizando con éxito el inhibidor 2-
deoxiglucosa que esta en fase clinica (Raez, Langmuir et al. 2007). La
2-deoxiglucosa es fosforilada por la hexoquinasa a la que queda
unida, bloqueandola. De esta forma la 2-deoxiglucosa reduce el ATP
intracelular (Zhong, Xiong et al. 2009) e inhibe la proliferacion celular
(Kang and Hwang 2006).

Pero la glucosa no sélo es utilizada como fuente energética o de
“‘materia prima”, sino que es necesaria para la modificacion post-
traduccional de proteinas, la glicosilacién. Por lo que la 2-deoxiglucosa
induce estrés del reticulo endoplasmico por acumulacion de células no
glicosiladas debido a la falta de glucosa-6P(Kang and Hwang 2006).

Pero faltan piezas en el puzle. No se puede entender el metabolismo
energético y biosintético de las células en crecimiento sin tener en
cuenta que mientras que el reemplazamiento de acetil-coA viene de
la glicolisis, la mayor parte del reemplazamiento (anapleurosis) del
oxalacetato es producto de la glutaminolisis.

No esta claro entonces por qué esa gran dependencia de las células
tumorales por la glucosa, y lo que es mas interesante, por qué son
especialmente sensibles a su falta. jEs el efecto Warburg causa o
consecuencia? ;Realmente la mayoria de los tumores tienen
blogqueada la ruta de los carbonos mitocondrial?

Otros elementos han resurgido también como importantes tanto en el
metabolismo energético como anabdlico, la Glutamina.

e Glutamina (GIn):

Aunque la GIn contribuye sélo al 4% de la masa muscular, supone el
20% de los aminoacidos de la sangre.

La GIn es utilizada para sintesis de nucleétidos o para reacciones de
glicosilacion por un lado, o para la produccién de glutamato. El
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glutamato es un elemento escaso en la sangre y muy necesario para
células proliferantes, por ello los tumores tienen mucha actividad
glutaminasa, que convierte la Gln en glutamato. Este es utilizado para
la produccion de glutathione, antioxidante imprescindible, que permite
a las células tumorales resistir al estrés oxidativo derivado del intenso
metabolismo. El glutamato es también utilizado como un sustrato de la
respiracion. La oxidacion del esqueleto carbonado del glutamato, que
pasa a convertirse en a-cetoglutarato, es uno de las principales
fuentes de energia para células proliferando, incluidas no sélo células
tumorales, sino linfocitos, enterocitos, fibroblastos, etc. (DeBerardinis
and Cheng 2009) .

Sin embargo, parece que en células tumorales en proliferacion, el uso
de la glutamina, al igual que el de la glucosa parece ser también
ineficiente. Buena parte del nitrégeno y el esqueleto carbonado es
liberado sin metabolizar completamente, lo que podria ser otra marca
de los tumores, al igual que el efecto Warburg (DeBerardinis and
Cheng 2009).

Pero la glutamina también se utiliza como un mecanismo de
sefalizacién celular, por ejemplo en glioma. Las células gliales
secretan glutamato, y el grado de secrecion es proporcional a su
capacidad de crecimiento (DeBerardinis and Cheng 2009).

Receptores del glutamato (MGLUR) expresados en las células del
glioma activan PI3K induciendo proliferacién y supervivencia.

o Adaptaciones a la escasez de nutrientes

Los organismos vivos estan continuamente sujetos a periodos de
escasez en la naturaleza. La disponibilidad de nutrientes determina la
expansion de especies y la colonizaciéon de nuevos nichos. Los
nutrientes también dictan el momento de la reproduccion, de la
esporulacién, hibernacibn o diferenciacion, desde organismos
fotosintéticos unicelulares a mamiferos. Nuestra especie sufre
periodos de escasez nutricional que pueden ser temporales en el
recién nacido o durante el suefio, o0 persistentes debido a la escasez
de comida disponible en el entorno. Nuestro desarrollo como especie
viene marcado en buena medida por la escasez de nutrientes. Tanto a
nivel cultural como metabdlico. Incluso el ayuno forma parte de
numerosas terapias.
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También las células y los tejidos sufren privacién de nutrientes, por
ejemplo en situaciones patolégicas como la isquemia, donde hay
escasez de nutrientes y oxigeno. Las células tumorales también
suelen sufrir escasez debido a que los tumores suelen crecer mas
rapido que los vasos sanguineos. Esto lleva a menudo a la formacién
de “centros necroéticos”, que son areas del tumor con gran cantidad de
células muertas debido a la falta de irrigacién sanguinea.

Mientras que los organismos unicelulares han desarrollado formas de
resistencia para sobrevivir a los periodos de escasez, los animales
utilizan hormonas para movilizar las reservas energéticas. A nivel
celular, la escasez de nutrientes provoca diferentes respuestas
dependiendo del tejido. Estas respuestas generalmente llevan a la
movilizacién de nutrientes almacenados y a la adaptacion a esa
reduccion en la cantidad de nutrientes. Cuando esa escasez es aguda
o cronica lleva a la muerte de la célula. Pero en un primer momento la
célula responde parando todo su metabolismo anabdlico: disminucién
de la sintesis de proteinas, y ribosomas o parada del ciclo celular. Y
un aumento en la expresion de genes relacionados con la absorcion y
con el catabolismo: transportadores de membrana, induccion de
autofagia, etc.

Las respuestas son mas complejas debido a que los aminoacidos, la
glucosa y los acidos grasos son, ademas de nutrientes energéticos,
fuentes de esqueletos carbonados para la sintesis de estructuras
celulares.

La principal manera en la que la célula detecta escasez es a través del
ATP y los aminoacidos. De esa manera se esta detectando escasez
energética o nutricional. La célula, ante la escasez, lo primero que
hace es adaptarse a ella, reduciendo el gasto e intentando aumentar
la absorcion y la degradacion del esqueleto de la célula que ha servido
como estructura pero que puede convertirse en energia.

La falta de energia (ATP) es detectada por la célula a través de la
activacion de la AMPK (protein quinasa activada por AMP) (Hardie
2007). Es una proteina que forma un complejo trimérico, con actividad
quinasa, que es activado alostéricamente por el ratio AMP/ATP. La
activacion de la AMPK permite a la célula reaccionar a la falta de ATP
regulando procesos como el transporte de glucosa (incrementando la
expresion del transportador de glucosa GLUT4). La AMPK también
regula la transcripcién, por ejemplo inhibiendo los genes implicados en
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biosintesis. Bajos niveles de ATP y la activacion de AMPK también
inhiben la proliferacién celular a través de la activacion de p53 y la
estabilizacion de p27 (Jones and Thompson 2009), (Liang, Shao et al.

2007).
Glucose deprivation / antiglycolytics
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> glycosylation
~ NADPH loss
ROS production
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Figura 2: La inhibicién del metabolismo de la glucosa induce diferentes
respuestas en las células.

El AMP se une a la subunidad gamma de la AMPK, que es donde esta
la actividad quinasa. Hay algunas proteinas que parecen actuar por
encima de AMPK. Una de ellas, LKB1, es una quinasa considerada un
supresor de tumores que estd mutado en el sindrome de “Peutz-
Jeghers”. LKB1 actuaria como activadora de AMPK aunque siempre
junto a la sefial de AMP (Hardie 2007).

Otro elemento clave para el mantenimiento de la homeostasis
nutricional de la célula es TORC1. En mamiferos es un complejo
multiprotéico que contiene mTOR, acronimo en inglés de “diana de la
rapamicina en mamiferos”. Es activado por hormonas y factores de
crecimiento, y también se activa con la presencia de aminoacidos.
Aunque no se sabe si los aminoacidos activan mTOR directa o
indirectamente. Algunas proteinas que parecen tener un rol en la
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activacion de mTOR son MAP4K3 y Rag A y B (Wang and Proud
2009).

No se conocen a fondo los mecanismos de activacion de mTOR por
falta de aminoacidos, pero en definitiva su activacibn por el
aminoacido leucina induce proliferacion celular y sintesis proteica. La
glutamina también es un aminoacido esencial para la activacion de
MmTOR. Esto es especialmente importante en tumores, ya que el alto
flujo de GIn activa mTOR que induce proliferacion.

Por tanto, estos son los dos elementos claves que la célula utiliza para
sentir su estado nutricional y energético. Cuando los nutrientes son
abundantes, la célula se activa e induce proliferacion o anabolismo
segun el tipo celular. Cuando, al contrario, los nutrientes escasean,
MmTOR se inactiva, y AMPK se activa induciendo en un principio
mecanismos de adaptacion como parada del ciclo celular, induccién
de catabolismo y autofagia, esperando tiempos mejores.

Si esta escasez se hace cronica, la célula terminard muriendo. Esto
sigue siendo un mecanismo adaptativo, que en determinados tejidos
puede ser una medida “desesperada” como en musculo cardiaco, o
adaptativa y “beneficiosa” para el resto del organismo, como la atrofia
muscular.
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2. AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso homeostatico fundamental para las células
eucariotas. Permite a las células degradar organulos y componentes
danados, y transformarlos, reciclandolos, en elementos esenciales. Es
un proceso catabdlico por el que la célula consigue principalmente
aminodacidos y renovacion de estructuras. Por autofagia entendemos
cualquier proceso celular por el que contenido citoplasmatico es de
una u otra forma digerido en el interior de lisosomas.

Figura 3: Los autofagosomas poseen dobles membranas. Fotografia de
microscopio electronico. De Mizushima et al. (Mizushima, Yoshimori et al.
2010)

Las células eucariotas tienen dos mecanismos principales de
degradacién de proteinas: el proteosoma y los lisosomas. El
proteosoma es un complejo de proteasas multicatalitico que degrada
la mayoria de las proteinas endogenas mal plegadas, dafiadas o
inservibles, para mantener una funcién celular normal. Este
mecanismo de degradacion juega un papel importante en multiples
procesos como progresion del ciclo celular, proliferacion, apoptosis o
angiogénesis.
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El segundo mecanismo de degradacion, mediado por lisosomas,
degrada proteinas extracelulares internalizadas por endocitosis,
fagocitosis o pinocitosis. Pero también degradan componentes
citoplasmaticos intracelulares que provienen de autofagia.

La autofagia realmente engloba muchos procesos: autofagia mediada
por chaperonas, microautofagia o macroautofagia.

La diferencia entre micro y macroautofagia radica en que en la
microautofagia el lisosoma engloba directamente el contenido
citoplasmico a degradar (Kunz, Schwarz et al. 2004). Sin embargo, la
macroautofagia implica la formacion de vesiculas de doble membrana
citosdlicas, que secuestran contenido del citoplasma y lo degradan
tras fusionarse con lisosomas (Levine and Kroemer 2008). A
diferencia de otras vesiculas, los autofagosomas tienen doble
membrana con un tamafo de entre 300 y 900 nm. y son sintetizadas
“de novo” en el citoplasma.

Mientras que el proteosoma principalmente degrada de manera
especifica proteinas de vida media corta, la autofagia es el
mecanismo catabdlico por el que las células degradan proteinas de
vida media larga, otras macromoléculas e incluso organulos
(Mortimore and Poso 1987).

Al principio se pensaba que la autofagia era un proceso de
degradacién citoplasmatica aleatorio, sin especificidad. Sin embargo,
es un proceso muy controlado y bastante especifico. Por ejemplo, la
degradacién de proteinas ubiquitiniladas a través de SQSTM1/p62
(Kirkin, McEwan et al. 2009). El proteosoma tiene el problema de que
no es eficiente degradando grandes complejos proteicos. Sin
embargo, la autofagia, a través de este complejo SQSTM1/p62, puede
degradar desde complejos proteicos “marcados” hasta organulos o
incluso microorganismos (Kirkin, McEwan et al. 2009). En células y
tejidos deficientes en autofagia se ha visto que se induce la formacién
de inclusiones de proteinas ubiquitiniladas. El silenciamiento de p62
lleva a la desaparicibn de esas inclusiones. Ademas, p62 se ha
identificado como un substrato especifico que es degradado a través
de la ruta autofagica (Komatsu and Ichimura). Esto sucede debido a
que interacciona con LC3 en la membrana del autofagosoma. Cuando
la autofagia esta inhibida, p62 se acumula. De hecho su acumulacion
parece ser la responsable de algunas de las patologias derivadas de
la inhibiciébn de la autofagia. A su vez p62 funciona como un
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transportador de proteinas ubiquitiniladas a los autofagosomas
(Komatsu and Ichimura).

La autofagia sirve como una respuesta comun al estrés extracelular
(hipoxia, altas temperaturas, falta de nutrientes) e intracelular (dafio de
organulos), permitiendo a los organismos eucariotas sobrevivir bajo
estas condiciones mediante el reciclado.

Es evidente que un proceso catabolico como este debe estar limitado,
no puede ser crénico. Si la sefal que lo induce no revierte, la
degradacibn masiva de organulos, especialmente mitocondrias
(mitofagia) llevaria a que la autofagia en vez de ser protectora sea
perjudicial. La célula se encontraria con materias primas pero sin
fabricas para transformarlas en energia. De hecho su desregulacion
es causa de varias enfermedades como cancer, cardiomiopatias,
enfermedades musculares y enfermedades neurodegenerativas
(Levine and Kroemer 2008).

2.1. REGULACION Y MECANISMOS

aminoacidos ”” receptor deinsulina
T,
Qascd
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Alg1 kinase complex

(C.!.ass 111 PI3K complex)

Figura 4: Esquematizacion de la ruta molecular de la autofagia.

Como decia, la autofagia es un proceso homeostatico, por lo que
ocurre constantemente en la célula. Existe una autofagia basal. Sin
embargo, este proceso se regula rapidamente cuando las células
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necesitan nutrientes, en periodos de escasez, por ejemplo en
ambientes con una baja concentracion de aminoacidos (Sato,
Tsuchihara et al. 2007). También cuando hay disminucion de factores
de crecimiento (Lum, Bauer et al. 2005) y cuando se produce una
acumulaciéon de componentes citoplasmaticos dafiados en la célula
(organulos dafiadas o formacién de agregados de proteinas que se
acumulan en la célula). En estos casos, el proceso se conoce como
“autofagia inducida”. Ademas, tras una infeccién (Kirkegaard, Taylor et
al. 2004) o durante otros tipos de estrés las células también aumentan
los niveles de autofagia.

La autofagia es fuertemente inhibida por la quinasa mTOR, parece ser
que hiper-fosforilando a Atg13 se impide la formacién del complejo
Atg1, necesario para la formacion del autofagosoma. También lo
puede hacer inhibiendo eEF2 (Kamada, Funakoshi et al. 2000).
Aunque se ha sugerido que se puede inducir autofagia
independientemente de mTOR (Mordier, Deval et al. 2000), (Kochl, Hu
et al. 2006).

Y las sefales de PI3K/AKT, que responden a receptores tirosin
quinasas, activan a TOR. Por tanto, la insulina, los aminoacidos y
factores de crecimiento activan a TOR, inhibiendo la autofagia y
activando la sintesis de proteinas a través de la activacion de la
proteina quinasa p70S6K, entre otras funciones.

Por otro lado existen varios elementos que la inactivan: AMPK, elF2a
que responde a privacion de nutrientes, ARN de doble cadena, estrés
del reticulo endoplasmico, p53 y un largo etcétera (Levine and
Kroemer 2008).

Hasta ahora se han descrito unas 30 proteinas relacionadas con la
autofagia, la mayoria nombradas Atg. Estas proteinas tienen diversas
funciones, desde implicadas en el sistema de conjugacion de
ubiquitinas, sistema de lipidacion, protein quinasas o complejos PI3K
especificos de autofagia (Hamasaki and Yoshimori).

Todo empieza con un centro reclutador, son estructuras “pre-
autofagosoma” o fagéforos. Lo que no esta claro es como se sintetiza
la doble membrana, sobre todo en un momento de parada en la
sintesis de nuevas estructuras y es dificil estudiar si esas membranas
provienen de otras estructuras como Golgi o reticulo endoplasmico.
Existen estudios que indican ambas estructuras como las
responsables. Una de las proteinas esenciales en este fagéforo es
Atg14L, que recluta a Atg16L o LC3 a la incipiente membrana.
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Un paso fundamental es la unién covalente de fosfatidiletanolamina a
LC3, formandose LC3-Il. Esta unién es catalizada por una cascada de
reacciones implicando a varias proteinas Atg: 7, 3 y 12-5. Este LC3-II,
localizado en las membranas del autofagosoma y esencial en su
biogénesis, es al final degradado.

Mucho queda por dilucidar del proceso de formacion del
autofagosoma. Por ejemplo, se sabe que Beclina-1, un homdélogo en
mamiferos de Atg6, esencial para la autofagia, forma un complejo con
actividad quinasa. En mamiferos, Beclina-1 cuando se une a unas
proteinas activa autofagia y cuando se une a Bcl-2 la inhibe. Pero el
mecanismo es desconocido.

Cuando la membrana del fagosoma se ha cerrado uno o varios
lisosomas se fusionaran, generando un fagolisosoma. En él todo el
contenido que ha quedado englobado junto con la membrana interna
sera degradado por las hidrolasas lisosomales. De él saldran
aminoacidos y acidos grasos que podran ser utilizados por la célula.

2.2. DETECCION DE LA AUTOFAGIA

El hecho de que la autofagia sea un proceso tan complejo y con varias
etapas claves, hace que su deteccion y medicion sea objeto de
controversia.

El método utilizado durante mas tiempo es la microscopia electrénica,
y aunque se han desarrollado métodos moleculares de deteccion,
sigue siendo el mas fiable. Con la microscopia electrénica se detectan
la formacidon de estructuras intracelulares rodeadas de doble
membrana.

Otro método muy utilizado es la agregaciéon de LC3, que unido a GFP,
puede ser detectado por microscopia. Efectivamente, cuando se
genera el autofagosoma, el LC3 estd en la membrana y esto puede
ser visualizado. Pero esto no necesariamente indica que la autofagia
esta discurriendo con normalidad. Puede ocurrir que la degradacion
de los autofagosomas esté impedida, por ejemplo es lo que hace la
cloroquina. Por ello se percibe una acumulacion de autofagosomas
que puede inducir a creer que la autofagia esta aumentada cuando en
realidad esté inhibida.

El LC3 sufre una lipidacion, y ésta, por el cambio de tamafio puede ser
detectada por western blot, aunque aqui hay una paradoja. El LC3
lipidado resuelve mas rapidamente en el gel que el LC3-l. Sin
embargo, la proporcion LC3-1I/LC3 no siempre sera indicativa del
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grado de autofagia debido a que no se conoce bien la cinética de
formacion, lipidacién, “delipidacion”. Ademas de que, como se decia
antes, influye también la cinética de fusion del lisosoma y degradacion
del autofagolisosoma. De hecho, la acumulacion de LC3-ll no
necesariamente indica un incremento de la autofagia, puede ser,
como en el caso de p62, que realmente se esté inhibiendo en un paso
final. Por ejemplo, la bafilomicina es un potente inhibidor de la bomba
de protones de los lisosomas, lo que impide su fusién efectiva con los
autofagosomas. Este inhibidor genera una acumulacién de LC3-1l en
una situacién en la que la autofagia no es funcional.

La implicacién de varias proteinas en el proceso puede hacer muy util
las técnicas de silenciamiento génico como el siRNA, para detectar si
la autofagia esta o no implicada en las consecuencias del tratamiento.
Es por tanto frecuente utilizar fibroblastos deficientes en los genes
Atg5 o Atg7, o silenciarlos mediante siRNA. Debido a que lo que
entendemos por autofagia, la degradacion de contenido citoplasmatico
dentro de vacuolas, probablemente sea consecuencia de varios
procesos independientes y regulados de manera diferente, es posible
que estos abordajes de silenciamiento sean insuficientes. De hecho,
se ha descrito que existe una ruta de macroautofagia independiente
de Atg5 y Atg7 (Nishida, Arakawa et al. 2009).

No existe un método perfecto para medir autofagia. Por ello a la hora
de detectar autofagia es necesario asegurarse de que todas las
etapas del proceso son funcionales, utilizando diferentes técnicas que
analicen el estatus y las funciones de la autofagia en un tratamiento y
condicién determinada (Mizushima, Yoshimori et al.).
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3. MUERTE CELULAR

3.1. INTRODUCCION

La definicién de vida y muerte ha sido histéricamente un reto filosofico
y cientifico. ¢Es un virus un ser vivo o no? ;Esta una espora de un
hongo que lleva cientos de afios en el hielo viva o0 no?

La cosa se complica cuando nos referimos a nuestra especie. ¢En
qué momento del desarrollo de un feto éste es considerado un ser
vivo? ;Y cuando morimos? En principio seria cuando nuestro corazén
deja de latir, ¢pero qué pasa entonces con el mantenimiento de la
“vida” artificialmente?

Estas parecen reflexiones banales con respecto al tema de esta tesis,
sin embargo no lo son. ¢ Cuando una célula muere? Si pretendemos
estudiar muerte celular, especialmente en el tratamiento de tumores,
mas resistentes que muchas células, tendremos que encontrar una
definicibn comun de muerte para saber de qué estamos hablando.
Como se explicard mas adelante, se han descrito varios tipos de
muerte, clasificacion que viene dada por el proceso y las
consecuencias del mismo.

Se suele medir “muerte celular” como la incapacidad de la célula de
mantener la integridad de la membrana, por eso se vuelve permeable
a distintos colorantes. Pero una poblacién de células aparentemente
viva, negativa para esos colorantes como el yoduro de propidio, puede
haber dejado de ser viable. Y aqui entra un nuevo concepto, la
viabilidad. Podriamos definirla como la capacidad de las células de
seguir creciendo. Esto no lo definiriamos como muerte, la célula sigue
estando viva, integra, consume energia, respira y libera deshechos y
factores al medio. Sin embargo, para nosotros, el hecho de que una
célula no sea viable es tan importante o mas que el que esté “muerta”.
Una célula que no es capaz de multiplicarse “no existe” en un
organismo de miles de millones de células. Esto es muy importante en
el caso del tratamiento antitumoral. Por supuesto la mayoria de las
células de un organismo no tienen la capacidad de dividirse, funcion
que recae sobre unos pocos tipos celulares. Sin embargo esas células
tienen una funcién determinada.

Como todo, la muerte celular es un proceso, y en ese discurrir existe
un punto de no retorno, en el que la célula todavia no esta “muerta”,
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pero tampoco puede dar marcha atras. Esto también ha de ser tenido
en cuenta a la hora de estudiar este fenébmeno.

El comité de nomenclatura en muerte celular dice que una célula esta
muerte cuando ha perdido la integridad de la membrana plasmatica,
cuando el nucleo se ha fragmentado o cuando los cuerpos apoptoticos
han sido fagocitados (Kroemer, Galluzzi et al. 2009). Ellos consideran
que células senescentes han de ser consideradas como vivas, aunque
hayan perdido la viabilidad, la capacidad clonogénica.

Sea como fuere, la muerte celular en un sentido amplio es muy
importante para la homeostasis de los organismos multicelulares y
para las poblaciones de organismos unicelulares (Prindull 1995).

Es necesaria para eliminar células innecesarias, envejecidas,
dafiadas, perjudiciales, etc.

En el sistema inmunolégico, después de la proliferacion clonal ante
una infeccién, es necesario volver al estado basal, para ello los
linfocitos que habian proliferado tienen que desaparecer.

Durante el desarrollo embrionario, para la formacién tridimensional de
los tejidos, es necesario que determinadas zonas desaparezcan. Un
ejemplo universalmente conocido es el de la metamorfosis del
renacuajo a la rana. Al renacuajo la cola no se le cae, sino que va
desapareciendo gradualmente, esas células sufren apoptosis (R.Kerr,
Harmon et al. 1974).

En nuestro animo por clasificarlo todo, hemos separado la muerte
celular en varios tipos dependiendo del estimulo, del proceso y de las
consecuencias.

Nosotros vamos a clasificar la muerte celular en apoptosis y necrosis.
E incluiremos dentro de cada apartado otros procesos que por sus
caracteristicas podrian ser clasificados aparte, pero esta clasificacion
nos parece mas realista.
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3.2. APOPTOSIS
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Mufioz-Pinedo 2010, “Ancient Origin of Self Recognition Systems in Nature”, 1st ed.

Figura 5: Esquema de las distintas rutas de induccion de
apoptosis.

Al principio esta muerte fue definida por criterios morfolégicos (Kerr,
Wyllie et al. 1972). Pero se ha ido viendo que estas caracteristicas
morfolégicas no son universales, y que lo Unico que se mantiene
constante en todas las condiciones es la actividad de unas proteasas
llamadas caspasas. Pero si hay una serie de -caracteristicas
bioquimicas y fenotipicas que la caracterizan: presencia de actividad
caspasa y protedlisis de sus substratos, fragmentacion de ADN vy
condensacién de la cromatina.

También se le ha venido llamando muerte celular programada, en
contraposicién a lo que se creia como una muerte incontrolada,
“espontanea” o pasiva que era la necrosis.

Esta denominacion pierde su sentido cuando se empieza a ver que
existen circunstancias en la que se induce muerte con caracteristicas
necréticas pero de manera controlada, en el sentido en el que existe
una ruta determinada implicada.
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Parece ser que la mayoria de los procesos que suceden en una célula
que sufre apoptosis estan relacionados con la necesidad de que esta
célula sea rapida y eficientemente fagocitada por un macroéfago.

El proceso que tiene lugar en una célula en apoptosis puede dividirse
en 4 fases secuenciales:

1) Estimulo.

Son diversos, y deben superar un umbral determinado. Se dividen en
estimulos de la via intrinseca o de la via extrinseca.

2) Fase de Induccion.

El estimulo induce la activacidon de caspasas, si el estimulo y la
activacion superan un umbral. Existen dos puntos de control
principales donde se decidird si se entra en apoptosis o no. Por un
lado, si la unién del ligando de muerte genera suficiente actividad
caspasa, o por otro, si la liberaciéon de citocromo C induce suficiente
agregacion de la caspasa-9.

3) Fase de Ejecucion.

En esta fase, el ADN es fragmentado por la accion de las
endonucleasas (cariorrexis), originando una serie de fragmentos
oligonucleosomales multiplos de la unidad basica de 180-200
pares de bases (Cohen, Sun et al. 1994). También se produce el
procesamiento de sustratos intracelulares por protedlisis (Martin
and Green 1995) y la externalizacion a la superficie de la célula
del fosfolipido fosfatidilserina, que es lasefial para la acciéon
de los macrofagos (Martin, Reutelingsperger et al. 1995).

La accion de las caspasas lleva a la célula a sufrir un fenébmeno
llamado burbujeo. Este consiste en la formacién de burbujas a partir
de la membrana plasmatica. Finalmente, la célula se fragmenta,
originando los cuerpos apoptoéticos.

4) Fase de Reconocimiento y Fagocitosis.

Este proceso esta bastante bien conservado en los organismos
multicelulares. Esto es debido a que de esta manera la muerte es un
proceso ordenado, eficiente y controlado. El resultado de esta fase es
que la célula, ya fragmentada en trocitos (cuerpos apoptéticos),
rapidamente sera fagocitada por los macréfagos (Savill and Fadok
2000), evitando su lisis y expulsion del contenido al medio
extracelular.

Cuando los investigadores en el laboratorio inducimos apoptosis en
ausencia de macréfagos, esas células apoptédticas sufren necrosis
secundaria. Algo parecido puede ocurrir “in vivo” si la apoptosis es
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masiva o la fagocitosis insuficiente. Las células apoptéticas, si no son
inmediatamente fagocitadas, se lisaran.

3.3. CASPASAS

Antes de empezar a explicar el proceso, hay que explicar qué son las
caspasas, que como se decia, son los elementos esenciales y que
definen este tipo de muerte. Se denominan caspasas por el acronimo
en inglés (cysteine aspartyl-specific proteases) (Thornberry 1997).

Las caspasas estan en la célula en forma de cimégenos inactivos,
procaspasas. Por lo tanto necesitan siempre una sefial que las active.
Estos cimogenos estan formados por tres dominios: un prodominio en
el extremo aminoterminal y los dominios p20 (subunidad larga) y p10
(subunidad corta), que se encuentran en la enzima activa (Hengartner
2000). En todos los casos conocidos, las caspasas activas estan
compuestas por heterotetrameros, que contienen dos heterodimeros
p20/p10 y dos sitios activos de catalisis (Earnshaw, Martins et al.
2003). Sin embargo, es posible que pueda haber caspasas en forma
de monomeros activos bajo determinadas condiciones. Una vez
activas, las caspasas son capaces de cortar gran variedad de
sustratos celulares. Existe una base de datos de libre acceso con los
sustratos de las caspasas (http://www.casbah.ie). Estos sustratos
tienen en comun un motivo tetrapéptido.

En este momento se han descrito 11 caspasas en humanos. No todas
tienen funciones apoptéticas. Por ejemplo, la caspasa-1, 4 y 5 estan
implicadas en inmunidad y maduracion de citoquinas.

Dentro de la familia de las caspasas, las que tienen una funcién
apoptética se suelen dividir en caspasas iniciadoras y ejecutoras. Sin
embargo, muchas de estas caspasas tienen mas funciones que las
apoptobticas.

Tabla 1: Representacion esquematica de la funcion y papel de
las caspasas asi como las consecuencias de su deficiencia.

Caspasa Fenotipo Knock- | Papel en | Funcion no
out apoptosis apoptética

Caspasa-1 Los ratones se | Papel en | Inmunidad innata,
desarrollan con | piroptosis. secrecion de
normalidad proteinas
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Caspasa-2 Los ratones | Caspasa No determinado
tienen un exceso | iniciadora/ejecutora
de oocitos.
Envejecimiento Iniciador de
prematuro. apoptosis tras el
dafio al ADN,
durante catastrofe
mitética y shock
térmico.
Caspasa-3 Mortalidad Caspasa ejecutora | Inmunidad
perinatal. adaptativa,
Hiperplasia proliferacion
cerebral. celular y
diferenciacion de
trofoblastos
placentarios.
Mantenimiento de
células
precursoras (Stem
cells).
Caspasa-6 Los ratones se | Caspasa ejecutora | Inmunidad innata.
desarrollan  con
normalidad.
Caspasa-7 Mortalidad Caspasa ejecutora | No determinada
perinatal.
Caspasa-8 Letal en el | Caspasa iniciadora | Inmunidad innata y
embriédn. de la ruta | adaptativa.
Problemas en el | extrinseca. Proliferacion de
desarrollo del linfocitos y
corazbn y bajos diferenciacion de
niveles de macréfagos.
precursores
hematopoyéticos.
En humanos,
mutaciones
familiares llevan
a
inmunodeficienci
as.
Caspasa-9 Mortalidad Caspasa iniciadora | No determinada

perinatal. Exceso
de tejido cerebral

de la ruta

intrinseca.
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Caspasa-10 | En humanos, una | Posible  caspasa | No determinada
mutacién familiar | iniciadora de la
estd ligada al | ruta extrinseca
sindrome
autoinmune
linfoproliferativo
de tipo Il
Caspasa-11 | Los ratones se | Implicada en | Inmunidad innata,
desarrollan muerte celular | migracién de
normalmente. neuronal inducida | macréfagos.
Los linfocitos | por MPTP vy otros
tienen un defecto | estimulos
en la de- | patolégicos.
polimerizacion de
la actina.
Caspasa-12 | Los ratones se | Caspasa iniciadora | No determinada
desarrollan en apoptosis
normalmente inducida por estrés
reticular.
Caspasa-14 | La piel de los | Desconocida Diferenciacion de
ratones presenta queratinocitos.
baja hidratacion y
alta sensibilidad a
UVB.

e CASPASAS INICIADORAS:

Las caspasas iniciadoras tienen un prodominio (DED) o card (figura 5)
que les permite unirse a moléculas adaptadoras y formar un complejo
activador.

Son capaces de auto-activarse e iniciar el proceso proteolitico,
cortando y activando otras caspasas. La dimerizacidon que induce la
activacion es necesaria, suficiente y reversible.

Las caspasas iniciadoras 8 y 10 tienen dos dominios DED, (dominio
efector de muerte en inglés), que les sirve para unirse a otras
proteinas que contienen los mismos motivos. La caspasas iniciadoras,
caspasas 2 y 9, contiene un dominio de reclutamiento de caspasa
(CARD). Estos motivos les sirven para unirse a otras proteinas o
“plataformas de activacion”, que al reclutar moléculas de caspasas, las
acercan permitiendo su activacion.
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Las caspasas 8 y 9 las trataremos mas en profundidad mas adelante.
Brevemente veremos el papel de caspasa-2.

El papel fisiol6gico de caspasa-2 es menos conocido que del resto de
caspasas iniciadoras. Su funcién es controvertida, parece claro que
tienen un papel apoptético y no inflamatorio, aunque también se le han
atribuido funciones en el ciclo celular y proliferacion. Revisado en
(Kitevska, Spencer et al. 2009).

Parece que su localizacion celular es nuclear, aunque también ha sido
detectada en Golgi, e incluso en algunos experimentos con
microscopia confocal la situan en la mitocondria (Kitevska, Spencer et
al. 2009).

Por su homologia con CED-3 (la principal caspasa efectora en C.
elegans), y porque al sobre-expresarla induce apoptosis, se creyé que
ese era su papel.

Los ratones deficientes en caspasa-2 no tienen un fenotipo dramatico.
Las hembras tienen mas oocitos que los ratones silvestres. Otro rasgo
parece ser que estos ratones muestran un envejecimiento prematuro,
especulandose que la deficiencia en caspasa-2 impediria la
eliminacion de células con un alto estrés oxidativo.

También se cree que caspasa-2 pueda tener un papel en el ciclo
celular. Fibroblastos murinos deficientes en caspasa-2 crecen mucho
mas rapido que su contraparte. Caspasa-2 es inducida bajo
oncogenes como E1A. Sin embargo, este papel en proliferacién no ha
podido ser probado in vivo.

Hay bastantes pruebas de su implicacion en reparacion del ADN. Y
aunque células deficientes en caspasa-2 fallen en la reparacion del
ADN tras radiacion, no se han encontrado sustratos de la enzima que
puedan ser responsables de esta funcion. (Kitevska, Spencer et al.
2009)

Su implicacibn en otras rutas de apoptosis es también muy
controvertida. Por ejemplo, su implicacién en apoptosis inducida por
“shock térmico”. Mientras existen estudios que muestran su
dimerizacién y activacion tras shock térmico (Bouchier-Hayes, Oberst
et al. 2009), otros ven que se induce apoptosis sin caspasa-2 (Milleron
and Bratton 2006).
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o CASPASAS EFECTORAS:
(tabla 1)

A diferencia de las iniciadoras, no son capaces de auto-activarse,
necesitan ser cortadas y activadas por aquellas. Las caspasas
efectoras cortan una gran cantidad de sustratos. Se conocen las
caspasas 3, 6 y 7. No tienen un prodominio como las iniciadoras. Y
estan en forma de dimero inactivas. Al contrario que las iniciadoras, el
corte de una subunidad de unién las activa, y este es un proceso
imprescindible e irreversible.

En general, las caspasas, por su funcion y actividad, tienen que estar
muy bien controladas. Una activacion descontrolada lleva a
enfermedades neurodegenerativas, mientras que una disminucion de
su actividad puede llevar al desarrollo de tumores. Iremos explicando
la regulacion de las mismas a lo largo del texto.

3.4. MECANISMOS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

La induccién de apoptosis es como generar una figura con fichas de
dominé. Una vez que la primera ficha ha caido, no hay vuelta atras. La
primera ficha es la caspasa iniciadora, y el estimulo (empujar la ficha)
debe ser lo suficientemente fuerte. A diferencia del efecto domino,
cada ficha sélo puede ser tumbada por la/s que le preceden.

Aunque nosotros los representemos de manera lineal, nada mas lejos
de la realidad. Las propias caracteristicas de las caspasas hacen a la
induccion de apoptosis una intrincada red de activaciones e
inhibiciones. Y si bien existen dos rutas claramente definidas por
funcién, mecanismos y protagonistas, estas se comunican
continuamente. Podemos dibujar un modelo de induccion de apoptosis
sobre el papel que dificilmente podremos ver en la realidad.

Para desenredar esta madeja, dividiremos las rutas en 2, ruta
extrinseca e intrinseca que son las mejor caracterizadas. Y después
hablaremos de otras vias de activacion de caspasas. Entre ellas una
de las mas importantes desde el punto de vista adaptativo, la inducida
por la granzima B por los linfocitos T citotdxicos.
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3.4.1. RUTA EXTRINSECA - REGULACION

También llamada de ligandos de muerte. En esta ruta participan los
receptores de muerte y la caspasa iniciadora es la 8 (y la caspasa-10
en humanos).

a) RECEPTORES DE MUERTE

Los receptores de muerte son miembros de la familia de los
receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNF). Son proteinas
transmembrana tipo-l (extremo aminoterminal expuesto en la cara
externa para su unién al ligando) y se caracterizan por contener entre
dos y cuatro dominios extracelulares ricos en cisteinas (CRD), para la
union de los ligandos, y un dominio intracelular de muerte de unos 80
aminoacidos (DD), que sirve para reclutar proteinas adaptadoras
como TRADD o FADD (Ashkenazi and Dixit 1998).

La homotrimerizacion de los receptores en la membrana se produce
por la union de ligandos especificos de la familia de TNF.

| DEATH LIGANDS |
FasL. TNF  TWEAK  TRAIL TRAIL 9
(CID95L) (LTa) (Apo3L) {ApoZL) (Apoll)
Fas TNF-RI TRAMP TRAIL-R1  TRAIL-R2 DR6
(CD95, Apol) (DR3, Apo3) (DR4) (DRS, Apol) (CAR1)
[ DEATH RECEPTORS |
O Death Domain (DD) @ cystein-rich Domain

Figura 6: Esquema de los ligandos y los receptores de la familia del TNF
(Webhrli, Viard et al. 2000)
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Los receptores de la familia del TNF, pueden transmitir sefales
contrapuestas Se llaman ligandos de muerte, pero ademas de
apoptosis pueden transmitir una sefial prosupervivencia, proliferativa,
inflamatoria a través de la activacion de NF-kB.

Cuando la sefial es de muerte, al interaccionar el ligando con su
receptor, se induce un rapido ensamblaje de un “complejo inductor de
la sefal” (DISC). El DISC contiene principalmente a la caspasa-8 (y 10
en humanos), a la molécula adaptadora FADD que interacciona con
Fas a través del dominio de muerte DD (revisado en (Strasser, Jost et
al. 2009)). Asi como a una molécula inhibidora, analoga a caspasas
pero sin el dominio activo, c-FLIP.

Ademas, dependiendo del estado del receptor, de las moléculas co-
estimuladoras o inhibidoras puede darse una sefial u otra. Receptores
que carecen del dominio de muerte, pueden funcionar como
inhibidores de la sefial, como sefiuelo (decoy) (Marsters, Sheridan et
al. 1997).

Aunque hay mas (figura 6), aqui vamos a tratar los receptores y
ligandos de muerte mas importantes o mejor estudiados

e FAS:

El receptor Fas juega un papel muy importante en el sistema
inmunitario. Se identifico en 1991 (ltoh, Yonehara et al. 1991). Forma
parte de de la familia de TNF. Aunque puede encontrarse soluble
debido a un splicing alternativo (Cheng, Zhou et al. 1994),
normalmente es una proteina transmembrana, con un dominio
intracitoplasmatico de muerte (DD). Se expresa ampliamente, y es
regulado por citoquinas proinflamatorias como |IFN-yo TNF
(Zimmermann, Bonzon et al. 2001). Sin embargo, la expresion del
ligando, FasL, esta mas restringida a células inmunes, y a testiculos,
higado, pulmoén, intestino y ojo.

La unién de FasL a su receptor induce la activaciéon de caspasa-8. Y
generalmente esta asociado a apoptosis. Sin embargo, esta clara la
funcibn de Fas en proliferacibn en linfocitos, activacion o
diferenciacion (Strasser, Jost et al. 2009). No sélo en células inmunes
sino incluso en otros tejidos como higado estimula la proliferacion
(Desbarats and Newell 2000)

La funcion apoptotica de Fas necesita de modificaciones
posttraduccionales como palmitoilizacién (Feig, Tchikov et al. 2007).
Esto lleva al receptor activado a zonas llamadas lipid rafts que son
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resistentes a la disociaciéon por SDS. Es ahi donde parece que es
activada la caspasa iniciadora.

e TRAIL:

Fue definida como una citoquina inductora de apoptosis de la familia
del TNF. Es importante en la respuesta inmune innata y del sistema
inmune en general.

Tiene varias funciones, y buena parte de las células sanas son
resistentes a este ligando, si bien la transformacién tumoral parece
sensibilizar a las células. Se cree que la capacidad de TRAIL de
inducir autofagia protectora en células no transformadas a través de
una ruta que implica a TAK1 (TGF- B activating kinase 1), AMPK vy
mTORC1. Sin embargo, en células transformadas por activacion de
oncogenes son incapaces de inducir esa autofagia protectora tras el
tratamiento con TRAIL y mueren por apoptosis (Herrero-Martin, Hoyer-
Hansen et al. 2009) y (Han, Hou et al. 2008).

e TNF

El factor de necrosis tumoral es una citoquina pleiotropica, con
funciones pro apoptoticas o proinflamatorias. Tiene dos receptores
para transmitir la sefial. El receptor 1 (TNFR1) tiene un dominio de
muerte en su porcion intracelular, mientras que el receptor 2 no. Aun
asi, parece que el TNFR2 puede transmitir una sefal de muerte, bien
a través del estimulo del TNFR1, ya sea porque la sefial de TNFR2
induce la produccién de mas TNF que induce la produccion de
TNFR1, o por un efecto de “transmision” del TNF. TNFR2 tiene mucha
afinidad por la citoquina, y actuaria pasando el TNF al TNFR1. Pero
otros autores han visto que el TNF puede inducir muerte
independientemente de TNFR1 (Depuydt, Van Loo et al. 2005).
Existen indicios de que los receptores pueden inducir sefial
independientemente del TNF (Rao, Hsu et al. 1995).

Cuando el TNF se une al receptor, se forma un complejo trimérico,
que recluta a diferentes proteinas como TRADD, TRAF2, RIPK1,
FADD Y CASPASA-8, o clAP y FLIP.
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Figura 7: Esquema de la ruta extrinseca de la apoptosis.

Cuando hay suficientes niveles de las proteinas inhibidoras clAP1 y 2
y c-FLIPL, estas impiden el reclutamiento de RIPK1, y de caspasa-8 a
FADD, permitiendo que la sefal sea a través de IKK que induce la
activacion de NF-kB. Esta es una sefal (figura 8) (Chen and Goeddel
2002) prosupervivencia que induce proliferaciéon e inflamacion en el
ambito del sistema inmunoldgico.

Cuando los niveles FLIP y/o clAP1 bajan por alguna razén se induce
el reclutamiento de caspasa-8 y/o RIPK1 y se induce muerte, ya sea a
través de la activacion de caspasa-8 (apoptosis), o de la actividad
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kinasa de RIPK1, induciéndose entonces necroptosis. Vamos a ir
viendo estos elementos uno a uno.

b) CASPASA-8

e FUNCION

Si bien su principal funcion es la de inducir la apoptosis como caspasa
iniciadora, también esta envuelta en otras funciones no apoptéticas,
revisadas por Maelfait y Beyaert (Maelfait and Beyaert 2008).

Lo primero que llama la atencién es que la deficiencia en caspasa-8
es letal en ratones a nivel embrionario. Los embriones mueren por
problemas en el desarrollo: hiperemia, eritrocitosis y defectos en el
desarrollo del mdusculo cardiaco son algunos de los rasgos
(Varfolomeev, Schuchmann et al. 1998). Experimentos hechos en
ratones deficientes en caspasa-8 especificamente en el musculo
cardiaco indica que esta proteasa tiene funciones no apoptoéticas en el
desarrollo embrionario. Ademas de caspasa-8, parece que para estas
funciones son necesarias las moléculas adaptadoras como FADD o
cFLIPL. Estas anomalias en el desarrollo no se producen en humanos
con mutaciones en caspasa-8, probablemente debido al papel
redundante de caspasa-10, proteasa no presente en ratones (Maelfait
and Beyaert 2008).

También es necesaria para la diferenciacibn de los monocitos en
macréfagos. La diferenciacibn a macrofagos necesita de reajustes
citoplasmaticos en los que parece ser necesaria la actividad de
caspasa-8 sin la induccién de apoptosis. Esto debe estar regulado a
mas niveles, por ejemplo caspasa-3 tiene que estar fuertemente
regulada. Pero también debe estar inhibida la sefal proliferativa que
impediria la diferenciacién, mediante la degradacién de RIPK1 por
caspasa-8.

Linfocitos T en proliferacion se ha visto que tienen aumentada la
actividad de la caspasa-8, pero no sufren apoptosis.

En relacion a esto, caspasa-8 esta implicada en la activaciéon de NF-
KB en linfocitos T-CD8 que sobre-expresan cFLIPL.

e ACTIVACION

Caspasa-8, junto a la caspasa-10 en humanos, es la caspasa
iniciadora de la ruta extrinseca de la apoptosis (Medema, Scaffidi et al.
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1997). Forma parte del complejo proteico DISC y su activacién ocurre
en dos pasos. Primero, el reclutamiento de FADD a la regibn
intracelular de FAS promueve la dimerizacibn y cambio de
conformaciéon de la caspasa-8 dentro del DISC lo que permite la
activacion total de la caspasa-8. A continuacion la caspasa-8 sufre un
procesamiento autoproteolitico que permite a la enzima liberarse del
DISC. El dimero no proteolizado es activo pero muy inestable, una vez
cortada, la caspasa-8 como mondmero es inactiva, pero con mucha
afinidad por otro monémero (Pop, Fitzgerald et al. 2007) o a proteinas
proapoptéticas como Bid.

Existen otros mecanismos de activacion de caspasa-8.

Parece ser que caspasa-3 cortada puede a su vez cortar y activar
caspasa-8 en un mecanismo de retroalimentacion, aunque no se sabe
si este proceso tiene un papel determinante en la apoptosis, ya que ni
el corte, ni la dimerizaciéon son por si solos suficientes para activar
caspasa-8 (Oberst, Pop et al.).

Pero puede que el reclutamiento de caspasa-8 por el DISC no sea
suficiente para inducir una actividad que desencadene apoptosis.
Existen otros elementos y modificaciones de la misma caspasa que
influyen en su actividad:

Jin et al. (Jin, Li et al. 2009) describieron que tras la formacion del
DISC se induce poly-ubiquitinizacion de la caspasa-8 a través de una
interaccion previamente desconocida entre el DISC y una E3 ligasa
llamada Culina-3. Esta ubiquitinizacién requeria una proteina llamada
RBX1, y era un equilibrio entre ubiquitinizacién y de-ubiquitinizacién
por la A20 deubiquitinasa. A continuacion entraba en juego otra
proteina, p62/sequestosoma-1, una proteina de union a ubiquitina.
P62 agregaria a la caspasa-8 modificada por culina-3 en
determinados focos.

Estos datos mostrarian que la activacion de caspasa-8 esta
fuertemente regulada por muchos factores, incluidos los metabdlicos.
La union del ligando induce la ubiquitinizacién de la caspasa-8, sefal
que suele indicar la degradacién de la proteina, que en este caso es
activadora. Ademas de la sefial quimica, parece que existen también
compartimentos donde se dan los procesos de activacion. En este
caso la caspasa-8 se encuentra en ‘“lipids rafts” de la membrana
citoplasmatica.

Se sabe que caspasa-8 puede ser activada por repeticiones de poli-
glutamina (Sanchez, Xu et al. 1999). La acumulacién de péptidos que
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acumulan series de glutamina parece ser téxica para neuronas. Esta
toxicidad viene por la induccién de apoptosis por caspasa-8, su
activacion es inhibida por la proteina viral antiapoptoética CrmA, por un
dominante negativo de FADD y por Bcl-xL y Bcl-2. Esta activacion
parece ser independiente de FasL y los autores observaron que FADD
esta en la fraccion no soluble cuando se induce la expresion de esos
péptidos de poli-glutamina. Ademas de que en las fracciones
insolubles de cerebros afectados por la enfermedad de Huntington,
existe una acumulacién de caspasa-8. Estos resultados podrian
indicar que una agregaciéon de FADD y caspasa-8 independiente de
los receptores de muerte es posible.

Existen mas ejemplos de activacidon de caspasa-8 independiente de
los receptores de muerte. Grébner et al. (Grébner, Adkins et al. 2007)
describieron que la proteina P de Yersinia inducia la produccién de un
DISC atipico en células dendriticas que activa caspasa-8 y recluta
RIPK1, induciendo una mezcla de apoptosis y necrosis. Ellos
conjeturan que esta proteina acetila a la MAP kinasa inhibiéndola.
Esta MAP kinasa seria la responsable de la expresion de FLIP.

Se han descrito incluso otras formas de activacién de caspasa-8
independientemente de FADD. La proteina viral HPV18 E2 induce la
agregacion de caspasa-8 en unas estructuras filamentosas. A pesar
de que esta proteina E2 no tiene ninglin dominio de muerte. Ademas,
el analogo viral de FLIP es capaz de inhibir la interaccion entre
caspasa-8 y E2, protegiendo a la célula de la proteina viral (Thierry
and Demeret 2008).

Por ultimo indicar el estudio de Suzuki et al. (Suzuki, Kusakai et al.
2003) del 2003. Ellos describen una forma de muerte por privaciéon de
glucosa a la que llaman necrética, pero dependiente de caspasa-8.
Ademas de observar corte de caspasa-8 y degradacion de Bid por la
privacion de glucosa, ven que no es dependiente de FADD y es
parcialmente inhibida por FLIP. Ellos concluyen que es necrosis
porque no ven algunos rasgos como fragmentacion nuclear o
presentacion de fosfatidilserina. Pero la muerte inducida por privacion
de glucosa en sus células es inhibida por el inhibidor de caspasas z-
VAD ademas de por la sobre-expresion de ARKS5, que es el objeto de
su estudio. Ellos concluyen que ARK5 protegeria de la privacién de
glucosa al impedir la activacibn de caspasa-8 porque impide la
degradacién de FLIP.
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c) DIFERENCIAS ENTRE APOPTOSIS TIPO 1Y I

Como deciamos, la caspasa iniciadora tiene diversos substratos, entre
ellos estan las caspasas efectoras y la proteina “sélo BH3” Bid. Esta
es cortada a tBid, y una acumulacién de tBid induce activacion de la
ruta intrinseca o mitocondrial como luego veremos.

Entonces, una vez que la caspasa iniciadora esta activa y se ha
superado el umbral de la sefial, pueden pasar dos cosas: que la
caspasa iniciadora corte y active a caspasa-3, desencadenandose
apoptosis, o que sea necesario la acumulacién de tBid para la
induccidn de apoptosis. Serian el tipo | y Il respectivamente.

Parece ser que lo que hace que una célula sea tipo | o Il es la
actividad de XIAP (Jost, Grabow et al. 2009). Esta proteina es un
inhibidor de la caspasa-3, lo que impide que caspasa-8 la pueda
activar. Para ello es necesario la liberacibn de la mitocondria de
proteinas como SMAC, que interaccionan con XIAP, liberandola de
caspasa-3. Por ello, en las células en las que la actividad de XIAP es
suficientemente alta, sera necesaria la liberacion de SMAC para
inducir apoptosis, estas son células tipo Il.

Aunque hay indicios de que existen otros elementos diferentes entre
ambas rutas. Por ejemplo se ha visto que FAS estd presente
constitutivamente en las células tipo | en estructuras de membrana
resistentes a detergentes (rafts) donde colocalizan con “estructuras
sefalizadoras de oligomerizacién de proteinas” (SPOTS en inglés),
pero esto no ocurre en células tipo Il (Feig, Tchikov et al. 2007).
También se ha visto que el patron de corte de la caspasa-8 es
diferente en ambos tipos de muerte. Mientras que el fragmento p10 de
la caspasa s6lo puede ser detectado en las células tipo I, el fragmento
p18 podia ser detectado en los tipos | y Il (Li, Qi et al. 2009).

Esto indicaria que existen mas elementos que regulan el que en una
célula pueda morir tras la unién de ligandos de muerte de manera
independiente de mitocondria 0 no ademas de la actividad de XIAP
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Figura 8: Representacion de las tres vias que pueden ser
activadas por TNF: Modificada de (Christofferson and Yuan 2010).

d) SENSIBILIZACION A LA ViA EXTRINSECA

Los ligandos de muerte, como deciamos, tienen un papel dual. Ya
pueden inducir proliferacion y supervivencia, como muerte o
diferenciaciéon. Algunos elementos que condicionan una u otra
respuesta han sido escuetamente apuntados.

La union del ligando a su receptor induce la formaciéon del complejo |.
Por ejemplo, la union del TNF al receptor induce la agregacién de
TRADD, RIPK1, TRAF2, clAP1 and clAP2. Este complejo es el que
induce la activacion de NF-kB. Normalmente las células no mueren
cuando son tratadas con TNF, sino que hace falta silenciar la actividad
de NF-kB, ya sea mediante mutantes o por ejemplo con el inhibidor de
la sintesis de proteinas cicloheximida.

Ademas, el que los ligandos de muerte sefialicen a muerte depende a
su vez de dos rutas, una que es regulada por cFLIPL y la otra por
clAP1y 2 (Figura 8).
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Aqui nos detendremos para ver varios elementos importantes en esta
dualidad.

¢ RIPK1

“Receptor-interacting protein kinase I” (RIPK1) (Stanger, Leder et al.
1995) es una proteina kinasa con una funciéon dual. Promueve, a
través de su unién al receptor, supervivencia o muerte. Ratones
deficientes en RIPK1 nacen normales, pero mueren después de tres
dias por una masiva apoptosis. Curiosamente, fibroblastos de ratones
deficientes en RIPK1 fueron mas sensibles a apoptosis inducida por
TNF que los ratones silvestres.

Ademas las células deficientes en RIPK1 tenian reducida la actividad
NF-kB. Aunque para rizar el rizo, RIPK1 no es totalmente
indispensable para activar a NF-kB a través de TNFR1 (Wong, Gentle
et al. 2009).

Al igual que la caspasa-8, el que RIPK1 sea proapoptéticas o no,
depende, entre otras cosas, de su ubiquitinizacion.

Resumiendo, RIPK1 tiene 3 funciones principales. Induce la expresion
de NF-kB, por tanto supervivencia y proliferacién; colabora en el
reclutamiento de caspasa-8 y en su activacion, llevando a apoptosis; y
por ultimo, debido a su actividad kinasa, y en ausencia de actividad
caspasa, puede inducir necroptosis que sera analizada en detalle mas
adelante.

e FLIP:

cFLIPL es un homologo de caspasa-8 porque posee dos dominios de
muerte, pero le falta el sitio activo de la enzima por una mutacién que
cambia una cisteina por una tirosina en el dominio enzimatico (Irmler,
Thome et al. 1997). Tiene alrededor de 11 isoformas, aunque en la
mayoria de las células sélo se detectan la isoforma larga (cFLIPL) y la
corta (cFLIPS) que esta relacionada con una proteina viral FLIP.

De esta manera FLIP actua como un inhibidor competitivo de
caspasa-8 al competir por FADD.

Pero FLIP también puede unirse a otras moléculas adaptadoras como
RIPK1 o TRAF2 actuando no sélo como un inhibidor de la apoptosis,
sino como elemento necesario para la activacion de NF-kB, por
ejemplo en linfocitos T CD8+ (Dohrman, Kataoka et al. 2005).
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e |APs

Como su nombre indica, son proteinas inhibidoras de apoptosis. En un
principio se identificaron en baculovirus, asi evadian la muerte de la
célula. Se caracterizan por tener un dominio BIR (baculoviral IAP
repeat). También contienen dominios RING (really interesting new
gene), y actuan como ubiquitin ligasas. El dominio RING funciona
como una ubiquitinasa E3, y sefializa a las proteinas para su
degradacién por el proteosoma.

Se ha visto que el dominio BIR les da afinidad por caspasas, aunque
clAP1 y 2 tiene el dominio que le permitiria inhibir a caspasa-3 y 7,
aunque se ha visto que no inhiben la actividad caspasa directamente
(Eckelman and Salvesen 2006). Estas proteinas inhiben la ruta
extrinseca a través de su capacidad de unirse a TRAF2 y de
ubiquitinizar proteinas, induciendo su degradacion. Y soélo XIAP
tendria capacidad de inhibir caspasa 3 y 7 a través de interaccién
directa.

Se han disefado analogos de SMAC/diablo, proteina que es liberada
durante la permeabilizacidon mitocondrial, que interfieren con los IAPs,
induciendo su ubiquitinizacién y degradacion por el proteosoma. Estos
“analogos de SMAC” sensibilizan a las células a los ligandos de
muerte como el TNF de manera dependiente de RIPK1 (Geserick,
Hupe et al. 2009) y (Wang, Du et al. 2008). La pérdida de clAP lleva a
un aumento en el reclutamiento de RIPK1 y de la formaciéon del
complejo Il del DISC. Esta muerte dependiente de la desapariciéon de
clAPs tiene componentes necréticos y apoptéticos. De hecho, para
inhibir la muerte inducida por FasL, es necesario tratar en presencia
de necrostatina (un inhibidor especifico de la actividad kinasa de
RIPK1) y de inhibidores de caspasas como z-VAD (Geserick, Hupe et
al. 2009). En ausencia de FADD, de la caspasa-8 o actividad caspasa,
se induce muerte independiente de caspasas llamada necroptosis.
Entonces lo paradédjico aqui es que la expresion de clAP1 y 2,
teéricamente inhibidores de apoptosis, en estas circunstancias
fomentan una muerte de tipo apoptotico, dependiente de caspasa-8 y
que puede ser inhibida por FLIP. Su desaparicion, induce el
reclutamiento de RIPK1 que induce necroptosis y apoptosis cuando
caspasa-8 es funcional, necroptosis s6lo cuando caspasa-8 no lo es.
Pero hay que apuntar que RIPK1 también es sustrato de caspasa-8,
por lo que en células que son insensibles a los analogos de SMAC, los

44



niveles de RIPK1 en el complejo Il del DISC pueden estar controlados
por la actividad caspasa-8. Llama la atencién que otro tipico inhibidor
de apoptosis, cFLIPL (pero no cFLIPs), también sea capaz en este
caso de inhibir la muerte dependiente de RIPK1 en presencia de
analogos de SMAC (figura 8) (Geserick, Hupe et al. 2009) cuando son
tratadas con FasL. Sin embargo, Wang et al. (Wang, Du et al. 2008)
describieron que la muerte inducida por el tratamiento con TNF mas el
mimético de SMAC no es inhibido por FLIP.

Probablemente existan otros elementos en juego como diferencias
entre Fas y el receptor de TNF, o diferencias en la sensibilidad a
necroptosis de cada linea celular.

o Sensibilizacion a receptores de muerte por
privacion de glucosa.

Como deciamos mas arriba, el que la formacién del DISC induzca
muerte o no, depende del estado de varios elementos del mismo,
especialmente de FLIP o clAP. Por tanto, el ambiente de la célula
puede influir en la sensibilidad a ligandos de muerte.

Los tumores soélidos suelen sufrir escasez de nutrientes en su
crecimiento, debido al desequilibrio entre angiogénesis y crecimiento
del tumor. Pero ademas, los tumores tienen alta dependencia en
glucosa. Para ver cdmo afecta la escasez de nutrientes a la
sensibilidad a ligandos, se estudidé si la privacibn de glucosa
sensibilizaba a TRAIL. Efectivamente, la privacion de glucosa bajaba
los niveles de FLIP sensibilizando a las células a TRAIL (Nam,
Amoscato et al. 2002).

Pero no sélo a TRAIL. La inhibiciéon del metabolismo de la glucosa por
baja concentracion de glucosa o por tratamiento con 2-deoxiglucosa,
sensibiliza a diversas lineas tumorales a apoptosis inducida por FasL,
TRAIL y TNF. Esta sensibilizacién fue debida a un cambio de niveles
de FLIP en algunas lineas, pero no en otras (Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz
et al. 2003). Hay drogas que imitan la escasez de glucosa, y
sensibilizan a FasL. Por ejemplo la fasentina inhibe la internalizacion
de glucosa por su transportador GLUT4, disminuyendo sus niveles
dentro de la célula y sensibilizando a FasL (Wood, Dalili et al. 2008).
La privacion de glucosa también puede sensibilizar a las células con
apoptosis tipo Il al tratamiento con ligandos. Esto es debido a que la
escasez de glucosa lleva a la bajada de los niveles de Mcl-1 (Pradelli,
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Beneteau et al. 2010). Esta inhibicion de la expresion de Mcl-1 es
debida a la activacion de AMPK y la consecuente inhibicién de mTOR.

3.4.2. VIAINTRINSECA - REGULACION

Otra ruta bien conservada para inducir apoptosis es la ruta
mitocondrial o intrinseca. Como su nombre indica, el eje central de
control de esta via es la mitocondria. La palabra intrinseca no indica
exactamente que los estimulos son siempre internos a la célula.
Multitud de estimulos pueden activar esta ruta: privacién de nutrientes
o factores de crecimiento, dafio en el ADN por agentes quimicos,
fisicos o biolégicos; u otros tipos de estrés.

Las proteinas fundamentales en la via intrinseca son las proteinas de
la familia Bcl-2. Dentro de esa familia hay proteinas anti o
proapoptéticas. De esta manera, la via intrinseca esta fuertemente
regulada en una serie de puntos clave que iremos desgranando.
Primero haremos un resumen de la ruta, y a continuacibn nos
extenderemos en cada una de las etapas.

Cuando el estimulo supera un umbral determinado, las proteinas Bax
y Bak se activan y polimerizan en la membrana mitocondrial externa.
Este proceso esta inhibido por las proteinas Bcl-2 antiapoptéticas (Bcl-
2, Bcl-xL o Mcl-1).

La polimerizacion de Bax y Bak induce la formaciéon de un poro por el
que saldran proteinas del espacio intermembrana de la mitocondria,
entre las que esta el citocromo C. Cuando el citocromo C difunde, se
une a una proteina llamada APAF1, que a su vez recluta a la caspasa
iniciadora de la via intrinseca, la caspasa-9. Cuando esta se activa,
corta sus substratos, entre los que estan otras caspasas ejecutoras
como caspasa-3 y 7. Desde este momento el proceso es irreversible.

PROTEINAS DE LA FAMILIA DE Bcl-2:

Esta familia estd compuesta por unas 20 proteinas parcialmente
homdlogas. En este grupo hay proteinas pro y antiapoptéticas. Su
funcién se define por su estructura, que se caracteriza por tener los
dominios BH, hasta 4.
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Sus niveles y estado estan fuertemente regulados. De hecho su
desregulacién es fuente de enfermedades neurodegenerativas o
cancer.
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Figura 9:.Los miembros de la familia de Bcl-2 en mamiferos
(Strasser 2005)

PROTEINAS ANTIAPOPTOTICAS

Las proteinas antiapoptéticas de la familia de Bcl-2 mas importantes
son: Bcl-2, Bcl-XL, y Mcl-1. Poseen al menos 3 de los 4 dominios BH.
Estos les permiten unirse a otras proteinas Bcl-2, especialmente al
dominio BH3 de las proteinas pro-apoptéticas de la misma familia
(Sattler, Liang et al. 1997).
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PROTEINAS PROAPOPTOTICAS MULTIDOMINIO:

En este caso, estas proteinas contienen los dominios BH1, 2 y 3, pero
no el BH4. Son las proteinas Bax, Bak y Bok.

Bax y Bak son dos proteinas fundamentales para la sefalizacién de la
apoptosis (Lindsten, Ross et al. 2000), mientras que Bok parece estar
restringido a tejidos reproductores (Hsu, Kaipia et al. 1997).

Bax en estado inactivo se encuentra en el citoplasma, pero su
activacion, que conlleva la retraccion de su extremo carboxiterminal,
da lugar a que Bax se una a la membrana mitocondrial, polimerizando
y formando un canal por donde podran salir proteinas del espacio
intermembrana.

Los ratones deficientes en Bax son viables, aunque los machos son
estériles. Los ratones deficientes en Bak no presentan rasgos
fenotipicos apreciables. Sin embargo, s6lo un 10% de los deficientes
en ambas proteinas llegan a desarrollarse (Lindsten, Ross et al.
2000). Y estos ratones presentan multiples anomalias, por ejemplo
mantienen las membranas interdigitales, vaginas no perforadas,
anomalias neuroldgicas, células indiferenciadas, un elevado numero
de progenitores hematopoyéticos, granulocitos y linfocitos, etc. Las
células deficientes en una de las proteinas son sensibles a los
estimulos que inducen apoptosis por la via intrinseca, mientras que
las dobles negativas son bastante resistentes a la radiacion
ultravioleta y radiacion gamma y al etopésido. Las proteinas Bax y Bak
parecen ser redundantes e imprescindibles para la induccién de
apoptosis por la mitocondria.

Pero Bax y Bak no sélo tienen funciones en apoptosis. También
participan en la morfologia de la mitocondria. Karbowski et al.
(Karbowski, Norris et al. 2006) describieron que las mitocondrias de
ratones deficientes en Bax y Bak estaban mas fragmentadas y eran
mas cortas que en presencia de Bax y Bak. Ademas de en la
morfologia mitocondrial tienen un papel en los mecanismos de fision y
fusion de la mitocondria.

PROTEINAS PROAPOPTOTICAS SOLO BH3: Este grupo solo
comparte el dominio BH3. Entre sus miembros estan Bid, Bad, Bim o
Bmf.

48



Hay proteinas BH3 que forman parte de otras rutas. Por ejemplo
Beclina 1, una proteina en principio reguladora de autofagia, es
inhibida por Bcl-xL.

3.4.3. PERFORINA - GRANZIMA

Una de las vias de muerte mas importantes desde el punto de vista
fisiologico, pero que pasa a veces desapercibida para los que
estudiamos apoptosis, es la muerte inducida por las células T
citotoxicas y las “Natural Killers” (NK). Esta muerte es un mecanismo
de inmunidad innata que elimina células infectadas por virus, o
transformadas.

Los linfocitos T citotdxicos son activados en los érganos linfoides por
una célula presentadora de antigenos. Las células NK, sin embargo,
no necesitan activarse para producir granzimas. Reconocen células
infectadas con un virus o tumorales. Una vez se genera la sinapsis
inmunoldgica entre el linfocito y la célula diana, se liberan lisosomas
que contienen perforinas y granzimas.

La perforina forma el poro por el que entraran las granzimas, serin-
proteasas, que a diferencia de las caspasas, tienen un menor espectro
de sustratos, por lo que parecen ser mas especificas.

Una vez que la granzima B esta en el citoplasma, induce muerte a
través de dos vias: a través del corte de Bid a tBid, induciendo la
activacion y polimerizacion de Bax y Bak, y la ruta intrinseca de la
apoptosis. Y por otro lado, aunque esto es objeto de controversia, la
granzima B puede procesar a las caspasas efectoras 3 y 7, pudiendo
activarlas directamente. Revisado por Cullen y Martin (Cullen and
Martin 2008).

De esta manera, aparte de la ruta extrinseca e intrinseca, el sistema
inmunoldgico utiliza otro mecanismo de induccién de apoptosis para el
control de células infectadas y/o transformadas.

3.5. APOPTOSIS INDUCIDA POR ESCASEZ DE NUTRIENTES

Numerosos estudios indican que la muerte inducida por escasez de
nutrientes, especialmente privacion de glucosa, es mediada por la via
mitocondrial. Por ejemplo, en las células hematopoyéticas FL5.12,
bajos niveles de glucosa inducen la translocacibn de Bax a la
membrana mitocondrial, caida del potencial de membrana
mitocondrial y liberacién de citocromo C (Vander Heiden, Plas et al.
2001).
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Otro ejemplo, la privaciéon de glucosa induce muerte que puede ser
inhibida por Bcl-2 en células MCF-7 (Lee, Galoforo et al. 1997).

La glutamina es otro nutriente esencial, y puede ser un nutriente
energético, especialmente en células tumorales. De hecho, la
actividad de la glutaminasa correlaciona con el crecimiento tumoral
(Perez-Gomez, Campos-Sandoval et al. 2005).

transportador
de glucosa

Escasezde
aminoécidos

Bim

(sobre-expresado)

Estrés de
reticulo

Figura 10: La escasez de nutrientes induce la activacion de las proteinas
solo BH3.

Hay estudios que indican que la privacibn de glutamina induce
apoptosis que puede ser inhibida por la sobre-expresién de Bcl-2 o un
dominante negativo de caspasa-9 (Yuneva, Zamboni et al. 2007).
Ademas, demostraron que la caspasa-8 no estaba implicada porque la
expresion de un inhibidor viral de caspasa-8 no protegia de la
privacion de glutamina.

También se han descrito varias proteinas “s6lo BH3” implicadas en la
muerte por escasez de nutrientes. Entre estas, Bad se ha visto
implicada en la muerte por privacion de glucosa ademas de estar
implicada en el metabolismo de la glucosa en si (Danial 2009). Bad
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estd presente en un complejo de la mitocondria en el que esta la
enzima glucokinasa (hexoquinasa V). Ademas de actuar como un
sensor de glucosa en sangre y ayudar a retirar glucosa de la sangre.
La privacion de glucosa lleva a la de-fosforilacion de BAD y a una
muerte celular dependiente de Bad.

El hecho de que la misma region de la proteina esté implicada en
ambas funciones, la BH3 y la del metabolismo de la glucosa, hace que
no se sepa si la implicacion de Bad en la muerte por privaciéon de
glucosa sea a través de su efecto en las proteinas Bcl-2 o
indirectamente a través de su efecto en la glicolisis.

PUMA es otra proteina “sélo BH3” que se induce con la privacién de
factores de crecimiento. Ademas se ha visto recientemente que PUMA
es inducida tras privacibn de glucosa en células murinas
hematopoyéticas (Zhao, Coloff et al. 2008). Los autores describen que
la induccién de PUMA es a través de la actividad de p53 y que un
aumento en el metabolismo de la glucosa puede contrarrestar e inhibir
la actividad de p53.

Bim es una de las mejor estudiadas proteinas BH3. Bim es esencial
para la ejecucion de algunos estimulos apoptdticos que pueden ser
inhibidos por Bcl-2. Entre estos estimulos estéa la privacién de factores
de crecimiento o la supresion de las células T autorreactivas.

Uno de los efectos de la privacibn de nutrientes en general y de
glucosa en particular es el estrés reticular. Los aminoacidos son
necesarios para la sintesis de proteinas y glucosa para la
glicosilacion. Un malfuncionamiento de alguno de los procesos lleva a
acumulacion de proteinas mal plegadas que induce estrés reticular.
Ademas se ha descrito que Bim esta envuelto en la activaciéon de la
ruta mitocondrial de la apoptosis tras privacion de glucosa,
probablemente por estrés reticular inducido por la inhibicién de la
glicolisis (Zhao, Coloff et al. 2008). Asi como por privaciéon de
aminoacidos (Bruhat, Jousse et al. 1997). En ambos casos parece ser
a través de la induccién de la proteina CHOP.

Noxa es otra proteina “sélo BH3” que puede mediar apoptosis
inducida por estrés reticular (Li, Lee et al. 2006) y por privacion de
glucosa. Se ha visto que Noxa esta envuelta en apoptosis de células
Jurkat tras privarlas de glucosa, ademas el silenciamiento de Noxa
confirié ventaja selectiva a linfocitos T en medio de cultivo con baja
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concentracion de glucosa (Alves, Derks et al. 2006). Noxa es un
antagénico del analogo de Bcl-2, “Mcl-1”. Los autores creen que la
accion de Noxa en estas condiciones es a través de la inhibicion de
Mcl-1, ya que al silenciar Mcl-1, las células se hacen mas sensibles a
la privacion de glucosa. Ademas, Mcl-1 es regulado por el
metabolismo glicolitico, lo que sugiere que la bajada de los niveles de
Mcl-1 puede ser relevante para la apoptosis inducida por la falta de
glucosa.

Mcl-1 es esencial para el desarrollo embrionario. El estrés causa la
inactivacion de elF-2a, lo que baja los niveles de Mcl-1. Por otro lado,
diferentes quinasas pueden inducir la estabilizacion de Mcl-1
fomentando su actividad antiapoptética. GSK3 es una proteina que es
negativamente inhibida por AKT y PKC, y positivamente regulada por
JNK. En células con alta tasa glicolitica, como tumores o linfocitos,
GSK3 esta inhibida incluso casi en ausencia de factores de
crecimiento, manteniendo asi bajos niveles de PUMA vy estable la
presencia de Mcl-1 (Zhao, Coloff et al. 2008). Se ha visto que muchos
tumores inactivan al supresor de tumores PTEN, generando
resistencia a la privacion de suero. Esta resistencia se debe a una
sobre-expresion de Mcl-1 (Austin and Cook 2005). Considerando al
oxigeno un nutriente, la anoxia, o sea la falta de oxigeno, suele matar
a las células por la ruta intrinseca de la apoptosis. Esto se sabe
porque la sobre-expresion de Bcl-2 y Bcl-xL, o la deficiencia en
caspasa-9 o Apaf1, protege de la anoxia. De hecho la anoxia induce
muerte debido a la degradacién de Mcl1 a través del proteosoma
(Shroff, Snyder et al. 2007).
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3.6. APOPTOSIS Y AUTOFAGIA

PI3K(1) Akt
mTOR

p53

nuclear

ﬁ PIBK(HI
@)\ = Autofag-a APOPTOSIS

>

Figura 11: Esquema de las relaciones entre las rutas de la
apoptosis y la autofagia. (modificada de (Fimia and Piacentini
2010))

Durante mucho tiempo, a la hora de describir los diferentes tipos de
muerte celular, se ha clasificado a la autofagia como una forma de
muerte, llamada de tipo Il. Nosotros no la vamos a clasificar como
muerte celular. Es evidente que una célula con una masiva autofagia,
terminara auto-digiriéndose o la mitofagia masiva dejara sin ATP a la
célula. Porque al contrario de lo que se dice en numerosos articulos,
la autofagia no es una fuente de ATP, mas bien al contrario, necesita
de ATP para su correcto funcionamiento. Por ejemplo, es necesario el
mantenimiento de un pH de 4.5 en el interior del lisosoma para que las
enzimas estén activas. Para ello, en la membrana del lisosoma existen
unas bombas de protones que son dependientes de ATP.

Si como digo, la mitofagia es masiva, la capacidad de generar ATP se
vera muy afectada, por lo que ante una autofagia crénica o masiva, la
células morira. Pero lo hara no por autofagia, sino por los mecanismos
que este estrés desencadene. Si se produce activacion de caspasas
hablaremos de apoptosis, si no, de necrosis.
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Como deciamos en el capitulo dedicado a la autofagia, este es un
proceso homeostatico, necesario para el reciclaje de componentes y
nutrientes en la célula, y una respuesta ante la escasez de nutrientes.
Que conlleva la digestién de componentes intracelulares por enzimas
lisosomales.

Esto que decimos no quiere decir que no haya una comunicacioén y
una relacion estrecha entre la apoptosis y la autofagia. Vamos a poner
varios ejemplos revisados por Fimia et al (figura 10) (Fimia and
Piacentini 2010).

AKT regula negativamente tanto apoptosis, a través de la fosforilacion
de proteinas s6lo BH3, y la autofagia, a través de la activacion de
mTOR.

Una de las interacciones mas llamativas es la de Bcl-2 y Beclina-1. A
través del dominio BH3 de la ultima. Por lo tanto Bcl-2 estaria
inhibiendo dos procesos, la apoptosis y la autofagia. Y por otro lado,
una excesiva induccién de autofagia, o de Beclina, generaria que Bcl-
2 fuera secuestrado por Beclina, dejando libre al resto de BH3. Esto
podria llevar a apoptosis, en este caso promovida por la induccién de
autofagia. Ademas Beclina es sustrato de caspasas. De esta manera,
durante la apoptosis se veria inhibida una posible accién protectora de
la autofagia.

Atg5 es una proteina esencial para la autofagia. Fibroblastos murinos
deficientes en Atg5 son mas sensibles a ligandos de muerte y
privacion de nutrientes pero por otro lado son mas resistentes a
radiacién ultravioleta y H202, asi como a estrés del reticulo
endoplasmico. También se ha descrito que el corte de Atg5 por
calpaina, sensibilizaria a las células a apoptosis (Yousefi, Perozzo et
al. 2006) al interaccionar la proteina procesada con Bcl-xL, lo que
conlleva la activacion de Bax y Bak y la liberacién del citocromo C de
la mitocondria. En el sistema inmunol6gico, después de una infeccion
es necesaria una rapida eliminaciéon de todos los linfocitos que han
tomado parte. Se ha descrito que en linfocitos T se crea un complejo
formado por elementos del DISC, junto con proteinas relacionadas
con la autofagia como Atg5, Atg12 and Atg16L (Bell and Walsh 2009)
Bell et al. sugieren que la formacion del autofagosoma estaria
induciendo actividad caspasa-8.
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3.7. NECROSIS

Se la clasific6 como una forma de muerte no controlada, en el que se
produce la rotura de la membrana citoplasmatica y el contenido es
liberado al exterior. Esto se ha relacionado con inflamacion, ya que el
contenido citoplasmatico liberado puede generar una respuesta
inmunolégica.

La eliminacién de las células muertas por apoptosis es diferente a las
por necrosis. Las células apoptéticas son engullidas por los
macréfagos de manera rapida y eficiente sin liberacion del contenido
citoplasmatico. Sin embargo, durante la necrosis las células se
hinchan y explotan, y los restos son sélo parcialmente “recogidos” por
los macréfagos por macropinocitosis (Krysko, Denecker et al. 2006).
Esta caracteristica es importante en el desarrollo de los tumores.
Existe la idea de que la necrosis induce inflamacién, y que esto es
negativo en el tratamiento antitumoral debido a que la inflamacion
genera angiogénesis. Sin embargo, otros autores afirman que esa
inflamacion es beneficiosa, debido a que lo que hace es activar al
sistema inmunoldgico que atacaria al tumor. Entraremos en esto con
mas detalle mas adelante.

Golstein y Kroemer (Golstein and Kroemer 2007) revisaron el
concepto de necrosis. Su planteamiento es que la necrosis, en
condiciones fisioldgicas, no es una forma descontrolada de muerte.
Descontrolada en el sentido de que no ha evolucionado, no forma
parte de la fisiologia de los organismos, sino que es estocastico. La
necrosis puede ser indiscriminada, sin rutas de activacion y
sefializacion claras, y pasiva. Esto lo vemos in vitro cuando afiadimos
una gota de lejia a las células. Pero también puede tener una serie de
elementos comunes y ser fisiolégica. Por ejemplo, la necrosis ocurre
durante el desarrollo en la muerte de los condrocitos durante el
desarrollo del hueso. O en el adulto, en las células epiteliales del
intestino. Ademas puede ser desencadenada por ligandos como el
TNF (necroptosis). Esto indica que existen rutas que al ser activadas
desencadenan necrosis y no apoptosis. Y estas rutas pueden ser
impedidas mediante la inhibiciobn de algun elemento clave de la
misma.

En ocasiones, el que el resultado del estimulo sea necrosis y no
apoptosis, es debido a que la segunda forma de muerte esta
impedida. Por ejemplo, un estimulo como la isquemia, que produciria
apoptosis en células normales, en ausencia de Bax y Bak, y con la
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autofagia inhibida, se induce necrosis (Degenhardt, Mathew et al.
2006). Esto puede parecer poco fisiologico, pero muchos tumores
bloquean tanto la apoptosis como la autofagia. En otras ocasiones,
simplemente con inhibir las caspasas se sensibiliza a las células al
estimulo que inducia apoptosis. O sea, si el TNF inducia apoptosis, en
presencia del inhibidor de caspasas z-VAD, hace falta menos TNF
para matar a las células por necrosis (Vercammen, Beyaert et al.
1998).

Se han descrito varias proteinas implicadas en la induccién de
necrosis:

e RIPK1 que induce necrosis dependiente de TNF, o
necroptosis, que veremos en detalle mas adelante.

e Ciclofilina D: Es una proteina de la matriz mitocondrial, que
parece ser responsable de la apertura de canales en la
membrana mitocondrial que la despolarizan.

e Otras proteasas: En ocasiones el estimulo que induce
necrosis provoca un aumento del calcio intracelular, que
conlleva la activacion de las calpainas y las catepsinas tras la
permeabilizacion de los lisosomas. Estas proteasas en el
citoplasma pueden a su vez inducir muerte de varias maneras.

¢ Significa esto que la necrosis es un fenémeno fisiolégico, utilizado
por los organismos en su desarrollo y supervivencia? Probablemente
si, pero hacen falta mas estudios que demuestren un programa
genético y molecular, mas proteinas que participen en la necrosis,
cuya inhibicidn proteja de la misma y sobre-expresiéon sensibilice.
Aunque dificilmente estas moléculas formaran parte Unicamente de un
tipo de muerte, sino probablemente de mas de uno.

3.7.1. NECROPTOSIS

Poco a poco se han ido descubriendo elementos caracteristicos de la
necrosis, que la pueden definir como un proceso comun y conservado.
La necroptosis se define como necrosis dependiente de la actividad
kinasa de RIPK1 (Degterev, Hitomi et al. 2008).

La estimulacion de los receptores Fas y de TNF por sus ligandos en
un estado competente para la apoptosis, genera la activacién de la
caspasa-8. Sin embargo, si la apoptosis no se puede dar por alguna
razén, se puede producir necroptosis. Se han descubierto unos 432
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genes que pueden regular necroptosis, 32 de ellos reguladores de
RIPK1. Existen genes como Bmf, una proteina BH3, que estan
implicados en apoptosis y necroptosis (Hitomi, Christofferson et al.
2008).

El descubrimiento de un inhibidor especifico de la actividad kinasa de
RIPK1, la necrostatina, ha ayudado al estudio de esta forma de
muerte, y a descubrir que esta asociada a varias patologias como
dafio cerebral por isquemia, infarto de miocardio o toxicidad por
quimioterapia.

Hace afios que se conoce que los ligandos de muerte como Fas-L
pueden inducir una muerte independiente de caspasas en linfocitos T,
tanto activados como no activados.

Esta muerte independiente de caspasas que se da en linfocitos no
transformados ademas de no ser inhibida por z-VAD, es dependiente
de FADD y de RIP, pero independiente de caspasa-8 ya que ni un
dominante negativo de caspasa-8, ni CrmA, una proteina viral que
bloquea su activaciéon, podian proteger a las células de Fas-L.

Pero Holler et al. (Holler, Zaru et al. 2000) analizaron que otros
ligandos como TNF y TRAIL también podian inducir esta necrosis
dependiente de la actividad kinasa de RIPK1.

4. MUERTE CELULAR Y CANCER

Se asume que una desregulacion de la muerte celular, un fallo en los
mecanismos que controlan que células dafiadas, infectadas por virus,
proliferando descontroladamente, etc.; mueran, es una de las causas
de los tumores.

Por ello, es imprescindible conocer en profundidad todos Ilos
mecanismos de muerte celular, tanto en células sanas como
tumorales, para encontrar tratamientos contra el cancer.

Aqui existe una polémica sobre si la induccion de necrosis en los
tratamientos antitumorales es contraproducente o no. La necrosis, al
liberar contenido celular, genera inflamacion, que parece facilitar la
angiogénesis y el crecimiento tumoral.

La apoptosis se considera inmunosupresora. Esta inhibicion del
sistema inmune ocurre a través de rutas del TGFB y de
prostaglandinas E2 asi como la presentacién del fosfoinositol en
membrana. Sin embargo, la necrosis libera moléculas estimuladoras
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como citoquinas que estimulan a fibroblastos, macrofagos y células
dendriticas.

Inflamacién y necrosis se relaciona con mal prognosis en cancer
(Sasi, Hwang et al. 2009).

Por otro lado, la inflamacién generaria una activacion del sistema
inmunoldgico innato que podria ser beneficiosa al activar células como
las NK o las dendriticas (Hagemann, Balkwill et al. 2007). De hecho
las células necréticas liberan HMGB1, proteina que también secretan
macrofagos o células NK.

Por tanto no esta claro qué tipo de muerte seria mas beneficiosa para
el tratamiento de tumores sélidos.

En cualquier caso hay que tener en cuenta que cualquier mono-
tratamiento puede tener consecuencias negativas a medio o largo
plazo. Una poblacion tumoral es muy variable en cuanto a sensibilidad
a los tratamientos. Por ejemplo, TRAIL no induce muerte en todas las
células de una poblacién, y esa variabilidad no necesariamente es
genética, ya que se ha demostrado que una poblacion puede
responder de manera diferente al tratamiento con TRAIL, y esto es
debido a una variabilidad genética (Spencer, Gaudet et al. 2009). Pero
si esa seleccién se mantiene en el tiempo, la rapida capacidad de
mutacion y de sufrir modificaciones epigenéticas, hace que los
tratamientos con una sola droga puedan ser contraproducentes.
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IV. OBJETIVOS

Las células deficientes en Bax y Bak son resistentes a multitud de
estimulos, ya que no pueden sufrir apoptosis por la via
mitocondrial. Ademas se habia descrito que mueren de forma
independiente de caspasas ante estimulos de muerte
mitocondriales. Muchos tumores emplean la estrategia de bloquear
la ruta mitocondrial de apoptosis para escapar de la muerte
programada. Pero aun asi los tumores suelen ser muy sensibles a
la inhibicion del metabolismo de la glucosa. Ademas, se habia
descrito que la privacion de glucosa podia inducir una muerte que
en principio no era apoptética, pero en la que estaba implicada la
caspasa-8.

Por ultimo, resultados previos del grupo indicaban que las células
deficientes en Bax y Bak podian morir de forma dependiente de
caspasas cuando eran privadas de glucosa, porque el inhibidor z-
VAD las protegia.

Por todo ello, consideramos importante:

1. Caracterizar la muerte inducida por la privacién de glucosa
tanto en fibroblastos murinos como en lineas tumorales
humanas.

2. Averiguar cual es la caspasa iniciadora implicada, si
efectivamente era apoptosis

3. Estudiar el mecanismo de activacion de la muerte inducida
por privacién de glucosa.

4. Investigar la relacion entre el metabolismo de la glucosa, la
autofagia y la apoptosis.
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V. MATERIALES Y METODOS
1 MATERIALES

1.1. LINEAS CELULARES

e MEFs:

Se han utilizado fibroblastos murinos inmortalizados mediante SV-40.
Estos fibroblastos proceden de ratones silvestres (WT) o deficientes
en los genes Bax y Bak (DKO). Ambas lineas celulares provienen de
la misma inmortalizacion (Wei, Zong et al. 2001).

e MCFT7:

Linea celular tumoral, derivada de una efusiébn pleural de
adenocarcinoma mamario humano (Soule, Vazguez et al. 1973). Estas
células son deficientes en caspasa-3.

e Hela.

Linea celular humana que originalmente provenia de un cancer
cervical de Henrietta Lacks. Fue aislada por George Otto Gey en
1951. Posteriormente la linea celular ha sufrido una serie de
contaminaciones de otras lineas tumorales humanas.

e RH30
Linea de rabdomiosarcoma alveolar, cortesia del Dr. Martinez.
¢ PHOENIX-ECO:

Linea celular derivada de las HEK293, que son células embrionarias
de rifidbn humanas. Se utilizan como empaquetadoras de retrovirus.

1.2. REACTIVOS

a) MEDIOS DE CULTIVO
DMEM de Gibco. Sin piruvato y alta concentracion de glucosa.

DMEM sin glucosa de Gibco y sin piruvato.
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b) LIGANDOS DE MUERTE:

Tabla 2: LIGANDOS DE MUERTE Y REACTIVOS BLOQUEANTES DE

LOS LIGANDOS O RECEPTORES

NOMBRE

COMPANIA

CONCENTRACION

TNF-a: Factor de necrosis tumoral
alpha

Preprotech

1ng/ml donde no se
indique lo contrario

Jo2: Es un antiFas murino

BD Pharmingen

0,1 ug/ml

FasL: Ligando de Fas

Enzo Life
Sciences

En pie de figura

TRAIL: Es una citoquina de la familia
del TNF

Preprotech

En pie de figura

Anti receptor tipo | de TNF /p55

BD Pharmingen

Anti ligando de Fas (clon MFL3)

BD Pharmingen

FasFc: Antagonista de Fas

BD Pharmingen

TRAIL-R-Fc: Antagonista
receptor | de TRAIL

del

(R&D)

anti-TRAIL (N2B2). Anticuerpo frente
a TRAIL murino.

Donado por Edith
Janssen

TNF-R-Fc (Enbrel®/etanercept).
Proteina recombinante resultado de
la fusion del receptor Il de TNF vy el
fragmento Fc de la inmunoglobulina
G. Es muy estable, se une a TNF
especificamente, impidiendo su unién
con el receptor de membrana.

Wyeth
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c) DROGAS E INHIBIDORES

Tabla 3: Drogas e inhibidores, su funciéon y proveedor

NOMBRE

COMPANIA

FUNCION

Cicloheximida

Sigma

Inhibidor de la sintesis de proteinas en
organismos eucariotas. Producida por la
bacteria Streptomyces griseus. Interfiere
con la actividad peptidil transferasa del
ribosoma 60S. En los experimentos con
TNF-a se utiliza a 5 uM en todos los
experimentos excepto cuando se
indique lo contrario, siempre pre
incubando al menos 30 minutos.

Cloruro de
cobalto

Imita el tratamiento con hipoxia e induce
la expresion de HIF-1 (Wang and
Semenza 1993). Se utilizd a 0.3mM.

3-Metil Adenina

Sigma

Es un inhibidor de la PI3K clase-I
utilizado normalmente para inhibir la
autofagia.

Tapsigargina

Sigma

Aumenta los niveles de Ca“" intracelular
al bloquear los transportadores de ca®
al reticulo.

Cloroquina

Sigma

Lo usamos para inhibir la autofagia
porque bloquea la fusiéon del
autofagosoma con el lisosoma, al inhibir
la acidificacion del lisosoma.

Geldanamicina

Donado por el
laboratorio del
Dr. John Silke.

Inhibidor de la proteina HSP90

(Proteina del shock térmico).

Necrostatina

Donado por el
laboratorio del

Inhibe la actividad kinasa de RIPK1.

Dr. John Silke.
Estaurosporina | Sigma Inhibidor de la Proteinkinasa C (PKC).
Inhibidor de la enzima topoisomerasa lI,
Etopodsido Sigma causando rotura de la hebra de ADN vy

por tanto estrés por dafio en el ADN.

Compuesto A

Donado por el
laboratorio del
Dr. John Silke.

Un compuesto sintético analogo de
SMAC, antagonista de clAP. Se utiliz6 a
500nM.
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d) INHIBIDORES QUIMICOS DE CASPASAS:

g-VD-OPH: 20 uM, z-VAD-fmk: 50 uM, VDVAD-fmk: 50 uM, IETD-
fmk: 50 yM y LEHD-fmk: 50 pM.

e) ANTIBIOTICOS:

Antibidticos de seleccion: Higromicina (Invivogen), Puromicina,
Geneticina (G418) de Gibco, Zeocina de Invivogen.

Antibiéticos  para  prevenir contaminaciones: Penicilina vy
Estreptomicina. Labclinics

f) OTROS REACTIVOS COMUNES:
L-glutamina: Invitrogen.

Anexina V —fitc. Immunostep. Es una proteina con alta afinidad por la
fosfatidilserina. Se utiliza en el analisis de apoptosis.

Yoduro de propidio (Pl) Sigma. Se utiliza para estudiar muerte
celular, entra sélo en células permeabilizadas.

RNAsa. Invitrogen.

Bromuro de etidio. Sigma. Se utiliza para detectar ADN en
electroforesis.

Agarosa. Pronadisa condalab. Se utiliza para hacer geles para
electroforesis de ADN.

Acrilamida. BioRad. Para hacer geles de electroforesis (proteina y
ADN).

ECL. Thermoscientific. Emite luz al reaccionar con la peroxidasa de
rabano unida a los anticuerpos secundarios para western blot.

Polybrene. Sigma. Aumenta la eficiencia de la infeccion.

Ac-DEVD-AMC: BD Pharmingen, es un tetrapéptido sintético
fluorogénico que contiene la secuencia de aminoacidos del sitio de
corte de PARP en Asp-216. Se utiliza como indicador de la actividad
de la caspasa-3.

Lipofectamina 2000. Invitrogen.
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Dharmafect. Dharmacon

Céctel de antiproteasas. Roche.

g) ANTICUERPOS

Anticuerpos utilizados para Western Blot:

Actina (ICN clone C4), Bid (R&D af860), Caspase-8 (Alexis clone
3B10, BD Pharmigen- 518125 KC), Caspase-3 (Cell Signaling, 9661 y
9662); co-chaperone p23 (Affinity Bioreagents-MA3-414), Bel-xL (BD
Pharmingen cat.556361), Fadd: Immunotech (MBL). PARP: (Cell
Signaling, 9542). clAP1 (AF817 RD y otro generado en el laboratorio
del Dr. David Vaux en la universidad La Trobe de Melbourne. RIPK1:
(BD Bioscience, 610458), p62 (Progen, GP62-C).

Anticuerpos secundarios. Anti-Rabbit y Anti-Mouse de Zymed
(Invitrogen). Y anti- guinea pig (Abcam).

h) ARN DE INTERFERENCIA:

Tabla 4: Secuencias de los ARNs de interferencia utilizados

Caspasa-8 | shRNA: AACGACTGCACTGCAAATGAAA
siRNA:
secuencia 1: 55CAGACAAAGUUUACCAAAUIAT][dT]
secuencia 2: 5’CUACCGAGAUCCUGUGAAUIAT][AT]
Caspasa-8 | ON-TARGETplus siRNA una mezcla de 4 oligos de
humana Dharmacon
FADD siRNA:
secuencia 1: TGGATGGGATTGAGGAGAA
secuencia 2: CTGAAAGTCTGGAAGAATG
siRNA pblue: 5-GUAAGACACGACUUAUCGC-3.
Control
RIPK1 ON-TARGETplus siRNA una mezcla de 4 oligos de
Dharmacon
P62 ON-TARGETplus siRNA una mezcla de 4 oligos de
Dharmacon
Caspasa-9 | Secuencia 1 5-CGCCAGAGGTTCTCAGACCAGA

Secuencia 2 5-CGGCCACTGCCTCATCATCAAC
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i) CEBADORES PARA PCR
FasL murino:
5'-GCAAATAGCCAACCCCAGTACAC-3'
5'- GCCACCTTTCTTATACTTCACTCCAG-3'
TRAIL murino:
5-CCTCTCGGAAAGGGCATTC-3'
5-TCCTGCTCGATGACCAGCT-3'
TNF-a murino:
5'-ATCCGCGACGTGGAACTG-3'
5-ACCGCCTGGAGTTCTGGAA-3".

j) CONSTRUCCIONES:

e pBABE-puro-Bcl-xL.

o Histone 2B-GFP fue un regalo del Dr. R Agami (The
Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Holanda).

o pMX-IRES-GFP con CrmA cDNA (donado por J. P.

e Medema).

e LZRS-MS-IRES-eGFP codificando c-FLIPL.

e DN-FADD IRES GFP

o LZRs GFP-LC3 ires zeocyne

k) TAMPONES COMUNES.

e TAE 50X
242 gr Tris Base
100 ml EDTAO05MpH 8
57’1 ml Acido Acético Glaciar (Panreac)
Hasta 1 litro de Agua

e TAMPON LAEMMLI 4x (Sample buffer):

12.5 ml 4x Tris-CIH/SDS, pH 6.8 (6.05 g Tris base en 40 ml
H20, ajustar pH, afiadir 0.4 g de SDS, completar hasta 100 ml H20O)

10 ml glicerol

66



2 g SDS (final 8%)
1ml2-ME 03.1gDTT
0.5 mg azul de bromofenol
H20 hasta 25 ml

e TAMPON DE LISIS 4x:

12.5 ml 4x Tris-CIH/SDS, pH 6.8 (6.05 g Tris base en 40 ml H20,
ajustar pH, afiadir 0.4 g de SDS, completar hasta 100 ml H20)

2 g SDS (final 8%)

H20 hasta 25 ml

e TBS 10X
(pH 7°6)

24’2 gr Tris Base (Roche)
80 gr NaCl (Sigma)
Hasta 1 litro de agua

e CRISTAL VIOLETA

0.2% de polvo de cristal violeta en un 2% de etanol.
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2. METODOLOGIA

2.1. CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTOS

Todas las lineas celulares se han crecido a 37° en placas de petri para
cultivo celular (BD), con un 5% de CO, en DMEM sin piruvato, alta
concentraciéon de glucosa (Gibco), enriquecido con 2mM de glutamina,
200 mg/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y un 10% de
suero bovino fetal inactivado (Invitrogen).

Para los tratamientos se siembran 150.000 células por ml, y se
trataban 24 horas después, cuando habian alcanzado 500.000
células/ml. Estos numeros corresponden con una confluencia celular
en el momento del tratamiento de un 80%. Los fibroblastos
inmortalizados crecen un poco mas de 3 veces al dia, por ello las
sembramos alrededor del 20-30%, para que al dia siguiente esté en
un estado “sub-confluente” para tratar.

Retirada de Glucosa: Se usa medio de cultivo DMEM sin glucosa ni
piruvato, con 2mM de glutamina. Las células se lavan con este medio
y se incuban con este DMEM mas un 10% de suero bovino fetal
inactivado dializado.

La dialisis del FBS consiste en llenar una membrana de dialisis con el
suero normal y sumergirla en PBS 3 veces: la 12 vez 1 hora, la 22 toda
la noche y la 32 otra hora, siempre a 4°C, de manera que la
dilucién final sea 1:500. Se filtra y alicuota.

En todos los experimentos en el que el tratamiento esta disuelto en
DMSO se puso un control con DMSO s6lo. A una concentracion
1:1000 si no se especifica lo contrario.

2.2. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS

Disminucion de los niveles de proteina mediante ARN de
interferencia.

Dependiendo de la cantidad de células transfectadas que necesitemos

se siembran en placas de 6 o 10 cm de diametro al 10% de
confluencia para transfectarlas al 50%.
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Transfeccion: Depende de si se hace con Lipofectamina 2000, o con
Dharmafect.

Lipofectamina: Se lavan las células con medio DMEM sin suero y sin
antibioticos. Mientras tanto se mezclan 150 pyl de DMEM con 3 pul de
Lipofectamina (1ul/0.5ml) se deja 5 min. Y otros 150ul de DMEM con
oligo para una concentracion final de 100 nM. Se mezclan los oligos
con la Lipofectamina durante 20 minutos y se anaden a las células. Se
incuba durante 6 horas y se cambia el medio por medio completo.
Dharmafect. Cuando se transfecta con Dharmafect, se utilizan
2ul/0.5ml y se puede dejar el siRNA hasta el momento de utilizar las
células.

Expresion de ADN exégeno.

Para transfectar ADN, las células al 50% de confluencia se lavaron
con DMEM sin suero ni antibiético, y se incubaron 6 horas con una
mezcla de 2ul/ml de Lipofectamina 2000 y plasmido (cantidad variable
dependiendo del plasmido). Igual que con el siRNA, hay que incubar
el ADN vy el liposoma en un volumen pequefo durante 20 minutos
antes de afadirlo a las células. Se retira este medio a las 6 horas de
incubacion.

2.3. TRANSFECCIONES ESTABLES.

De manera general, tienen como objetivo introducir ADN exdgeno y
generar una poblacién de células que lo exprese de manera duradera
en el tiempo tras sucesivas replicaciones. Utilizamos dos métodos:

Retrovirus:
o Expresion de proteinas.

El plasmido de interés, con un promotor retroviral, se transfecta en
células empaquetadoras de manera transitoria. En estas células se
produciran virus, generando un sobrenadante infectivo. Se recogen los
sobrenadantes a las 24 y a las 48 horas y se filtra. Se puede alicuotar
y congelar a -80°C. Con este sobrenadante infectivo, en presencia de
8 pg/ml de Polybrene, se incuban las células a infectar 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. Las células infectadas que expresen el plasmido de
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interés seran seleccionadas, bien mediante un antibidtico de
seleccion, o mediante sorting si el plasmido expresa una proteina
fluorescente.

¢ Disminucion de los niveles de proteina mediante ARN de
interferencia.

En primer lugar, se identificaron las secuencias de los siRNAs
eficientes en el silenciamiento de las proteinas de interés.

A continuacion, se disefaron oligos para shRNAs, de unos 60
nucleétidos que contenia la secuencia interferente que anteriormente
habiamos identificado y cuya composicion era apropiada para su
insercion en el vector pSUPER. Tras la insercion, se transfectaron las
células empaquetadoras Phoenix-Eco. A continuacion se infectaron
las células de interés.

Clonacion.

Para evitar la variabilidad clonal en una poblacion de células, se eligié
mediante western blot el conjunto de células infectadas con un oligo
determinado que menos proteina expresaba. El cultivo se diluyé a 10
células/ml, 5 cel./ml y 3 cel./ml, sembrandolas en 3 placas de 96
pocillos. De la placa que presentaba alrededor de 40 pocillos positivos
se escogieron al azar 12. Estos se crecieron y se vieron los niveles de
proteina por western blot. De esta manera nos aseguramos de que
una poblacién de células procede de una sola célula.

Transfecciones estables por seleccion.

Tras una transfeccion transitoria, cuando el plasmido tiene un
marcador de seleccidn, se tratan las células 24 horas después de la
transfeccion con su antibidtico especifico. Asi se seleccionaran las
células que contengan plasmido.

2.4. MEDICION DE LA MUERTE CELULAR:

Hay infinidad de métodos para medir muerte celular. Muchos de ellos
son kits comerciales basados en actividad metabdlica. EI hecho de
que nuestros tratamientos se basen en la alteracion del metabolismo
nos ha impedido utilizarlos.

Para elegir un método de analisis de la muerte celular tenemos que
tener en cuenta qué es lo que esperamos ver, si necrosis o apoptosis,
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0 una mezcla de ambas. Ademas de que algunas de estas técnicas no
distinguen correctamente entre ambas.

2.41. MEDICION DE LA VIABILIDAD POR CRISTAL
VIOLETA.
EXPERIMENTOS DE CLONOGENICIDAD.

Las células después del tratamiento se tripsinizaron, centrifugaron y
fueron resuspendidas en medio completo en el volumen inicial. A
continuacion se vuelven a sembrar y se dejan crecer el tiempo
necesario hasta que sea visible tras tedir con cristal violeta
(aproximadamente 3-4 dias).

La tincion se lleva a cabo retirando el medio, lavando con PBS,
incubando con una dilucién de cristal violeta con un 2% de etanol
durante unos 15 minutos y lavando con PBS.

2.4.2. DETECCION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE
FLUJO:

El citometro utilizado es un Becton Dickinson (FACS SCALIBUR) en
los servicios cientifico-técnicos de la Universidad de Barcelona,
Campus de Bellvitge.

e ANALISIS DEL CICLO CELULAR (SUBG1)

(FRAGMENTACION DE ADN) (Gong, Traganos et al. 1994).

Tras tratar las células, se tripsinizan y centrifugan a 450 rcf., y se fijan
y permeabilizan las células con etanol al 70%, de manera que el ADN
degradado o fragmentado saldra de la célula, quedando la cantidad de
ADN inferior a 2n (subG1). Antes de analizarlas en el citometro se
incuban media hora a 37°C con una solucién de RNAsa (100 pg/ml) y
Yoduro de propidio (40 ug/ml).

Las células apoptoéticas se detectaron y cuantificaron como la fraccion
del ciclo celular con menor contenido en ADN que las células que se
encuentran en el pico G1 del ciclo celular.

Asi es como se visualiza en el citbmetro de flujo una poblacién normal
y otra en apoptosis.
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e ANALISIS POR INCORPORACION DE YODURO DE
PROPIDIO

Tras el tratamiento se recogen las células, se centrifugan y se
resuspenden en PBS. 5 minutos antes de analizarlas en el citbmetro
se les afiade 0.5 pg/ml de yoduro de propidio. El yoduro de propidio es
internalizado en células muertas, por lo que todas las células positivas
para yoduro estaran muertas. Con este método se mide muerte total.

o ANALISIS POR ANEXINA V.

Esta técnica fue descrita en 1994 (Koopman, Reutelingsperger et al.
1994), se basa en la exposicion de la fosfatidil serina en las células
que estan sufriendo apoptosis. Esta externalizacion se produce antes
de que la membrana sea permeable al yoduro de propidio. A
diferencia de la necrosis, en la que la rotura de la membrana y su
permeabilizaciébn a yoduro de propidio se produce al mismo tiempo
que la exposiciéon de fosfatidilserina. Por ello, para utilizar la Anexina V
como analisis de apoptosis es necesario combinarla con un reactivo
de exclusion como el yoduro de propidio o el 7AAD.

Si existe una poblacién positiva para Anexina y negativa para yoduro
de propidio es porque hay apoptosis. Al final las células apoptéticas
sufren necrosis secundaria y se vuelven positivas para Anexina y
yoduro de propidio.

Pero esto tiene el inconveniente de que en poblaciones celulares en la
que la muerte no es sincronica, el nimero de células que en cada
momento esta sufriendo apoptosis, pero aiun no es permeable a
yoduro de propidio es muy bajo.

e ANALISIS POR TAMANO CELULAR.

Existen lineas celulares que a pesar de sufrir apoptosis no inducen
corte de ADN, por lo que no es posible medir muerte mediante subG1.
En estos casos se puede medir el porcentaje de células muertas a
partir del tamafo (FSC) y complejidad (SSC) celular. Como se puede
observar en esta figura.
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Figura 1: Representacion de la distribucidn de células fijadas. Eje
horizontal FSC (tamafio). Eje vertical SSC (complejidad).

2.4.3. ACTIVIDAD CASPASA-3.
Substrato Ac-DEVD-AMC

El substrato de caspasas Ac-DEVD-AMC (donado por el laboratorio de
|. Fabregat) de BD Pharmingen, es un tetrapéptido sintético
fluorogénico que contiene la secuencia de aminoacidos del sitio de
corte de PARP en Asp-216. Se utiliza como indicador de la actividad
de la caspasa-3 porque es la que con mas afinidad y mas
eficientemente corta dicho péptido a las concentraciones utilizadas,
pero no es especifico de dicha caspasa. Cuando la caspasa corta el
tetrapéptido entre D y AMC, se libera el fluor6foro AMC que es
cuantificado con un fluorimetro.

Tabla 5: Tampones utilizados en la técnica de actividad caspasa-3

TAMPON de LISIS Tampoén 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

Mili Q Mili Q

Las células tratadas se ftripsinizan y lavan en PBS, centrifugando a
4500 rpm, 10" a 4°C. Se lisan con el “Tampén de lisis” (ver tabla), se
incuban 10 minutos en hielo, se centrifugan a 13000 rpm 10 min a 4
°C, el sobrenadante se alicuota y se guarda a —80 °C. Se utilizan 20
ug de proteina en un volumen de 150 pl en tampbn de reaccidon mas el
substrato (AC-DEVD-amc) a una concentracion final de 20 uM. Tras
incubar dos horas a 37°C en oscuridad, se miden en el fluorimetro.

74




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 incubacion con la mezcla de
reaccion. El resultado se expresa en unidades de actividad caspasa-3
por ug de proteina.

2.5. WESTERN BLOT:

e Preparaciéon de extractos celulares totales.

Tras el tratamiento las células se lisaron en tampdn de lisado con un
coctel de antiproteasas y se congelaron a —20°C. Posteriormente, se
descongelaron en hielo, se sonicaron para degradar el ADN y se
determin6 la concentraciéon de proteina usando el método de BCA
(Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Electroforesis de proteinas.

Se mezclaron 40ug de proteina con el tampon Laemmli para realizar
la electroforesis, y se cargaron 20-30 ug de proteina. Las muestras
fueron hervidas durante 5 minutos a 95°C. La separacion de las
proteinas se realizd en funciébn de su peso molecular mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida. La electroforesis se realizd
en una mini cubeta para electroforesis de proteinas (Mini-protean, Bio-
Rad). ElI tampdén de electroforesis con SDS fue hecho segun las
instrucciones de Bio-Rad.

e Transferencia de proteinas a membrana.

Las proteinas se electrotransfirieron del gel a la 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. La transferencia se verific tifiendo la membrana mediante
el colorante rojo de Ponceau S. El tampén de transferencia, con un
20% de metanol, se hizo segun la receta de Bio-Rad.

75



e Deteccion de proteinas transferidas a membrana.

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de PVDF se
analizaron con la ayuda de anticuerpos especificos siguiendo los
pasos detallados a continuacion:

- Bloqueo de la membrana durante 1 hora a T2 ambiente con 5% leche
desnatada en polvo en solucién TBS/0.1% Tween.

- Incubacién con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo
durante 2 horas a T? ambiente o toda la noche a 4°C con agitacion
suave. A continuaciéon 3 lavados de 5 minutos con TBS con 0.1%
Tween.

- Incubacion con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP), preparado en solucién de bloqueo, durante 1 hora a T2
ambiente con agitacion suave. 3 lavados de 5 minutos con TBS con
0.1% Tween.

- Revelado mediante quimioluminiscencia con el reactivo ECL
(Pierce). La mezcla del ECL era fresca para cada revelado.

2.6. RT-PCR:

Retro transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa.

A células tratadas se le extrajo el ARN total mediante el kit de
extraccién Qiagen, Que consiste en unas columnas de afinidad que
une el ARN total de la célula. Para evitar contaminaciones de ADN
gendmico, en la misma columna se afiade ADNasa. Se eluye el ARN
de la columna con agua destilada y se mide la concentracién de ARN
que es congelado a -80°C.

600 ng de ARN total se retro transcribieron a cDNA con el kit de
Applied Biosystems. Para ello se incuba el ARN con los oligos-dt
durante 5 minutos a 65°C. Y el resto de los componentes de la
reaccion se incuban 1 hora a 50°C. El cDNA resultante de la reaccién
se utiliz6 como molde para las PCRs.

2.7. MICROSCOPIA.
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TINCION DE NUCLEOS CON DAPI

Después de tratar las células se tripsinizaron y fijaron con
paraformaldehido al 4%. El pellet se resuspendié en 50 ul de DAPl a 3
uM y se concentraron lo maximo posible sin lavar.

Se ponen 6 ul en un portaobjetos, el cubreobjetos se sella y se lleva al
microscopio de fluorescencia. Se ven con un aumento de 60x.

MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células, transfectadas o no, se sembraron en una camara
portaobjetos de cuatro pocillos tras tratarla con fibronectina (1 pg/ml).
A las 24 horas se trataron. Las células se llevaron al microscopia sin
fijar y en el medio de tratamiento.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para el andlisis de la morfologia nuclear o la eficiencia de una
transfeccidon se utilizd un microscopio invertido Olympus 1X70 con un
objetivo 20x.

MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Tras el tratamiento se recogieron las células flotantes, se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en un tampén 0.1M pH 7.4 a 4°C. Después de
la fijacion las muestras se pusieron en un tampén con un 1% de
tetradxido de Osmio, deshidratadas en gradiente de etil alcohol y
embebidas en resina Spurr.
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VL. RESULTADOS

1. LAS CELULAS DEFICIENTES EN BAX Y BAK
SON SENSIBLES A DIFERENTES
TRATAMIENTOS

ANTECEDENTES

Como se indicaba en la introduccién, muchos tumores sobre-expresan
Bcl-2, Bel-xL y Mcl-1 (Deng, Carlson et al. 2007); o inhiben la
expresion o actividad de miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2,
incluyendo a Bax y Bak.

Fibroblastos murinos embrionarios deficientes en las proteinas
proapoptéticas Bax y Bak (de aqui en adelante DKO) inmortalizados
con SV40 son resistentes a muchos estimulos que inducen apoptosis
a través de la via mitocondrial. Sin embargo, las DKO son sensibles a
estimulos de la ruta extrinseca.

Estas caracteristicas hacen a estas células muy utiles para buscar
nuevas rutas apoptéticas independientes de la mitocondria y que son
susceptibles de ser dianas terapéuticas.

Para determinar la sensibilidad de estas células a diversos inductores,
se trataron con un panel de drogas (fig. 1). Para saber si la muerte
inducida era dependiente de caspasas, el tratamiento se hizo también
en presencia de inhibidores de caspasas (g-VD o z-VAD).

Tal como se habia descrito (Shimizu, Kanaseki et al. 2004), la
Estaurosporina y el etopdésido matan a las células DKO
independientemente de caspasas.

ACTINOMICINA D es un antibiético que se une al ADN impidiendo la
transcripcién y replicacién del mismo (Sobell 1985).

Como en el etop6sido, la actinomicina D induce muerte en células
DKO. En este caso el z-VAD reduce parcialmente la produccion de
subG1.

METOTREXATO es un farmaco utilizado para el tratamiento de varios
tumores como la leucemia, o enfermedades autoinmunes como la
artritis reumatoide. Su accién se basa en la inhibicion del metabolismo
del acido félico al bloquear irreversiblemente la actividad de la
dihidrofolato reductasa.
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Las DKO son bastante resistentes al metotrexato. Apenas se induce
un 30% de muerte, que es dependiente de caspasas, ya que es
inhibida por el z-VAD.

CLORURO DE COBALTO: EI CoCl, imita el tratamiento con hipoxia e
induce la expresion de HIF-1 (Wang and Semenza 1993). Si bien se
sabe que la anoxia no induce muerte en las DKO (Brunelle, Shroff et
al. 2007), 0.3 mM de cloruro de cobalto induce subG1 en DKO que es
revertido por la presencia de z-VAD, lo que indica que es apoptosis.

100 -
90 A ® DMSO
80 M INHIBIDOR
70 A

% de células muertas
(6]
o

NT Glc- CoCl2 MTX ActD 24 h 48h 24 h 48h

72h Etopdsido Estaurosporina

Figura 1. Células deficientes en Bax y Bak son sensibles a diferentes
tratamientos.

Células deficientes en Bax y Bak fueron no tratadas (NT), o tratadas sin glucosa
(glc-), Cloruro de Cobalto (CoCl2, 0.3mM), Metotrexato (MTX, 100uM),
Actinomicina D (ActD, 10 uM), Etopdsido (20uM) o Estaurosporina (1uM) a los
tiempos indicados. Las células fueron tratadas en presencia de DMSO (1/1000) o
de los inhibidores de caspasas z-VAD o g-VD (en los de etopdsido y
Estaurosporina). Las células fueron analizadas por citometria mediante la técnica
de subG1 o por incorporacién de yoduro de propidio (en etopdsido y

Estaurosporina).

Como decia, llama la atencién que células deficientes en Bax y Bak
mueran de forma dependiente de caspasas tras privarlas de glucosa.
El hecho de que muchos tumores tengan bloqueada de alguna
manera la ruta intrinseca de la apoptosis ademas de su gran
dependencia glicolitica hace muy interesante e importante averiguar
cdmo se estan activando las caspasas en estas células. Ademas, de
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forma fisiolégica los tumores sélidos sufren periodos de escasez, por
lo que seria importante encontrar nuevas rutas que puedan
convertirse en dianas terapéuticas.

2. LA PRIVACION DE GLUCOSA PUEDE INDUCIR
APOPTOSIS O NECROSIS DEPENDIENDO DE LA
LINEA CELULAR.

Se ha visto que la privaciébn de glucosa puede inducir necrosis
(Suzuki, Kusakai et al. 2003) y (Yuneva, Zamboni et al. 2007) o
apoptosis a través de mitocondria (Vander Heiden, Plas et al. 2001).
Por lo tanto, en un sistema donde la ruta intrinseca de la apoptosis
esta bloqueada, como ocurre en las células deficientes en Bax y Bak,
esperariamos necrosis tras privarlas de glucosa.

Sin embargo, cuando estas células son privadas de glucosa, mueren
dependientemente de caspasas (fig1).

Por ello, y por la gran dependencia de glucosa que tienen los tumores,
se decidié caracterizar el modo en el que la privacién de glucosa
inducia apoptosis en las DKO o en otras lineas celulares.

Como se puede observar en la figura 2a, células deficientes en Bax y
Bak privadas de glucosa sufren apoptosis. Si comparamos la cinética
con la del tratamiento a fibroblastos murinos silvestres (WT) (fig. 2b),
podemos observar que la ausencia de Bax y Bak retrasa la muerte.

Por otro lado, mientras que en las DKO el z-VAD protege casi
totalmente a las células, ya sea analizandolas por subG1 como por
incorporaciéon de yoduro de propidio (Pl) Sin embargo en las WT esto
no es asi. En las WT, en presencia de g-VD, hay mas células totales
muertas (en rojo) que células con menos cantidad de ADN (subG1 en
violeta). Esto puede indicar que ante un estimulo apoptético como es
la privacion de glucosa, pero ante la incapacidad de activar caspasas
por la presencia de g-VD, las células sufran muerte independiente de
caspasas (CICD en inglés). Revisado en (Chipuk and Green 2005). Y
es que segun Colell et al. (Colell, Ricci et al. 2007), si un estimulo
induce permeabilizacidon mitocondrial pero las caspasas son incapaces
de resolver la apoptosis, en ausencia de glucosa no se puede
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mantener la viabilidad de la célula. Esto es lo que podria estar
pasando en el caso de las WT.

Ambas lineas celulares son fibroblastos inmortalizados con el “simian
virus 40”, que codifica para el “antigeno T SV40”. Este antigeno inhibe
a p53, gen supresor de tumores responsable de la parada de ciclo y
apoptosis. Esto podria estar afectando a la respuesta a la privacion de
glucosa, haciendo que el que células deficientes en Bax y Bak mueran
de manera dependiente de caspasas sea una caracteristica propia
so6lo de estos fibroblastos u otras células inmortalizadas.

Ademas se ha descrito que la privaciéon de glucosa en la linea de
hepatoma humano HepG2 induce necrosis (Suzuki, Kusakai et al.
2003).

Por lo tanto, decidimos estudiar si la muerte inducida por la falta de
glucosa era apoptosis 0 necrosis en varias lineas celulares humanas.
Se trataron células de cancer cervical, HeLa, en ausencia de glucosa.

En la figura 2c se observa que el g-VD es capaz de proteger a estas
células de la privacidon de glucosa. Por lo que, al igual que los
fibroblastos murinos, mueren de manera dependiente de caspasas.

El inconveniente con las HELA es que no conseguimos detectar
subG1, o no todas las células que morfolégicamente estdn muertas
sufren degradaciéon de ADN. Por ello, tuvimos que medir la muerte
tomando las células cuyo tamafio es menor que las no tratadas.
Asegurandonos de que el g-VD es capaz de prevenir este cambio
morfolégico.

Nos preguntamos si la muerte por privacion de glucosa era
reproducible en otras lineas tumorales. Para ello se traté una linea de
rabdomiosarcoma, RH30. Estas células mueren tras 72 horas de
privacion de glucosa, pero de una manera independiente de caspasas,
ya que el g-VD es incapaz de protegerlas.
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Figura 2. La privacion de glucosa mata a distintas lineas celulares por apoptosis o
necrosis.

a) Fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak se trataron sin glucosa en
presencia de 50 uM de z-VAD o DMSO (1:1000) como control. z-VAD y DMSO
fueron reafiadidos cada 24 horas. Las células se recogieron a los tiempos indicados
y fijaron (subG1) o llevaron directamente al citometro (PI). Los datos representan
media de dos experimentos.

b) Fibroblastos murinos silvestres (WT) fueron privados de glucosa en presencia de
g-VD o DMSO. Se recogieron a los tiempos indicados para subG1 o para yoduro de
propidio (PI(+)).

c) La linea tumoral humana Hela fue tratada en ausencia de glucosa en presencia
de z-VAD. Se recogieron a los tiempos indicados y fijé para subG1. Se representa el
porcentaje de células con un tamafio menor que las no tratadas.

d) La linea de rabdomiosarcoma RH30 fue tratada en ausencia de glucosa durante
72 horas en presencia de g-VD. Las células se llevaron al citémetro para analizar
muerte total.

e) Células RH30 fueron fotografiadas tras 72 horas sin glucosa, en presencia o no de

q-VD.
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Creemos que las RH30 sufren necrosis tras la privacion de glucosa,
no sélo porque el g-VD no las protege, sino porque su aspecto es
tipicamente necrético (fig. 2e). Para descartar muerte independiente
de caspasas, 0 necrosis secundaria derivada de la inhibicion de las
caspasas, deberiamos descartar actividad caspasa tras el tratamiento.
¢Qué es lo que hace que el mismo tratamiento induzca actividad
caspasa 0 no? Los nexos de union entre estrés metabdlico, muerte y
adaptacion son diversos, complejos y se entrecruzan. El estado
metabdlico previo, la base genética y sobre todo el estado previo de
los elementos (proteinas y complejos) determinaran cémo morira la
célula. Con estado nos referimos a activacién, cantidad y localizacion,
que son determinantes para la respuesta de la célula al estrés
derivado de la privacion de glucosa.

Imaginemos que las RH30 tienen altos niveles de proteinas Bcl-2
antiapoptéticas y bajos niveles de antioxidantes. Estas células no
sufriran en un principio despolarizacibn mitocondrial, pero son
incapaces entonces de resistir a una falta de glucosa y de produccién
de poder reductor (NADPH) suficiente para compensar los ROS, por lo
que terminaria muriendo por necrosis.

Queda mucho que investigar sobre la relacion entre el estrés glicolitico
y la muerte celular: niveles de ATP, estado de la ruta mitocondrial de
la apoptosis, ROS, etc.

De todas maneras, cada dia es mas evidente que los rasgos
fenotipicos clasicos que definen a la apoptosis como condensacion
nuclear, subG1, externalizacion de fosfatidilserina, etc.; no
necesariamente se producen en todas las células que sufren
apoptosis.

Por ello es necesario caracterizar a fondo la muerte inducida por
privacion de glucosa para describir con exactitud a qué llamamos
apoptosis. Decidimos caracterizar la muerte en células DKO tras la
privacion de glucosa porque nos sorprendié que en ausencia de Bax y
Bak y ante un estimulo tipicamente mitocondrial, se indujera una
muerte dependiente de caspasas. Esto podria abrir la puerta al
descubrimiento de rutas de sefalizacién de caspasas desconocidas y
nuevas dianas terapéuticas.
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3. LA PRIVACION DE GLUCOSA INDUCE
ACTIVIDAD CASPASA EN FIBROBLASTOS
MURINOS INMORTALIZADOS

La unica evidencia que teniamos de que la privacion de glucosa
induce apoptosis en células DKO era que el z-VAD inhibia tanto la
produccién de células hipodiploides (subG1) como la de células
positivas a yoduro de propidio (fig. 2a). Para demostrar que
efectivamente se produce apoptosis y actividad caspasa tras la
privacidon de glucosa, medimos su actividad utilizando un substrato
que al ser cortado especificamente por caspasas emite fluorescencia
(fig. 3a). Se puede observar que la maxima actividad caspasa se
produce a las 48 horas, coincidiendo con el periodo en el que mas
nuamero de células entran en apoptosis segun la cinética de subG1.

Otra caracteristica de la apoptosis es la externalizacion de
fosfatidilserina que se produce antes de la permeabilizacion de la
membrana a yoduro de propidio. Esta caracteristica se utiliza para
medir apoptosis, mediante Anexina V que se une especificamente a la
fosfatidil serina. En la figura 3b se puede observar en violeta las
células que son positivas para Anexina V y todavia no son permeables
a yoduro de propidio. Y como la inhibicion de caspasas por g-VD
disminuye el porcentaje de células que han externalizado la
fosfatidilserina.

Las caspasas activadas tienen infinidad de proteinas como substratos,
y tanto las primeras como los segundos pueden ser analizados por
“western blot”. En la figura 3c se puede observar degradaciéon de la
procaspasa-3 con el tratamiento. Es llamativo que la presencia de z-
VAD no la evita, aunque parece retrasarla levemente.
Sorprendentemente, el z-VAD que es capaz de impedir la produccién
de subG1, retrasar el corte de PARP o de p23, no puede evitar el
corte de caspasa-3.

Sin embargo el z-VAD es eficiente inhibiendo la actividad caspasa
cuando se trata con TNF, lo que puede indicar cinéticas o rutas
distintas a las activadas por privacién de glucosa.
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Tal como se veia en la figura 2, al mirar subG1 tras el tratamiento sin
glucosa en las WT, cuando estudiamos qué sucede mediante WB
comparando WT con DKO, las WT tienen una cinética mas rapida (fig.
4a). A las 24 horas del tratamiento en las WT ya hay caspasa-3
cortada y PARP ha sido procesado, no sucediendo hasta las 48 horas
en las células deficientes en Bax y Bak (DKO).
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Figura 3. La privacion de glucosa induce actividad caspasa.

a) El extracto de células tratadas sin glucosa en presencia o no de g-VD fue
utilizado para analizar actividad caspasa tal como se detalla en el apartado de
métodos.

b) Células tratadas sin glucosa y tripsinizadas se incubaron con Anexina V y yoduro
de propidio. Se analizaron por FL1 y FL3 en el citdmetro. Se muestran porcentajes
de simples positivas para Anexina y yoduro, y dobles positivas para ambos.

c) Con extracto de células tratadas sin glucosa se hizo un western blot que fue
incubado con los anticuerpos frente a Caspasa-3 y caspasa-3 cortada. Y frente a los
sustratos de caspasas cochaperona p23 y PARP.
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Figura 4. La privacion de glucosa induce actividad caspasa, pero la inhibicion de
las caspasas no previene la pérdida de viabilidad.

a) Fibroblastos deficientes en Bax y Bak (DKO) y su control silvestre (WT) fueron
tratados sin glucosa. Los extractos celulares fueron analizados por WB frente a
caspasa-3 y el substrato de caspasas PARP.

b) Fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak se trataron sin glucosa en
presencia de 50 uM de z-VAD, 50 uM VDVAD-fmk, 50 uM IETD-fmk, 50 uM LEHD-
fmk, 20 uM g-VD o DMSO como control. Inhibidores y DMSO fueron reafiadidos
cada 24 horas. Las células se recogieron a los tiempos indicados y fijaron (subG1) o
llevaron directamente al citometro (Pl). Los datos representan media de dos
experimentos.

c) Fibroblastos DKO fueron privadas de glucosa durante 3, 6 o 13 dias en presencia
de g-VD o DMSO. Estos fueron reafiadidos cada 3 dias. Después del tratamiento las
células fueron tripsinizadas y sembradas con medio fresco en placas de 6 pocillos,
y fueron crecidas durante 3 dias antes de tefiir por cristal violeta como se indica en
métodos. Se muestra un experimento representativo de 3 repeticiones.

Para descartar un posible efecto del z-VAD o el g-VD sobre proteasas
mas que sobre caspasas, tratamos las células DKO en presencia de
un panel de inhibidores de caspasas (fig. 4b). Y debido a las
diferencias de afinidad de estos substratos por las distintas caspasas,
este experimento nos puede dar pistas sobre las caspasas implicadas
en la muerte.
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La capacidad de inhibicion del subG1 de los distintos inhibidores
difiere, y tal como se habia descrito anteriormente en células Jurkat
(McStay, Salvesen et al. 2008), los inhibidores VDVAD-fmk y LEHD-
fmk fueron menos eficientes que el resto en inhibir la apoptosis.

Por otro lado, si medimos el porcentaje de células muertas a las 96
horas sabemos (datos no ensefiados) que mas del 90% han sufrido
apoptosis. Sin embargo, como podemos observar en la figura 4c, a los
13 dias de privacién de glucosa todavia hay células capaces de volver
a crecer con normalidad.

Los estudios que habiamos hecho de las consecuencias de la
privacion de glucosa sobre estas células no nos indicaban el estado
de las mismas. Sabemos que los inhibidores de caspasas inhiben la
degradacién del ADN y que impiden la permeabilizacion de la
membrana citoplasmatica al yoduro de propidio; sin embargo nada
sabiamos de la viabilidad de esas células. Para ello realizamos
experimentos de clonogenicidad (fig. 4c) que nos indican que todas
esas células que no “mueren” cuando lo medimos por citometria no
son capaces de proliferar de nuevo. Si el z-VAD “protegiera” en un
sentido estricto, las células tratadas en presencia del inhibidor
deberian tener mas “capacidad clonogénica”, mas viabilidad que las
tratadas en presencia de DMSO, y como se puede ver eso no es asi.

4. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR LA PRIVACION
DE GLUCOSA EN CELULAS DKO TIENE UN
FENOTIPO ATIPICO.

Cuando tratamos las células deficientes en Bax y Bak con inductores
de apoptosis como el TNF, a pesar de tener todos los rasgos
apoptéticos como subG1, actividad caspasa, etc., la morfologia que
adquiere la célula no es la “ortodoxa”. Aunque todavia es posible
observar “burbujeo” (blebbing en inglés), y cuerpos apoptéticos (fig.
5a). Cuando privamos de glucosa, las células se despegan antes de
morir, se redondean y se hacen mas pequefias pero siguen
refringentes. Las células muertas tienen un aspecto de mora,
arrugado. Aunque un pequefio porcentaje tiene un aspecto mas
clasico, con cuerpos apoptéticos. La inhibicion de caspasas no evita
que las células se despeguen y empequefiezcan pero si hay una
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reducciéon obvia de células que han perdido la refringencia. Sin
embargo, cuando tratamos las células con Tapsigargina, que se ha
descrito inducir necrosis en estas células (Ullman, Fan et al. 2007), el
aspecto que muestran es tipicamente necrético, a diferencia del
tratamiento sin glucosa. Con la Tapsigargina las células son mas
grandes, redondas, menos irregulares y se pueden observar muchos
“fantasmas”, que son membranas plasmaticas hinchadas y con
aspecto hueco.

En cuanto a la morfologia nuclear, por un lado fijamos las células y se
tineron con DAPI (fig. 5b) y las observamos en el microscopio de
fluorescencia. Por otro lado las transfretamos con una histona unida a
GFP y después de tratar las miramos en el confocal (fighc). Este
experimento nos reveld una condensacion de la cromatina pegada en
forma de bolas a la membrana nuclear.

También observamos la morfologia a través del microscopio
electrénico (fig. 5d). Igual que con el confocal, también se puede
observar que tras la privacion de glucosa la cromatina se condensa
pegada a la membrana nuclear, mientras que cuando se tratan con
TNF se ve la clasica condensacion y fragmentacién cromatinica.

En todos los experimentos, el aspecto de la cromatina de las células
tratadas sin glucosa es atipico. Si bien se produce condensacion, ésta
no es la misma que se puede ver cuando se tratan con TNF. Sin
embargo, como se puede observar en la figura 5c, cuando se tratan
con Tapsigargina, el aspecto del nucleo es exactamente igual al de las
células no tratadas, tipico de la necrosis. Esto parece indicar que a
pesar de la actividad caspasa y fragmentaciéon del ADN, la
condensaciéon es atipica, en forma granular pegada a la membrana
nuclear. Posiblemente esto es debido a la falta de energia, esqueletos
carbonados y/o glicosilacién de proteinas. Aunque no parece que esta
condensaciéon sea debida a la actividad caspasa ya que en presencia
de g-VD todavia vemos estas estructuras “perinucleares”.
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Figura 5. El fenotipo apoptético inducido por la retirada de glucosa es atipico.
Las células sin tratar o tratadas sin glucosa, con TNF (1ng/ml) + CHX (5uM) o con
Tapsigargina (10 uM) se analizaron por microscopia.

a) la morfologia celular tras el tratamiento fue analizada en un microscopio
invertido Olympus con un objetivo de 20x. Las fotos se hicieron con una cdmara
Olympus.

b) células tefiidas con DAPI como se describe en métodos.

c) Células transfectadas con H2B-GFP fueron tratadas y visualizadas en el
microscopio confocal.

d) Células tratadas se analizaron por microscopia electrdnica. Se ensefia un
experimento representativo.
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5. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION DE
GLUCOSA ES INDEPENDIENTE DE LA ViIiA
INTRINSECA

5.1. La apoptosis inducida por privaciéon de
glucosa en fibroblastos murinos deficientes en
Bax y Bak no es dependiente de la ruta
mitocondrial.

Las células deficientes en Bax y Bak son totalmente resistentes a tBid
(Wei, Zong et al. 2001), y no pueden sufrir apoptosis por la via
mitocondrial al ser incapaces de formar un poro por el que sea
liberado el citocromo C.

Aun asi hemos demostrado que la privacion de glucosa, un inductor
tipicamente mitocondrial, induce actividad caspasa y apoptosis, al
contrario de lo que se esperaria.

Pero queriamos comprobar que la muerte en las DKO no era una
caracteristica Unica de estas células, o que se estuviera activando la
ruta mitocondrial a través de mecanismos desconocidos. Por ejemplo,
que sea mediado por proteinas como Bok, que es altamente
homologo a Bax y a Bak (Hsu, Kaipia et al. 1997).

Para ello primero expresamos establemente Bcl-xL. Infectamos
células DKO que expresaban establemente citocromo C-GFP
(parentales), (Fig. 6a).

Los distintos clones fueron tratados sin glucosa, y como se puede
observar en 6b, las células que sobre-expresan Bcl-xL no estan
protegidas de la privacién de glucosa.

De todas formas, para descartar del todo la posible implicacion de la
via intrinseca, y existiendo la posibilidad de que la membrana
mitocondrial se rompiera y liberara el citocromo C activando caspasa-
9, transfectamos establemente las células con un shRNA para
caspasa-9, que disminuyé eficientemente los niveles de proteina (fig.
6¢). Esta bajada de caspasa-9 no protegié a las células de la privacion
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de glucosa. La caspasa-9 no era la caspasa iniciadora de la apoptosis
inducida por privacién de glucosa.

A pesar de todas estas evidencias de que no es la via mitocondrial la
responsable de la inducciébn de apoptosis, podrian quedar dudas
sobre si el citocromo C es de alguna manera liberado y esto podria
estar activando los restos de caspasa-9 que queden.
Desafortunadamente no hemos conseguido buenas fotografias, pero
en células DKO expresando citocromo C unido a GFP, hemos visto
que a las 72 horas de tratamiento todavia se detecta citocromo C
punteado, lo que indica que probablemente esta dentro de la
mitocondria. Ademas, si se observa con detenimiento la figura 24b, en
el panel inferior la foto de la derecha, se podra ver que las
mitocondrias estan practicamente intactas.

a)

N N Figura 6. La apoptosis inducida por
@ Qo°

© & el 3 privacion de glucosa en fibroblastos

P— murinos deficientes en Bax y Bak no es

dependiente de la ruta mitocondrial.

e — ————  3C1iN3 a) Células DKO transfectadas con

citocromo C-GFP (parentales) se

=D arental transfectaron establemente con Bcl-xL. Se
Bel-xL-1 generaron clones por diluciones seriadas y
Sz:ztg fueron analizados por Western Blot para

—6—Bol-xL-4 Bcl-xL y actina.

=@=B¢l-xL-pool b) Los clones, la poblacidn transfectada

(pool) y las células de la linea parental

descritas en (a) se trataron sin glucosa y

: recogieron a las 40y 72 horas para

0 T T : —— | analizarlas por subG1. Los resultados

0 24 48 72 | muestran la media y desviacién estdndar
<) Tiempo después del tratamiento de 3 experimentos.

c
o
<3
)

N w B )]
o o o o
1 1

apoptosis (% subG1)

-
o

Ccontrol 91 92 c) Células DKO fueron infectadas con
- ) Cocpasos retrovirus codificando para dos diferentes
shRNA contra caspasa-9, o con el vector
vacio (control). Se ensefia la expresién de
caspasa-9 por WB.

d) Las mismas poblaciones de células
fueron tratadas durante 72 horas sin
glucosa y medida la muerte por subG1. Se
ensefian células tratadas en presencia de
Q-VD como control de inhibicion de
apoptosis. Los resultados representan la
media y la desviacion estandar de 5

Control  9-1 9-2 DKO experimentos.
g-VD P

W e we—= actina

Q.
apoptosis (% subG1) -
8 8 & 8

-
o
L

o
I

92



5.2. Fibroblastos murinos sobre-expresando
establemente Bcl-2 mueren por apoptosis tras
privarlos de glucosa.

Como se decia mas arriba, es posible que esta apoptosis que
estamos estudiando sea propia de unas células muy modificadas
como las DKO. Si seguimos suponiendo que la privacion de nutrientes
en general y de glucosa en particular induce apoptosis por la via
mitocondrial, inhibiéndola de otra forma deberia proteger a las células.

Para ello fibroblastos silvestres (WT) fueron infectados con retrovirus
portando un plasmido con Bcl-2. Estas células fueron tratadas
privandolas de suero fetal bovino, para ver si efectivamente la
expresion de Bcl-2 era suficientemente alta como para proteger a
estas células de un estimulo apoptético mitocondrial como la falta de
los factores de crecimiento que lleva el suero. Como se puede
observar en la fig. 7b, estas células estaban bien protegidas de la falta
de suero.

Otro inductor de muerte a través de la via intrinseca es la exposiciéon a
radiacién ultravioleta. De la misma manera que con el suero, células
sobre-expresando Bcl-2 eran mas resistentes a distintas dosis de
ultravioleta (fig. 7c).

Finalmente, tratamos células WT y Bcl-2 sin glucosa, en presencia o
no de g-VD, a distintos tiempos y medimos su muerte por subG1. (fig.
7a) Sorprendentemente, las células Bcl-2 no sélo no estaban
protegidas sino que morian mas rapidamente que las WT. El g-VD es
capaz de inhibir parcialmente la producciéon de subG1, aunque en
ambas lineas no es capaz de hacerlo totalmente. Es probable que
esta degradacion del ADN se esté produciendo independientemente
de caspasas. De hecho esto ya se ha descrito. La endonucleasa G,
presente en mitocondria, podria pasar a citoplasma y nucleo tras un
estrés, e inducir degradacion de ADN en escalera en ausencia de
actividad caspasa [Bahi, 2006 #169]. En WT, a diferencia de las DKO,
se produce permeabilizacidn mitocondrial. El g-VD no inhibiria la
permeabilizacion mitocondrial ni la salida y actividad de la
endonucleasa G.
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Figura 7. Fibroblastos murinos sobre-
expresando Bcl-2 mueren por
apoptosis tras privarlos de glucosa.
a) Fibroblastos silvestres (WT) o
expresando un plasmido para Bcl-2 se
privan de glucosa en presencia o no
de g-VD durante los tiempos
indicados.

b) Las mismas células son privadas de
suero durante los tiempos indicados.
c) Las mismas células son tratadas
con distintas dosis de ultravioleta
(UV) en presencia o no de g-VD
durante 24 horas.

Todas las células son analizadas por
subG1.

Lineas celulares que sobre-expresan Bcl-xL
mueren en ausencia de glucosa.

Otra proteina antiapoptoética de la familia de las Bcl-2 es Bcl-xL.
Quisimos estudiar el efecto de su sobre-expresién sobre la privacion
de glucosa en distintas lineas celulares.

Para ello fibroblastos murinos WT y en células tumorales humanas
HelLa que sobre-expresaban Bcl-xL fueron privadas de glucosa.
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Al igual que con Bcl-2, la sobre-expresion de Bcl-xL protege a los
fibroblastos de la privacion de suero fetal (Fig. 8a). Pero estas células
mueren cuando son privadas de glucosa (Fig. 8b). Llama la atencion
que en ambos tratamientos el g-VD no protege. Es mas, en ausencia
de suero al inhibirse las caspasas las células con Bcl-xL se ven
sensibilizadas.

Este Bcl-xL tiene un “tag” en el N-terminal. Esta modificacion podria
estar afectando a la funciéon de la proteina, como se ha descrito
anteriormente (Sanchez, Xu et al. 1999).
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Figura 8-I. Lineas celulares que sobreexpresan Bcl-xL mueren en ausencia
glucosa.

a) Fibroblastos murinos sobreexpresando establemente Bcl-xL fueron privados
de glucosa en presencia o no de g-VD y analizados por incorporacidn de yoduro
de propidio.

b) Las mismas células y su control silvestre fueron tratadas con privacion de
suero durante 48h en presencia o no de g-VD.

Para comprobar que la muerte independiente de mitocondria (y de
caspasas) no es una caracteristica de fibroblastos murinos
inmortalizados con SV40, se traté a células HeLa que también sobre-
expresaban Bcl-xL. Estas células HelLa fueron privadas sin glucosa en
presencia o no de g-VD. En este caso las células sufrian claramente
apoptosis al estar las células bien protegidas por el g-VD (fig. 7c).

Es muy probable que la privacién de glucosa esté induciendo estrés
reticular que lleve a la induccién de Bim (Puthalakath, O'Reilly et al.
2007) PUMA o NOXA (Li, Lee et al. 2006). Si esta induccion no fuera
capaz de ser contrarrestada por Bcl-xL o Bcl-2, o estos se estuvieran
degradando, etc.; no veriamos proteccion. Pero si que podriamos
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descartar el papel de los Bcl-2 y abordar el papel de la ruta
mitocondrial inhibiendo selectivamente las proteinas Bcl-xL y Bcl-2 al
mismo tiempo. Para ello disponiamos del compuesto ABT737, que
mimetiza a las proteinas “sélo BH3".

La presencia de distintas concentraciones de ABT737 durante el
tratamiento de células HelLa no las sensibilizo (fig. 7d).

Si la inhibicibn de Bcl-xL y Bcl-2 no sensibiliza a la privacion de
glucosa, indicaria que la muerte no es a través de la ruta mitocondrial.
Aun asi es necesario estudiar el papel de otros antiapoptdticos como
Mcl-1 que no pueden ser inhibidos por ABT737.

<)
g o HELA-Bcl-xL !

60 - -Bel- ; -
§ o ...dmso Ul;)g ] -e-ABT-737 DMSO
~— 4 w
= _ Y 80 4 =#-ABT-737 1 uM
g 10 | =q-VD 5] u
= 2 60 1 =#=ABT-737 10 pM
L 30 A 2 50 4
S £ a0 4
$ 20 A S ]
€ 10 1 / E 2

10 g
0 T T 0

0 24 48 72
0 X 24 , 48 . 72 Tiempo después del tratamiento
Tiempo después del tratamiento

Figura 8-Il. Lineas celulares que sobreexpresan Bcl-xL mueren en ausencia
glucosa.

c) Células Hela sobreexpresando establemente Bcl-xL fueron tratadas sin

glucosa a distintos tiempos en presencia o no de g-VD. Se fijaron y llevaron al
citdmetro.

d) Células Hela fueron privadas de glucosa en presencia de diferentes
concentraciones de ABT737 o DMSO como control (1:1000).

b, c) Se representa el porcentaje de células mas pequenas que el control no
tratado de al menos 3 experimentos

Hemos demostrado de diversas formas que la ruta mitocondrial o
intrinseca de la apoptosis, en la que la caspasa-9 seria la caspasa
iniciadora, no es la responsable de la muerte por privaciéon de glucosa
en varias lineas celulares.

96



6. LA CASPASA INICIADORA DE LA APOPTOSIS
INDUCIDA POR PRIVACION DE GLUCOSA ES LA
CASPASA-8

6.1. La proteina viral CrmA protege de Ila
retirada de glucosa.

El hecho de que la caspasa-9 no estuviera implicada en la apoptosis,
nos hizo sospechar de otra caspasa iniciadora como la caspasa-8.
Ademas, el inhibidor IETD-fmk protege a estas células (fig. 4b). Sin
embargo, aunque este inhibidor es ampliamente utilizado como un
inhibidor especifico de la caspasa-8, se ha visto que puede inhibir
otras caspasas (McStay, Salvesen et al. 2008).

Por ello, decidimos inhibir especificamente su actividad, infectando
establemente células DKO con retrovirus portando CrmA. Muchos
virus desarrollan mecanismos moleculares para que las células
infectadas evadan la apoptosis. El virus de la viruela bovina (cowpox)
expresa una proteina llamada CrmA que inhibe selectivamente a las
caspasas 1y 8 (Zhou, Snipas et al. 1997).
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Figura 9. La proteina viral CrmA protege de la retirada de glucosa.

a) Células DKO expresando o no establemente CrmA fueron tratadas con TNF
(1ng/ml) o con un anticuerpo agonista anti-Fas (0.1 ug/ml) durante 24 horas. La
muerte fue medida por exclusion de yoduro de propidio en el citémetro.

b) Las mismas células fueron tratadas en ausencia de glucosa en presencia o no
de g-VD durante los tiempos indicados. En este caso la muerte fue analizada por
subG1. Los resultados representan la media y desviacion estandar de la media de
5 experimentos.
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Como esperabamos, estas células expresando CrmA eran resistentes
al tratamiento con ligandos de muerte (fig. 9a). Y sorprendentemente,
cuando tratamos estas células sin glucosa, estaban protegidas a los
mismos niveles que las células DKO tratadas en presencia de g-VD.
Estos resultados nos cerraban el abanico de posibilidades a dos,
caspasa-8 y 1. La caspasa-1 parece tener mas bien un papel de
respuesta inmunolégica e inflamatoria (Thornberry, Bull et al. 1992).
Por lo que lo mas probable era que la caspasa iniciadora fuera la
caspasa-8.

6.2. La reduccion de los niveles de caspasa-8
protege de la privacion de glucosa.

Para corroborar el papel de la caspasa-8 como caspasa iniciadora,
creamos lineas expresando establemente shRNA para caspasa-8 (fig.
10a). Estas lineas estaban totalmente protegidas del tratamiento con
TNF y cicloheximida (fig. 10b). Igualmente, estaban bien protegidas de
la privaciéon de glucosa. Si bien esta proteccion no es total (fig. 10c).

Estas diferencias en la proteccion entre un tratamiento y otro podria
deberse a que la privacion de glucosa tiene un umbral de activacion
menor, necesita menos caspasa-8 activa en cada momento, y eso
explicaria la cinética tan lenta, de 72 horas, de estas células.

Ademas esta proteccidbn no sélo se detecta por subG1, sino que
cuando observamos por western blot la actividad caspasa en estas
células, podemos ver que las células con menos caspasa-8 tienen
mucha menos actividad caspasa-3 y menos degradacion de Bid que
las células con niveles de caspasa-8 normal (fig. 10d).

Para demostrar que la proteccibn no es consecuencia de una
variacién clonal, transfectamos estas células con oligos contra
caspasa-8 o un control (fig. 11a). Esta disminuciéon de los niveles de
caspasa-8 también protegié de la privacion de glucosa, confirmando
que esta caspasa esta implicada en la apoptosis inducida por
privacion de glucosa.

De nuevo queriamos estar seguros de que estas conclusiones no eran
especificas de fibroblastos murinos deficientes en Bax y Bak.

Para ello transfectamos células tumorales humanas HelLa con siRNA
contra caspasa-8 humana. Se consiguid buena eficiencia en la
reduccién de caspasa-8 (Fig. 12a).
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Tratamos las células 72 horas después de la transfeccion con el
siRNA. Las células transfectadas con el siRNA para caspasa-8 estan

protegidas de TNF (fig.12c) y de privacion de glucosa (fig. 12b) frente
a las transfectadas con el control.
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Figura 10. La reduccidn estable de los niveles de caspasa-8 protege de la retirada
de glucosa.

a) Células DKO fueron transfectadas con retrovirus codificando para shRNA frente
a caspasa-8 (pool) o el vector vacio. Se ensefia el western blot de las células con el
vector vacio, la poblacion infectada con el shRNA para caspasa-8 (pool) y dos
clones seleccionados por baja expresion de caspasa-8 (A8 y D5).

b) Células descritas en (a) fueron tratadas con TNF 24h y analizadas por subG1. Los
resultados ensenan la media y la desviacidén estdndar de la media de 4
experimentos.

c) Las mismas células fueron tratadas sin glucosa en presencia o no de g-VD
durante 72 horas. La apoptosis fue medida por subG1. Se ensefia la mediay
desviacion estandar de la media de 5 experimentos.

d) El clon A8 descrito en (a) y las células transfectadas con el vector vacio fueron
tratadas sin glucosa y recogidas para western blot de Bid o caspasa-3 a los

tiempos indicados. Para caspasa-3 se utilizd una mezcla de los anticuerpos frente
a las formas cortada y procaspasa.

Todos estos resultados nos hacen concluir que la privacion de glucosa
induce apoptosis en fibroblastos murinos y en células HeLa de manera
dependiente de caspasa-8.
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Figura 11. La bajada temporal de los niveles de caspasa-8 protege de la
privacion de glucosa.

Células DKO fueron transfectadas con un oligonucleétido control o siRNA frente a
caspasa-8. 48 horas después de la transfeccion, se recogio proteina para WB (a) o
se trataron las células en ausencia de glucosa por otras 72 horas (b). Se ensefia la
media de tres experimentos.

Hemos descartado la implicacion de la ruta intrinseca de la apoptosis
en la muerte por privacién de glucosa y hemos demostrado que la
caspasa iniciadora es la caspasa-8. Esta caspasa es la iniciadora de
la ruta extrinseca o de receptores de muerte. Por lo que seria
razonable que esta ruta fuese la responsable de la apoptosis.

Figura 12. La bajada de los niveles de caspasa-8 en
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7. LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION DE
GLUCOSA ES |INDEPENDIENTE DE LA
INTERACCION DE LOS LIGANDOS DE MUERTE
CON SUS RECEPTORES.

Como ya se ha dicho, la caspasa-8 se activa en respuesta a la union
de los ligandos de muerte a sus receptores. Ademas, se ha visto que
algunas drogas pueden matar a través de caspasa-8 por la induccion
de ligandos de muerte (Kasibhatla, Brunner et al. 1998), (Gong and
Almasan 2000) o que la inhibicién de la glicolisis sensibiliza a ligandos
de muerte por inhibicion de la traduccion de Mcl1 (Pradelli, Beneteau
et al.).

Si bien es cierto estas células no son sensibles a ninguno de los
ligandos de muerte estudiados (TNF, FasL y TRAIL) en ausencia de
cicloheximida, existe la posibilidad de que la privacién de glucosa esté
sensibilizando a una produccion autocrina de ligandos de muerte, tal
como se habia descrito (Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz et al. 2003).

71. La muerte inducida por privacion de
glucosa en DKO no esta mediada por TNF.

Para estudiar si era el TNF el ligando implicado en la activacion de
caspasa-8 tras la privacién de glucosa, lo primero que hicimos fue
mirar si variaban los niveles de TNF con el tratamiento. Como se
puede observar en la figura 13a, la privacion de glucosa induce
ligeramente la expresion del RNA mensajero de TNF.

Para ver si esta induccion es la responsable, tratamos las células
durante 48 horas sin glucosa, y en uno de los puntos afadimos TNF a
las 24 horas. Si la privacidbn de glucosa esta sensibilizando a las
células al TNF, saturar el medio con el ligando deberia inducir un
aumento en el numero de células hipodiploides. Como se puede ver
en 13b, esto no es asi. La muerte sin glucosa y TNF no es mayor que
con cicloheximida y TNF. Sin embargo, cuando se privan de glucosa
en presencia de cicloheximida y TNF se produce un efecto sinérgico,
indicando que los mecanismos de induccion de muerte de la
cicloheximida y de la privacion de glucosa son distintos y aditivos.

101



Esto es asi cuando medimos la muerte por subG1, pero cuando lo
hacemos por incorporacion de yoduro de propidio, donde se observa
muerte total, si que hay una sensibilizacion dosis-dependiente al TNF.
Esto parece indicar que el dafio producido por la privacién de glucosa

sensibiliza a la célula a algun tipo de muerte necrética inducida por
TNF (fig. 13c).
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Figura 13-I. La apoptosis inducida por privacion de glucosa en DKO no esta
mediada por el ligando de muerte TNF.

a) EI ARN mensajero del TNF se induce ligeramente tras la retirada de glucosa.
Se ensefia la RT-PCR de TNF y un control de carga (HMBS).

b) La privacion de glucosa no sensibiliza a apoptosis inducida por TNF. El TNF
(1ng/ml) fue afiadido 24 después de la privacidn de glucosa. CHX (0.2uM) fue
anadida 30 minutos antes del TNF. Las células fueron recogidas 48 horas
después de la privacién de glucosa para subG1.

c) La falta de glucosa sensibiliza a las DKO a TNF. Igual que en (b) el TNF (ng/ml)
fue afiadido a las 24 horas de la privacion de glucosa y las células fueron

recogidas a las 48 horas. En este caso fueron analizadas por exclusion de yoduro
de propidio.
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Debido a que la privacion de glucosa parece inducir la expresion de
TNF y sensibilizar al mismo a un tipo de necrosis, decidimos estudiar
mas en profundidad el papel del TNF.

Para ello, tratamos estas células en presencia de un anticuerpo frente
al receptor 1 de TNF (TNF-R1) (Fig. 13d, panel izquierdo) o con
Enbrel (Etanercept — TNF-R-Fc). Ninguno de los dos inhibidores
protegio de la privacidon de glucosa, mientras que el TNF-R-Fc si
protegia bien del tratamiento con TNF y cicloheximida de manera
dependiente de la dosis.

Todos estos resultados indican que si bien la privaciéon de glucosa
afecta a la respuesta de la célula a altas concentraciones de TNF,
esto no quiere decir que la apoptosis inducida por privacion de
glucosa sea dependiente de una produccién autocrina de TNF.
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Figura 13-Il. La apoptosis inducida por privacion de glucosa en DKO no esta
mediada por el ligando de muerte TNF.

d) El bloqueo de las interacciones entre el TNF y su receptor no protege de la
privacién de glucosa. Las células fueron incubadas con medio sin glucosa y a las
24 horas se afiadié anti-TNF-R1 a las concentraciones indicadas (panel
izquierdo). El anticuerpo fue afiadido cada 24 horas. Las células fueron llevadas
al citémetro a las 72 horas de la privacién de glucosa, y la muerte medida por
incorporacion de yoduro de propidio. Panel derecho: Las células fueron
incubadas 72 horas con medio sin glucosa en presencia de TNFR-Fc y fueron
recogidas para subG1. Se ensefia media y rango de dos experimentos.

e) Control positivo que ensefia que TNF-R-Fc es capaz de bloquear apoptosis
inducida por TNF exdgeno. Las células fueron preincubadas con CHX y tratadas
durante 18 horas con TNF-R-Fc mas TNF a las concentraciones indicadas. Se
ensefia la media de 3 experimentos.
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7.2. La muerte inducida por privacion de
glucosa en células DKO no es mediada por FasL.

De la misma manera que con el TNF, nos preguntamos la posibilidad

de que la privacién de glucosa altere los niveles de FasL o los

mecanismos por el que FasL sefaliza, de manera que estas
alteraciones sensibilicen a FasL.
Realizamos una rt-PCR y no pudimos detectar expresion de FasL en
estas células (fig. 14a). b)
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Figura 14. El ligando de Fas no esta implicado en la muerte por privacion de
glucosa.

a) El ligando de Fas no se expresa en células DKO. Las células fueron tratadas
sin glucosa a los tiempos indicados y se hizo una rtPCR para FasL. “C+” indica
un control positivo, un plasmido que contiene la secuencia de FasL. “C-" es el
control negativo.

b) La privacion de glucosa sensibiliza a las DKO a FasL. Las células fueron
preincubadas durante 30 minutos con CHX o durante 24 horas en ausencia de
glucosa antes de anadir FasL a las concentraciones indicadas otras 24 horas.
c) El bloqueo de la interaccidn entre el ligando y su receptor no protege de la
falta de glucosa. Las células se trataron en ausencia de glucosa y a las 24 horas
se afiadid anti-FasL o Fas-Fc otras 48 horas.

d) Fas-Fc protege de FasL. Control positivo de Fas-Fc. Las células fueron
tratadas con FasL en presencia de CHX y Fas-Fc a las concentraciones
indicadas.

b, ¢, d) Se muestran los porcentajes de muerte analizados por exclusién de
yoduro de propidio.
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A pesar de esto, tratamos las células privandolas de glucosa o con
cicloheximida, en presencia de distintas cantidades de FasL (fig. 14b).
En negro se puede ver el tratamiento en presencia de cicloheximida y
en gris en ausencia de glucosa.

Si medimos muerte total por incorporacion de yoduro de propidio,
vemos que la privacion de glucosa sensibiliza fuertemente a las
células a la adicion de FasL, de manera dependiente de la dosis de
FasL.

Este resultado, aunque no detectemos ARN mensajero de FasL, nos
hace seguir profundizando en el posible papel de FasL en la muerte
por privaciéon de glucosa. Para ello, tratamos las células en presencia
de distintas concentraciones de un anticuerpo contra FasL y un
analogo soluble de Fas (Fas-Fc) (fig. 14c). Ninguno de los dos
inhibidores protegié de la muerte, pero sin embargo el Fas-Fc es
capaz de proteger eficientemente del tratamiento con FasL vy
cicloheximida (fig. 14d).

Estos resultados nos hacen concluir que aunque la privacion de
glucosa sensibilice a FasL exdgeno, éste no juega ningun papel en la
activacion de caspasa-8 de la muerte que estamos estudiando.

7.3. TRAIL tampoco esta implicado en la muerte
por privacion de glucosa en células DKO.

Como se decia mas arriba, se ha descrito que la falta de glucosa
sensibiliza a lineas tumorales a ligandos de muerte, entre ellos TRAIL
(Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz et al. 2003). Por ello, igual que en los dos
apartados anteriores, estudiamos el papel de esta citoquina en la
privacion de glucosa.

En la figura 15a podemos observar que el ARN mensajero de TRAIL
se expresa pero no se induce tras la privacion de glucosa.

A diferencia del TNF y el FasL, TRAIL no es capaz de matar a estas
células ni siquiera en presencia de cicloheximida (fig. 15b). A pesar de
esto, tratamos las células sin glucosa en presencia de alta
concentracion de TRAIL, y esto no afect6 a la apoptosis, pero cuando
de nuevo miramos muerte total por incorporacién de yoduro de
propidio (Fig. 15c), si que vemos un ligero aumento en el numero de
células positivas. Esto parece indicar que esto induce, como con el
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resto de ligandos, algo de necrosis que no podemos detectar por
subG1.

De la misma manera, el tratamiento de estas células en presencia de
un analogo del receptor Il de TRAIL (Fig. 15d) o un anticuerpo contra
TRAIL (Fig. 15€e) no protegi6 de la privacion de glucosa.
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Figura 15. TRAIL no esta implicado en la muerte por privacion de glucosa en células
deficientes en Bax y Bak.

a) ARN mensajero de TRAIL no es inducido por la privacidn de glucosa. Las células
DKO fueron tratadas sin glucosa y recogidas a los tiempos indicados. Se ensefia una
RT-PCR representativa de 3 experimentos de TRAIL y HMBS (control de carga).

b, c) Células fueron incubadas con cicloheximida durante 30 minutos o sin glucosa 24
horas antes de afiadir TRAIL (1 pg/ml) durante 24 horas mas a las concentraciones
indicadas. Las células en (b) fueron fijadas y analizadas por subG1 y se ensefia la
media de tres experimentos. Mientras que en (c) se analizé muerte total por
incorporacion de yoduro de propidio (media de 4 experimentos).

d, e) Las células fueron privadas de glucosa en presencia de anti-TRAIL o TRAIL-R-Fc a
las concentraciones indicadas. Las células fueron recogidas las 72 horas del
tratamiento sin glucosa para el andlisis por citometria.
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Ya se sabia que células tumorales se sensibilizaban a ligandos de
muerte tras inhibir su metabolismo glicolitico (Munoz-Pinedo, Ruiz-
Ruiz et al. 2003). Por eso, el que la muerte inducida por privacion de
glucosa en células DKO sea apoptosis independiente de Ila
mitocondria y de los ligandos de muerte es cuando menos
sorprendente. Por ello hemos probado de distintas maneras que los
ligandos de muerte no son los responsables de la apoptosis por
privacion de glucosa. Esto no descarta la implicacion de la ruta
extrinseca, mediante una posible agregaciéon de los receptores de
muerte y el complejo proteico responsable de la activacion de
caspasa-8 (DISC: Death Inducing Signalling Complex en inglés) de
forma independiente de ligandos.

8. LOS COMPONENTES DEL DISC NO SON
NECESARIOS PARA LA MUERTE POR
PRIVACION DE GLUCOSA

Cuando se inhibe la sintesis de proteina mediante la cicloheximida las
células DKO mueren por FasL y TNF indicando que la ruta extrinseca
de la apoptosis es funcional. Por tanto, aunque los ligandos de muerte
no estén implicados, existe la posibilidad de que una agregacion de
los receptores de muerte, o del DISC, por un mecanismo desconocido,
pueda agregar y activar caspasa-8 desencadenando apoptosis. Existe
algun ejemplo de activacién de caspasa-8 independiente de ligandos.
Por ejemplo, la proteina YopP, de la bacteria Yersinia enterocolitica,
induce apoptosis dependiente de Caspasa-8, RIP y Fadd, pero
independiente de ligandos (Grébner, Adkins et al. 2007).

Para intentar esclarecer qué es lo que esta activando a caspasa-8,
fuimos estudiando uno a uno los posibles responsables.

8.1. La sobreexpresion de c-FLIPL no protege
de la privacion de glucosa en células deficientes
en Bax y Bak.

Desde hace afios se sabe que la via extrinseca o de ligandos de

muerte es inhibida por una proteina llamada FLIP (Irmler, Thome et al.
1997). De hecho, sélo con la presencia de cicloheximida, que
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disminuye los niveles de FLIP, es posible matar a estas células con
FasL o TNF.

Si la activacion de la caspasa-8 por la privacion de glucosa
dependiera de una agregacion del DISC independiente de los ligandos
de muerte, sobre-expresar FLIP deberia proteger a las células. Para
ello creamos células DKO que establemente sobre-expresan c-FLIPL.
Como esperabamos, estas células eran resistentes al tratamiento con
los ligandos de muerte FasL y TNF (fig. 16b). Pero cuando las
privamos de glucosa, c-FLIPL no era capaz de proteger (fig. 16a).

Llama la atencion en la figura 16b que las células que sobre-expresan
c-FLIP-L, en presencia de q-VD estén menos protegidas que las DKO.

Recientemente se ha descrito una forma de activaciéon de caspasa-8,
mediada por Fadd, pero que no puede ser inhibida por FLIP (Wang,
Du et al. 2008). Se induce mediante el tratamiento con TNF vy
miméticos de SMAC. Estos analogos de SMAC inducen la
degradacién de clAP1 permitiendo la agregaciéon de RIPK1 que
actuaria como reclutador de caspasa-8.
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Figura 16. La sobreexpresion de c-FLIPL no protege de la privacion de glucosa en
células deficientes en Bax y Bak.

a) Células DKO expresando establemente c-FLIPL fueron privadas de glucosa durante
los tiempos indicados y analizadas mediante subG1. Las graficas muestran la media y
desviacion estandar de la media de 3 (a) 6 4 (b) experimentos.

b) Las mismas células fueron tratadas con anti-Fas o TNF durante 24 horas y
recogidas para analizarlas por citometria mediante exclusion de yoduro de propidio.

Pero esto no explicaria el que las células con c-FLIPL estén menos
protegidas en presencia de q-VD (fig. 16a, linea roja punteada), ya
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que esta muerte es dependiente de caspasas. Si el g-VD, cuando
FLIP esta sobre-expresado, no puede inhibir la produccién de subG1,
¢queé es lo que esta induciendo degradacion del ADN?

8.2. Estudio de la implicacion de FADD en la
muerte por privacion de glucosa.

Para abordar el papel de FADD, se expresd establemente un
dominante de FADD (dnFADD) donado por el laboratorio de la Dra.
Borst, y que inhibia eficientemente la muerte inducida por FasL y
TRAIL (Werner, de Vries et al. 2002).

En nuestras células, la expresion del dominante negativo, no nos
protegi6 de TNF aunque si ligeramente de la agregacién de los
receptores de Fas mediante el uso del anticuerpo Jo2 (Fig. 17a). Esta
proteccion es estadisticamente significativa. La expresiéon de este
dominante negativo de FADD tampoco afecté a la muerte inducida por
privacion de glucosa.

La posibilidad de que el FADD enddgeno sea suficiente para reclutar
caspasa-8 nos llevo a utilizar ARN de interferencia para bajar los
niveles de FADD. Primero generamos lineas estables expresando dos
shRNA para FADD, pero no conseguimos disminuir los niveles de
FADD (datos no ensefiados). Como no funcion6 el estable, utilizamos
siRNA, y a pesar de que estos oligos disminuian los niveles de FADD
(Fig. 18a), no protegian ni de la privacién de glucosa (18b), ni del
tratamiento con TNF (18c).

Desgraciadamente no podemos descartar la implicacion de FADD en
el reclutamiento de caspasa-8 tras la privacibn de glucosa. A
diferencia de FLIP, no hemos conseguido que la inactivacién de FADD
proteja de ligandos de muerte, lo que permitiria afirmar que FADD no
esta implicado.
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Figura 17. La interferencia con la funcidon de FADD no reduce la muerte por
privacion de glucosa.

a) Células DKO o células DKO expresando establemente un dominante negativo
de FADD fueron tratadas con anti-Fas (0.1 mg/ml) o TNF (1 ng/ml) en presencia
de CHX. Las células fueron recogidas a las 24 horas para analizarlas por
incorporacién de yoduro de propidio. Se muestra la media de 4 experimentos.
b) Las mismas células fueron privadas de glucosa y recogidas para subG1.Se
ensefian la media y desviacidn estandar de 3 (24h) o 4 (48h).

Estos resultados nos indicarian que los mecanismos de activacion de
caspasa-8 tras la privacion de glucosa son distintos a los de la via
extrinseca de la apoptosis. Pero se ha descrito otro mecanismo de
activacion de caspasa-8 independiente de c-FLIPL, a través de RIP
(Wang, Du et al. 2008). La cicloheximida sensibiliza a estas células a
TNF porque al inhibir la sintesis proteica baja los niveles de FLIP lo
suficiente para permitir la agregacion de caspasa-8 a FADD. Cuando
sobre-expresamos FLIP, sus niveles no bajan lo suficiente en
presencia de cicloheximida. Si suponemos que la privacion de glucosa
induce una parada de la sintesis proteica, como es de esperar, la
sobre-expresiéon de FLIP deberia proteger de manera similar que lo
hace con el tratamiento con TNF y cicloheximida. Pero esto no es asi.
Por tanto cabria la posibilidad, como describen Wang et al (Wang, Du
et al. 2008), de que la proteina implicada sea RIP, y que bajos niveles
de FADD sean suficientes para inducir la activacion de la caspasa-8.
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Figura 18. La disminucién de los niveles de FADD no protege de la
retirada de glucosa en células deficientes en Bax y Bak. Células DKO
fueron transfectadas con siRNA contra FADD o una secuencia control (C)
como se describe en métodos. 48 horas después de la transfeccién la
proteina fue recogida para analizarla por WB (a) o las células fueron
tratadas sin glucosa otras 72 horas (b) o TNF y cicloheximida durante 24

(c).

8.3. No hay sinergismo entre la falta de clAP1 y
la muerte inducida por privacion de glucosa.

clAP1 es un inhibidor de la muerte inducida por ligandos como el TNF
y el ligando de Fas (Wang, Suominen et al. 2005). En su ausencia, los
ligandos de muerte matan a través de RIPK1 y caspasa-8 (Geserick,
Hupe et al. 2009).

Existia la posibilidad que la privacién de glucosa disminuyera los
niveles de clAP1 y esto permitiera el reclutamiento de RIPK1 y
caspasa-8 llevando a su activacion.

Lo primero que hicimos por tanto fue comprobar que efectivamente
tras la privacién de glucosa los niveles de clAP1 variaban. Para ello
utilizamos varios anticuerpos diferentes para clAP1, comerciales o no.
Los resultados variaban entre anticuerpos e incluso entre
experimentos. En unos casos clAP1 desaparecia en 24 de privacion
de glucosa, igual que cuando tratdbamos con el antagonista de clAP1
compuesto A (fig. 19a I). Sin embargo en otro experimento, utilizando
el anticuerpo comercial de R&D, clAP1 se mantiene constante (fig.
19a ll).
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Figura 19. No hay sinergismo entre la falta de clAP1 y la privacion de glucosa

a) Variabilidad en la expresidn de clAP1 tras la privacion de glucosa. Células DKO
fueron privadas de glucosa en presencia o no de g-VD o “compuesto A” (500 uM)
a los tiempos indicados y recogidas para WB frente a clAP1 y actina como control
de carga. Se ensefan dos experimentos independientes representativos de al
menos 5 repeticiones. I: se utilizé para detectar clAP1 el anticuerpo generado en
el laboratorio del Dr. Vaux en Melbourne. II: En este caso se utilizé el anticuerpo
comercial de R&D.

b) Las mismas células fueron privadas de glucosa en presencia del inhibidor de
clAP1 “Compuesto A” (500 nM) o de g-VD.

c) Control positivo de (b). Las mismas células no se trataron (NT) o se
preincubaron con Compuesto A (500 uM) 30 minutos antes de tratarlas con TNF
(1 ng/ml) o TNF y g-VD.

El anticuerpo generado en el laboratorio del Dr. Vaux (Fig. 19al) ha
sido extensamente utilizado en publicaciones (Vince, Wong et al.
2007), (Geserick, Hupe et al. 2009). Por ello creemos que
efectivamente la privacién de glucosa induce la caida de los niveles de
clAP1 y esto podria ser responsable de la activacion de caspasa-8.

Para comprobar si una disminucién de los niveles de clAP1 seria la
responsable de la activacién de caspasa-8, tratamos las células DKO
en presencia de un analogo de SMAC (compuesto A), que inhibe a
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clAP1, induciendo su degradacion (Vince, Wong et al. 2007). Mientras
que el compuesto sensibiliza eficientemente a estas células a TNF de
manera dependiente de caspasas (figura 19b), no afecta a la muerte
inducida por privacién de glucosa.

Estos resultados podrian indicar que la muerte no depende de una
degradacién de clAP1, sin embargo, sélo la sobre-expresion eficiente
de clAP1 o de un mutante no degradable por compuesto A nos
permitiria afirmar esto sin ninguna duda. Y esto es debido a que si a
24 horas clAP1 ya ha desaparecido, lo que estamos viendo es que no
existe un efecto sinérgico entre el compuesto A y la privacion de
glucosa, no que clAP1 no esté implicado.

Por otro lado, seria necesario ver si la sensibilizacién a los ligandos de
muerte que observamos en las figuras 13c, 14b y 15c puede ser
inhibida por inhibidores de RIPK1. Esto indicaria que la privacién de
glucosa, al inducir la degradacién de clAP1, sensibilizaria a estas
células a muerte mediada por la actividad kinasa de RIPK1
(necroptosis).

8.4. RIPK1 no esta implicado en la apoptosis
inducida por privacion de glucosa.

RIPK1 es el unico miembro de la familia de RIP que tiene un dominio
de muerte (DD). A pesar de que los ratones deficientes en RIPK1
mueren rapidamente debido a una alta sensibilidad al TNF, RIPK1
esta implicado en la via extrinseca y forma parte del DISC.

Para estudiar la posibilidad de que RIPK1, en ausencia de clAP1, se
esté reclutando en el DISC y a su vez agregando a caspasa-8
tratamos las células en presencia de Geldanamicina (Fig. 20a). Este
inhibidor induce la degradacién de RIPK1 a través de la inhibicién de
HSP90 (Grébner, Adkins et al. 2007). La presencia de Geldanamicina
protegi6 ligeramente a las células de la privacion de glucosa. Si bien
este resultado debe ser tomado con cautela debido a que la
chaperona HSP90 es responsable de la estabilizacion de multitud de
proteinas. Su inhibicion tiene muchos efectos en la célula.
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A pesar de que la necroptosis no parece ser la responsable de la
muerte por privaciéon de glucosa, porque la primera no es inhibida por
inhibidores de caspasas, tratamos las células en presencia de
necrostatina. Esta inhibe especificamente la actividad kinasa de
RIPK1, que parece responsable de la induccion de necroptosis
(Degterev, Hitomi et al. 2008). Sin embargo, la presencia de
necrostatina no afecté a la muerte por privacién de glucosa.

Como deciamos, RIPK1 esta implicada en 3 rutas distintas. La
necrostatina nos descarta la actividad kinasa de RIPK1, pero no la
posibilidad de que RIPK1 esté reclutando a caspasa-8. Esta hipotesis
se veria reforzada con los resultados del tratamiento en presencia de
Geldanamicina. Pero como decia, la Geldanamicina es bastante
inespecifica y aunque disminuya los niveles de RIPK1, podria estar
afectando también a otros niveles. Por ello decidimos bajar los niveles
de RIPK1 de manera especifica mediante siRNA (fig. 20b). Esta
bajada de RIPK1 no protegié a las células de la apoptosis por
privacion de glucosa (Fig. 20c). Pero si que protegio al tratamiento con
TNF en presencia de compuesto A, que se sabe mata por apoptosis
independientemente de c-FLIPL (Wang, Suominen et al. 2005), (fig.
20d).

Por tanto, la privacion de glucosa tampoco induce apoptosis a traves
de RIPK1.

No hemos conseguido observar una relacién entre los elementos que
conforman el DISC y la activacibn de la caspasa-8. Todos estos
experimentos no nos han dado la clave de qué esta activando
caspasa-8.

Se sabe que la privacién de nutrientes en general y la de glucosa en
particular altera multitud de mecanismos de supervivencia y muerte a
causa del estrés metabdlico. Por ello, quisimos profundizar un poco
mas en el papel del metabolismo en general, y la autofagia en
particular, en la muerte por privaciéon de glucosa.
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Figura 20. La disminucion de los niveles de RIPK1 no protege de la
privacion de glucosa a células deficientes en Bax y Bak.

a) Las células fueron privadas de glucosa los tiempos indicados en
presencia de DMSO, necrostatina (50 uM) o Geldanamicina (500 nM). Las
células fueron analizadas en el citdémetro por exclusién de yoduro de
propidio.

Células DKO fueron transfectadas con siRNA control o frente a RIPK1
(marcado como RIP) durante 48 horas y fueron recogidas para WB (b). Las
mismas células fueron tratadas sin glucosa en presencia de DMSO o g-VD
(c), o con TNF en presencia o no de compuesto A (500 uM) (d) y fijadas
para subG1 a los tiempos indicados (cy d).
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9. METABOLISMO Y MUERTE

Como se explicaba en la introduccion, los mecanismos con los que la
célula responde al estrés por falta de nutrientes son complejos. Existe
una tupida red, bastante desconocida, que conecta metabolismo,
adaptacion y muerte.

Uno de los mecanismos homeostaticos que mas se esta estudiando
en los ultimos afios es la autofagia. Lo que comunmente llamamos
autofagia, realmente son un conjunto de procesos celulares complejos
activados en respuesta a la falta de nutrientes o a estrés celular.

Hay publicaciones que consideran la autofagia protectora frente a
muerte inducida por privacion de nutrientes y otras que creen que la
autofagia es una forma de muerte celular en si (Wang, Singh et al.
2007).

Por todo esto, decidimos estudiar el papel de la autofagia en la muerte
inducida por privacién de glucosa.

9.1. La privacion de glucosa induce agregacién
de GFP-LC3.

El LC3 es una proteina asociada a la membrana del autofagosoma.
Expresamos establemente GFP-LC3 en células DKO mediante
infeccion retroviral y las privamos de glucosa. Como se puede
observar en la figura 21a, la privacién de glucosa induce la agregacion
de GFP-LC3. Este patrdn punteado no es inhibido por el g-VD. Para
cuantificar esta agregacion del LC3, permeabilizamos las células con
digitonina y medimos su fluorescencia en el citbmetro. Esta técnica se
basa en que solo el GFP-LC3 no agregado salia de la célula (Fig.
21b). En efecto, el tratamiento con cloroquina, que inhibe la fusién del
lisosoma con el autofagosoma, induce una acumulacion de
autofagosomas, y por tanto una acumulacién de LC3 agregado. Esto
es lo que observamos en la figura 21b, que la células tratadas con
cloroquina son mas fluorescentes después de la permeabilizacion que
las no tratadas. La privacion de glucosa, tal como se veia en la figura
21a, también induce una agregaciéon del LC3-GFP.

La cloroquina es un “lisomotropico”, que inhibe la fusion del lisosoma
al autofagosoma. Aunque el uso de la cloroquina puede llevar a error
en el analisis de la autofagia, porque al bloquear la ultima fase de la

116



autofagia, se acumulan en el citoplasma autofagosomas, que se
observa vacuolizado (Ross, Xu et al. 2000).

Estos experimentos nos indican que existe agregaciéon de LC3, y
aunque a menudo se utilice como medida de autofagia, no podemos
concluir lo mismo. Existen al menos tres posibilidades: una que
efectivamente el patron punteado corresponda a la formacién de
autofagosomas. Dos, que existan autofagosomas, pero que el proceso
autofagico no vaya mas alla por incapacidad de los lisosomas de
fusionarse (como pasa con la cloroquina). Y tres, que sean agregados
proteicos inespecificos, a donde el GFP-LC3 sea conducido.

Glucosa (+)
Glucosa (-)
b) Figura 21. La privacion de glucosa induce
100 - agregacion de LC3-GFP en células DKO.
$ 90 - a) Células deficientes en Bax y Bak que
T 80 1 expresan establemente LC3-GFP fueron
g 70 A privadas de glucosa en presencia de DMSO o
@ 60 g-VD durante los tiempos indicados y
=S 50 - llevadas al microscopio confocal.
@ 40 1 b) Las mismas células fueron tratados con
x 30 4 medio sin glucosa en presencia de g-VD
20 A durante 48h, o con cloroquina durante 24h.
10 - Tras el tratamiento, 10° células se incubaron
0 - con digitonina (50 pg/ml) y EDTA (1mM)
NT DMSO g-VD CQ | ocho minutos en hielo en una placa de 96
glc(-) 48h 24h pocillos cénicos. A continuacién se lavaron
con PBS y se analizé por citometria la
fluorescencia verde de aquellas células que
por su tamafio (FSC) y complejidad (SSC)
habian sido permeabilizadas.
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9.2. La 3-metiladenina reduce significativamente
el porcentaje de células hipodiploides.

Otra manera de abordar el posible papel de la autofagia en la
apoptosis inducida por privacion de glucosa era mediante el uso de
inhibidores. La 3-metiladenina, si bien no muy especifica, al inhibir la
PI3K de clase lll impide indirectamente la induccién de autofagia.

Tratamos las células DKO en presencia de 2 concentraciones de 3-
metiladenina (Fig. 22a) y el inhibidor reducia significativamente el
porcentaje de células que sufrian apoptosis, protegia. Sin embargo,
cuando miramos mas en detalle el perfil del ciclo celular de las células
tratadas, (Fig. 22b), podemos comprobar que la 3-metiladenina induce
la acumulacién de células con el doble de ADN que las tratadas en
ausencia del inhibidor.

a b
70 1 ) ) sin metiladenina
250
=4=3-MA 0 mM

60 | -
= ~0-3-MA 0.1 mM B om0 | |
Y 5 3 |
o 1 p—— o
S “=3-MA 1 mM & ‘ %)
© ] —=3-MA 10 mM © ‘ %
& 40 2 100 .
(%] 9] 2.
‘ £ \ °Z
8 301 S ‘l i 9,
(% c 50 \/I‘ @
2 20 - 7'\
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1DU 101 102 10
fluorescencia

0 20 40 60 8(
Tiempo después del tratamiento

Figura 22. La 3-metiladenina protege de la privacion de glucosa en células
deficientes en Bax y Bak.

a) Células DKO fueron privadas sin glucosa en presencia de 3-metiladenina a las
concentraciones indicadas y fijadas para subG1 a los tiempos indicados. Se
ensefia la media y desviacion estandar de 2 experimentos.

b) Se ensefia el histograma de células tratadas 24 horas sin glucosa en ausencia
de 3-metiladenina (rojo) o en presencia de 10mM de 3-metiladenina (verde).
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Lo que en un principio nos puede hacer pensar que la autofagia es
responsable de la muerte por privacién de glucosa, mirado mas en
detalle, probablemente no es mas que un artefacto.

De hecho la 3-metiladenina tiene muchos mas efectos en las células,
por ejemplo el de bajar la produccion de lactato al inhibir la actividad
de la piruvato kinasa, la acidificacion lisosomal o el metabolismo del
glicogeno (CARO, Peter et al. 1988). O no sélo inhibe una PI3K
necesaria para la autofagia (PI3K-IIl), sino que también inhibe la PI3K
de clase |, (Knight et al., 2006).

Todos estos efectos podrian estar llevando a la célula a un estado
quiescente, donde se vieran drasticamente reducidas sus necesidades
metabolicas y energéticas y por ello no entraran en apoptosis.

9.3. Fibroblastos murinos deficientes en ATG7
son mas resistentes a la privacion de glucosa
que células que la expresan.

ATG7 parece ser una proteina fundamental para la autofagia al mediar
la conjugacion de ATG5 y ATG12 (Tanida, Mizushima et al. 1999) y la
mitofagia (Mortensen and Simon).

A fibroblastos procedentes de ratones deficientes en ATG7 se les
expreso establemente la proteina mediante infeccion retroviral.

Ambas lineas celulares fueron privadas de glucosa (Fig. 23). Las
células deficientes en ATG7 eran mas resistentes al tratamiento. Esto
parece indicar de nuevo que la autofagia participa en la muerte
inducida por la privacion de glucosa. Sin embargo, no hemos sido
capaces de demostrar sin dudas que la privacion de glucosa induce
autofagia.

Pero quizas lo mas llamativo de este experimento y que podria estar
afectando a los resultados es el hecho de que las células deficientes
en ATG7 tienen constantemente un pico subdiploide. Este
practicamente desaparece cuando se expresa de nuevo la proteina.
Ambas lineas celulares parecen comportarse igual, en crecimiento,
muerte basal, etc.

La inestabilidad cromosémica inducida en células con deficiencias en
la autofagia ya fue descrito por Mathew et al.(Mathew, Kongara et al.
2007). Ellos describieron que células deficientes en Beclina-1, una
proteina necesaria para la autofagia, sufrian aneuploidias siempre que
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estuvieran protegidas de apoptosis. El perfil que ellos observan es
idéntico al de los fibroblastos deficientes en ATG7 (fig. 23b). Lo que no
sabemos es el destino de estas células aneuploides. A pesar de que
no se utilizaron esas células para cuantificar hipodiploidia (subG1), si
es verdad que las células con una carga normal de ADN (2n) que
entraran en apoptosis tras la privacibn de glucosa, podrian
confundirse con células vivas aneuploides en el analisis. Con lo que
estariamos infravalorando los resultados.

No sabemos tampoco si esta proteccion es debida no a una
deficiencia en autofagia sino a efectos relacionados con la
inestabilidad cromosémica, ciclo celular, etc.

Por ultimo, se ha descrito recientemente que ratones deficientes en
Atg5/Atg7 son capaces de inducir macroautofagia a través de rutas
alternativas (Nishida, Arakawa et al. 2009).

Esto indicaria que los fibroblastos murinos deficientes en Atg7 que
hemos utilizado todavia pueden estar induciendo macroautofagia, por
lo que los resultados no serian concluyentes.
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Figura 23.

a) Células deficientes en ATG7 son mas resistentes a la falta de glucosa.
Fibroblastos murinos deficientes en ATG7 (ATG7 '/') y las mismas células
expresando establemente ATG7 (WT) fueron privadas de glucosa en
presencia de DMSO o g-VD los tiempos indicados, y analizadas por subG1.
b) La ausencia de ATG7 induce aneuploidias en fibroblastos murinos. Se
ensefa el histograma de un experimento representativo . En azul se
representan las células ATG7 (-/-) fijadas para subgl y tefiidas con yoduro
de propidio. En negro las ATG7 WT.
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9.4. La cloroquina no altera el porcentaje de
apoptosis inducida por privacion de glucosa en
células deficientes en Bax y Bak.

La presencia de la cloroquina a 10uM durante la privacién de glucosa
no altera el numero de células apoptéticas (fig. 24a). A una
concentracibn mayor, las células, con y sin glucosa, mueren
rapidamente por necrosis (datos no ensefiados).

Si la autofagia tuviera un papel importante en el suministro de
elementos esenciales para la producciébn de energia durante la
privacion de glucosa, la presencia de cloroquina deberia sensibilizar a
la apoptosis inducida por el tratamiento. Por otro lado, si una induccién
masiva de autofagia fuera la responsable de la activacion de
caspasas, la cloroquina deberia reducir el nimero de células
hipodiploides. Esto no es asi, como se puede observar en la figura
24a.

a) Figura 24-1.

50 - a) La cloroquina no altera el
porcentaje de células
hipodiploides inducida por
privacion de glucosa en células
deficientes en Bax y Bak. Las
células fueron privadas de
glucosa en presencia o no de

Horas’ 0 24 48 24 24 48 48 hidroxi-cloroquina (10uM) y
Cloroguina -+ + - 4+ - 0+ recogidas para subG1 a los

Glucosa (+) Glucosa () tiempos indicados.

40

30 4

20 A

apoptosis (% subG1)

10 A

Se puede observar que diferentes abordajes del papel de la autofagia
en la muerte inducida por privacion de glucosa nos dan resultados
contradictorios. Por tanto, es necesario clarificar si efectivamente la
privacion de glucosa induce formacion de autofagosomas.
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9.5. No se observan membranas de
autofagosomas por microscopia electronica tras
la privacion de glucosa.

Si se observa la microscopia electrénica inducida por etopésido en
células deficientes en Bax y Bak (Tu, Ren et al. 2009) o con
Tunicamicina (Fig. 24c) (Ullman, Fan et al. 2007), tal como se
explicaba en la introduccién, se ve que existe vacuolizacién y dobles
membranas, que no se pueden detectar durante el tratamiento por
privacion de glucosa (Fig. 24b). Por todos estos resultados, nuestra
impresion es que la privacién de glucosa no induce autofagia, y los
resultados que hemos obtenido tanto con las células deficientes en
ATG7 como con la 3-metiladenina, son consecuencia de cosas
distintas a la autofagia. En cualquier caso, la autofagia no parece
tener un papel importante en la muerte por privacién de glucosa en
estas células.

Es necesario hacer mas experimentos, detectar acumulacion de LC3-
[I, quitar otras proteinas implicadas en la autofagia, ver el estado de
MmTOR y AMPK, hacer experimentos de degradacién de proteinas de
vida media, mirar si hay degradacién de p62 y un largo etcétera.

Ni la autofagia parece tener un papel decisivo en la apoptosis inducida
por privacibn de glucosa, ni la ruta extrinseca clasica es la
responsable de la activacion de caspasa-8, Debe existir algun
mecanismo por el que la caspasa-8 pueda ser agregada. Nuestro
principal interés era dilucidar cdmo y dénde se estaba activando
caspasa-8.
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b)
No tratadas Glucosa (-) z-VAD TNF + CHX
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Figura 24-II.

b) No se observan autofagosomas en células DKO tras privacion de glucosa.
Células DKO fueron analizadas por microscopia electrénica como se indica en
métodos. En el panel superior: células no tratadas (NT), privadas de glucosa
(48h) con z-VAD, o con TNF (24h). Panel inferior: tratadas sin glucosa (48h).
c) Extraidas de la figura s2 de Ullman et al. Son células DKO tratadas con
Tunicamicina durante 48 horas.
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9.6. A pesar de acumularse, la proteina p62 no
esta implicada en la muerte inducida por
privacién de glucosa.

Los niveles de p62 se utilizan habitualmente para ver induccién de
autofagia por western blot. Asi, cuando se induce autofagia, p62 es
degradado. Sorprendentemente, cuando miramos los niveles de p62
tras privacion de glucosa (Fig. 25a), pudimos observar que la proteina
se acumulaba con el tratamiento, justo al contrario de lo esperado.

Por lo tanto, no sélo no se produce autofagia, sino que parece que el
tratamiento impide su resolucion, que induciria la degradacion de p62.
Revisando la literatura pudimos ver que p62 podia estar implicada en
la agregacion de caspasa-8 poliubiquitinada (Jin, Li et al. 2009). Por
tanto existia la posibilidad de que la poly-ubiquitinizacién de caspasa-8
junto con la acumulacion de p62 debido al bloqueo de la autofagia,
indujera la agregacioén y activacion de la primera llevando a la célula a
la apoptosis.

Para probar esto, bajamos los niveles de p62 mediante siRNA (Fig.
25b).

La eficiencia del siRNA fue buena, por lo que tras 48 horas de
transfeccién tratamos a las células, en presencia o no de g-VD. Como
se puede observar (Fig. 25c) la eliminacion de p62 no influyé en la
muerte.

Existia la posibilidad de que el efecto acumulativo de la privacién de
glucosa sobre p62 estuviera compensando la bajada por el siRNA.
Esto lo comprobamos haciendo un western blot con células tratadas a
distintas horas después de transfectar (Fig. 25d). El siRNA es capaz
de mantener los niveles de p62 bajos hasta después de 72 horas de
transfeccién y 48 horas de privacion de glucosa. De hecho, son casi
indetectables. Por lo que parece improbable que p62 sea la
responsable de la agregacién de caspasa-8 tras la privacion de
glucosa.

Estos resultados mantienen la interrogante de qué es lo que esta
activando caspasa-8.
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Figura 25.

a) La privacion de glucosa induce acumulacion de la proteina p62. Células DKO
se trataron sin glucosa durante 72 horas y se recogieron para WB frente a p62.
b) La reduccion de los niveles de p62 no protege de la privacion de glucosa.
Células DKO fueron transfectadas con siRNA control o frente p62. Se ensefian los
niveles de p62 y actina a los tiempos indicados posttransfeccion.

¢) Las mismas células transfectadas fueron privadas de glucosa en presencia de
DMSO o g-VD 48 horas después de la transfeccion y fijadas para subG1 a los
tiempos indicados.

d) Células DKO fueron transfectadas con siRNA de p62. A las 48 o 72 horas se
recogieron o trataron sin glucosa otras 24 o 48 horas. Se ensefia un WB
representativo de 2 experimentos independientes. En rojo se indican las horas
post-transfeccion antes del tratamiento-recoleccion.
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VIl. DISCUSION GENERAL

Antes incluso de que se describieran procesos como la autofagia o la
apoptosis ya se sabia que los tumores solian tener una alta tasa
glicolitica (Warburg, Wind et al. 1927). Esta gran dependencia de la
glucosa, causa o consecuencia del proceso tumoral, ha sido fuente
de gran esperanza para la cura de la enfermedad. Ahora existen
muchas mas evidencias de que la célula tumoral es aerbbica, que
suele tener la ruta oxidativa mitocondrial funcional y que la glicolisis
es mas un proceso fuente de elementos carbonados para el
crecimiento que de ATP (Tong, Zhao et al. 2009). Aun asi se sabe
que los tumores son muy sensibles a la inhibicibn del metabolismo
glicolitico, por lo que sigue siendo necesario conocer los
mecanismos de adaptacion y muerte a la escasez de nutrientes.

1. LA PRIVACION DE GLUCOSA INDUCE
APOPTOSIS O NECROSIS DEPENDIENDO DE LA
LINEA CELULAR

Como hemos visto en los resultados, la privacién de glucosa en
células deficientes en Bax y Bak (DKO) induce muerte dependiente
de caspasas, apoptosis. Durante afios hemos tenido que probar y
defender los siguientes resultados ante la comunidad cientifica:

Que realmente lo que vemos es apoptosis. El hecho de que la
morfologia de la célula vista al microscopio no sea la tipica de un
fenotipo apoptético, y de que se hubieran publicado articulos
(Suzuki, Kusakai et al. 2003) en los que consideran necrosis a
efectos donde las caspasas pueden estar implicadas, nos ha hecho
dedicarle mucho esfuerzo a demostrar sin dudas que lo que vemos
tras la privacion es apoptosis.

En nuestras manos las DKO estan totalmente protegidas tras
privarlas de glucosa en presencia de inhibidores de caspasas. Pero
aunque durante 72 horas sean impermeables al yoduro de propidio,
sefal de viabilidad celular, los dafios en la célula son tan grandes
que estas células son incapaces de generar colonias de nuevo. En
estos experimentos de clonogenicidad llama la atencién que
mientras hay células que se mueren en 24 horas, un pequefo
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porcentaje de células puede estar hasta 13 dias en ausencia total de
glucosa y aun asi mantener toda la viabilidad. Estas células no son
detectables por métodos de citometria, pero si por viabilidad celular.
Aqui me surgen varias preguntas. Qué diferencia a estas células de
las mas sensibles? ;Es una cuestion genética? Spencer et al.
describieron que dentro de una poblacion de células habia
variabilidad en la sensibilidad a TRAIL (Spencer, Gaudet et al. 2009).
Esta variabilidad no es debida a cambios genéticos, sino a
diferencias intrinsecas en la concentracién de proteinas importantes
en el proceso. Dos células hermanas se comportan exactamente
igual, conforme va pasando el tiempo se van diferenciando. En
nuestro caso, en la privacién de glucosa, una vez recuperada esa
poblacion resistente, ,cémo se comportara en un nuevo tratamiento?
¢Son todas las descendientes de estas células resistentes a la
privacion de glucosa?

Son experimentos que se alejaban de mis objetivos de tesis, pero
son preguntas que me han acompafiado durante toda la tesis y
probablemente sigan haciéndolo en el futuro.

Se puede observar en algun experimento (figura 7) que el g-VD es
incapaz de inhibir totalmente la producciéon de subG1. En presencia
de inhibidores de caspasas, y ante un tratamiento que induzca
permeabilizacion  mitocondrial, se puede producir muerte
independiente de caspasas (CICD) (Colell, Ricci et al. 2007). Sin
embargo, tedricamente, la inhibicién de las caspasas deberia impedir
la activacion de las endonucleasas responsables de la degradacion
del ADN tipica de la apoptosis que genera el pico subdiploide o
subG1.

¢, Por qué la misma concentracion de g-VD que impide totalmente la
produccién de subG1 en las DKO, no lo hace en las WT? Los
cardiomiocitos son muy resistentes a apoptosis, porque tienen bajos
niveles de Apaf1. Cuando cardiomiocitos adultos son sometidos a
isquemia, mueren de forma independiente de caspasas pero sufren
permeabilizacion mitocondrial con liberacibn de la endonucleasa
“Endonucleasa G” (EndoG), presente en la mitocondria. EndoG es la
responsable en estas células de la degradacion del ADN en
ausencia de actividad caspasa (Bahi, Zhang et al. 2006).
Especulamos que en algunas células es posible que tras
permeabilizaciébn mitocondrial en ausencia de actividad caspasa, la
EndoG pueda inducir un perfil “subG1”.
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En la misma linea que lo anterior, llama la atencién que a pesar de
existir actividad caspasa en las DKO tras la privacion de glucosa, a
diferencia del tratamiento con TNF, el aspecto de la cromatina
condensada es distinto. La privacion de glucosa induce una
condensaciéon en forma de bolas en torno a la membrana nuclear
que visto en 3D tiene el aspecto de una mora. Y esta condensacion
atipica no es evitada por la inhibiciébn de las caspasas. Ante un
estrés tan brutal como es la privacion total de glucosa, la célula debe
responder de manera exagerada. Si una célula se enfrenta a
escasez de nutrientes, se produce una bajada en los niveles de
NADH. Un aumento en el equilibrio NAD*/NADH+H, induce la
activacion de unas proteinas llamadas sirtuinas. Estas proteinas
forman parte de un complejo que actian como histonas
deacetilasas, e inducen condensaciébn de Ila cromatina vy
silenciamiento génico (Murayama, Ohmori et al. 2008). En ausencia
de actividad caspasa (o con actividad caspasa) esto es lo que podria
estar pasando.

Otra cosa que llama la atencién en los tratamientos sin glucosa es la
variabilidad entre experimentos. Sin llegar a estudiarlo en
profundidad, creemos que el estado previo de las células, si en el
momento de sembrarlas estaban muy confluentes, o cuantos dias
llevaban en cultivo, influye en la cinética de muerte. Esto es
especialmente dramatico en las WT. Hay experimentos en los que a
las 24 horas un 80% de las células estaban muertas y en la mayoria
esto no pasaba hasta las 48 horas. Esto indica que el estado
metabdlico previo de la célula determina en buena medida su
respuesta a la escasez.

También la confluencia. Al contrario de lo que se podria pensar, la
confluencia afecta negativamente a las células. Cuantas menos
células por superficie hay, mas resistentes son las células DKO a la
privacion de glucosa. Son datos no ensefiados pero reproducibles.
Probablemente en el medio hay algun factor limitante, quizas la
glutamina, o algun componente del suero.

La apoptosis inducida por la privacién de glucosa es independiente
de la via mitocondrial.

En pos de la busqueda de nuevas rutas apoptoticas y debido a que
muchos tumores tienden a bloquear la ruta intrinseca de la
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apoptosis, han surgido muchos articulos donde se describian
“nuevas” vias de liberacién de citocromo C y despolarizacion
mitocondrial. Por ello, en numerosas ocasiones en los que nuestros
resultados eran ensefiados, se nos planteaba la cuestién de si en
estas células deficientes en Bax y Bak se podia dar alguna de estas
formas de “apoptosis via mitocondrial independiente de Bax y Bak”.

Una de estas vias es la “transicién de permeabilizacion mitocondrial”
(mPT en inglés). Pero al final, se vio con los ratones deficientes en
Ciclofilina A, una de las proteinas supuestamente implicadas en este
poro, que no es apoptosis sino necrosis lo que induce esta mPT.
(Nakagawa, Shimizu et al. 2005)

Dos anos después de ese articulo publicado en Nature, el mismo
grupo dirigido por el Dr. Tsujimoto volvid a publicar un articulo
(Mizuta, Shimizu et al. 2007) donde se abria la posibilidad de que en
ausencia de Bax y Bak se indujera permeabilizacién mitocondrial
capaz de activar caspasa-9. Ellos inducen muerte combinando acido
araquidonico con un ionéforo llamado A23187 que incrementa los
niveles intracelulares de calcio.

En este articulo describen que células deficientes en Apaf-1 son
resistentes (con Bax y Bak), pero las DKO no. Ademas, aunque no lo
ensenan, la sensibilidad de estas células a la combinacion era
dependiente de su inmortalizacion, o sea, a la actividad p53, ya que
células primarias no inmortalizadas morian por necrosis. Ellos basan
sus resultados en la medida de la exposicion de fosfatidil serina o la
actividad caspasa por corte del sustrato DEVD. Cuando silencian
caspasa-9 o citocromo C, las células sufren menos externalizaciéon
de fosfatidilserina, aunque no muestran incorporacion de yoduro de
propidio para ver el destino de esas células. Asi mismo, la sobre-
expresion de Bcel-xL no protegid a estas células. La muerte que ellos
observan parece ser dependiente de actividad serinproteasas (no
caspasas), y concluyen que esta actividad proteasa esta por encima
de la liberacibn de citocromo C, aunque no lo demuestran
efectivamente.

Este articulo abria la posibilidad de que el tratamiento sin glucosa
estuviera induciendo liberacién de citocromo C y activacion de
caspasa-9 independientemente de Bax y Bak y del “poro de
permeabilizacién mitocondrial” (mPT). Por ello, por un lado sobre-
expresamos Bcl-xL en las DKO, por la posibilidad de que otra
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proteina familia de las Bcl-2 proapoptéticas, Bok, estuviera
implicada. Y por otro, silenciamos caspasa-9. Ademas, por el
microscopio electronico se puede observar que después de 48 horas
de tratamiento las mitocondrias estan intactas. Buena parte de esas
células estan ya muertas porque solamente cogimos las células
despegadas. Creemos que existen suficientes indicios para creer
que la apoptosis que se induce tras la privacibn en células
deficientes en Bax y Bak es independiente de la permeabilizacién de
la mitocondria.

¢ Son estos resultados relevantes a nivel fisiolégico? Numerosos
tumores inactivan de una u otra forma la apoptosis, especialmente la
ruta mitocondrial (Philchenkov, Zavelevich et al. 2004). Por ello,
entendiamos que estas células eran Uutiles para estudiar nuevas
dianas terapéuticas.

Aun asi, ademas de estudiar la muerte en fibroblastos murinos que
expresen Bax y Bak, las silvestres (WT), lo hicimos en células
tumorales como HelLa, MCF7 o rabdomiosarcoma (RH30). Cada
linea se comporta de manera distinta, mientras que las HelLa sufren
apoptosis, las otras dos lineas mueren independientemente de
caspasas. Llama la atencién que las HeLa no tengan subG1. Su
morfologia, tanto al microscopio como en el citbmetro es claramente
apoptotica, ademas de ser inhibida eficientemente por inhibidores de
caspasas. Sin embargo, y a pesar de utilizar distintas técnicas de
fijacién, por alguna razén que desconocemos no conseguimos ver
subG1.

También nos planteabamos el que era posible que la seleccion que
sufren las células deficientes en Bax y Bak durante su produccién,
ademas de sus problemas en la fisibn mitocondrial (Youle and
Karbowski 2005), podria hacer esta muerte independiente de
mitocondria una particularidad de esta linea. Por otro lado, el que las
HelLa mueran por apoptosis no es extrafo, ya que posiblemente se
esté produciendo permeabilizacidbn mitocondrial.

En las figuras 7 y 8 vemos que la privacion de glucosa efectivamente
puede matar por apoptosis independientemente de mitocondria en
diferentes lineas celulares.

Detengdmonos un momento en la figura 8a. Esta grafica demuestra
lo complejo que es el estudio de las relaciones entre el metabolismo
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y la muerte celular. Demuestran también que la ciencia no puede ser
ni reduccionista ni determinista. La proteina Bcl-xL tiene multitud de
funciones, es paradigmatica en este sentido. Las funciones pueden
ser consideradas incluso opuestas desde una supuesta racionalidad
natural. Por un lado Bcl-xL se describi6 como una proteina
antiapoptética (Boise, Gonzalez-Garcia et al. 1993), pero cuyo gen
puede transcribir dos proteinas con actividades opuestas. Por otro
lado se describié que Bcl-xL puede estar inhibiendo la autofagia, al
interaccionar con una proteina con un dominio “sélo BH3” (Beclina),
pero cuya funcion esta relacionada con la autofagia e indirectamente
puede inhibir apoptosis. Aqui no termina el nudo gordiano. Para
facilitar la deteccion de las proteinas que se sobre-expresan se
suelen utilizar “etiquetas” (tags). Por ejemplo, el plasmido de Bcl-xL
que portan los fibroblastos WT tiene unido “Flag” en el extremo N-
terminal. Pues esta pequefia modificacion hace que la proteina
ejerza una funcion distinta de la esperada. Mientras un Bcl-xL nativo
es capaz de proteger de la apoptosis inducida por “repeticiones de
poliglutamina”, cuando la proteina esta modificada por un Flag no
protege (Sanchez, Xu et al. 1999).

En nuestro caso la presencia de Bcl-xL — Flag hace que el g-VD sea
incapaz de proteger a las células de la privacién de glucosa y que en
ausencia de suero el g-VD incluso las sensibilice. No tenemos
explicacion para estos resultados. Suponemos que en el caso de la
privacion de suero tiene que ver con una inhibicién de la autofagia.
Aunque puede estar afectando la presencia de Flag.

2. LA CASPASA INICIADORA ES LA CASPASA-8
PERO INDEPENDIENTEMENTE DE LA VIA
CLASICA DE RECEPTORES DE MUERTE

CrmA, el shRNA y el siRNA nos demuestran que la caspasa-8 esta
implicada en la muerte por privacién de glucosa. Estos experimentos
nos demuestran que esta implicada, no que sea la iniciadora, ni
mucho menos cdmo se esta activando. Pero el hecho de que sea
una caspasa iniciadora, que tiene que ser activada por dimerizaciéon
y por tanto no puede ser activada por procesamiento de otra
caspasa, nos hace pensar que es la caspasa iniciadora. Aunque, de
nuevo, es una suposicion.
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La seleccion de los clones (figura 10a) que menos caspasa-8
expresaban fue una tarea ardua porque esos clones crecian mucho
mas lento que su control (vacio). Es evidente que la caspasa-8 tiene
mas funciones que la de empezar la apoptosis(Varfolomeeyv,
Schuchmann et al. 1998).

Las células DKO con menos caspasa-8 estan protegidas totalmente
de TNF y bastante de la privacién de glucosa. Estas diferencias
podrian ser por dos cosas. Una que existan mas elementos que
estuvieran “lanzando” la apoptosis, y otra que para la muerte por
privacion de glucosa hiciera falta menos caspasa-8. Esto cuadraria
con que la cinética de muerte con los ligandos de muerte es mucho
mas rapida, menos de 24 horas. Sin embargo, la privacion de
glucosa necesita mas de 24 horas para empezar a tener efecto.

Tenemos mas datos que nos confirman que la caspasa-8 esta
implicada en la muerte. En la Universidad La Trobe de Melbourne, en
el laboratorio del Dr. John Silke, pudimos utilizar fibroblastos murinos
deficientes en caspasa-8. Estas células estaban bastante protegidas
de la privaciéon de glucosa con respecto a su contraparte silvestre.
Sin embargo, no pudimos publicar estos resultados por cuestiones
de propiedad de las células.

También utilizamos unas células deficientes en Bax, Bak y caspasa-
8 que fueron realizadas en el laboratorio del Dr. Green en Memphis.
Estas células “triple knock-out” siguen muriendo de manera
dependiente de caspasas, apenas un 10% menos que su
contraparte caspasa-8 positivas. El andlisis de la expresion de Bax y
caspasa-8 por western blot y por citometria nos aporta dudas de un
completo silenciamiento, por lo que decidimos no utilizar estos datos.
Por un lado detectamos una pequefiisima banda a la altura de
caspasa-8 y Bax. Por otro lado, la caspasa-8 tiene unido GFP, y en
las que tenian que ser triple knock-out, existe un porcentaje de
células que son GFP positivas. Esto no demuestra necesariamente
que caspasa-8 se esté expresando en esas células, porque puede
haber deleciones parciales, pero de todas maneras, si fuera asi, no
explicaria el que estas células se murieran por apoptosis tras la
privacion de glucosa. Tendriamos que clonar estas células y elegir
un clon que realmente no expresara Bax, Bak y caspasa-8. Seran
células utiles para estudiar el papel del resto de caspasas en la
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muerte por privacion de glucosa. Desde luego queda mucho por
estudiar en este sentido.

La pregunta que de nuevo queriamos responder es si efectivamente
la falta de caspasa-8 protege en un sentido amplio, o sea, es capaz
de aumentar la viabilidad de esa poblacién de células. Para ello
hicimos unos cuantos experimentos de viabilidad con cristal violeta,
igual que en la figura 4c. Los resultados fueron un poco disparatados
y necesitaban de muchos experimentos para ser publicables. Al
contrario de lo esperado, los clones A8 y D5, los que menos
caspasa-8 expresaban tenian menos capacidad clonogénica que las
células control. Esto era bastante reproducible. A los tres dias de
tratamiento ya se pueden ver diferencias. Pero no sélo en estos
clones desaparece la capacidad clonogénica. Las células que
expresan la proteina viral CrmA, que inhibe selectivamente a las
caspasas-1 y 8, mientras que estan protegidas de la privacion de
glucosa cuando analizamos por subG1 o incorporacién de yoduro de
propidio (figura 9), cuando analizamos su capacidad clonogénica, o
sea la viabilidad por cristal violeta, las células estan de alguna forma
“sensibilizadas”.

Esto quiere decir que la ausencia de caspasa-8, o la ausencia de su
actividad, impide de alguna manera su recuperacion, o su capacidad
de volver a crecer tras el tratamiento. Entonces estas células no
estan “muertas” pero han dejado de ser viables. O sea, caspasa-8: ni
con ella ni sin ella. Es probable que la caspasa-8 sea la responsable
de la muerte y a la vez necesaria para la recuperacion. Estos
resultados necesitarian de mas experimentos. Por ejemplo, en
fibroblastos totalmente deficientes en caspasa-8, analizar su
viabilidad con distintos mutantes. Un dominante negativo para el
dominio de unién a FADD, otro con el centro catalitico inactivo, etc.
De esa manera podriamos ver si es la actividad catalitica la
necesaria para recuperacion tras el tratamiento.

Estos resultados hay que tenerlos en cuenta, tanto para la
interpretacion de resultados de muerte celular en tratamientos anti-
tumorales, como para muchas otras proteinas implicadas en muerte
o supervivencia. Dependiendo de la técnica de analisis asi sera el
resultado.
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Otra cosa que nos ha llamado la atencién es la diferencia en el
efecto del g-VD y el silenciamiento de caspasa-8 en el corte de
caspasa-3. Si nos fijamos en la figura 3c, el g-VD no es capaz de
inhibir el primer procesamiento de caspasa-3, el que da el fragmento
de p20. Sin embargo, si observamos la figura 10d, el silenciamiento
de caspasa-8 reduce el corte en general, tanto el del fragmento p20,
como el p17. Creemos que el g-VD no es capaz de inhibir la
caspasa-8 en nuestras condiciones, y esta cortando la caspasa-3 sin
activarla debido a la presencia del inhibidor. Esto se ha descrito con
el inhibidor z-VAD, que no inhibe eficazmente la actividad de
caspasa-8 en su proforma, o en ausencia de cFLIPL (Wachter,
Sprick et al. 2004), aunque si la caspasa-8 activa. De todas
maneras, de nuevo, harian falta muchos mas experimentos para
asegurar este resultado.

Si nos fijamos en la figura 8, podemos observar que la muerte por
privacion de glucosa en las HelLa era probablemente independiente
de la ruta mitocondrial, ya que ni el ABT737 sensibiliza, ni la sobre-
expresion de Bcl-xL protege. Por ello pasamos a comprobar si era
también dependiente de caspasa-8 como en las DKO. Y asi fue. Sin
embargo se ha descrito en estas células que la privacién de glucosa
puede sensibilizar a ligandos de muerte (Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz et
al. 2003). En un futuro cercano tendremos que silenciar receptores
de muerte, bloquear ligandos, etc. Basicamente intentar reproducir
los resultados de los capitulos 4 y 5 para comprobar que el
mecanismo por el que se activa caspasa-8 en DKO esta
generalizado en distintas lineas celulares y especies.

Hemos intentado silenciar caspasa-8 tanto en células silvestres WT,
como en los mismos fibroblastos sobre-expresando establemente
Bel-xL. En las células WT el silenciamiento de caspasa-8 no ha
protegido a las células ni de la privacién de glucosa ni de ligandos de
muerte. En los fibroblastos murinos que sobre-expresan Bcl-xL, la
bajada de caspasa-8 no sélo no protege, sino que hay mas subG1. Y
lo mas interesante es que en las células con menos caspasa-8 y en
presencia de g-VD se produce una sensibilizacion cuando son
tratadas con TNF. Algo digno de estudiar en profundidad. Porque
esta sensibilizacion es al subG1. Si fuera necroptosis, en principio no
habria actividad caspasa y por tanto no habria subG1 tras el
tratamiento con TNF en presencia de g-VD.
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La privacion de glucosa sensibiliza a necrosis inducida por ligandos.

Simplificando podriamos decir que existen tres vias por las que los
ligandos de muerte (al menos el TNF) pueden matar.

La via que es inhibida por c-FLIPL, que suele ser “abierta” por la
cicloheximida.

Otra dependiente de RIPK1 que necesita del silenciamiento de
clAP1. Ambas inducen activacion de caspasa-8 y apoptosis.

Una tercera que depende de la actividad kinasa de RIPK1, que
induce necroptosis a través de RIPK3.

La privacion parcial de glucosa en Hela las sensibiliza a los ligandos
de muerte (Munoz-Pinedo, Ruiz-Ruiz et al. 2003). Pero las
sensibiliza a apoptosis medida por subG1.

Por ello esperdbamos que la privaciéon de glucosa en células DKO
las sensibilizara a apoptosis inducida por ligandos de muerte, ya sea
a través de la bajada de clAP1 o de FLIP. Sin embargo,
comprobamos que sensibilizaba, pero sélo cuando lo mediamos por
incorporacion de yoduro de propidio y no cuando mediamos
apoptosis (figuras 13c, 14b y 15c). Estos resultados eran bastante
reproducibles. Seria interesante estudiar si esto es necroptosis, si
esta sensibilizacién es revertida con necrostatina y es dependiente
de la actividad kinasa de RIPK1.

Uno de los experimentos mas intrigantes es el de FLIP (figura 16b).
El tratamiento sin glucosa en presencia de g-VD, a 72 horas, esta
menos protegido con FLIP. FLIP funciona de inhibidor competitivo de
caspasa-8. Se une a FADD impidiendo la unién de caspasa-8.
Mientras que es capaz de proteger eficientemente del tratamiento
con ligandos de muerte, no lo es de la privacion de glucosa. Como
decia antes, esperabamos que la privacién de glucosa, como hace la
cicloheximida, inhibiera la induccién de NF-kB y bajaran los niveles
de c-FLIPL, permitiendo el reclutamiento de caspasa-8. La gran
cantidad de isoformas y modificaciones que tiene FLIP ha hecho muy
dificil analizar la proteina por WB.

Estos resultados no pueden analizarse independientemente de los
de FADD (figuras 17 y 18). De tres maneras hemos intentado
silenciar a FADD o inhibir su actividad. Ninguna de las tres maneras
ha protegido de la privacibn de glucosa, pero tampoco
eficientemente del tratamiento con ligandos de muerte. ¢ Pero, puede
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FADD actuar de manera independiente de FLIP? Si FADD es el
responsable del reclutamiento de caspasa-8, FLIP deberia
contrarrestarlo. Todos los indicios apuntan a que FADD no es la
responsable del reclutamiento de caspasa-8, pero hay que conseguir
que al silenciar a la proteina se proteja de ligandos, probar diferentes
dominantes negativos, etc.

Este sera uno de los principales objetivos del futuro reciente, aclarar
el papel de FADD en la privacion de glucosa en células tumorales
humanas.

Si ni FLIP, ni RIPK1, ni FADD parecen jugar un papel en la muerte
por privacion de ligandos, ¢qué es lo que esta activando caspasa-87?

Antes de pasar a discutir esta pregunta, analicemos lo que hemos
podido investigar sobre las relaciones entre metabolismo y muerte en
la privacion de glucosa.

3. METABOLISMO Y MUERTE CELULAR

Si bien no corresponde al objeto de esta tesis, en el grupo tenemos
fundadas sospechas de que la privacion de glucosa per se, no la
escasez de nutrientes en general, sino privacion de glucosa en
presencia de otros nutrientes y factores presentes en el suero, es
incapaz de inducir autofagia resolutiva. Probablemente por la
incapacidad del lisosoma de acidificarse y/o unirse al autofagosoma
por la falta de ATP, por la falta de proteinas esenciales que tienen
que ser glicosiladas, etc.

Observando detenidamente las imagenes de microscopia electronica
se puede ver que existen unos acumulos densos, que no estan
rodeados de doble membrana (Fig. 24).

Tendemos a pensar que la funcidén de las proteinas esta determinada
por su naturaleza. Como mucho consideramos que pueden ser
activadas o inhibidas como si de un interruptor de la luz se tratara. La
activacion de la caspasa-8 depende de muchos factores, muchos de
ellos desconocidos. Concentracién de la proteina, de sus moléculas
adaptadoras como FADD, de las inhibidoras como FLIP, de los
estimulos, y a su vez de los factores que regulan cada una de los
elementos que condicionan la activacién de la caspasa-8, en una
cadena de interacciones dificil de analizar de un sélo vistazo.
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Uno de los ultimos factores que se han descubierto que regulan la
actividad de la caspasa-8 es la “poly-ubiquitinizacién”. La Culina 3,
es una E3 ligasa aparentemente necesaria para la activacion de
caspasa-8 por TRAIL (Jin, Li et al. 2009). Ademas, la caspasa-8,
después de ser ubiquitiniladas en K48 y K63 es conducida a
agregados proteicos de alto peso molecular en “lipid-rafts”. Después
de la ubiquitinizacion se encuentra en el DISC otra proteina, la p62-
sequestosoma-1 que internaliza al DISC. Pero caspasa-8 no es
degradada, sino que su actividad se ve incrementada. Se sabe que
la ubiquitinizacion de FLIP o de RIPK1 lleva a su degradacion, no asi
con la caspasa-8. De hecho el silenciamiento de p62 impide la
activacion de caspasa-8 tras el tratamiento con TRAIL (Jin, Li et al.
2009).

Por otro lado, al intentar averiguar si las DKO inducian autofagia ante
la privacién de glucosa, miramos los niveles de p62, que es utilizado
como marcador de autofagia porque se degrada durante la misma.
Sorprendentemente, lo que observamos es una gran acumulacion de
la proteina. Ante estos resultados pensamos que la caspasa-8
estaba siendo agregada por p62 también en nuestro sistema, y que
podia ser la responsable de su activacion, aunque fuese de manera
independiente de ligando. Por ello silenciamos p62, de manera
bastante €eficiente, incluso la acumulacién inducida por el tratamiento
no revertia el silenciamiento (figura 25). Aun asi no conseguimos que
la falta de p62 revertiera la muerte en las DKO. ;Podemos concluir
que p62 no esta implicado? 40O solamente que la acumulacién de
p62 no esta implicada? Tendriamos que analizar el estado de
ubiquitinizacibn de caspasa-8. También nos gustaria hacer
inmunofluorescencia, para ver si podemos ver colocalizacion de p62
y caspasa-8. Esta inmuno se podria hacer con marcaje de oro para
microscopio electrénico, asi podriamos ver si la caspasa-8 esta
localizada en esos acumulos que vemos en la microscopia
electrénica.

Hay que tener en cuenta que el papel de las moléculas adaptadoras
como FADD es aproximar las moléculas de caspasa-8, aumentar la
probabilidad de que interaccionen y se activen. Creemos que seria
posible que la imposibilidad de degradacién de proteinas mal
plegadas debido a la ausencia de autofagia y de actividad del
proteosoma, podria generar acumulos de proteinas, entre las que
podria estar caspasa-8 (Sanchez, Xu et al. 1999). Esto de alguna
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manera podria inducir la activacién de la caspasa y la induccién de
apoptosis al aumentar la probabilidad de que se produzca
interaccion de las moléculas de caspasa-8.

Creo que esta tesis confirma lo compleja que es la biologia, aunque
parezca de Perogrullo. Los dogmas, el reduccionismo, las modas o
las prisas por publicar son los grandes enemigos del avance de la
ciencia.

Averiguar los mecanismos de activacion de la caspasa-8 u otras es
necesario para encontrar tratamientos antitumorales. Pero la
cantidad de variables es tan alta que los estudios necesitarian de
redes de grupos multidisciplinares cuya presion fuese descubrir los
mecanismos y no publicar.
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VII.CONCLUSIONES

1. La privacion de glucosa induce apoptosis con un fenotipo
atipico en células deficientes en Bax y Bak.

2. La apoptosis inducida por privacion de glucosa es
dependiente de caspasas e independiente de la via intrinseca
de la apoptosis.

3. La caspasa-8 esta implicada en la muerte por privacion
de glucosa tanto en fibroblastos deficientes en Bax y Bak como
en células humanas Hela.

4. La privacion de glucosa mata de forma independiente de
la interaccion de los ligandos de muerte con sus receptores en
los fibroblastos deficientes en Bax y Bak.

5. La privacién de glucosa mata de forma independiente del

complejo proteico DISC clasico y del complejo dependiente de
la quinasa RIPK1.
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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?, S Ramirez-Peinado’, J-E Ricci®, | 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 undergo
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) during apoptosis, but they undergo 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 caspase activation as inhibition of caspases with peptidic inhibitors 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 Bcl-xL nor knockdown of caspase-9 prevented death. However,
transient or stable knockdown of caspase-8 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 apoptosis in the human tumor 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 apoptosis, which is engaged to kill cells

that cannot undergo MOMP.

Cell Death and Differentiation advance online publication, 5 March 2010; doi:10.1038/cdd.2010.21

Apoptosis is a form of cell death required for homeostasis of
human tissues. Apoptotic cells display several morphological
and biochemical changes, which are a consequence of the
activity of caspase proteases.! Caspases are normally
inactive in the cytosol, but they become activated by
dimerization and/or proteolysis by other caspases. ‘Execu-
tioner caspases such as caspase-3 are activated through
cleavage by ‘initiator’ or ‘apical’ caspases, of which the best
characterized are caspases-8 and -9. Caspase-8 is activated
by its recruitment to the multimeric DISC (death-inducing
signaling complex) in response to extracellular ligands such
as Fas/CD95-ligand, TRAIL or TNF;? this is the death
receptor, or extrinsic pathway of apoptosis. Caspase-9 is
activated by dimerization after recruitment to the apoptosome,
a complex of APAF1 proteins formed in response to
the release of the mitochondrial protein cytochrome c into
the cytosol. This caspase activation cascade is called the
mitochondrial or intrinsic pathway of apoptosis.

The mitochondrial pathway of apoptosis is regulated by
proteins of the Bcl-2 family, which regulate the integrity of
the mitochondrial outer membrane, thereby controlling

cytochrome ¢ and subsequent caspase activation.* Impair-
ment of the mitochondrial pathway is common in human
tumors. Cancer cells frequently overexpress the antiapoptotic
proteins Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1, or they lack functional
proapoptotic Bcl-2 family members, including Bax, Bak or
both.® The overexpression of antiapoptotic Bcl-2 proteins not
only blocks the morphological features of apoptosis, but also
enables clonogenic cell survival.® For these reasons, cells
from Bax, Bak double-knockout (DKO) mice are a suitable
model to identify non-mitochondrial pathways of cell death,
which may be targeted for therapy.

Bax/Bak-deficient murine embryonic fibroblasts (MEFs) are
resistant to apoptosis induced by stimuli that normally kill cells
through the mitochondrial pathway.”'® However, some drugs
such as staurosporine, etoposide, thapsigargin and tunica-
mycin, which kill wild-type (WT) cells in a mitochondria-
dependent manner, can kill Bax-, Bak-deficient cells by a
slower, non-apoptotic mechanism.®'° We analyzed cell death
induced by glucose deprivation in these cells, as this stimulus
has been shown to kill some cell lines through necrosis.'!'2
We report here that glucose deprivation can induce death of
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Bax-, Bak-deficient MEFs. Surprisingly, in these cells
glucose deprivation induces apoptosis that proceeds
through an unconventional pathway requiring caspase-8.
Our results uncover a pathway for activation of caspase-8
different than death receptor ligation, and provide new insight
into the mechanism of cell death induced by nutrient
deprivation.

Results

Glucose deprivation kills Bax-, Bak-deficient cells by
apoptosis. Glucose deprivation has been shown to Kkill
cells either by necrosis'"'? or through the mitochondrial or
‘intrinsic’ pathway of apoptosis.’>'” We reasoned that cells
deficient in Bax and Bak, which cannot die through the
intrinsic pathway,® would undergo a rapid necrotic death
when deprived of glucose, as glucose deprivation kills most
cells in 24—48 h. Alternatively, it was possible that these cells
could remain atrophic but alive for weeks, as it was described
that Bax-, Bak-deficient hematopoietic cells, when deprived
of growth factors, downregulate glucose transporter 1 but do
not die for several weeks.'® We tested whether glucose
deprivation provoked cytostatic or cytotoxic effects in SV40-
transformed, Bax, Bak DKO MEFs.® As assessed by
morphology and propidium iodide (PI) incorporation, about
10% of cells appeared dead by 24 h, with approximately 75%
dead cells within 72h (Figure 1a and b). Their WT
counterparts died more 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
death in response to staurosporine, etoposide,®'® alkylating
DNA agents® and ER stressors.'® We determined whether
the form of cell death induced by glucose deprivation was
apoptosis or necrosis. The morphology of dead DKO cells was
different from the classical necrotic death induced by
thapsigargin in these cells,'® and was more similar to the
morphology of cells dying by apoptosis induced by the
combination of TNF and cycloheximide (CHX) (Figure 1a):
cells rounded up and detached from the culture plate, and they
showed a reduction of volume (shrinkage). Moreover, when
we incubated glucose-deprived cells in the presence of the
pan-caspase inhibitor Q-VD-OPH (Q-VD), we observed a
reduction in the number of dead cells as measured by
morphology and Pl incorporation, thus indicating that death is
caspase-dependent (Figure 1a and b). In addition, we
observed that cells displayed sub-G1 DNA fragmentation, a
marker of apoptosis, with similar kinetics to that of plasma
membrane disruption (Pl uptake) (Figure 1b). Z-VAD-FMK
(Z-VAD), an alternative pan-caspase inhibitor, inhibited both
subG1 DNA fragmentation and Pl incorporation. Other
markers of apoptosis such as caspase-3 and PARP cleavage
were observed in Bax-, Bak-deficient cells, albeit with slower
kinetics than in WT cells (Figure 1c). We stained cells with
annexin V, which detects phosphatidyl-serine exposure on the
surface of apoptotic cells. Glucose-deprived cells displayed
annexin V 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 apoptotic morphology observed after treatment
with TNF, or to the relaxed appearance of necrotic cells
treated with thapsigargin. After glucose deprivation, DNA was
condensed around the periphery of the nuclei. 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 deprivation in Bax-, Bak-
deficient cells displayed all of the hallmarks of apoptosis
analyzed, with the exception of the characteristic 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 activity, which was inhibited by Q-VD (Figure 2a).
In addition, we analyzed cleavage of the effector caspase-3,
which is a marker of its activation. We observed cleavage of
caspase-3 in DKO cells after glucose withdrawal that was
inhibited by ZVAD (Figure 2b). Moreover, we verified that
caspases were active by analyzing the cleavage of
substrates of effector caspases: co-chaperone p23 and
PARP. These proteins were cleaved in a Z-VAD-inhibitable
manner (Figure 2b).

To exclude a possible effect of Z-VAD-fmk or Q-VD-OPH on
proteases other than caspases, we studied the inhibition of
death by other peptidic inhibitors. We observed that a panel of
caspase inhibitors prevented both subG1 DNA fragmentation
(Figure 2c) and Pl incorporation (Figure 2d). These inhibitors
were more efficient in inhibiting DNA cleavage than Pl uptake,
suggesting that the intracellular concentrations of these
compounds can inhibit some apoptotic features better than
others, or that inhibition of caspases switches the form of
death to necrosis in a small percent of the cells. Consistent
with data reported in Jurkat cells,’ VDVAD-fmk and LEHD-
fmk were less efficient than IETD-fmk, Z-VAD-fmk and Q-VD-
OPH in preventing death.

Bax and Bak are required for mitochondrial outer
membrane permeabilization (MOMP) during apoptosis, and
cells lacking these proteins cannot release cytochrome
c or undergo apoptosis in response to many stimuli, including
microinjection of tBid.® However, it was possible that
glucose deprivation activates the mitochondrial pathway
through an unidentified, alternative mechanism. Therefore,
we treated cells with shRNA for caspase-9 (Figure 3a).
This treatment did not affect any of the parameters of cell
death tested (Figure 3b). Furthermore, we generated
DKO cells stably overexpressing Bcl-xL. Bcl-xL inhibits
MOMP during apoptosis.?? Bulk-transduced cells (pool)
and four clones were analyzed. As shown in Figure 3c,
Bax, Bak DKO MEFs overexpressing Bcl-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,



a Untreated

Glc (-) 72h

Glc (-) 72h Q-VD

Caspase-8-dependent apoptosis by lack of glucose
A Caro-Maldonado et a/

w

TNF 24h

Thapsigargin

DKO
0 16 24 48 0 24 48 72

- -

20) w— Casp-3
b 1o et s
su
-8-DKO subG1 - DMSO 100 m— - e PO
80 {_@-DKO PI - DMSO 4 - o
-0-DKO subG1 - Z-VAD, # 73—
£ 60 {-0-DKOPI-Z-VAD
4] d 60
=
1 =]
E P o] TP®
OPI{+) Annexin V (+)
20 4 _ ® 40
=y -0 ] mAnnexin V (+)
0 E 30
0 12 36 60 T2 ;
Time After Induction (h) 20 4
10
a A
glut  24h  48h  48h T72h  72h
QVD QVD
e glc(+) glc (- glc (-) Q-VD TNF-o.

-

I uM 1 uM

]

Figure 1 Glucose removal triggers cell death in Bax, Bak DKO cells with mixed features of apoptosis and necrosis. (a) Bax, Bak DKO MEF were subjected to glucose
deprivation in the absence or presence of 20 M Q-VD for 72 h, or treated with thapsigargin 10 M or TNF for 24 h. (b) Glucose deprivation induces DNA degradation. WT and
Bax, Bak DKO MEFs were treated as described in Materials and Methods section and collected for subG1 analysis or propidium iodide (PI1) incorporation at times shown. Data
show average and S.D. of at least three (PI) or four (subG1) experiments. (c) WT and DKO cells display cleavage of caspase-3 and PARP upon glucose deprivation. Cells
were subjected to western blot (WB) analysis at times shown (h). Note the different kinetics among cell lines. (d) Glucose deprivation induces phosphatidyl-serine (PS)
externalization measured by Annexin V incorporation in DKO cells. Q-VD inhibits both events. A representative experiment is shown. (e, f) DKO cells undergo atypical nuclear
condensation after glucose deprivation. Bax, Bak DKO MEFs were transfected transiently with GFP-Histone 2A plasmid in chamber slides. Cells were treated for 72 h without
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images are shown. In (f), only dead (floating) cells were collected after being deprived of glucose for 48 h without Q-VD. Note the absence of massive cytosolic vacuolation

which characterizes necrotic/autophagic cell death in Bax-, Bak-deficient MEFs®%1°

we did not observe this effect in WT MEF transduced with
Bcl-xL (data not shown). It is possible that Bcl-xL promotes
necrosis in MEF in response to glucose deprivation, similar
to what has been observed in response to etoposide.’

Alternatively, it is possible that the adaptation to the Bax, Bak
double-deficient condition primes cells for a novel caspase
activation mechanism. We therefore sought to identify the
caspase involved in initiating cell death in this setting.

Cell Death and Differentiation
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Caspase-8 is engaged in death induced by glucose
deprivation in Bax, Bak DKO MEFs and HeLa cells. Inthe
absence of a mitochondrial pathway of apoptosis, a likely
candidate for initiating the caspase cascade is caspase-8,
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required for death receptor-induced®® and other forms of
apoptosis.'"2*25 We therefore asked whether caspase-8
was the apical caspase in glucose starvation-induced apoptosis
in these cells. We generated a stable cell line expressing
short hairpin  RNA (shRNA) targeting caspase-8, and
selected individual clones expressing low levels of caspase-8
(Figure 4a). As expected, these clones and the parental pool
displayed decreased sensitivity to TNF when compared with
cells transfected with the empty vector (Figure 4b). When
incubated in the absence of glucose, we observed that these
clones and the parental pool were less sensitive than their
mock-transfected counterparts to glucose deprivation
(Figure 4c). To exclude the possibility of an off-target effect of
this construct, or a compensation effect of the stable
downregulation of caspase-8, we transiently transfected two
different siRNA oligonucleotides against caspase-8. We were
able to achieve a moderate reduction in caspase-8 levels
(Figure 4d). This reduction conferred a mild but reproducible
protection from death ligands (data not shown) and glucose
deprivation (Figure 4e). Knockdown of caspase-8 reduced
glucose deprivation-induced cleavage of caspase-3 (Figure 4f).

We had observed that the peptidic caspase inhibitor IETD-
fmk inhibited glucose deprivation-induced death (Figure 2c
and d), suggesting that the enzymatic activity of caspase-8 is
required for death. However, although IETD-fmk is widely
used to block caspase-8 activity, it can also inhibit effector
caspases.?' In order to test whether the enzymatic activity of
mature caspase-8 is required for apoptosis in this system, we
transfected DKO cells with the viral caspase inhibitor CrmA,
which preferentially inhibits caspase-8, although it can also
inhibit the inflammatory caspase-1.22¢ Cells transfected with



CrmA were protected from death receptor-induced apoptosis
(Figure 4g). CrmA effectively inhibited death induced by
glucose deprivation in Bax, Bak DKO MEF (Figure 4h).

To test whether caspase-8 dependency was exclusive of
Bax, Bak DKO MEF, we used siRNA to knockdown caspase-8
in established tumor lines. Although we observed no effect on
glucose deprivation-induced death in the MCF7 breast cancer
line (not shown), we observed an effect in HelLa cells.
Knockdown of caspase-8 in HelLa cells reduced caspase-8
levels (Figure 5a), and prevented death induced by TNF
(Figure 5b). Strikingly, this decrease in caspase-8 reduced
glucose deprivation-induced cell death to the same extent
than with incubation with Q-VD (Figure 5b).

The extrinsic pathway is not involved in glucose
starvation-induced apoptosis in Bax, Bak DKO
cells. Caspase-8 is activated in response to death
receptor 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.2”2° Thus, one
possibility is that glucose deprivation is activating the
extrinsic pathway by inducing the synthesis and/or
secretion of death ligands, which might kill the cells in an
autocrine manner. To explore this possibility, we analyzed by
RT-PCR the mRNA levels of death ligands and used blocking
antibodies against death ligands and receptors. We 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
did not change after glucose withdrawal (Supplementary
Figure S1A). Moreover, we could not detect toxicity of TRAIL
in these cells, even in the presence of CHX or upon glucose
deprivation, which has been shown to sensitize human tumor
cells to TRAIL®® (Supplementary Figure S1B). In addition, we
incubated cells in the presence of anti-TRAIL or TRAIL-R-FC
(Supplementary Figure S1C and D), which did not have any
effect on cell death induced by glucose deprivation.

A slight increase in TNF mRNA levels was detected
(Figure 6b). Although TNF did not kill these cells unless they
were co-incubated with CHX (Figure 6c), the possibility
remained that glucose deprivation sensitizes cells to TNF.*°
To explore this possibility, we preincubated cells without
glucose and then added TNF. We observed that glucose
deprivation did not sensitize these cells to TNF, as the
combination of glucose deprivation and TNF caused
the same amount of death than glucose deprivation alone.
The combination of glucose deprivation plus CHX and TNF
caused additive effects on cell death numbers (Figure 6¢). In
addition, we incubated glucose-deprived cells in the presence
of neutralizing antibodies against TNF and TNF-R1, which did
not prevent death (Figure 6d).

In another approach to examining the possible role of the
death receptor pathway in glucose deprivation-induced
apoptosis in Bax, Bak DKO cells, we examined the effects
of c-FLIP. Overexpression of c-FLIP inhibits caspase-8
activation at the DISC.3' We generated Bax, Bak DKO MEF
that stably overexpress c-FLIP,, and as expected, these cells
were protected from TNF or anti-Fas-induced apoptosis
(Figure 7a). However, they were not protected from glucose
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deprivation-induced apoptosis, suggesting that caspase-8 is
activated independently of a conventional death receptor-
induced DISC (Figure 7b).

Recently, a novel form of caspase-8- and FADD-mediated
apoptosis has been described.®> When TNF is combined with
Smac mimetics, TNF induces 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 (Nec-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 glucose in the presence
of Nec-1. Incubation with Nec-1 did not prevent glucose
deprivation-induced cell death (Figure 7c). To exclude a
function of RIPK1, which could not be inhibited by Nec-1, we
used siRNA to knockdown RIPK1 (Figure 7d). The resultant
decrease in RIPK1 was sufficient to inhibit death induced by
TNF in the presence of the Smac mimetic Compound A
(Figure 7f), 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
apoptosis.

Discussion

Bax and Bak are essential mediators of apoptosis induced
by most stimuli.® Because the mitochondrial pathway is
frequently inactivated in tumor cells, it may be clinically
relevant to find means to induce necrosis or mitochondria-
independent apoptosis. Glucose deprivation has been shown
to induce necrosis in some cancer cell lines. We show here
that SV-40-transformed MEFs with an impairment of the
mitochondrial 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 to preferentially Kkill
tumor cells, because these cells display numerous alterations
in metabolic pathways, including abnormal glucose and
glutamine uptake.®® Indeed, a non-metabolizable glucose
analog, 2-deoxyglucose, is currently in clinical trials as an
antitumor agent. Moreover, growth factors upregulate glucose
uptake and metabolism to induce prosurvival and antiapopto-
tic effects.’® Glucose metabolism interferes with apoptosis at
different steps, regulating both the extrinsic and the intrinsic
pathways in tumor cells.'”%%3* Therefore, deciphering the
death pathways engaged by glucose deprivation will be
helpful for rational design of clinical trials with antimetabolites
and molecules which inhibit growth factor signaling. Our
results suggest that tumors deficient in caspase-8 may be
resistant to glucose deprivation or non-metabolizable glucose
analogs, opening the possibility that this protease may be a
prognostic marker of success of anti-glycolytic treatments.
Caspase-8 expression is frequently impaired in tumors,
especially those of the brain and childhood tumors.®%%¢ An
intriguing possibility raised by our findings is that perhaps

o
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Figure 4 Caspase-8 is required for death induced by glucose deprivation in Bax, Bak DKO MEF. (a) DKO cells were infected with retroviruses encoding shRNA against
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oligonucleotide (pBlue). Protein was collected 24 h after transfection. (e) Cells were transfected with a control oligonucleotide or siRNA against caspase-8. Forty-eight hours
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measured by Pl exclusion. Results show average and range of two experiments. (h) DKO or CrmA-transfected MEFs were starved of glucose in the presence of DMSO or
Q-VD, and collected at 24 or 48 h for subG1 analysis. Results show average and S.E.M. of five experiments
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Figure S1

tumor cells with diminished caspase-8 expression are
selected for their ability to resist conditions of low blood flow
and glucose supply, which are commonly found in the tumor
microenvironment.

In this work, we show that glucose deprivation induces an
atypical form of caspase-8 activation in Bax-, Bak-deficient
MEFs. Caspase-8 is usually activated in a DISC complex
formed upon ligation of death receptors. It is worth noting that
caspase-8-dependent death has been described in response
to stimuli other than death receptors,''*2% which suggests

that caspase-8 can be activated in ‘alternative’ platforms. It is
unlikely that the classical death ligand-induced DISC is
formed upon glucose deprivation, as blocking interactions
between death receptors and their ligands did not block death.
Moreover, FLIP overexpression, which inhibits death
receptor-induced apoptosis, did not inhibit apoptosis induced
by glucose removal.

Caspase-8 has been described to be activated in an FADD-
dependent manner with some stimuli, in the absence of death
receptor—ligand interactions.3”*® We have not been able to

~
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obtain conclusive results regarding the involvement of FADD
as the adapter protein for caspase-8 activation after glucose
deprivation. We cannot exclude that, upon glucose removal,
endogenous FADD may be aggregated intracellularly, inter-
acting with caspase-8 and promoting its activation. However,
as FLIP overexpression did not prevent apoptosis in our
system, we studied the possible role of RIPK1. This protein
contains a death domain and forms a complex with FADD and
caspase-8 upon treatment with TNF and Smac mimetics.3?
Although knockdown of RIPK1 prevented the latter form of cell
death, it did not prevent apoptosis in our system, suggesting
that a novel caspase-8 activating complex is formed upon
glucose deprivation. One stimulus that has been shown to
promote activation of caspase-8 in the cytosol is the
accumulation of polyglutamine repeats. Expression of
ataxin-3 with an expanded polyglutamine tract is toxic to
neurons. Sanchez et al.®® observed that cell death is caspase-
8-dependent in this system. Caspase-8 and FADD were
shown to be recruited to polyglutamine inclusions, which could
serve as an aggregation platform for caspase-8. As glucose is
required for protein glycosylation, and impairment of glycosy-
lation leads to accumulation of misfolded proteins, it can be
speculated that glucose deprivation could promote the
generation of protein inclusions, which could recruit and
activate caspase-8.

The results presented here, together with other reports,
indicate that glucose deprivation can kill cells in three different
ways: necrosis, mitochondrial apoptosis or caspase-8-de-
pendent apoptosis. Why some cells undergo ‘uncontrolled’
necrotic death while other cells undergo apoptosis is still not
clear. In our system, caspase inhibitors did not support
clonogenicity of glucose-deprived cells (Supplementary
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Figure 2), indicating that this stimulus can induce caspase-
independent cell death in the same cells. We show here
that HelLa cells, which are able to undergo apoptosis through
the mitochondrial pathway, die in a caspase-8-dependent
manner upon glucose deprivation. This suggests that the
caspase-8-dependent pathway of apoptosis described here
could be engaged in cells with an intact mitochondrial pathway
as well as in Bcl-2 or Bcl-xL-overexpressing tumor cells. This
pathway may be relevant for pathologies that involve
conditions of low glucose, such as ischemia and cancer.

Materials and Methods

Cell culture and treatments. Bax, Bak DKO MEFs immortalized with
V-408 were maintained in high-glucose pyruvate-free DMEM (Invitrogen, Prat de
Llobregat, Spain) supplemented with 2mM L-glutamine, 200 mg/ml penicillin,
100 mg/ml streptomycin sulfate and 10% FBS (Invitrogen).

For treatments, cells were plated at a concentration of 150 000/ml. and treated
24 h later, when they reached the concentration of 500 000/ml. Glucose deprivation
was performed by rinsing the cells twice with glucose-free medium (Gibco/
Invitrogen) and incubating them in glucose-free medium with freshly added 2 mM
glutamine and antibiotics, plus 10% FBS dialyzed against PBS. Unless specified,
caspase inhibitors were added at the time of addition of glucose-free medium.
Q-VD-OPH (SM Biochemicals LLC, Anaheim, CA, USA) was used at 20 uM. Other
caspase inhibitors (ICN/MP) were used at 50 uM. An equal amount of DMSO
(solvent) was added to the controls. Unspecified reagents were from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain).

For treatment with death ligands TRAIL (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA), Fas
ligand (Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland), TNF and death receptor agonistic
antibodies, cells were preincubated with 5 M CHX (Sigma-Aldrich) for 30 min.
HeLa cells were treated with 10 ng/ml human TNF (Peprotech), and DKO MEF with
1 ng/ml TNF (Peprotech) or 0.1 ug/ml anti-murine Fas agonist antibody Jo2 (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA, cat. no. 554254) for 20 h unless specified
otherwise in figure legends. The following blocking reagents were used: anti-TNF
receptor type 1/p55 (clone 55R-170), anti-Fas ligand clone MFL3, and Fas-FC cat.



no. 556578 (all from BD Pharmingen), anti-TRAIL N2B2 (gift by Edith Janssen),
TRAIL-R-FC (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and TNF-R-FC (Enbrel/
etanercept from Wyeth, Inmunex Corporation, Thousand Oaks, CA, USA).

Measurement of cell death. For analysis of viability, detached and attached
cells were collected by trypsinization and subjected to FACS analysis to detect
incorporation of PI 1 xg/ml (10 min incubation in PBS). For subG1 analysis, cells were
washed in PBS, fixed in 70% cold ethanol while vortexing and incubated for 1-10 days
at 4°C. They were further washed, resuspended in PBS with 40 g/ml Pl and 100 g/
ml RNAse A (Sigma) and incubated for 30 min at 37°C before FACS analysis. Percent
of dead Hela cells was defined as the population with low FSC/SSC compared with
untreated cells. Staining with Annexin V-FITC (Immunostep, Salamanca, Spain) was
performed according to the manufacturer's instructions in the presence of 0.5 zg/ml PI.

Caspase activity was measured as DEVD-ase activity. Cells treated in six-well
plates were lysed in lysis buffer (5 mM Tris-HCI pH: 8, 20 mM EDTA, 0.5% Triton-X
100). Twenty ug of protein were incubated with 20 uM AC-DEVD-amc (BD
Pharmingen) in a reaction buffer (HEPES 1M pH: 7.5, glycerol 87%, DTT 1 M) for
2h. Fluorescence values (arbitrary units) are divided by the value of fluorescence of
untreated cells (used as value ‘1’).

Western blots. Cells were treated as indicated in 10cm plates. They were
trypsinizated, rinsed and lysed by resuspending them in Laemmli buffer (5 mM Tris-
CIH/2% SDS) without bromophenol blue (Figures 2 and 4f) or freezing (rest of
figures) in the presence of Complete antiprotease cocktail (Roche, Barcelona,
Spain). After sonication, protein concentration was measured with BCA (Pierce/
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Equal amounts of protein were mixed with
Laemmli loading buffer. After electrophoresis, protein was transferred to a PVDF
membrane (Millipore, Madrid, Spain). Membrane was blocked with 5% nonfat dry
milk in TBS-Tween (0.1%). Secondary antibodies (1/5000) were HRP conjugated
(Zymax, Escondido, CA, USA) and detected with ECL reagent (Pierce). Antibodies
used for western blot were as follows: actin (ICN clone C4), Bid (R&D Systems
af860), murine caspase-8 (Alexis/Enzo Lifesciences, clone 3B10), human Caspase-
8 (MBL M032-3), Caspase-3 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA, cat. 9661 and
9662); co-chaperone p23 (Affinity Bioreagents-MA3-414, Lafayette, CO, USA),
Bel-xL (BD Pharmingen, cat. no. 556361), Fadd: Immunotech (MBL, Marseille,
France), RIP-1 (BD Bioscience, 610458), PARP (Cell Signaling, 9542).

Plasmids and RT-PCR. pBABE-Bcl-xL was made by insertion of the
sequence of Bcl-xL into pBABE-puro. The plasmid encoding histone 2B-green
fluorescent protein (GFP) was a kind gift of Dr. R Agami (The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, The Netherlands).

LMP vectors (Open Biosystems, Huntsville, AL, USA) encoding shRNA against
murine caspases were generated by following the manufacturer's instructions.
Sense sequences against caspase-9 were (5’ to 3'): | - CGCCAGAGGTTCTCAG
ACCAGA, Il — CGGCCACTGCCTCATCATCAAC, and against caspase-8:
AACGACTGCACTGCAAATGAAA.

For RT-PCR, 1.5 x 10° cells were collected, and their RNA was extracted with
RNeasy kit from Qiagen (Madrid, Spain). RNA from 50000 cells (~500ng) was
reverse-transcripted to cDNA with the high capacity cDNA reverse transcription kit
from Applied Biosystems (Madrid, Spain). 15% of the resulting cDNA was used as a
template in a PCR (25 cycles). The following primers were used: Fasl, 5'-G
CAAATAGCCAACCCCAGTACAC-3' and 5-GCCACCTTTCTTATACTTCACTCC
AG-3'; TRAIL, 5-CCTCTCGGAAAGGGCATTC-3' and 5'-TCCTGCTCGATGAC
CAGCT-3; TNF, 5-ATCCGCGACGTGGAACTG-3' and 5'-ACCGCCTGGAG
TTCTGGAA-3'; HMBS (loading control), 5'-TTGCACGATCCTGAAACTCT-3' and
5-TCTTGGAATGTTACGGGCAGT-3'.

Transfections and generation of cell lines. Stable cell lines were
generated by retroviral infection with viruses produced in Phoenix-Eco cells. Cells
infected with pMX-IRES-GFP with CrmA cDNA (kindly provided by JP Medema),
with LZRS-MS-IRES-eGFP encoding c-FLIPL,* or with shRNA against caspases
were selected by sorting for GFP expression. For transient transfections, cells were
rinsed with DMEM without FBS or antibiotics and incubated for 6 h with a mix of
2 pl/ml lipofectamine 2000 (Invitrogen) and plasmidic Histone-GFP DNA (1 ng) or
siRNA at 100nM except where indicated. RIPK1 and human caspase-8
were downregulated using Dharmacon (Lafayette, CO, USA) On-Target smart
pool (cat. no. L-040150 and cat. no. L-003466, respectively) with Dharmafect.
Dharmacon ON-Target plus non-targeting pool was used as a control.
Sense sequence of siRNA duplexes against murine caspase-8 was
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5'-CAGACAAAGUUUACCAAAU[AT][dT] (Sigma). As a control, an irrelevant
siRNA oligonucleotide (pBlue, sense strain: 5-GUAAGACACGACUUAUCGC-3')
was used. The same sequence coupled to a fluorochrome was used to measure
transfection efficiency (pBlue-FITC), 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 slides (Mattek,
Ashland, MA, USA), which had been previously coated with fibronectin (1 xg/ml in
PBS). Confocal microscopy was performed in non-fixed cells in culture medium at
room temperature using a spinning disk confocal microscope (Marianas SDC
imaging system, Intelligent Imaging Innovations/3i, Denver, CO, USA) with a
473 nm laser. Images were acquired using a Neofluar x 63 1.4 NA DIC objective on
a Cascadell 512 EMCCD (Photometrics, Tucson, AZ, USA) using SlideBook 4.2
software (3i). For analysis of cell morphology, cells were treated in six-well plates
and visualized in an Olympus (Center Valley, PA, USA) IX70 inverted microscope
with a x 20 objective. Brightfield pictures were taken with an Olympus C-5060
camera. One tenth of the whole field is shown.

For electron microscopy, cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M pH
7.4 buffer at 4°C. After fixation, samples were placed in 1% osmium tetroxide in
0.1 M pH 7.4 buffer, dehydrated in a graded series of ethyl alcohol and embedded in
Spurr resin.
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Abstract

Food is a requirement of life. Unicellular and multicellular organisms have
therefore developed mechanisms to detect, react to and, if necessary, survive the lack
of it. In mammals, responses to lack of nutrients in blood are coordinated at the
organismal level by hormonal cues. However, individual cells also sense and respond
to nutrient deprivation, which occurs under physiological or pathological situations such
as fasting, ischemia or solid tumor development. Frequently cells try and survive
nutrient deprivation by reducing their energy and carbon requirements and by recycling
structural components. However, under certain conditions, the cell reacts to nutrient
deprivation by engaging the mitochondrial pathway of apoptosis. Indeed, the metabolic
state of the cell can regulate pro- and antiapoptotic Bcl-2 family proteins such as
PUMA, Bad, Bim or Mcl-1, thus altering the response to pro-apoptotic stimuli. Severe
energetic stress can also kill cells by a form of death with necrotic phenotype.

Metabolic pathways are currently receiving enormous attention from cell
biologists, due to the fact that tumors have a special metabolism which makes them
more susceptible to lack of specific nutrients, particularly glucose and glutamine. For
this reason, targeting tumor metabolism opens new therapeutic avenues. We will
discuss how nutrient deprivation engages cell death pathways, and how cell
metabolism interferes with the apoptotic machinery by regulating apoptotic proteins.
We will also re-examine the hypothesis that ATP levels determine whether a cell dies
by apoptosis or necrosis. Finally, we will discuss how and why metabolic stress can

lead to either cell adaptation and survival or cell death.



Nutrient deprivation in physiological and pathological situations.

Living organisms are continuously subjected to periods of starvation in nature.
Nutrient availability determines the expansion of species and colonization of new
ecological niches. Nutrients also dictate the appropriate time for mating, sporulating,
hibernation and differentiation, from unicellular photosynthetic organisms to mammals.
Humans suffer transient or persistent starvation due to a lack of food intake, either
because of voluntary dieting, night fasting, or due to the scarcity of available food.
Starvation is linked to our first contact with the world, since there is a period of mild
starvation in the newborn before breastfeeding is established.

At the cellular level it is possible to observe pathological starvation during
ischemia, which is a severe form of starvation due to simultaneous nutrient and oxygen
deprivation. Cells in solid tumors are also very commonly exposed to starvation,
because the tumor mass grows faster than the blood vessels. This leads to the
formation of “necrotic cores”: areas that contain dead cells which did not get enough
blood irrigation, and have not been able to survive oxygen and nutrient deprivation [1].

During times of scarcity, unicellular organisms try to save energy by undergoing
specialized forms of hibernation such as sporulation. Multicellular organisms usually
have specialized cells that detect nutrient deprivation —such as pancreatic cells in
animals-, and specialized storage tissues such as adipose tissue. In response to
starvation, animals use hormonal cues to mobilize stored resources to provide nutrients
to individual cells. Besides whole-body responses to nutrient deprivation -such as the
sensation of hunger which drives us to search for food-, individual cells sense and
react to lack of nutrients. At the cellular level, starvation of specific nutrients triggers
different responses in different tissues, since some tissues like the brain prefer glucose
as a source of energy, while other tissues such as the heart or resting muscles prefer
fatty acids as fuel. Nutrient deprivation at the cellular level usually leads to mobilization
of stored nutrients and concomitant reduction of cellular functions. However, under
some circumstances, cells are not able to adapt to stress, and metabolic or energetic

stress leads to apoptosis or necrosis.



Apoptosis is a form of cell death which is activated in animals in response to
cell-damaging agents, or to developmental cues (for a review on regulation of
apoptosis by morphogens, please see Ditzel in this issue). The fact that many human
cells die by apoptosis when deprived of a particular nutrient is intriguing. Cells die by
apoptosis when they are not needed anymore (for instance after an immune response,
when the pathogen has been eliminated), or when they are injured (for instance after a
DNA-damaging insult or viral infection, as excellently reviewed by Gentle and Nachbur
in this issue). When cells are deprived of nutrients, their primary response is usually to
stop cycling (if they were proliferating), and try to survive using minimal amounts of
energy and building blocks. It is thus still unknown why and how some cells engage the
apoptotic machinery instead of arresting and waiting for “better times”. Moreover, cells
which have undergone tumorigenic transformation are more prone to die than their
normal counterparts. We will discuss how the decision of undergoing apoptosis instead
of stopping the cycle might be influenced by oncogenes, and can thus be exploited for

cancer treatment.

Nutrient deprivation is sensed by AMPK and mTor and leads to cell cycle arrest,

inhibition of protein synthesis and autophagy

Cells require four types of “building blocks” to grow: lipids (fatty acids) to make
membranes, amino acids for protein synthesis, nucleotides to build nucleic acids, and
sugars to produce ATP and multiple macromolecules. Blood provides all of these
nutrients to cells in our bodies, and researchers provide these nutrients to cells in
culture in the form of enriched culture medium plus serum from animal blood. Since
cells need to maintain the equilibrium between catabolism and anabolism, they need to
sense the energetic state of the cell and react to starvation. We could define starvation
at the cellular level as the lack of any nutrient that the cell requires in order to perform
their functions. Unfortunately, the term ‘starvation’ is used in the scientific literature to
describe many different stimuli which may lead to different outcomes. We can “starve”
cells by incubating them in the simultaneous absence of glucose, amino acids, oxygen

and serum: a condition that resembles ischemia. But “starvation” is also used to
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describe deprivation of only one type of nutrient. For example, in autophagy studies
“starvation” is very frequently used to describe amino acid deprivation. Thus, the term
starvation is too broad and imprecise when we describe cell responses to the lack of a
specific nutrient, since the responses to the absence of each of these nutrients might
be completely different. A cell senses the presence of glucose, amino acids, fatty acids
or oxygen in different manners, and it reacts differently to the lack of each of them.
Moreover, “starvation” or “nutrient deprivation” can lead to energetic stress.

The term “energetic” or “energy stress” has also been used frequently to define
any type of stress that would lead to a loss of ATP, which is our measurement of
energy levels. As we will discuss later, it is the current view that loss of ATP would
convert an apoptotic phenotype to a necrotic one [2]. It should be understood however
that nutrient deprivation does not necessarily lead to energetic stress, and energetic
stress is not necessarily caused by nutrient deprivation. Thus, deprivation of oxygen or
one specific nutrient does not necessarily lead to an energetic stress, while it still
triggers a hypoxic response or a starvation response specific for that particular nutrient.
Responses are also particularly complex due to the fact that amino acids, glucose and
fatty acids serve both as building blocks and cell-type specific energy donors.

Cells detect levels of energy or nutrients by sensing ATP and amino acid levels.
The signaling pathways involved in nutrient/energy sensing primarily lead to cell
adaptation. When normal nutrient flux is insufficient for the metabolic needs of the cell,
the cell must decrease its needs. Additionally, the cell must degrade storage molecules
such as glycogen, and if necessary, undergo autophagy. Autophagy is a homeostatic
process that consists in the engulfment of cytosolic proteins and organelles into
vesicles that fuse to lysosomes. This allows cells to degrade cellular components that
serve as structure but also as an energy reserve.

Lack of glucose or nutrients which a cell needs in order to maintain ATP, leads
to the activation of AMPK (SNF1/AMP-activated protein kinase) [3]. AMPK is a trimeric
protein complex with kinase activity which is allosterically activated by AMP.
Mammalian AMPK is sensitive to the cellular AMP:ATP ratio, which is a good indicator
of the energetic state of the cell. Activation of AMPK allows the cell to react to low ATP

by regulating processes like glucose transport. This is achieved by increasing
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translocation of a glucose transporter to the plasma membrane. Moreover, AMPK
regulates transcription, inhibiting promoters of glucose-repressed genes and
downregulating expression of biosynthetic genes. Low ATP levels and AMPK activation
also inhibit cell proliferation through the activation of p53 and stabilization of the cell

cycle inhibitor p27 [4, 5].

Another key element for the maintenance of energy homeostasis is TORC1. In
mammals, TORC1 is a multiprotein complex that contains the mammalian target of
rapamycin (MTOR). mTOR promotes protein synthesis, and it is highly active in
proliferating cells. It is activated by hormones and growth factors, and it is also
stimulated by intracellular amino acids. As recently reviewed by Wang et al [6], it is not
yet known whether amino acids activate mTOR directly or indirectly. A few proteins
which play a role in allowing mTor to sense amino acid levels are MAP4K3 [7] and Rag
A and B [8]. But their exact role in the pathway requires further studies. Ultimately, lack
of glutamine and leucin results in inhibition of mTor, which in turn leads to inhibition of
protein synthesis.

mTORC1 regulates protein synthesis by directly phosphorylating two types of
proteins that modulate components of the translational machinery: S6 kinases (S6Ks)
and the eukaryotic initiation factor (elF) 4E-binding protein (4E-BPs) [6]. Additionally,
amino acid starvation and mTor inhibition decrease cdc2 activity thus stopping cell
cycle. mTor inhibition also induces autophagy, which, as described above, helps cells
survive under low nutrient conditions.

AMPK activation can also lead to the indirect inactivation of mTor. Thus, a
reduction in either ATP levels or amino acid levels will ultimately lead to inhibition of
protein synthesis, cell growth arrest and induction of autophagy (Fig.1). In summary,
one cellular response when cells are confronted with lack of nutrients is to shift to

catabolism, thereby staving off an energetic collapse that could lead to cell death.
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Fig. 1. Nutrient deprivation triggers pro-survival signals or cell death.

Amino acid deprivation inhibits Tor activity, thus promoting autophagy and inhibition of
protein synthesis. Activation of AMPK by a high AMP/ATP ratio promotes catabolism
and inhibits anabolic processes such as protein and DNA synthesis; some of these
effects are mediated by p53 activation or Tor inhibition. The unfolded protein response
(UPR) is activated by ER stress caused by misfolded proteins when cells lack amino
acids or glucose required for protein synthesis. Under some circumstances, lack of
nutrients promotes cell death by classical apoptosis (left), apoptosis with atypical DNA
condensation (middle) or necrosis (right).

Lack of nutrients regulates Bcl-2 proteins

Caspases are proteases that are the effector enzymes for the apoptotic
program. Apoptotic cells are readily phagocytosed and apoptosis therefore limits
extracellular release of cytoplasmic content, which can induce inflammation [9]. There
are two main pathways to apoptosis. The extrinsic pathway, as reviewed by Kantari
and Walczak in this issue () is induced by extracellular proteins termed ‘death ligands’.
The intrinsic or mitochondrial pathway is mediated by the apoptosome, a protein
complex formed by caspase-9, Apaf-1 and the mitochondrial protein cytochrome c.
This complex is formed upon the release of cytochrome c from the mitochondrial
intermembrane space, an event that requires the proteins Bax and Bak, which

oligomerize and form a pore in this membrane. This process is regulated by other Bcl-2
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family proteins like the anti-apoptotic Bcl-2/Bcl-xL or Mcl-1, and the proapoptotic “BH3

only” such as Bim, Bid, Bad or PUMA [10], [see review by Dewson in this issue].

A number of studies have indicated that death induced by nutrient deprivation,
and especially by inhibition of glucose metabolism, is mediated by the mitochondrial
apoptotic pathway in many different cell types (Table1). For instance, low glucose
levels induce Bax translocation, a drop in mitochondrial membrane potential and
cytochrome c release in hematopoietic FL5.12 cells [11]. Moreover, glucose
withdrawal-induced death can be inhibited by Bcl-2 in MCF-7 cells [12] or by Bcl-xL in
Baf3 [13].

Recently, a number of studies have shown the importance of the amino acid
glutamine as a tumor-specific nutrient. Transformation by the oncogene myc drives
tumor progression, but it also confers sensitivity to glutamine depletion [14]. So far,
only a few studies have provided insight into death induced by glutamine deprivation
[15, 16]. Myc-transformed fibroblasts have been shown to die through the intrinsic
pathway of apoptosis when deprived of glutamine because overexpression of Bcl-2 or
a dominant-negative form of caspase-9 prevented death [15]. The authors also
demonstrated that caspase-8, a caspase implicated in the extrinsic pathway, was not

involved, since the expression of a viral inhibitor of caspase-8 did not prevent death.

Mitochondrial apoptosis is regulated by BH3-only proteins, which contain a Bcl-
2 homology motif (the BH3 motif) which promotes activation of Bax and Bak leading to
cytochrome c release. Amongst these proteins, Bad has been extensively linked to
glucose metabolism and glucose deprivation-induced cell death [17]. Bad has been
recently shown to behave as a “moonlighting” protein, serving a role in cell death but
also in glucose metabolism. Bad is present in a complex in the mitochondria which
includes the glycolytic enzyme glucokinase (hexokinase V). This complex displays
glucose phosphorylating activity and helps provide mitochondria with metabolic
intermediates for ATP production [18]. Moreover, Bad participates in glucose sensing

and blood glucose clearing. Bad-deficient mice develop glucose intolerance, and
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isolated pancreatic islets from Bad deficient animals secreted significantly lower

amounts of insulin when perfused with glucose [19] .

Involvement of Bad in glucose deprivation-induced cell death is supported by a
few experiments. Treatment of human leukemic cells with a glycolytic inhibitor led to
Bad dephosphorylation and BAX oligomerization on mitochondria [20]. Moreover,
analysis of Bad-deficient mice revealed that Bad mediates apoptosis induced by
glucose deprivation in mouse hepatocytes [18]. These experiments suggest that Bad
serves as a BH3-only protein to directly mediate mitochondrial outer membrane
permeabilization. However, the fact that this protein is involved in glucose sensing and
metabolism complicates the interpretation of these results. The same region of the
protein, the BH3 domain, mediates both functions of the protein: glucose metabolism
and cell death. It remains to be determined whether the implication of Bad in glucose
withdrawal-induced apoptosis is direct, through its effect on Bcl-2 family proteins, or

indirect, through its effects on glycolysis, or both.

PUMA is a BH3-only protein which is strongly induced in response to DNA
damage and growth factor withdrawal [see review by Ekert and Jabbour in this issue]. It
has been recently described that PUMA is induced by glucose deprivation in murine
hematopoietic cells [21]. Downregulation of PUMA with siRNA was sufficient to reduce
death induced by glucose deprivation, indicating that PUMA mediates glucose
withdrawal-induced cell death. PUMA can be induced in a p53-dependent manner after
DNA damage and growth factor withdrawal [22]. Zhao et al showed that PUMA
induction after glucose deprivation was also mediated by the transcription factor p53
[21]. Moreover, downregulation of p53 conferred a moderate protection from cell death,
consistent with the moderate downregulation of PUMA and p53 levels that could be
achieved by RNA.I. Intriguingly, however, although p53 was activated, its levels were
not altered upon glucose deprivation. Therefore, cell death after glucose deprivation
seemed to be dependent on PUMA induction and p53 activity, but not on induction of

p53.



Bim is one of the best studied BH3 proteins. Bim is essential for the execution
of some of the apoptotic stimuli that can be antagonized by Bcl-2, including growth
factor withdrawal and deletion of autoreactive T cells [23]. It was recently determined
that Bim is responsible for activation of the mitochondrial pathway in some cell lines
after endoplasmic reticulum (ER) stress [24]. This suggests that Bim may be involved
in death induced by nutrient deprivation, since one of the consequences of nutrient
deprivation is ER stress. Glucose is necessary for protein glycosylation, and amino-
acids are necessary for protein synthesis. Malfunctioning of protein glycosylation or
synthesis can cause accumulation of misfolded proteins, which leads to ER stress. For
this reason, it is possible that ER stress, rather than ATP deprivation, is the cause for
many of the consequences of glucose deprivation, including cell death. Supporting this
idea, it has been demonstrated that the glucose analog 2-deoxyglucose kills some cell

lines due to its effects on protein glycosylation rather than on ATP synthesis [25].

Bim is induced by ER stressors, and it was recently shown that Bim is also
induced upon glucose withdrawal in murine hematopoietic cells, possibly due to ER
stress caused by impairment of glycosylation [21]. Moreover, Bim mediates glucose
deprivation-induced cell death of these cells, as revealed by the use of RNAI. It was not
reported whether induction of Bim in this system was due to transcriptional or
posttranscriptional regulation; it is possible that both levels of regulation were altered,
since ER stress can induce both stabilization of the protein and transcription of Bim
MRNA [24]. Interestingly, the same transcription factor involved in upregulation of Bim
after ER stress, CHOP, is induced by amino acid deprivation [26]. This suggests that
upregulation of Bim could be the cause for apoptosis induced by lack of several types

of nutrients: glucose or amino acids.

Noxa is another BH3-only protein which can mediate apoptosis induced by
either ER stress [27] or by glucose deprivation. Noxa was shown to be involved in
apoptosis of Jurkat cells after glucose withdrawal, and downregulation of Noxa
conferred a competitive survival advantage to primary T cells under low glucose

conditions [28]. The authors hypothesized that the role of Noxa in this setting was
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related to its ability to neutralize the antiapoptotic Bcl-2 homolog Mcl-1, and when they
generated Jurkat cells with low levels of Mcl-1, they observed that these cells were
more sensitive to glucose deprivation than the wild type cells. Thus, Mcl-1, like Bcl-2
and Bcl-xL, can protect cells from glucose deprivation-induced apoptosis. Moreover, as
we will discuss later, Mcl-1 is regulated by glycolytic metabolism, which suggests that
downregulation of Mcl-1 may be relevant for apoptosis induced by absence of glucose

in different systems [29].

Nutrient deprivation also triggers necrosis and caspase-8 dependent apoptosis

Apoptosis has been defined as “controlled cell death”, in contrast to necrosis
that was described as a form of uncontrolled death that leads to the release of
cytoplasmic content. Recently it has been described that necrosis is not just a passive
process, but there are molecular mechanisms that are regulated during some forms of
necrosis. For instance, necroptosis (RIP dependent necrosis), is a form of caspase
independent, RIP kinase-dependent cell death [30]. Golstein and Kroemer reviewed
the events that frequently occur during necrosis, some of which are related with
mitochondrial dysfunction and can also occur during apoptosis: ATP depletion,
mitochondrial swelling, cytoplasmic Ca?* increase, Reactive Oxygen Species (ROS)

production, activation of proteases like calpains, and finally, membrane rupture [31].

As discussed above, cells frequently die by apoptosis through the mitochondrial
pathway when deprived of nutrients. However, many tumors have acquired resistance
to the mitochondrial pathway through the overexpression of the pro-survival Bcl-2, Bcl-
xL or Mcl-1, or mutations in pro-apoptotic BH3-only proteins or Bax and/or Bak. Bax
and Bak are Bcl-2 family proteins required for cytochrome c release, and cells which
are deficient in Bax and Bak cannot undergo apoptosis upon treatment with inducers
which Kill through the mitochondrial pathway. In the absence of Bax and Bak, some
apoptotic stimuli trigger necrosis. E. White and colleagues studied death induced by
metabolic stress (glucose deprivation under hypoxic conditions) in Akt-overexpressing

mouse baby kidney cells [32]. They showed that when subjected to metabolic stress,
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Bax, Bak-deficient cells died by necrosis. Conversely, their wild-type counterparts died
by apoptosis, indicating that metabolic stress induces apoptosis when Bax and Bak are
present, but necrosis in cells which cannot die by the mitochondrial pathway.
Intriguingly, however, a recent report indicated that mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) deficient in Bax and Bak die by apoptosis in response to glucose deprivation
under normoxia [33]. These cells bypassed the mitochondrial pathway by engaging
caspase-8, which is the apical caspase in the death receptor pathway of apoptosis.
Unfortunately, the caspase-8 activating complex was not identified. Caspase-8-
dependent apoptosis in response to glucose deprivation is not restricted to MEF: this
protease is also involved in death of HelLa cells upon glucose starvation. Since HelLa
cells die through the mitochondrial pathway in response to many stimuli, these results
suggest that caspase-8 may mediate death induced by glucose deprivation in other cell
types, perhaps through direct cleavage of caspase-3, or through the cleavage of the
BH3-only protein Bid which could trigger the release of mitochondrial pro-apoptotic

proteins.

Human adult cardiomyocytes downregulate many proteins of the apoptotic
machinery during development, including Apaf-1, Bax and caspases. Cardiomyocytes
were shown to die in a necrotic manner during experimental ischemia, which was
achieved by incubating cells in a saline solution under hypoxia [34]. Since heart and
brain ischemia (stroke) Kill millions of people every year, it will be of great relevance to
understand the mechanism of this form of caspase-independent cell death. ROS are
common mediators of ischemic cell death, suggesting that oxidation of cellular
components is the cause for necrosis, in the presence or absence of the apoptotic
machinery [35]. It is well known that nutrient deprivation frequently triggers generation
of Reactive Oxygen Species (ROS), since the lack of certain metabolic intermediates
impairs the production of antioxidants like gluthatione or NADPH [36]. Thus, under
some circumstances, cells may die of necrosis upon ischemia or nutrient deprivation
due to massive ROS production. It remains to be determined what tips the balance

towards apoptosis or necrosis in cells with an intact apoptotic machinery.
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Another example of non-apoptotic cell death induced by metabolic stress was
described by Yuneva et al. [15], who observed that glucose withdrawal induced cell
death in untransformed human fibroblasts. This form of death did not display classical
chromatin condensation, and was not inhibited by the antiapoptotic protein Bcl-2. While
caspase activation was not looked at in this model, the authors suggested that this
form of death was not apoptotic. However, it is possible that in this system, as in Bax,
Bak deficient MEFs, caspase-8 mediates cell death. Cell death without classical
chromatin condensation was observed after subjecting human HepG2 hepatoma cells
to glucose deprivation [37]. These authors also used the term ‘necrosis’ to describe this
form of cell death, as neither Annexin binding or nuclear condensation could be
observed. However, caspase inhibitors prevented cell death, and death was
accompanied with caspase activation which shows that, by definition, this death was
apoptotic. Thus in the absence of glucose, cells can die in a manner which is
dependent on caspases but which can be mistaken with necrosis due to the lack of
classical chromatin condensation. Indeed, Caro-Maldonado et al reported atypical,
non-apoptotic chromatin condensation upon glucose deprivation in Bax, Bak-deficient

MEFs, although these cells showed all other hallmarks of apoptosis [33].

As a summary, we can conclude that nutrient deprivation can induce apoptosis,
necrosis, and caspase-dependent cell death without some classic apoptotic features,
such as chromatin condensation (Fig. 1 and Table 1). It remains to be determined
which factors determine whether cells die by apoptosis or necrosis. It has been
suggested that ATP depletion can promote a switch to necrotic cell death in response
to certain pro-apoptotic stimuli. Apoptosis is considered to be an ATP-dependent
process and frequently described as “energy dependent death” while necrosis is
thought to be a more ‘passive’ form of death. For this reason, it could be hypothesized
that nutrient deprivation could induce apoptosis or necrosis depending on how much
ATP is depleted by nutrient removal. However, the assumption that apoptosis requires
ATP remains to be formally proven, since so far it is not possible to deplete ATP from a
whole cell without altering many other parameters. Original experiments that led to the

hypothesis of requirement of ATP for apoptosis were performed in Jurkat cells which
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were incubated with an inhibitor of respiration in the absence of glucose. Under these
ATP depleting conditions, apoptosis inducers such as staurosporine or a death ligand
triggered a necrotic death without apoptotic features [38-40]. Thus, it was concluded
that ATP depletion leads to a switch from apoptosis to necrosis. However, ATP
depletion is only one of the many consequences of the simultaneous inhibition of
respiration and glycolysis. This severe form of starvation could potentially lead to a
reactive oxygen species burst which could be responsible for the switch between
apoptosis and necrosis. Moreover, since tumor cells frequently make fatty acids and
nucleotides from glucose, it remains possible that apoptosis was inhibited due to the

loss of certain lipids or nucleotides, and not as a consequence of a drop in ATP.

In vitro studies had shown that formation of the apoptosome requires ATP or
dATP [41]. It was thus argued that the switch from apoptosis to necrosis observed in
Jurkat cells was due to the inability to activate the apoptosome. However, levels of
dATP inside cells are usually high enough to allow apoptosome formation.
Furthermore, in recent years it has been shown that ATP inhibits -rather than promote-
apoptosome formation [42, 43]. Moreover, in several cell lines, reduction of ATP levels
by glucose removal does not switch the form of death to necrosis, but it enhances
apoptosis. Apoptosis induced by TRAIL, TNF or Fas ligation occurs faster when ATP
levels are reduced by incubating cells in the absence of glucose [44, 45]. Moreover,
ATP levels decrease during apoptosis, and it was shown that when mitochondrial ATP
production is maintained during the apoptotic execution phase, cell membrane
permeabilization is delayed [46]. Thus, at presence, there is not enough evidence to

conclude that apoptosis is an energy dependent process.

Table 1. Nutrient starvation induces cell death.

INDUCTORS Response | Molecules References

implicated
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Glucose Apoptosis Bax, Bcl-2, Vander Heiden et al [11], Lee et al
withdrawal Bcl-xI, Mcl-1 [12], Gonin-Giraud et al [13], Alves
et al [28].
Caspase-8 Caro-Maldonado et al [33]
Bad, PUMA, Danial et al [17], Zhao et al [21],
Bim Alves et al [28].
Noxa, p53
Necrotic Yuneva et al [15], Suzuki et al [37]
phenotype
Survival AMPK, Jones et al [4], Liang et al [5],
mTOR, p53 Wang et al [6]
Ischemia, Necrosis, AKT, ROS, Degenhardt et al [32], Bahi et al
ischemic-like in apoptosis Bax, Bak [34]. For reviews, see Lee et al [47],
vitro conditions Broughton et al [35]
Glutamine Apoptosis Myc, Bcl-2, Yuneva et al [15], Julie et al [16]
withdrawal caspase-9

Deciding whether to die or to live depending on food availability.

Despite the common belief that ATP is required for apoptosis, most reports

indicate that impairment of glycolysis generates a stress that would sensitize cells to

other death inducers. Glucose deprivation or treatment with glycolytic inhibitors would

thus synergize with chemotherapy, a phenomenon that can be exploited for therapeutic

purposes. For instance, glycolytic inhibitors reverse resistance of leukemia cells to

glucocorticoids [48] and sensitize cells from solid tumors to cisplatin, adriamycin and

paclitaxel [49, 50]. The mechanism behind these effects is still unknown. It is possible

that metabolic stress, like other forms of stress, promotes an imbalance in the amount

of pro-apoptotic versus anti-apoptotic members of the Bcl-2 family. As discussed,

nutrient levels can affect the levels or activity of p53, PUMA, Bad and Bim, which may

be responsible for the sensitization or ‘synergistic’ effects of glucose deprivation with
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other apoptotic inducers (Fig.2). Moreover, it was described that glucose deprivation
and 2-deoxyglucose downregulate Mcl-1 protein levels [21, 51]. In a recent report, Ricci
and colleagues showed that Mcl-1 levels are reduced through an AMPK- and mTor-
mediated block in translation upon inhibition of glycolysis. This makes cells susceptible
to death ligands [51]. Indeed, a synergism between glycolytic inhibitors and death
ligands TRAIL, FasL and TNF has been observed in several systems [44, 52, 53]. It is
possible that in many cell lines glucose regulates death-ligand induced apoptosis at
other levels besides Bcl-2 proteins. Sensitization to death ligands was shown to occur
in some cell lines through glucose withdrawal-triggered downregulation of FLIP levels
[45]. Moreover, glucose deprivation also conferred sensitivity to FasL to cells that do
not require mitochondrial permeabilization to die (type | cells), and it enhanced the

association of caspase-8 with TRAIL Receptor [44].

These results indicate that lack of nutrients sensitizes cells to apoptosis. A
slightly different interpretation of this phenomenon is that an active glucose metabolism
generates a signal that protects cells from apoptosis. Could this then mean that one of
the consequences of having an active glycolytic metabolism is to generate a signal that
protects from death? Could an enforcement of glycolysis help cells avoid apoptosis?
An elegant approach was used by Rathmell and colleagues to demonstrate that the
upregulation of glycolysis per se is sufficient to confer resistance to cytokine
deprivation [54]. Overexpression of a glucose transporter and a hexokinase (the
enzyme that catalyzes the first step of glycolysis) was sufficient to prevent death of IL-
3-dependent cells when they were deprived of this cytokine (Fig. 2). Using this same
system they showed that upregulation of glycolysis prevented cytochrome c release
through maintenance of levels of Mcl-1. Mcl-1 is normally downregulated after IL-3
deprivation due to its phosphorylation by GSK-3 (glycogen synthase kinase 3), which is
a kinase that triggers Mcl-1 degradation when active [55]. Zhao et al [56] observed that
the enforcement of glucose metabolism keeps GSK-3a and 3 inactive, thus
preventing the loss of Mcl-1. Interestingly, they also showed that glucose metabolism

protected from the overexpression of Bim after transfection. Thus, a higher glycolytic
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metabolism is sufficient to confer resistance not only to growth factor removal, but also

to the expression of a ‘killer’ BH3-only protein.

Another manner in which glucose metabolism impinges on apoptosis is through
regulation of induction of PUMA. As we have discussed above, glucose deprivation
induces PUMA. Conversely, enforcement of glucose uptake and metabolism was
shown to prevent PUMA induction by growth factor withdrawal [21]. Thus, an active
glycolytic metabolism may be part of the strategy that tumor cells use in order to

escape social controls and survive in the absence of growth factors.

Intriguingly, nutrient deprivation can inhibit apoptosis induced by certain stimuli.
For instance, apoptosis induced by some DNA-damaging chemotherapeutic agents
can be reduced in the absence of glucose, or when cells are treated with 2-
deoxyglucose [57, 58]. It is unclear why inhibition of glycolysis would impair cell death
induced by DNA damaging agents. It is tempting to speculate that the reason is that
nutrient deprivation generally causes cell cycle arrest. Since many chemotherapeutic
drugs require cells to be proliferating in order to kill them, the use of an antiglycolytic

agent which induces cell cycle arrest may be counterproductive.
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Figure 2. Nutrients regulate the mitochondrial apoptotic machinery at multiple levels.
Nutrients regulate Bcl-2 family proteins. Enforcement of glucose metabolism through
overexpression of a glucose transporter plus hexokinase (HK) leads to maintenance of Mcl-1
and protection from Interleukin-3 withdrawal or Bim overexpression. Lack of glucose (glc,
depicted as boiled sweets) activates p53, which can lead either to apoptosis mediated by
induction of PUMA, or to cell growth arrest. Glucose deprivation also causes Bad
dephosphorylation and Noxa-mediated apoptosis. Glucose withdrawal leads to induction of Bim,
possibly mediated by the ER stress response. Amino acid withdrawal could also potentially lead
to Bim induction as part of a CHOP-mediated ER stress response.

Targeting glucose and glutamine metabolism for cancer therapy.

One of the hallmarks of cancer is the acquisition of resistance to apoptosis. This
resistance is achieved through mutations or deregulation of levels of multiple proteins
of the mitochondrial and the extrinsic pathway. Despite this, we use chemotherapy to
treat tumors. Chemotherapy works because it kills proliferating cells better than non-
dividing cells, and because chemotherapeutic drugs can kill cells in a non-apoptotic

manner.
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Interestingly, 2-deoxyglucose and other inhibitors of glycolysis are stimuli which
can kill tumor cells better than non transformed cells [1]. 2-deoxyglucose is now being
tested for use as a single agent or in combination as an anti-cancer agent in the United
States [59] and has shown efficacy in India as a radiosensitizer [60]. The rationale
behind the use of an anti-glycolitic agent for tumor treatment was provided by Warburg
many years ago who showed that tumor cells have a different metabolism to normal
cells. A consequence of this is that transformed cells are more sensitive to deprivation
of some nutrients; particularly, glucose [1]. It was thought for many years that tumors
are more glycolytic than non transformed cells because of mutations in mitochondrial
DNA, which would lead them to rely on anaerobic glycolysis instead of respiration.
Indeed, these mutations are frequent in tumors. Another possibility is that tumor cells
have “learnt” to live without oxygen, and thus use glycolysis instead of respiration
because they have to grow under low oxygen conditions. However, recently it has been
realised that many of the genes that initiate tumorigenesis (oncogenes and tumor
suppressors) are closely linked to metabolic regulation. p53 deficiency, transformation
with c-myc or Ras, or alterations in PTEN/Akt pathway can all alter glucose and
glutamine metabolism allowing cells to proliferate faster [4]. Alterations in metabolism
are thought to allow tumors to avidly take nutrients and use them as building blocks for
proliferation. Glucose, for instance, could mainly be used to produce nucleotides,

instead of as an ATP source.

But why do tumor cells die when deprived of nutrients? This could be a similar
scenario to standard chemotherapy. For example, tumor cells are more sensitive to
inhibitors of DNA synthesis because they need to make more DNA than non-
transformed cells. Extending this line of reasoning we could say that tumor cells are
more sensitive to nutrient deprivation because they need more nutrients than non-
proliferating cells. But still, why do these cells not stop cycling instead of dying? In
other words, what makes a cell try to commit suicide instead of arrest and wait for
better times? Although we are still far from an answer, it is possible that the reason why
these cells die may be related with the inability to undergo autophagy and/or to stop the

cell cycle, which occurs frequently in tumors.
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One factor that can determine whether a cell dies or lives in response to nutrient
deprivation is whether autophagy is engaged. As we have discussed, AMPK, the major
energy sensor, is involved in cell cycle arrest and adaptation to stimuli which produce a
drop in ATP levels. The signaling pathway downstream of AMPK protects cells from
undergoing apoptosis in response to glucose deprivation [61]. One of the
consequences of AMPK activation is induction of autophagy to help generate energy
and building blocks (Figure 1). Since tumor cells frequently display a reduced capacity
to undergo autophagy, this may contribute to their susceptibility to nutrient deprivation

[32].

Other downstream targets of AMPK are cell cycle inhibitors p27 and p53, which
are activated by AMPK and glucose deprivation. Both of these proteins have been
reported to protect cells from nutrient deprivation downstream of AMPK, an effect that
may be related to the ability of these proteins to stop cell cycle but also to induce
autophagy [5, 62-64]. We are hereby presented with a situation in which p53, the
“bona-fide” apoptotic inducer, instead of being pro-apoptotic, protects from apoptosis.
In conclusion, targeting tumor metabolism may be doubly selective for tumor cells,
since it would affect proliferating cells more than quiescent cells, and on the other
hand, cells that lack p53, which are frequently resistant to chemotherapy, would be

more sensitive than p53-positive cells.

Conclusions and future perspectives

Starvation can induce cell death, but it also regulates death induced by other
inducers. Solid tumors are a mass of rapidly growing cells that frequently have an
imperfect blood supply and many cells within the mass may be starving or close to
starvation. The high energy needs and special metabolism of tumors provide a
potential that the cells natural responses to starvation can be used to target tumor cells
and potentially synergise with other therapies. Therefore there is a great interest in

trying to understand how cells respond to starvation and how this might interfere with
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existing tumor therapies. However, most researchers culture their (mostly transformed)
cells in rich medium with plenty of nutrients thereby limiting their ability to detect
processes that can occur in vivo, where cells compete with each other for nutrients. As
an example, Alves et al observed upregulation of Noxa by TCR stimulation, but a role
for this protein on cell survival could only be detected when cells were grown in low

glucose [28].

A number of questions concerning relations between cell metabolism and cell
death remain to be solved. Since nutrients regulate Bcl-2 proteins, inhibitors of
metabolism could synergize, positively or negatively, with other therapies. But, which
apoptotic stimuli, especially the ones of clinical relevance, are more effective when
combined with inhibitors of metabolism? Which BH3-only or anti-apoptotic Bcl-2
homologs are responsible for the synergistic effects observed in vitro between glucose
deprivation and chemotherapy? Can this synergy be proven in animal models?
Regarding the use of inhibitors of glycolysis and glutaminolysis, it remains to be
determined which BH3-only proteins are responsible for death induced by inhibitors of
these routes in tumor cells. Mutations in these proteins should thus predict sensitivity to
anti-metabolic drugs. Moreover, could nutrient deprivation lead to autophagy-
dependent necrotic cell death —since nutrient deprivation is a potent autophagic
inducer- or to caspase-independent cell death, as observed in cardiomyocytes under
ischemia? What are the differences, in terms of cell death, of targeting glucose
metabolism, glutamine metabolism, oxygen availability or all of them? Answers to these
questions may help us protect cells during ischemia, and may help us design better,

more selective therapies against tumors.
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Figure and table legends

Figure 1. Nutrient deprivation triggers pro-survival signals or cell death.

Amino acid deprivation inhibits Tor activity, thus promoting autophagy and inhibition of
protein synthesis. Activation of AMPK by a high AMP/ATP ratio promotes catabolism
and inhibits anabolic processes such as protein and DNA synthesis; some of these
effects are mediated by p53 activation or Tor inhibition. The unfolded protein response
(UPR) is activated by ER stress caused by misfolded proteins when cells lack amino
acids or glucose required for protein synthesis. Under some circumstances, lack of
nutrients promotes cell death by classical apoptosis (left), apoptosis with atypical DNA
condensation (middle) or necrosis (right).

Figure 2. Nutrients regulate the mitochondrial apoptotic machinery at multiple
levels. Nutrients regulate Bcl-2 family proteins. Enforcement of glucose metabolism
through overexpression of a glucose transporter plus hexokinase (HK) leads to
maintenance of Mcl-1 and protection from Interleukin-3 withdrawal or Bim
overexpression. Lack of glucose (glc, depicted as boiled sweets) activates p53, which
can lead either to apoptosis mediated by induction of PUMA, or to cell growth arrest.
Glucose deprivation also causes Bad dephosphorylation and Noxa-mediated
apoptosis. Glucose withdrawal leads to induction of Bim, possibly mediated by the ER
stress response. Amino acid withdrawal could also potentially lead to Bim induction as
part of a CHOP-mediated ER stress response.

Table 1. Nutrient starvation induces cell death.
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