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ABREVIATURAS

2HE: 2-hidroetidio

ABB: Annexin Binding Buffer; Tampon de union de anexina

AIF: Apoptosis Inducing Factor; Factor de induccion de apoptosis
Akt: Protein quinasa B

Ann-V: Anexina-V

Apaf-1: Apoptotic protease activating factor 1; Factor de activacion de proteasa
apoptotica 1

APS: Persulfato de amonio

BNGE: Electroforesis nativa en gel en gradiente de poliacrilamida
BSA: Albdmina sérica bovina

BTK: Tirosina quinasa de Bruton

CAC: Ciclo del &cido citrico

Células NK: Células Natural Killer; Asesinas naturales

c-FLIP: cellular Flice-Like Inhibitory Protein; Proteina inhibidora similar a “Flice”
(caspasa 8)

CI; CII; ClHII; CIV; CV: Complejo I; complejo 11; complejo 111; complejo IV; complejo V
CLL: Leucemia linfocitica cronica

CoQ: Coenzima Q

COX: Citocromo c oxidasa

CS: Citrato sintasa

CTL: Linfocitos T citotoxicos

Cyt c: Citocromo ¢

DCA: Dicloroacetato

DCF: Diclorofluoresceina

DCPIP: 2,6-Diclorofenol indofenol



Abreviaturas

DcR1; DcR2: Decoy Receptor 1; Decoy Receptor 2; Receptor sefiuelo 1; Receptor
sefiuelo 2

DD: Death Domain; Dominio de muerte
DED: Death Effector Domain; Dominio efector de muerte
DHE: Dihidroetidio

DISC: Death-Inducing Signaling Complex; Complejo de sefializacion de la induccion de
muerte

DNP: Dinitrofenol

DR4; DR5: Death Receptor 4; Death Receptor 5; Receptor mortal 4; Receptor mortal 5
DTNB: Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitro-benzoico)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FADD: Fas Associated Death Domain; Dominio de muerte asociado a Fas
FDA: Food and Drug Administration

Gal: Galactosa

Glu: Glucosa

H.DCF-DA: Dihidrodiclorofluoresceina diacetato

HIF: Factor inducible por hipoxia

IFN- y: Interferon gamma

LUV: Large Unilamellar Vesicles; Vesiculas grandes unilaminares

LUV-TRAIL: Liposomas tipo “LUV” unidos a la fraccion extracelular recombinante de
TRAIL

MCL: Linfoma de células de manto

mETC: Cadena de transporte electrénico mitocondrial

MHC-I: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |

mTOR1: mammalian Target Of Rapamycin 1; Diana de rapamicina de mamiferos 1
MTT: Bromuro de dimetil-tiazolitetrazolio

NADH-DH: NADH deshidrogenasa

OAA: Oxalacetato



Abreviaturas

OXPHOS: Fosforilacion oxidativa mitocondrial
PBS: Tampon fosfato salino

PDH: piruvato deshidrogenasa

PDKZ1.: Piruvato deshidrogenasa quinasa 1
PI3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa

PS: Fosfatidil serina

PVDF: Polivinil difluoruro

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPP: Ruta de las pentosas fosfato

SC: Supercomplejo respiratorio

SDS: Dodecil sulfato sédico

SFB: Suero fetal bovino

TEMED: Tetrametiletilendiamina

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand; Ligando inductor de apoptosis

relacionado con TNF

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. RESUMEN

Cuando una célula normal del organismo se convierte en tumoral, ésta sufre una

amplia remodelacion metabolica. Entre otros cambios, las células tumorales cambian su
forma de obtener energia, pasando de realizar la respiracion aerobia a la anaerobia. Esto
es conocido como el “efecto Warburg”. En los Gltimos anos, se esta empezando a utilizar
este cambio metabolico como diana contra el cancer. En este trabajo, se ha estudiado el
metabolismo glucidico del cancer a través de dos aproximaciones. Por una parte, se ha
utilizado el dicloroacetato (DCA), farmaco que fuerza a las células a realizar la
fosforilacion oxidativa mitocondrial, como agente sensibilizador de lineas celulares de
distintos origenes frente a la accion citotoxica de TRAIL unido a liposomas o de ibrutinib.
Por otra parte, se ha caracterizado la funcionalidad de la cadena de transporte electronico
mitocondrial (METC) y su influencia en el metabolismo glucolitico de la linea celular
L929dt, derivada de la linea de fibroblasto de raton L929, que sufri6 un proceso
espontaneo de pérdida de adhesion a la placa de cultivo. Los resultados muestran que el
DCA es capaz de sinergizar con los fArmacos utilizados en las lineas celulares ensayadas.
Ademas de esto, las células L929dt presentan una disminucion en la incorporacion del
complejo I de la mETC en supercomplejos, lo cual reduce su capacidad respiratoria y las

hace sensibles al DCA.

When normal cells become tumorigenic, they undergo a large metabolic shift.
Among other things, tumor cells change their way of obtaining energy, shifting from
aerobic to anaerobic respiration. This phenomena is known as “Warburg effect”. In the
last years, tumor metabolism has become a novel and promising approach against cancer.
In this work, glycolytic metabolism of cancer has been studied through two different
approaches. On the one hand, dichloroacetate (DCA), a drug which forces cells to perform
oxidative phosphorylation (OXPHOS), has been used to sensitize several cell lines to the
cytotoxic effect of either liposome-bound TRAIL or ibrutinib. On the other hand, it has
been characterised the mitochondrial electron transport chain (mETC) functionality and
its influence in the glycolytic metabolism of L929dt cells, a tumor cell derived from
mouse fibroblast L929, which suffered a spontaneous detachment from the culture dish.
Results show that DCA can synergise with both drugs in the studied cell lines. Apart from
this, L929dt cells have defects in mETC complex | ability to form supercomplexes, which

limits their OXPHOS performance and turns them sensitive to DCA action.



2. INTRODUCCION

2.1. Bases moleculares del cancer

La carcinogénesis, u oncogénesis, es un proceso mediante el cual una célula
normal se transforma en célula tumoral. Las células tumorales, debido a la acumulacion
de mutaciones en su material genético, comienzan a proliferar de manera autonoma y
descontrolada, conformando un nuevo tejido o neoplasia [1]. Este tumor crece
inicialmente de manera local, en su tejido originario. Durante este estadio de crecimiento
se conoce como tumor primario o benigno. No obstante, conforme avanza en su
crecimiento, este tejido canceroso comienza a adquirir caracteristicas invasivas, pasando
a ser un tumor maligno [2]. Posteriormente, estas células malignas pueden abandonar el
tejido originario y colonizar otros tejidos del organismo. Este Gltimo proceso se conoce

como metastasis.

El cancer es una enfermedad altamente heterogénea. A lo largo de los afios, se han
descrito mas de 100 tipos de canceres, e incluso pueden encontrarse subtipos de canceres
dentro del propio tejido neopléasico [3, 4]. La carcinogénesis es inespecifica de tejido y
puede originarse por una gran variedad de mutaciones. Asi pues, el cancer supone una
enfermedad de una amplia diversidad, lo que complica en gran medida su estudio para
tratar de combatirla. No obstante, las células cancerosas durante su desarrollo poseen una
serie de capacidades comunes entre ellas que las definen, que son: evasion de la apoptosis,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis prolongada en el tiempo, autosuficiencia
sobre los factores de crecimiento, insensibilidad a sefiales inhibitorias de crecimiento e
invasion de los tejidos y metastasis [5]. Una revision posterior de este trabajo permitid
afiadir otras caracteristicas comunes que comparten los tumores: inflamacion del tumor,
inestabilidad gendmica, evasion de la respuesta inmunitaria y remodelacion del

metabolismo energético [6] (Fig.2.1).
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Figura 2.1 Caracteristicas comunes en el desarrollo de los tumores y ejemplos ilustrativos de terapias
para combatirlos [6].

2.1.1. Requerimientos minimos para la transformacion oncogénica
Las células tumorales, para poder obtener las capacidades que las definen [6],
deben primero haber estado sujetas a ciertas mutaciones que afectan a 3 aspectos

esenciales en su crecimiento y regulacion:

e Potencial replicativo ilimitado: las células normales poseen una capacidad de
replicacion limitada [7]. Esto es principalmente debido a la pérdida progresiva de
la actividad de la enzima telomerasa, cuya funcion consiste en replicar los
telomeros de los cromosomas. Esta actividad es esencial para mantener la
estabilidad del genoma. Por tanto, conforme pasa el tiempo, los telomeros se van
acortando debido a esta pérdida de actividad, y esto termina provocando
eventualmente la inhibicion de la replicacion y la muerte de la célula [7]. Sin
embargo, las células tumorales readquieren esta actividad telomerasa,
encontrandose constitutivamente activa [8], lo cual implica el mantenimiento de

la longitud de los telomeros y, por tanto, el desbloqueo del limite replicativo.
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¢ Inactivacién de genes supresores de tumores: una de las adversidades a las que se
enfrenta una célula tumoral desde sus inicios es la manera de inhibir las sefiales
antiproliferativas. Esto lo consiguen gracias a la mutacién en genes supresores de
tumores. Estos genes suelen estar asociados al control del ciclo celular en funcién
de las sefiales de crecimiento del entorno (en forma de citoquinas o factores de
crecimiento) o del dafio interno de la célula (lesion de un organulo, dafio en el
DNA, etc.). Los ejemplos méas representativos son los genes que codifican la
proteina del retinoblastoma (pRb) y p53 [6]. Una mutacion en alguno de estos
genes conlleva una falta de sensibilidad a errores internos y a las sefales
antiproliferativas, lo cual impide la parada en el ciclo celular para la correccién
de errores, o la induccién de apoptosis en la célula, promoviendo asi el
crecimiento anémalo del tumor.

e Ganancia de actividad de protooncogenes: los protooncogenes son genes que en
situacion fisioldgica codifican proteinas que participan en el control del
crecimiento celular. Cuando estos genes sufren una mutacion, puede ocurrir que
codifiquen proteinas patolégicamente activas o que las sobreexpresen, de manera
que la célula sufre un crecimiento acelerado y sin control. A estos genes mutados
se les denomina oncogenes. Se han descrito una amplia cantidad de oncogenes en
células tumorales, como por ejemplo receptores de factores de crecimiento,

proteinas citoplasmaticas de transduccion de sefial o ciclinas [5].

2.1.2. Metabolismo del cancer

Paralelamente a los cambios producidos durante la transformacién oncogénica,
las células tumorales recién formadas sufren en general una rapida remodelacion en su
metabolismo. Uno de los cambios mas llamativos, observado por primera vez por Otto
Warburg [9] es la preferencia por realizar la ruta fermentativa de la glucdlisis en lugar de
la respiracion y la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOS), incluso en presencia
de oxigeno. De esta manera, a pesar de obtener ATP de una forma menos eficiente, es
decir, utilizando una mayor cantidad de glucosa (dos moléculas de ATP obtenidas por la
ruta fermentativa en comparacion con las 34 moléculas de ATP por molécula de glucosa
obtenidas por la ruta OXPHOS), si lo consiguen con una mayor rapidez. Este fendbmeno

es conocido como “efecto Warburg”.
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2.1.2.1. Causas de la pérdida de la respiracion mitocondrial

Basandose en esta teoria, O. Warburg propuso ademas que la causa originaria de
este cambio hacia un fenotipo mas glucolitico podrian ser defectos en el metabolismo
energético, principalmente los llevados a cabo por la mitocondria. Si bien se ha observado
una gran variedad de mutaciones en mitocondrias de diversas células tumorales [10], estos
defectos no son los Unicos que son capaces de causar una pérdida en la actividad

respiratoria mitocondrial. De hecho, pueden ser muy diversos:

Por una parte, la gran mayoria de los tumores se ven forzados a crecer en un
microambiente poco vascularizado, es decir, en hipoxia. Esta situacion fuerza a las células
a su adaptacion metabolica por medio de la activacion de moléculas como los factores
inducibles por hipoxia (HIF-1 y HIF-2). Estos factores por su parte promueven la
glucdlisis e inhiben la utilizacion del ciclo del acido citrico (CAC) y de la via OXPHOS,
a través de la inhibicion de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1), para
obtener energia [11].

Por otra parte, y tal como se ha explicado con anterioridad, durante el proceso de
transformacion oncogénica se producen mutaciones de protooncogenes o/y de genes
supresores de tumores claves en la regulacién del metabolismo celular. Esta alteracién
provoca un cambio en el tumor hacia un fenotipo glucolitico. Unas de las mutaciones mas
encontradas en el cancer son las de la familia de protooncogenes Ras, y p53 [12, 13].
Ademas de estos genes, existen otros oncogenes que alteran diversas rutas de sefializacion
celular, como la ruta de supervivencia y proliferacion PI3K/Akt/mTORCL1 (fosfatidil
inositol 3 quinasa / protein quinasa B / mammalian target of rapamycin 1) y Myc, que se
encuentran activas en células tumorales de forma continua e independiente de los factores
de crecimiento extracelulares. Esta activacion no regulada promueve un metabolismo
acelerado, mediante la promocién de la transcripcion de enzimas glucoliticas y un
aumento en la toma de nutrientes y sintesis de biomoléculas [14]. Estas rutas también se

conocen como rutas oncogénicas.

Adicionalmente, otra causa de esta remodelacion metabdlica puede ser la
mutacion directa de enzimas o sistemas claves en el buen funcionamiento de la
respiracion aerobia, como la piruvato quinasa [15], la isocitrato deshidrogenasa [15] o

mutaciones en la mitocondria, como ya se ha comentado [10, 16].
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Para finalizar, se ha observado que este aumento de la utilizacion de la ruta
glucolitica por si mismo también es capaz de inhibir la respiracion [17]. Este efecto es
conocido como el “efecto Crabtree”. Se ha sugerido que esto sucede debido a la
competicion entre enzimas de la glucolisis y de la ruta OXPHOS por el ADP y Pi cuando

se estimula la ruta glucolitica [18].
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Figura 2.2. Rutas de sefializacion y su regulacién en el metabolismo del cancer [15].

2.1.2.2. Rutas alteradas en la sintesis de biomoléculas

Independientemente de las causas de esta transformacion metabolica, la ruta
glucolitica de obtencion de energia no es la Unica en sufrir cambios. Con el fin de
proliferar rdpidamente, las células tumorales deben sintetizar rapida y continuamente
biomoléculas para un adecuado crecimiento y division. Para ello, parte de la glucosa que
entra en la glucdlisis se utiliza regenerar el NAD* mediante fermentacion lactica, mientras
que la otra parte de esa glucosa se convierte en acetil-CoA para la sintesis de acidos grasos
[14]. Ademas de esto, los esqueletos carbonados de la glucosa y sus derivados son
utilizados para la sintesis de aminoacidos no esenciales y &cidos nucleicos mediante la
ruta de las pentosas fosfato (RPP) [14]. Por dltimo, las células tumorales requieren
aminoacidos como glutamina como fuente de nitrégeno para la sintesis de otros

aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos [14].
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Por tanto, observando el panorama general, se puede concluir que las células
tumorales sufren una importante remodelacion en su metabolismo respecto a las células
normales, potenciando o inhibiendo rutas importantes para el crecimiento celular normal,
con el objetivo de garantizar su supervivencia y una proliferacion acelerada. Este hecho
hace acrecentar el interés acerca del metabolismo cancerigeno como una posible diana
terapéutica para combatir esta enfermedad. El uso de inhibidores de rutas metabolicas que
estan potenciadas en las células tumorales, o de potenciadores de rutas metabdlicas que

estan inhibidas en ellas supone un acercamiento potencialmente prometedor [19].

2.1.3. Progresién tumoral y metéstasis

Todos estos cambios descritos no son los Unicos que sufren las células tumorales.
Como ya se ha comentado anteriormente, conforme las células tumorales se van
asentando en el tejido donde crecen, éstas comienzan a sufrir una serie de cambios en su
fenotipo, de manera que se va formando un tumor secundario, diferente al de partida, con
capacidad angiogénica e invasiva [20]. Las células que se forman de este modo reciben
el nombre de células metastaticas. Dichas células poseen la capacidad de abandonar el
tejido donde crece el tumor primario y viajar a través de los vasos sanguineos hasta llegar
a otro tejido del organismo, donde vuelven a adquirir la capacidad de adhesion y

comienzan a proliferar en él.

Las células metastaticas poseen cierta predileccién a crecer en determinados
tejidos [21]. Este hecho ya fue observado a finales del siglo XI1X por Stephen Paget, quien
hipotetizd que, al igual que las semillas de una planta, las células metastaticas se reparten
por todas las direcciones, sin embargo sélo podran crecer en determinados ambientes
[22]. Esta hipotesis se conoce como “seed and soil 7, donde la semilla (seed) seria el tumor
primario y el suelo (soil) seria el microambiente del 6rgano hospedador. Esta teoria fue
discutida varios afios después, argumentando que los patrones de circulacion en la sangre
de los tumores desde el tejido originario explicaba la especificidad de 6rgano en la
metastasis [23]. Sin embargo, esta Gltima hipotesis fue desmentida, ya que se demostrd
que aunque las células tumorales circulaban por todos los 6rganos, solo se producia
metastasis en algunos selectivamente [24, 25]. Por tanto, el crecimiento de una célula
metastatica en otro 6rgano depende de las interacciones que se produzcan entre dicho

tumor y el tejido hospedador.
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El proceso de metéstasis tumoral sigue siendo objeto de controversia en la
comunidad cientifica, y todavia quedan por aclarar los mecanismos internos precisos que
suceden en la célula. A pesar de ello, la sucesion de eventos generalmente aceptada es la
siguiente: primeramente, las células tumorales primarias sufren un cambio en su fenotipo
y comienzan a secretar moléculas sefial proangiogenicas, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), en respuesta al ambiente hipoxico que las rodea. Estas
sefiales provocan una vascularizacion progresiva alrededor del tumor [26]. Una vez que
se encuentra vascularizado, las células tumorales adquieren la capacidad de atravesar la
membrana basal. Esto lo logran mediante diversos mecanismos, como la pérdida de
adhesion al tejido primario [27], la ganancia de motilidad celular [28, 29] y la secrecidn
de proteasas [30]. Este proceso se conoce como transicion epitelio-mesenquimal. Una vez
que se encuentran en los vasos sanguineos, pueden migrar a través de él hasta llegar a
otro tejido del organismo. Alli, estas células metastaticas sufren un segundo cambio de
fenotipo, donde vuelven a ser capaces de adherirse al epitelio y comienzan a crecer de
nuevo [31].

Actualmente, no existen tratamientos especificos para detener la metéstasis, si
bien se han propuesto posibles dianas terapéuticas y terapias [21]. Ademas de esto, la
falta de conocimiento sobre la rapidez de los eventos de progresion tumoral impiden
definir en qué estadio seria relevante clinicamente administrar dicha terapia [32]. Por
tanto, existe un gran interés en averiguar con mayor profundidad las bases moleculares

del evento metastatico para poder encontrar tratamientos mas efectivos.

2.2. Organizacion de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial (METC)

La cadena de transporte electronico mitocondrial (mETC) esta organizada como
una serie de complejos respiratorios multiproteicos en la membrana interna mitocondrial
que se encargan en conjunto de aceptar los electrones provenientes de moléculas
donadoras como NADH [complejo | (Cl)] o FADH: [complejo I (CII)], para la
formacion de H.O vy la creacion de un gradiente electroquimico que desemboca en la

sintesis de ATP por parte del complejo ATP sintasa [también llamado complejo V (CV)].

La forma en la que se asocian estos complejos en la mETC ha sido objeto de
debate en la comunidad cientifica. Por un lado, existe el modelo clasico o fluido, que es
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el que mayor aceptacion ha tenido hasta estos ultimos afios. Este modelo argumenta que
los complejos respiratorios se encuentran anclados a la membrana interna mitocondrial y
el flujo de electrones entre ellos est4 conectado a través de las moléculas transportadoras
citocromo ¢ (cyt ¢) y coenzima Q (CoQ) [33]. El otro modelo aceptado es el sélido, que
propone que los complejos respiratorios estan organizados en estructuras
supramoleculares o supercomplejos (SCs), interaccionando entre ellos para garantizar un
transporte de electrones eficiente [34]. En concreto, identifica la formacion de SCs que
contienen los complejos I-111-1V (también llamado respirasoma) y los complejos HI-1V,

sin observarse asociacion del CII con ninguno de ellos.

Estudios recientes proponen que ambos modelos pueden contemplarse como
extremos de una situacion intermedia en la que los complejos respiratorios, salvo el Cll,
pueden interactuar de forma dindmica, pudiendo coexistir ambos tipos de interacciones.
Es decir, los complejos respiratorios pueden encontrarse en la mitocondria tanto
formando SCs como en forma libre [35] y esta dinamica depende del tejido o de la
disponibilidad de nutrientes. Este modelo es conocido como el modelo de plasticidad.
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Figura 2.3. Principales modelos propuestos de la organizacion del sistema OXPHOS mitocondrial [35].

Durante los Gltimos afios, el trabajo realizado por el grupo GENOXPHOS de
nuestro departamento no sélo proporciona la evidencia genética de la existencia de SCs
que sustentan el modelo de plasticidad, sino que ademas identifica el ensamblaje
dindmico de SCs como un mecanismo por el que las células pueden adaptarse cambios
en las fuentes de carbono disponibles para mejorar la eficiencia de la funcion OXPHOS
[36].
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2.3. Muerte celular programada o apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso fisiologico por el que las
células son capaces de inducir su propia muerte. Este tipo de muerte provoca en la célula
un cambio en su morfologia, pasando a formarse un cuerpo apoptético. Las caracteristicas
fenotipicas consisten en el redondeamiento de las células, retraccion de pseudopodos,
reduccion del volumen celular, exposicion de fosfatidil serina (PS) al exterior de la
membrana plasmatica, caida del potencial mitocondrial, formacion de burbujas en el
citoplasma, fragmentacion del nicleo y condensacion de la cromatina, sin pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica [37]. Asi pues, el contenido intracelular no se libera
al exterior, evitando procesos inflamatorios incontrolados [38]. Los cuerpos apoptoticos
formados son entonces reconocidos y fagocitados por células del sistema inmune innato,

como los macréfagos.

La apoptosis es un fendmeno de gran relevancia bioldgica. Durante el desarrollo
embrionario, la apoptosis es necesaria para la correcta formacion de los tejidos [39]. En
los linfocitos B y T, en sus procesos de maduracion en la médula 6sea y en el timo
respectivamente, la apoptosis juega un papel importante en la eliminacién de células
autorreactivas. También, durante la etapa adulta, la apoptosis sucede continuamente para
regular la homeostasis del organismo, renovando las células que forman parte de los
tejidos [40].

Ademas de esto, la apoptosis es el mecanismo principal utilizado por las células
del sistema inmunitario para eliminar células infectadas con un patégeno o tumorales.
Para ello, estas células, principalmente linfocitos T citotdxicos (CTL) y células NK, son
capaces de inducir estimulos en sus células diana, que sufren una cascada de sefializacién

intracelular, culminando en los eventos fenotipicos descritos anteriormente.
Existen dos vias de activacion de la apoptosis [41]:

e Via intrinseca: sucede en respuesta de la propia célula a estimulos que generan
alteraciones irreparables en ella, como dafio el DNA, generacidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) o infecciones virales. Suele ser desencadenada por la

mitocondria.
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e Viaextrinseca: sucede en respuesta a un estimulo externo, a través de la union de
unos ligandos mortales (FasL, Apo2L/TRAIL, TNF-a) a unos receptores de
membrana (Fas, DR4/DR5, TNFR), que transducen la sefial de muerte al interior

celular.

Ambas vias de sefalizacion finalizan en la activacién de unas enzimas

proteoliticas llamadas caspasas, que median el desmantelamiento de la estructura celular.

2.3.1. Viaintrinseca
El organulo mediador central de esta via es la mitocondria [42]. Una gran variedad
de estimulos apoptoticos (estrés celular, drogas, radiaciones UV, dafios en el DNA,
agentes oxidantes, etc) desencadenan esta ruta apoptotica, la cual esta regulada por

proteinas de la familia Bcl-2.

La familia de proteinas de Bcl-2 regula procesos de permeabilizacion
mitocondrial, con actividades opuestas entre ellas. Asi pues, existen proteinas con
actividad antiapoptotica (como Bcl-2, Bcl-X., o Mcl-1), que bloquean la salida de
componentes internos de la mitocondria, y proteinas con actividad proapoptotica (como
Bax, Bak, o las que so6lo contienen el dominio BH3, Ilamadas BH3 only, como Bid o

Bim), que fomentan la salida de los mismos.

La sefial se inicia tras un estimulo apoptotico, que produce una activacién y/o
aumento de expresion de proteinas BH3 only [42]. Esto provoca la inhibicion de proteinas
antiapoptdticas y la activacion de Bax y Bak, que provocan la caida de potencial de
membrana mitocondrial (A¥m) y la salida de diversos elementos pro-apoptéticos desde
la matriz mitocondrial al citosol, como son el citocromo c, AIF (Apoptosis Inducing
Factor) o Smac/DIABLO. La liberacion del citocromo c es un evento critico, ya que este
interacciona con la proteina citosélica Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1).
Esta proteina actia como molécula adaptadora de esta via, con dATP y, posteriormente
con la procaspasa-9, formandose un complejo heptamérico conocido como apoptosoma,
que causa primero la activacion de la caspasa 9, y luego de las caspasas ejecutoras 3y 7,
iniciando la apoptosis [43].

11
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2.3.2. Viaextrinseca
La via extrinseca de la apoptosis se inicia por la union de uno de los ligandos
extracelulares de muerte ya mencionados a sus respectivos receptores especificos de
muerte. Los ligandos mortales pertenecen a la familia del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF). La mayoria de estos ligandos activan vias de sefalizacion implicadas en
respuestas proinflamatorias y de diferenciacion celular, pero hay algunos, como TNF-a,
FasL y Apo2L/TRAIL que son pro-apoptoticos.

El mecanismo de accion de esta via comienza con la union de un homotrimero del
ligando a su receptor, lo que provoca a su vez la homotrimerizacion del mismo. De este
modo, el receptor de muerte es capaz de reclutar proteinas adaptadoras, que son capaces
de unirse a los dominios intracelulares de muerte del receptor (DD, Death Domain). Este
proceso implica la interaccion homofilica entre los DD de los receptores con los de las
moléculas adaptadoras, como la proteina FADD (Fas Associated Death Domain). Estas
moléculas adaptadoras poseen a su vez dominios efectores de muerte (DEDs, Death
Effector Domains) capaces de interaccionar homofilicamente con las procaspasas
iniciadoras -8 y -10, provocando su activacion. Asi, se forma un complejo de sefializacion
de muerte (DISC, Death-Inducing Signaling Complex) que contiene a la proteina FADD
y las caspasas -8 o -10 activas. A partir de aqui, estas caspasas activas pueden por una
parte procesar y activar directamente a las procaspasas ejecutoras (-3, -6 y -7), iniciando
asi la apoptosis, o procesar a Bid (una proteina de la familia BH3 only) [44, 45]. El
procesamiento de esta proteina da como producto un fragmento corto de Bid llamado
tBid, que es capaz de inducir oligomerizacion de Bax/Bak, promoviendo asi la formacién
de poros en la membrana externa de la mitocondria y la salida de citocromo c, activando

la via intrinseca y amplificando la sefial apoptdtica.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Lalinea celular L929dt como modelo in vitro de células
metastaticas

En un estudio anterior, nuestro grupo generd una linea celular derivada de los
fibroblastos de raton transformados L929, que perdia la adhesion a la placa de cultivo y
que se denominaron L292dt (por detached). Se observo que estas células poseian un
fenotipo mas glucolitico que su linea celular parental, y que ademas perdian casi

completamente la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-

1) [46].

Este modelo in vitro mimetiza en cierta medida lo que ocurriria in vivo en
situaciones de metéastasis. De hecho, una de las caracteristicas que se ha observado en los
tumores metastaticos es que gran parte de ellos pierden en mayor o menor medida la
expresion del MHC-I, haciéndose de esta manera mas resistentes a la accion anti-tumoral
de los CTL [47]. También se ha demostrado en estudios recientes que las células
tumorales sufren una remodelacion metabolica relacionada con el estrés cuando pierden
la adhesion a la placa de cultivo [48], suceso que se puede asociar con el proceso de
metastasis. Por Gltimo, en relacién con el mayor metabolismo glucolitico, otros estudios
han correlacionado defectos en la mitocondria de células tumorales con una mayor
propension a la progresion tumoral y al evento metastatico [49-51], observando una

mayor produccion de ROS en mitocondrias de células con alto potencial metastatico.

3.2. Dicloroacetato (DCA) como agente antitumoral

El dicloroacetato (DCA) es un farmaco inhibidor de la enzima piruvato
deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1). Esta inhibicién de PDK1 desencadena la activacion la
piruvato deshidrogenasa (PDH), y por lo tanto fuerza a las células a realizar el ciclo del
acido citrico (CAC) y la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHQOS), adquiriendo
por tanto la energia desde la mitocondria y disminuyendo en gran medida la ruta

fermentativa.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, las células tumorales poseen un
metabolismo preferentemente fermentativo incluso en presencia de oxigeno, lo que les
permite obtener energia de una forma maés rapida y por tanto un crecimiento acelerado
respecto a las células no tumorales. Por tanto, la utilizacién del DCA sobre células
tumorales inhibe en parte este metabolismo fermentativo, forzandolas a respirar a traves
de la mitocondria mediante OXPHOS y disminuyendo dicha ventaja en la proliferacion
celular. Este efecto sobre la inhibicion del crecimiento ya se ha descrito, a
concentraciones >25 mM de DCA vy tras 48 horas de incubacion, sobre varias lineas
celulares in vitro, con un mayor efecto sobre aquellas que poseen defectos en la cadena

de transporte electrénico mitocondrial (METC) [52].

Ademas de esto, se ha observado en otros estudios que la inhibicién de la via
OXPHOS, como por ejemplo en las células p°, que carecen de DNA mitocondrial,
correlacionaba con una disminucion en la expresion del MHC-I, mientras que la
estimulacion de la via OXPHOS, utilizando DCA, resultaba en un aumento en la
expresion del MHC-I [46, 53]. Otros estudios clinicos han demostrado la eficacia del
DCA como medicamento reductor de lactato [54], que puede ser utilizado para el
tratamiento de la acidosis lactica con una dosis oral relativamente alta de 25-100 mg/kg
de peso corporal. Estos ensayos deberian asegurar también que los efectos secundarios
sean tolerables a las dosis utilizadas [55]. EI DCA se utiliza desde hace afios para el
tratamiento de varias enfermedades metabdlicas, y su uso para el tratamiento de canceres
como el glioblastoma ha entrado ya en ensayos clinicos [56]. Por otra parte, ya se ha
mostrado por lo menos la curacion de un paciente con linfoma no Hodgkin con DCA
como auto-medicacion [57], aunque seria necesario la realizacion de ensayos clinicos

controlados para verificar la potencia de esta droga.

3.3. Liposomas decorados con Apo2L/TRAIL como inmunoterapia
antitumoral
Apo2L/TRAIL es una proteina que forma parte de la superfamilia TNF, cuya
funcién consiste en la induccion de apoptosis en una gran variedad de células tumorales,
sin afectar a células normales [58]. Su expresion se ha detectado en macrofagos, células
dendriticas, células NK y linfocitos T CD4" y CD8" activados [59]. Se trata de una
proteina de membrana de tipo Il, sin embargo sélo se ha detectado en la superficie de

estos tipos celulares cuando se encuentran en presencia de IFN-y. En linfocitos T
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humanos activados, Apo2L/TRAIL se encuentra almacenado en el interior de cuerpos
multivesiculares citoplasmaticos asociado preferentemente con las membranas internas
[60]. Tras un estimulo adicional, estas vesiculas internas 0 exosomas son secretadas al
exterior celular, donde son capaces de interaccionar con receptores de membrana
especificos, que se encargaran de transducir la sefial de muerte al interior de la célula,
induciendo asi apoptosis en células adyacentes mediante la via extrinseca [60, 61].
Apo2L/TRAIL es capaz de interaccionar con 4 receptores de membrana: DR4 (Death
Receptor 4, 6 TRAILR1), DR5 (Death Receptor 5, 6 TRAILR2) [62], DcR1 (Decoy
Receptor 1), DcR2 (Decoy Receptor 2) [63] y uno soluble, la osteoprogesterina [64]. De

todos ellos, tan s6lo DR4 y DR5 son capaces de transducir la sefial apoptotica [59].

Desde su descubrimiento, se ha tratado de utilizar a Apo2L/TRAIL desde distintos
enfoques como posible tratamiento biolégico contra el cancer debido al potencial
antitumoral que presenta esta proteina [45]. En uno de los estudios realizado por nuestro
grupo de investigacion se han generado vesiculas lipidicas artificiales (Large Unilamellar
Vesicles, LUVs) recubiertas de Apo2L/TRAIL soluble recombinante [65], mimetizando
de esta manera a los exosomas que se generan en los linfocitos T. Se ha demostrado que
estos liposomas, llamados LUV-TRAIL, son un tratamiento eficaz contra la artritis
reumatoide en un modelo in vivo de conejos [65]. Por otra parte, se ha demostrado que
aumenta muy significativamente su actividad respecto a Apo2L/TRAIL soluble sobre
celulas de tumores hematoldgicos humanos [66, 67]. Sin embargo, hay tumores que han
demostrado ser resistentes a la accion de Apo2L/TRAIL, tanto en fase soluble como

asociado a liposomas (De Miguel, D. y Martinez-Lostao, L., comunicacion personal).

En relacion con el metabolismo de la glucosa, se ha descrito que en determinados
tumores resistentes a Apo2L/TRAIL en forma soluble, se podia aumentar su sensibilidad
inhibiendo la glucolisis con 2-deoxiglucosa y forzando la utilizacion de la via OXPHOS
mitocondrial [68]. Este efecto era debido a una reduccion en la expresion de c-FLIP
(cellular Flice Like Inhibitory Protein), un inhibidor de la via extrinseca de la apoptosis.
En estos experimentos se utiliz6 la 2-deoxiglucosa como inhibidor de la glucdlisis,
aunque se trata de un compuesto con baja potencialidad para su uso clinico dado que
inhibe todos los efectos de la glucosa. Por tanto, una posible alternativa para sensibilizar
atumores resistentes a Apo2L/TRAIL seria utilizar otro farmaco inhibidor de la glucdlisis

con menores efectos secundarios, como el DCA.

15



Antecedentes

3.4. lbrutinib

El ibrutinib (o PCI-32765) es un farmaco inhibidor de la tirosina quinasa de
Bruton (BTK). Esta quinasa juega un papel crucial durante la maduracion y sefializacion
de los linfocitos B, asi como de los tumores asociados a dichas células B, donde su

sefializacion constitutivamente activa fomenta la patogenicidad de estos tumores.

Este fa&rmaco ha demostrado ser efectivo en ensayos clinicos para el tratamiento
del linfoma de células de manto (MCL) y de leucemia linfocitica crénica (CLL) [69, 70],
siendo aprobado por la Agencia de Alimentos y Medicamentos estadounidense (Food and
Drug Administration, o FDA) para el tratamiento de dichos canceres en pacientes ya

tratados con anterioridad.

También se ha propuesto el uso de ibrutinib para el tratamiento del mieloma
mdaltiple [71, 72], una neoplasia hematoldgica de células plasméticas diferenciadas que
proliferan en la médula 6sea. Esta enfermedad se desarrolla de forma heterogénea, de
manera que la esperanza de vida puede variar desde pocas semanas hasta mas de 10 afios
desde su diagndéstico [73], siendo en cualquier caso una enfermedad actualmente
incurable [74].
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4.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1.

4.2.

Hipotesis
El presente trabajo ha partido de las siguientes hipétesis:

La accion del dicloroacetato (DCA), que modifica la forma de obtener energia en

las células tumorales y posee baja toxicidad, puede sensibilizar a dichas células

tumorales a la accion citotdxica de los farmacos:

a) Liposomas decorados con TRAIL (LUV-TRAIL), a traves de la pérdida de la
expresion de la proteina antiapoptdtica c-FLIP.

b) Ibrutinib, sobre lineas celulares derivadas de mieloma multiple, en vista del

potencial antitumoral de ambos farmacos sobre este tipo de cancer.

La linea celular L929dt, derivada de la linea celular de fibroblasto de raton L929,
debe su mayor fenotipo glucolitico, al menos en parte, a defectos en su capacidad

respiratoria mitocondrial.

Objetivos
Los objetivos propuestos para este trabajo son los siguientes:

Ensayar la capacidad sinérgica anti-tumoral del farmaco DCA, en combinacién
con:
a) LUV-TRAIL, en lineas celulares resistentes a este farmaco.

b) Ibrutinib, en lineas celulares de mieloma mdltiple.

Caracterizar el metabolismo glucolitico y la capacidad respiratoria mitocondrial
de la linea celular L929dt.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivos celulares

5.1.1. Lineas celulares

En este trabajo se han empleado las siguientes lineas celulares:

e Adenocarcinoma humano de pulmén (A549), adenocarcinoma humano de colon
(HT29), cancer de mama humano (MCF7) y mieloma multiple humano (MM.1S
y U266) para los estudios de la accion antitumoral de DCA con LUV-TRAIL o
ibrutinib.

e Fibroblasto de raton (L929), asi como la sublinea L929dt para los estudios de la
capacidad respiratoria de la linea L929dt. Las L929dt han perdido la capacidad de
adhesion a la placa de cultivo [46].

5.1.2. Medios de cultivo
Todos los medios de cultivo se prepararon a partir de los medios comerciales
DMEM 6 RPMI (Gibco) que se suplementaron con suero fetal bovino (SFB, Sigma) a
distintas concentraciones, GlutaMax (L-alanil-L-glutamina: 2mM, NaCl: 8,3x103%
(v/v), Gibco) y antibidticos (penicilina: 10000 U/ml y estreptomicina: 10 mg/ml) (Pan
Biotech). La relacion de los medios utilizados para cada linea celular se recoge en Anexo
1.

5.1.3. Mantenimiento de los cultivos celulares
Todas las lineas celulares se cultivaron de manera rutinaria en frascos de cultivo
de 25, 75 0 150 cm? con tapdn con filtro a una densidad de 3x10° cél/ml. Las células se
mantuvieron en un incubador termostatizado (Heraeus Cell), a 37°C, en aire saturado de
humedad y con un 5% de CO,. Cada 2 0 3 dias se realizaron los pases de los cultivos,
determinando el numero de células y su viabilidad mediante la exclusion por el colorante
azul Trypan (Sigma) (apartado 5.1.4). Todas las manipulaciones con las células se

realizaron en campanas de flujo laminar vertical (Telstar) y en condiciones esteériles.
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5.1.4. Contaje y determinacion de la viabilidad celular

La determinacion de la viabilidad celular se llevd a cabo mediante recuento en
camara de Neubauer tras tincion con azul Trypan (Sigma). Este colorante es capaz de
tefiir las células muertas que han perdido la integridad de su membrana, dandoles una
tonalidad azulada. Las células vivas o apoptoticas, al mantener integra su membrana
plasmética excluyen el colorante azul Trypan. Para el contaje se mezclaron 50 ul de
suspension celular, previamente homogeneizada, y 50 ul de una solucion de azul Trypan
al 0,4% en NaCl 0,15 M que se depositaron sobre una camara Neubauer y se observaron
al microscopio Optico (Optiphot, Nikon). La densidad celular se calculé como el numero
de células viables multiplicado por la dilucién de la suspension celular y por el ajuste del
tamario de la camara (10%) y dividido por el nimero de cuadrantes contados. La viabilidad
celular se evalud considerando el nimero de células no coloreadas (viables) respecto al

numero de células totales.

5.1.5. Congelacion y descongelacion de células

Para la congelacion de lineas celulares se utilizaron tubos criogénicos resistentes
a N2 liquido. En cada criotubo se congelaron aproximadamente 5x10° de células en 500
pl de medio suplementado con 10% de DMSO (Sigma). Tras la resuspension en el medio
de congelacién las células se guardaron lo méas rapidamente posible en un congelador a -
80°C, durante 48 horas. Posteriormente se almacenaron en contenedores de N2 liquido.

La descongelacion se realizO mediante la adicion rapida del medio
correspondiente, atemperado a 37°C, sobre el contenido del criotubo. Seguidamente, la
suspension celular se trasvasé a un tubo de fondo cénico hasta completar 10 ml y se
centrifug6 durante 5 minutos a 524 g y las células se resuspendieron en 5 ml de medio

completo y se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm?.

5.2. Analisis de proteinas

5.2.1. Purificacion de mitocondrias para analisis de complejos por “Blue
Native-PAGE”
Para la extraccion y purificacion de mitocondrias para anlisis por Blue-Native
(BN), se partio de, al menos, 5 placas de 150 mm de didmetro al 80% de confluencia.
Las células se recogieron en PBS suplementado al 10 % con SFB y se mantuvieron

siempre en hielo a partir de este momento. Tras centrifugar las células a 1500-2000 rpm

19



Materiales y Métodos

durante 10 minutos, el pellet celular fue lavado 2 veces con NKM 1x frio (NaCl 130
mM, KCI 5 mM, MgCl2 7,5 mM, Tris 1 mM, pH 7,4). A continuacion, el pellet de células
se congel6 a —70° C durante, como minimo, 10 minutos para facilitar la ruptura celular.
El proceso puede pararse en este momento dejando las células a -70°C.

Después, el pellet celular congelado se resuspendié en tampdn hipotdnico
(sacarosa 83 mM, MOPS 10 mM, pH 7,2), en una proporcion aproximada de volumenes
tampdn:pellet celular de 7:1. La suspension de células se incub6 durante 2 minutos en
hielo y se transfirio a un homogeneizador Potter-Dounce con émbolo de teflon. A
continuacion, la mezcla se homogeneizé mediante 8-10 pases (“pops”, 600 rpm).
Réapidamente, se le afiadié 1 volumen de tampon hipertonico (sacarosa 250 mM, MOPS
30 mM, pH 7,2) y, tras mezclar bien, se centrifug6 a 1000 g, en el rotor SS34 durante 5
minutos a 4° C, para eliminar los nucleos y las células que no se han roto.

Los sobrenadantes se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos a 4° C en el
mismo rotor. El pellet de mitocondrias obtenido se resuspendié en medio A (sacarosa
0,32 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) y la suspension de mitocondrias se transfirio
a tubos eppendorf. Seguidamente, estos tubos eppendorf se centrifugaron en una
microcentrifuga a 12000 rpm durante 2 minutos, a 4°C. Los pellets mitocondriales
resultantes se resuspendieron en medio A, juntando las mitocondrias de 2 tubos
eppendorf en uno y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones que la primera
vez. Este paso de lavado y centrifugacion se repitio hasta tener todas las mitocondrias en
un Unico tubo.

El pellet de mitocondrias resultante se resuspendié en 500 pl de medio A, de los
que se tomaron 4 ul para medir la concentracion de proteinas de la muestra por duplicado
mediante el método Bradford [75]. A continuacion, se volvio a sedimentar la muestra a
12000 rpm durante 2 minutos y a 4° C, y se resuspendid en el volumen necesario de
solucion de resuspension (&cido aminocaproico, 1 M, Bis-Tris 50 mM pH 7,0) para
tenerlas a una concentracién de 10 pg/pl. A continuacion, las mitocondrias se lisaron
utilizando digitonina, que permite que los complejos se mantengan intactos y no se
disgreguen las proteinas que los componen. La digitonina se utiliza a una concentracion
de 4 g/g proteina mitocondrial. Las muestras se incubaron en hielo durante 5 minutos
para favorecer su ruptura y se centrifugaron durante 30 minutos a 13000 rpm, 4°C.
Finalmente, se recogid el sobrenadante en alicuotas que se congelaron a -80°C hasta su

utilizacion.
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5.2.2. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida “Blue Native”

Los geles nativos en gradiente de poliacrilamida, descritos por primera vez por
Schégger en 1991 [76], permiten la resolucién electroforética de complejos proteicos
formados por méas de una proteina. Esta metodologia se puso a punto en 1996 para
separar los complejos que integran la cadena de transporte electronico [77].

Existen dos tipos de gradientes para la formacion de los geles de Blue Native-
PAGE, del 5 al 13% y del 3 al 13%, siendo este Ultimo el que se utilizo en este proyecto
para la resolucion de SCs. Para la preparacion de dichos geles se utilizo el sistema Mini
Protean 111 de Biorad con dos cristales (uno de 10,1 x 8,3 cm y otro de 10,1y 7,3cm) y
espaciadores unidos al cristal més alto de 1,5 mm.

Para la preparacion de estos geles fueron necesarias unas disoluciones cuya
descripcion se detalla en Anexo 1.

Para la preparacion del gel en gradiente lineal del 3% al 13%, se utiliz6 un
formador de gradientes de metacrilato (compuesto por dos cdmaras conectadas entre si)
conectado a una bomba peristaltica de una sola via, que bombea la disolucion hasta la
abertura superior entre los cristales. Una vez preparadas las mezclas de gel del 3% (5 ml)
y del 13% (3.33 ml) de acrilamida (ver Anexo 1), se vertieron en las cdmaras del formador
de gradientes, de forma que mientras la mezcla del 13% tenia salida directa hacia los
cristales, la mezcla del 3% se conectaba (mediante una llave) con la cdmara que contenia
la mezcla del 13%. Ademas, en la cdmara que contenia la mezcla del 13 % se introdujo
un pequefio iméan, para que la disolucion se mezclase continuamente, y el formador de
gradientes se coloc sobre una placa agitadora que hacia girar dicho iman.

Una vez vertidas ambas mezclas en sus respectivas camaras, se puso en marcha la
bomba peristaltica. Cuando la mezcla de 13% hubo avanzado unos 3 cm del recorrido
hasta los cristales (1 ml, aproximadamente) se abrid la llave que comunicaba ambas
camaras para que empezase a formarse el gradiente. El iman de la camara de salida
mezclaba las soluciones de acrilamida conforme estas entraban en contacto.

Una vez vertido el gel entre los cristales, se detuvo su bombeo y se afiadié una
fina capa de isopropanol para evitar la formacion de menisco en el gel. En este momento
se dejo polimerizar el gel. Cuando hubo polimerizado, se elimino el isopropanol, se lavo
con agua, se cubrié con tampon de BN 1x, se tapd con film de plastico y se mantuvo a 4°
C hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente, antes de iniciar la electroforesis, se sacé el gel de la camara fria

y, una vez atemperado, se retiré el tampon 1x que lo cubria y se vertio el gel de
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apilamiento (stacking) del 5% de acrilamida. Rapidamente, se introdujo el peine y se dejo
polimerizar a temperatura ambiente.

Para la preparacion de 3 ml de gel stacking se mezclaron:

e 0,250 ml de la disolucidn stock de acrilamida-bisacrilamida

e 1,0 ml de tamp6n de BN 3x

e 1,75 ml de agua destilada

e 3ulde TEMED

e 25 pulde APS 10%

Tras montar el gel en el soporte adecuado, en la camara fria, se afiadieron los
tampones del catodo A y del &nodo y se limpiaron los pocillos. Las mitocondrias
permeabilizadas con digitonina, se mezclaron con 1/3 de su volumen de tampon de carga
(Blue G 5%) y se cargaron en el gel. La electroforesis se desarroll6 a voltaje constante de
100 V hasta que las muestras hubieron entrado completamente en el gradiente del gel
(~30 minutos). En ese momento, se limito la corriente a 300 V y 15 mA, y se mantuvo
asi hasta que el colorante azul lleg6 hasta el final del gel. Transcurridos otros 30 minutos
desde, se cambid el tampon del catodo A por el B para poder apreciar mejor las bandas

de los complejos proteicos a lo largo del recorrido electroforético.

5.2.2.1. Determinacion de la actividad del complejo I en gel

Una vez finalizada la electroforesis se prepar6 una disolucion de Tris-HCI 0,1 M
pH 7,4, NADH 10 mM y NBT 1 mg/ml, que se vertié sobre el gel para observar la
actividad del complejo I, que se pone de manifiesto por la aparicion de un precipitado

azulado en la banda correspondiente.

5.2.3. Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares

Para cada linea celular se recogieron 3x108 0 10x10° células y se lavaron con 1 ml
de PBS. Posteriormente, se les afiadio 60 pl de tampodn de lisis 1X para la extraccion de
proteinas citoplasmaticas (Triton-X-100 al 1%, Sigma; NaCl 150 mM, Merck; Tris/HCI
50 mM pH 7,6, Sigma,; glicerol 10% v/v, Scharlau; EDTA 1 mM, Sigma; ortovanadato
sodico 1 mM, Sigma; pirofosfato sodico 10 mM, Sigma; leupeptina 10 pg/ml, Sigma;
fluoruro de sodio 10 mM, Sigma; fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM, Sigma) y se
incubaron durante 30 minutos en hielo. A continuacion, los lisados se centrifugaron 20
minutos a 14000 rpm en un rotor FA 45-30-11 (Eppendorf) a 4°C y el sobrenadante se

transfirié a un tubo eppendorf nuevo sobre el que se anadio 30 pl de tampodn de carga 3X
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(Tris/HCI 150 mM pH 7,4, Sigma; 3% dodecilsulfato de sodio, SDS, Merck; molibdato
de Sodio 0,3 mM, Sigma; pirofosfato de sodio 30 mM, Sigma; fluoruro de sodio 30 mM,
Sigma; glicerol 30% v/v, Scharlau; 2-B-mercaptoetanol 30% v/v, Sigma; azul de
bromofenol 0,06% p/v). Estos lisados celulares se calentaron a 100°C durante 5 minutos
en un bafio seco (Selecta) para ser cargados en los geles de electroforesis o bien fueron

conservados a -20°C para su uso posterior.

5.2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
La electroforesis en gel de poliacrilamida/SDS se realizd en geles verticales
discontinuos de 0,2 mm de espesor, compuestos por dos tipos de geles de la misma
composicion pero en distinta proporcion: gel de stacking (gel superior, de alrededor de 2
cm de longitud) y gel separador o “resolving gel” (gel inferior, de alrededor de 10 cm de

longitud). La composicion de los geles se recoge en Anexo 1.

Las electroforesis se realizaron en cubetas de Hoefer miniVE (GE Healthcare) en
un tampon de carrera de electroforesis de la siguiente composicién: Trizma 19 mM
(Sigma), glicina 192 mM (Panreac), 0,01% SDS (Merck). Los lisados celulares, una vez
hervidos, se centrifugaron 60 segundos a 12000 rpm a temperatura ambiente antes de
cargarlos en el gel concentrador. También se aplicd una muestra de marcador de pesos
moleculares (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder). La electroforesis se

realiz6 a 180 V' y 20 mA durante 90 minutos.

5.2.5. Transferencia de proteinas a membranas

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a membranas de polivinil
difluoruro (PVDF) (Amersham Hybond™-P, GE Healthcare) segiin el método descrito
previamente [78], salvo por activacion previa de la membrana en metanol durante 2
minutos. La transferencia se realizd en un equipo de transferencia semiseca (BioRad) a
20 V y 400 mA durante una hora en tampon de transferencia (Tris/HCI 48 mM pH 8,3,
Sigma; glicina 39 mM, Sigma; 0,0373% SDS, Merck; 20% metanol grado HPLC,
Panreac).
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5.2.6. Andlisis de proteinas mediante inmunoblot (Western-Blotting) y
deteccion de los inmunocomplejos

Las membranas de PVDF con las proteinas celulares fijadas se bloquearon con
leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en tampén B (Tris/HCI 10 mM, pH 8,
Sigma; NaCl 0,12 M, Sigma; Tween-20 0,1%, Sigma; timerosal, Merck 0,1 g/L) durante
al menos 30 minutos. Después de esto, se elimind el exceso de agente bloqueante
mediante varios lavados con tampon B.

La incubacion con el anticuerpo primario correspondiente (ver Anexo 1), se llevo
a cabo diluyéndolo en una disolucion de tampdn B con un 2% de leche en polvo, a 4°C
con agitacion durante toda la noche. Pasado este tiempo, se le realizaron varios lavados a
la membrana con tampdén B. El anticuerpo secundario (anti IgG de raton o de conejo
conjugado con peroxidasa de rabano) se diluy6 a una proporcion de 1:5000, 1:10000 o
1:20000 (en funcidn de la eficiencia del anticuerpo primario) en 2% de leche desnatada
en polvo disuelta en tampon B y se incub6 la membrana con él durante una hora.
Finalmente, se elimind esta Gltima disolucion y se procedié a varios lavados con tampon
B antes de la deteccion de los inmunocomplejos.

La deteccion de la proteina de interés se realiz6 mediante la reaccion de la enzima
peroxidasa de rabano, conjugada al anticuerpo secundario, al entrar en contacto con el
luminol como sustrato quimioluminiscente (Pierce® ECL Western Blotting Substrate,
Thermo Scientific). La membrana se incubd durante dos minutos con el sustrato
quimioluminiscente y la luz emitida en dicha reaccién se detectd, tras envolver la
membrana en film transparente de plastico, exponiendo dicha membrana sobre una
pelicula fotografica (High performance chemiluminescence film, GE HealthCare) en
oscuridad, dentro de un cassette de revelado radioldgico (Hypercassette™, Amersham
Bioscience). El tiempo de exposicion de la pelicula a la membrana oscil6 entre 30
segundos y varios minutos. Las peliculas se revelaron, tras la exposicion, mediante
inmersion en soluciones de revelador - agua destilada - fijador, variando el tiempo en
solucion de revelador segun la sefial obtenida. La preparacion de las soluciones de

revelador (Sigma) y fijador (Kodak) se realizo siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se utilizd6 como control de carga inmunoblots anti-f-actina sobre las mismas
muestras, siguiendo el mismo protocolo. La B-actina es una proteina estructural,
abundante en todos los tipos celulares. Para el caso de la deteccion de los complejos

respiratorios, se utilizo alternativamente el complejo 11 como control de carga, dado que
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todas sus subunidades son de origen nuclear y por tanto su expresion no esta condicionada

por el estado de la mitocondria.

5.3. Medidas de la actividad enzimatica
Las actividades enzimaticas de la citrato sintasa (CS) y de los complejos I, I+111,

I, 1+l y IV se evaluaron en mitocondrias de la linea celular L929dt, derivada de
fibroblasto de raton, y su linea celular parental de control L929. Estas mitocondrias fueron
extraidas tal como se describe en el apartado 5.2.1, se resuspendieron en medio MAITE
(sacarosa 25 mM; sorbitol 75 mM; KCI 100 mM; EDTA-Na 0,05 mM; MgCl, 1 mM;
Tris-HCI 10 mM pH 7,4 y Fosfato Potasico 10 mM, pH=7,4) y se congelaron rapidamente
en Nx(I) para favorecer la ruptura de las membranas y la entrada de sustratos, antes de
almacenarlas a -80°C. Todas las determinaciones se llevaron a cabo en un
espectrofotometro UV-Visible UV 500 (Unicam) termostatizado mediante un sistema
Peltier PCB150 de DBS y los datos se registraron utilizando el software Vision 32.
La férmula que se uso para calcular las actividades, en Ul, fue la siguiente:
_ Ar;lélll:ls 103 (uM /mM) - Dilucioén

e(mMM~1cm=1) x L(cm)

AA/min: variacion de la absorbancia por minuto

¢: coeficiente de extincion molar

L: anchura del paso de luz (1 cm)

e Ul: micromoles de sustrato transformados en un minuto

Para calcular la actividad enzimatica especifica, se dividié Ul entre la cantidad de

proteina de cada linea celular, obtenida con anterioridad por el método de Bradford.

5.3.1. Medida de la actividad de la citrato sintasa
La actividad citrato sintasa se mide por el incremento de la absorbancia a 412 nm
producido por la formacion de la forma aniénica del DTNB (Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitro-
benzoico), Sigma) (e= 13,6 mM~cm™) tras afiadir 250 pmoles de oxalacetato (OAA)

como iniciador de la reaccién. La medida se lleva a cabo a 30°C durante 2 minutos.
Preparacion de reactivos:

e Tampdn de medida: Tris-HCI 10 mM, pH=8
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e Acetil-CoA: 7mg/ml en agua destilada

e DTNB: 1 mM en tampdn de medida

e OAA:50mM en agua destilada

e Tritdn X-100: al 10 %, en agua destilada

La mezcla de reaccion se preparé como se indica en Anexo 1.

5.3.2. Medida de la actividad del complejo I

La actividad de complejo | se midié como la disminucion de la absorbancia a 340
nm que se produce debido a la oxidacion del NADH (e= 6,22 mM-1cm™) por parte de la
preparacion mitocondrial. Para descartar la accion de otras NADH deshidrogenasas, la
muestra se inhibe con rotenona y se registra la disminucién de su absorbancia. En este
caso, la AA/min es igual a la diferencia entre las actividades en ausencia y presencia de
rotenona ((AA/minuto)ci = (AA/minuto): — (AA/minuto)rt). La medida se lleva a cabo a
30°C durante 4 minutos.

Preparacion de reactivos:

e Buffer C1/C2: 25 mM fosfato potasico (K2HPOs), 5 mM MgCl2, 3 mM KCN, 2,5
mg/ml BSA. Ajustar el pH a 7,2

e NADH: 13 mM en H.0O

e UQ:: 10 mM en etanol

e Antimicina A: 1 mg/ml en etanol

e Rotenona: 500 uM en etanol

Para la preparacion de la muestra, se tomd una alicuota de 40 pl de suspension
de mitocondrias, se afiadieron 160 pl de buffer C1/C2 y se incubd durante 5 min a T2
ambiente. Después se centrifugd la muestra durante 10 min a 13000 rpm en una
microfuga. Se eliming el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 80 pl de buffer C1/C2.

Tras incubar 5 min a T@ ambiente, se procedi6é a medir la actividad del complejo 1.
La mezcla de reaccion se prepard como se indica en Anexo 1.

Tras registrar la disminucion de absorbancia durante 4 minutos, se afiadieron 6 pl
de rotenona 500 pM, se incubd la mezcla un par de minutos y se volvié a medir la

actividad de igual manera gque antes.
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5.3.3. Medida de la actividad de los complejos I+111
En el ensayo para medir la actividad de los complejos I+111 se sigui6 la reduccién
del citocromo ¢ por parte de la preparacion de mitocondrias al afiadir NADH como
sustrato de la reaccion, como aumento de la absorbancia a 550 nm (e= 21 mM*cm™). La

reaccion se llevd a cabo durante 2 minutos a 30°C.

Preparacion de reactivos:

Buffer C1/C2 (apartado 5.3.3)

e KCN: 10 mM en agua

e Citocromo ¢ oxidado: 1mM en agua

e NADH: 1 mM en agua

La mezcla de reaccidn se preparé como se indica en Anexo 1.

Opcionalmente se inhibié la reaccion con Antimicina A. Para ello, se afiadieron
10 pl de antimicina A (1 mg/ml en etanol) y se incubé la mezcla durante 3 minutos aprox.

antes de realizar la medida de absorbancia.

5.3.4. Medida de la actividad del complejo 11
La actividad de complejo 1l se midié como el incremento de la absorbancia a 600
nm que se produce debido a la reduccién del diclorofenol-indofenol (e= 19,2 mMZ*cm™)
por la preparacion mitocondrial. La actividad succinato deshidrogenasa se registrd

durante 4 minutos a una temperatura de 30°C.
Preparacion de reactivos:
e Buffer C1/C2 (apartado 5.3.3)
e DCPIP:5mM
e Succinato: 1M
e UQ;:: 10 mM en etanol
e Antimicina A: 1 mg/ml en etanol
e Rotenona: 500 uM en etanol

Preparacién de la muestra: la muestra se prepar6 de la misma forma que en el

apartado 5.3.3. La mezcla de reaccion se prepard como se indica en Anexo 1.
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5.3.5. Medida de la actividad de los complejos I1+111

De forma similar al ensayo para medir la actividad de los complejos I1+111 se sigui

la reduccion del citocromo ¢ como aumento de la absorbancia a 550 nm (e= 21 mM~cm’

1, cuando se afiadié succinato como sustrato de reaccion. Para que la sefial registrada

represente exclusivamente a la actividad 11+111 se inhibid la actividad del complejo I con

rotenona. La reaccion se llevé a cabo durante 2 minutos a 30°C.

Preparacion de reactivos: los reactivos fueron los mismos que en el caso de la

medida de CI+111 a excepcion del sustrato:

5.3.4.

Succinato: 30 mM en agua (8,1 mg/ml)
Rotenona: 500 uM en etanol
La mezcla de reaccidn se preparé como se indica en Anexo 1.

La inhibicién con antimicina A se llevo a cabo de igual forma que en el apartado

5.3.6. Medida de la actividad del complejo IV

La actividad citocromo c¢ oxidasa (COX) se mide como disminucién de la

absorbancia a 550 nm debido a la oxidacion del citocromo c reducido (e= 21 mM-1cm’

1). La reaccion se siguié durante 2 minutos a 38°C.
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Preparacion de reactivos:

Buffer KP, 100 mM pH=7: para preparar 100 ml de tampon se afiadieron 38,5 ml
de K2HPO4 100 mM y se completd el volumen con KH2PO4 100 mM, ajustando
el pH.

Citocromo C reducido 1% (10 mg/ml). El citocromo ¢ se disolvié en tampdn
fosfato potasico 0,1 M pH=7 a una concentracién de 10 mg/ml. A continuacion,
se afidié una punta de espatula de ditionito sodico y se mezcld con ayuda de un
vortex. La reduccion completa del citocromo ¢ se midié a 550 nm (Abs 550 nm=
2,0£0,1). El citocromo c reducido se mantuvo al menos 30 minutos en hielo antes

de su uso.

La mezcla de reaccion se prepard como se indica en Anexo 1.
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5.4. Medida de la funcionalidad OXPHQOS

5.4.1. Electrodo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midié en un electrodo tipo Clark termostatizado
(Oxytherm, Hansatech Instruments) compuesto por un catodo de platino (Pt) y un anodo
de plata-cloruro de plata (Ag-AgCl), inmersos en una solucién de cloruro potasico
saturado al 50% y separados por una membrana de teflén permeable al oxigeno. Sobre la
pieza que contiene los electrodos se coloca una pieza que incluye la cAmara de reaccion
rodeada por otra camara termostatizada que mantiene la reaccion a la temperatura
deseada, en nuestro caso 37°C. La camara se cierra con un émbolo provisto de una
abertura capilar en su centro para permitir la salida de aire y la adicién de los reactivos
durante el experimento. El contenido de la camara de reaccion se mantiene
constantemente con agitacién magnética. Los datos obtenidos en cada experimento se

registraron en un PC con el programa Oxygraph Plus V1.00 de Hansatech Instruments.

Antes de empezar cada sesion de trabajo con el electrodo, se fijé la temperatura
del Oxytherm, a 37°C y se calibrd el aparato estableciendo el cero mediante adicién de
un agente oxidante como el ditionito de sodio. La adicion de sustratos se realizo usando
jeringas Hamilton de 10 o 25 pl. Después de cada medida, la cAmara de reaccion se lavé
con agua y con albumina sérica bovina, (BSA) al 10%, para eliminar los restos de
inhibidores.

5.4.2. Medida de respiracion endogena y desacoplada en células intactas

La respiracion enddgena consiste en la capacidad de las células de producir oxigeno
en estado basal. Cuando se desacopla el consumo de oxigeno y la sintesis de ATP, se
obtiene la tasa de respiracion maxima. Esto se consigue mediante la adicion de un
desacoplante, que rompe el gradiente electroquimico de la membrana interna
mitocondrial y las células se ven forzadas en contrapartida a bombear el mayor nimero

de H* posibles para tratar de restablecer el gradiente.
Preparacion de reactivos:

El dinitrofenol (DNP) usado como desacoplante se prepar6 a una concentracién
de 6.5 mM. Para preparar 10 ml, se pesaron 12 mg de DNP (184,1 g/mol) y se disolvieron
en 4 ml de NaOH 1M. La mezcla se calentdé durante 20 minutos a 50°C y se ajusto su pH

a 7,0 afiadiendo HCI 1M (aprox. 3 ml). El volumen final se ajusté a 10 ml con H20, se
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alicuotdé y se congelé a -20°C. EI KCN usado como inhibidor se preparé a una

concentracion de 400 mM en agua.
Procedimiento experimental:

Para las medidas de respiracion endogena, se utilizaron 5x108 células para cada
medida. Las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo completo (5x10°
cél/ml) y se introdujeron en la cdmara del electrodo para registrar su tasa de respiracion
enddgena, es decir, cuando la respiracion estd acoplada a la sintesis de ATP.
Transcurridos 2-3 minutos, se afiadieron 10 ul de una solucién de DNP 6,5 mM, para
desacoplar la cadena respiratoria y detectar la maxima capacidad OXPHOS de las células.
Transcurridos otros 2-3 minutos, se afiadieron 10 ul de KCN 400 mM para inhibir el

consumo de oxigeno asociado a la cadena de transporte electrénico.

5.4.3. Curvas de crecimiento

Para determinar la velocidad de crecimiento celular en glucosa (Glu) y galactosa
(Gal) se hicieron curvas de crecimiento en las que se evaluo el tiempo de duplicacion
celular en cada uno de los medios utilizados. La Gal debe transformarse en glucosa-6-
fosfato para entrar en glucdlisis y poder metabolizarse en las células; sin embargo, la tasa
de conversion Glu-Gal es lenta, por lo que la glucélisis se ve ralentizada. Para
contrarrestar esto, las células tumorales son forzadas a cambiar su metabolismo
glucolitico hacia OXPHOS y asi obtener mas rendimiento (en forma de ATP) de la menor
Glu entrante. Si las células ensayadas poseen defectos en la mETC, su crecimiento en

presencia de Gal se vera disminuido.

En este experimento, se utilizaron placas de microcultivo de 12 o 6 pocillos y, en
ocasiones, placas de Petri de 60 mm para los Gltimos dias del estudio. Se sembraron 5
pocillos o placas con 5x10* células de las lineas L929 y L929dt en Glu (4,5 g/l) o Gal (0,9
g/l). A las dos horas de haber realizado la siembra, tiempo 6ptimo para asegurar que las
células se hubiesen adherido a la placa, se tripsiniz6 un pocillo de cada uno de los medios
y se procedid al recuento celular para poder estimar el nimero de células pegadas a tiempo
cero. El proceso de tripsinizacion y recuento se realizo de igual forma cada 24 horas y el
medio de las placas restantes fue cambiado por medio fresco cada 48 horas hasta finalizar
el experimento a las 96 horas.
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Para calcular el tiempo de duplicacion celular o tiempo de doblaje, se represento
en una gréfica el nimero de células frente al tiempo transcurrido y se ajusto a una curva
exponencial del tipo N = a x 10™, de forma que el tiempo de doblaje se obtuvo utilizando
la formula: D= Log 2/b.

5.5. Determinacion de la proliferacion celular

Se utiliz6 el método de Mosmann modificado [79] para determinar la proliferacion
celular tras tratamiento con dicloroacetato (DCA, Sigma-Aldrich), ibrutinib
(Selleckchem) y LUV-TRAIL. Este ultimo farmaco fue generado y cedido amablemente

por el grupo del Dr. Martinez Lostao.

El método de Mosmann modificado relaciona el nimero de células viables con la
cantidad de cristales de azul formazan insolubles en medio acuoso, producidos por
oxidacion del MTT (bromuro de dimetil-tiazoliltetrazolio, Sigma) preparado como una
disolucién de 5 mg/ml en PBS. Los resultados de este método dan idea de la disminucién
de la proliferacion celular producida por un estimulo citotdxico que produce inhibicion

del crecimiento e indirectamente, de la muerte celular.

Las células se cultivaron a una concentracion variable (entre 7x10%*-3x10° en
funcién de la velocidad de crecimiento de cada linea celular) en placas de 96 pocillos de
fondo plano y se dejaron crecer en presencia del farmaco correspondiente el tiempo
requerido para cada experimento (ver Resultados). Una vez finalizado el tiempo de
incubacidn, se afiadi6 a cada pocillo 10 pl de una disolucion de MTT (5mg/ml), preparada
en PBS. Las placas se incubaron 2-3 horas a 37°C y se centrifugaron 10 minutos, a 4000
rpm y se elimind el sobrenadante de los pocillos por inversion rapida. Los cristales de
formazan formados se disolvieron afiadiendo a cada pocillo 70 ul de isopropanol y
agitando en una placa vibradora (Bioblock). Se midi6 la absorbancia de los pocillos a 550
nm en un lector de placas ELISA MR5000 (Dynatech). Como blanco se emple6 medio de
cultivo sometido al mismo procedimiento que los cultivos celulares. Los resultados se
presentan como el porcentaje de crecimiento de las células expuestas a las distintas

concentraciones de la(s) droga(s) respecto al control de células no tratadas.
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5.6. Citometria de flujo

Se utilizo la citometria de flujo para observar la induccion de apoptosis, la
expresion de los receptores mortales DR4 y DR5, la expresion del MHC-1'y la formacion
de ROS en diversas lineas celulares. El instrumento utilizado fue el citometro BD
FACSCalibur (BD Biosciences) y los datos obtenidos se procesaron mediante el programa

informatico CellQuest Pro.

5.6.1. Induccion de apoptosis
La exposicion de fosfatidilserina es un evento temprano indicador de apoptosis.
Para medir la translocacion de fosfatidilserina a la cara externa de la membrana
plasmaética se utiliz6 anexina VV (Ann-V), una proteina que se une especificamente a este
fosfolipido. La Ann-V esta unida a su vez a la molécula fluorescente verde FITC

(isotiocianato de fluoresceina, Aabs/ Aem: 494/518 nm).

Para realizar este marcaje, las células a analizar (al menos 10° células) se
centrifugaron 5 minutos a 1500 rpm, se elimind el sobrenadante y se afiadié a cada punto
100 ul de ABB (Annexin Binding Buffer) conteniendo 1,5 ul de Ann-V. Las células se
incubaron durante 15 minutos en oscuridad, se resuspendieron y se trasvasaron a un tubo
de citometria. Por ultimo, se afiadieron otros 200 ul de ABB (sin fluor6foros) a cada tubo

y se analizaron en el citometro de flujo.

5.6.2. Expresion de DR4 y DR5 en superficie

Para observar la expresion en superficie de los receptores mortales DR4 y DR5 en
varias lineas celulares tras incubacion con DCA, se utilizaron los anticuerpos PE-
Conjugated Anti-Human DR4 (eBioscience), PE  Anti-Human CD262 (DR5)
(eBioscience) y Pierce Mouse IgG1 (PE) Isotype Control (Thermo Scientific) como
control de isotipo. Después del tiempo de incubacién de interés con DCA, se recogieron
al menos 10° células y se lavaron una vez con PBS + SFB (5%). Seguidamente, se
procedié al marcaje de las muestras, utilizando las diluciones que especificaba el
fabricante, en PBS + SFB (5%), durante 30 minutos a 4°C. Tras el marcaje, se lavo una

vez méas con PBS + SFB (5%) y se analizaron las muestras en el citometro de flujo.
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5.6.3. Expresion del MHC-I
Para observar la expresion del MHC-1 se utiliz6 un anticuerpo especifico anti-H-
2K* (FITC Mouse Anti-Mouse H-2KX, BD Biosciences) para las lineas celulares L929 y
1.929dt; y un anticuerpo especifico anti-H-2K® (FITC Mouse Anti-Mouse H-2K®, BD
Biosciences) para las lineas celulares: EL4, EG7, EL4-p0 y EL4 A6M. Ademas, se utilizo
como control negativo un anticuerpo del mismo isotipo que los anticuerpos de interés

marcado con el mismo fluorocromo (FITC Mouse IgG1 k Isotype, BD Biosciences).

Para realizar el marcaje de las muestras, se recogieron 10° células para cada una
de las parejas de cada linea celular y tras centrifugar a 3500 rpm durante 2 minutos y
eliminar el sobrenadante, se lavaron las células con 100 ul de PBS con SFB al 10%. Se
volvié a centrifugar a 3500 rpm durante 2 minutos, se elimind el sobrenadante y se afiadio
100 pl de la misma mezcla de PBS y SFB al 10% con el anticuerpo para el marcaje al
2%. Se dejé marcando durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Después de esto, se
centrifug6 a 3500 rpm durante 2 minutos, se decantd el sobrenadante y se lavo de nuevo
con 100 pul de PBS con SFB al 10%. Se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones,
se elimind el sobrenadante y finalmente se adicionaron 300 pl de PBS con SFB al 10% y

se analizaron las muestras en el citometro de flujo.

5.6.4. Formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para observar la formacion de ROS en el interior celular de las células L929 y
L929dt, se utilizaron los siguientes reactivos: dihidrodiclorofluoresceina diacetato
(H2.DCF-DA, Invitrogen), capaz de detectar los niveles de ion superéxido (02%) y de
peroxido de hidrogeno (H202) (entre otros radicales) por la formacion de
diclorofluoresceina (DCF); y dihidroetidio (DHE, Life Technologies), capaz de detectar
los niveles de O,% por la formacion de 2-hidroetidio (2HE).

Para realizar el marcaje de las muestras, se recogieron 10° células y tras un lavado
con PBS, se incubaron con H.DCF-DA o DHE a 20 y 2 uM respectivamente en PBS
durante 30 minutos a 37°C. Tras el marcaje, se llevd a cabo un lavado con PBS y se

pasaron las muestras por el citdmetro de flujo.
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5.7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en los ensayos se realiz6 mediante el
programa StatView 5.0. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante analisis de
varianza (ANOVA). Para encontrar diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)

se utilizo el Post-hoc Fisher’s PLSD test.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Efecto sinérgico entre el DCAy LUV-TRAIL

El primer objetivo de este trabajo fue el uso del farmaco de accion metabdlica
DCA para intentar sensibilizar varias lineas celulares tumorales ante la accion citotoxica
de LUV-TRAIL. Para ello, se ensay¢ la influencia del DCA sobre el crecimiento celular
y su capacidad de inducir apoptosis en combinacion con LUV-TRAIL en dichas lineas
celulares tumorales. Ademas, se estudié también el cambio en la expresion de c-FLIP,
DR4 y DR5 tras incubacion con DCA. Estas proteinas estan involucradas en la apoptosis
inducida por TRAIL, favoreciendo (DR4 y DR5) o inhibiendo (c-FLIP) dicha ruta.

En estos experimentos, se trabajé con las lineas celulares tumorales A549
(pulmédn), HT29 (colon), MCF7 (mama) y U266 (mieloma), todas ellas resistentes a la
accion de LUV-TRAIL. Para ello, se incubaron estas células a 37°C con DCA entre 24-
96 horas, a una concentracion de 25 mM. Al cabo de 48 y 72 horas, de adicion6 al medio
de incubacion LUV-TRAIL a una concentracion de 1000 ng/ml y se incubd durante 24
horas méas. Tras finalizar cada punto experimental, se determind el crecimiento celular
mediante el método de Mosmann modificado, y la muerte celular mediante citometria de
flujo tras marcaje con Anexina-V-FITC (Ann-V-FITC).

El crecimiento de las lineas celulares estd representado como porcentaje de
crecimiento de cada una de ellas respecto a las células control en cada tiempo (Fig. 6.1).
La muerte celular esta representada como porcentaje de células Ann-V-FITC positivas
(Fig. 6.1). En la Fig. S1 del Anexo 2 se recogen histogramas representativos de las
citometrias de Ann-V-FITC de los puntos correspondientes a las 48+24 y 72+24 horas de

incubacion para los diferentes tipos celulares empleados.
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Figura 6.1. Efecto de la combinacion de DCA con LUV-TRAIL sobre el crecimiento y la
viabilidad celular. Los resultados se muestran como la media +/- desviacidn estandar de n=4 para las
gréaficas de crecimiento y n=3 para las graficas de Ann-V positivas. Las lineas celulares ensayadas fueron:
(A) A549; (B) HT29; (C) MCF7 y (D) U266. *p<0,05; **p<0,03; ***p<0,01.

En lineas generales, se puede observar que la accion del DCA es capaz de
sensibilizar a las lineas celulares ensayadas a la induccion de apoptosis por parte de LUV-
TRAIL. Esta sensibilizacion se induce ya tras 48 horas de incubacion con DCA, siendo
los resultados tanto o mas significativos que los obtenidos tras la incubacion con DCA a
72 horas. Asimismo, el crecimiento celular se ve generalmente disminuido cuando las
células se encuentran en presencia de los dos farmacos en comparacion con los farmacos
en solitario. No se observo ningun efecto del DCA sobre el crecimiento y la viabilidad
celular hasta las 48 horas de incubacion, de acuerdo con la cinética y el mecanismo de

accion in vitro descrito para este farmaco [52].

En el caso de las células U266, sin embargo, el efecto antiproliferativo o de
induccion de muerte es debido solamente al DCA, y no se puede afirmar que haya habido

un efecto sinérgico con LUV-TRAIL.

6.1.1. Efecto del DCA sobre la expresion de c-FLIP, DR4y DR5
Una vez observado el efecto sinérgico de DCA en combinacion con LUV-TRAIL
en la apoptosis de las lineas celulares utilizadas, se quiso caracterizar como el DCA
produce este efecto sensibilizador. Para ello, se determind el cambio en la expresion de
la proteina antiapoptética de la via extrinseca c-FLIP mediante Western-Blot y la

expresion en superficie de DR4 y DR5 mediante citometria de flujo.

Estos experimentos se ensayaron sobre las mismas lineas celulares del apartado
anterior. El tiempo de incubacion de estas células con DCA se fijo en 48 horas, dado que
el efecto sensibilizador del farmaco ya se observa a este tiempo y apenas varia a tiempos

mas largos de incubacion.
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Figura 6.2. Expresién de DR4 y DR5 en superficie. Las células fueron analizadas por citometria
flujo en estado basal o tras 48 horas de incubacion con DCA. (A) A549; (B) HT29; (C) MCF7 y (D) U266.

Los resultados de las citometrias mostrados en la Fig. 6.2 indican que el DCA
apenas influye en la expresion en superficie de DR4, mientras que la expresion de DR5
se ve aumentada en todos los casos excepto en las células U266, siendo especialmente
evidente en las células A549. Este resultado se correlaciona con el hecho de que la linea
celular A549 es donde mayor efecto sinérgico se ha observado, mientras que en las células

U266 no se puede hablar de efecto sinérgico.
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Figura 6.3. Expresion de c-FLIP de las células A549, HT29, MCF7 y U266 mediante Western-
Blotting. Las células se lisaron en estado basal (C) o tras 48 horas de incubacién con DCA a 25 mM (DCA).
La posicién de c-FLIP. y c-FLIP. se indica con flechas. La expresion de B-actina sirvié como control de
carga de los lisados en el gel. *, bandas inespecificas.

En cuanto a la expresion de c-FLIP, el efecto del DCA que se observa es muy
variado. Tanto la expresion de c-FLIPL como de c-FLIPs disminuye en las células
A549 y U266, correlacionando con la hipétesis inicial [68]. Sin embargo, en las células
HT29 aumenta, mientras que las células MCF7 no parecen expresar ninguna de estas

dos proteinas.

6.2. Efecto sinérgico de la combinacion de DCA con ibrutinib

Paralelamente a los ensayos del uso combinado de DCA con LUV-TRAIL, se
quiso observar si el DCA podia ejercer citotoxicidad de forma sinérgica con ibrutinib, un
farmaco utilizado como tratamiento en diversos canceres de origen hematoldgico [69,
70]. Estos ensayos se realizaron sobre las lineas celulares derivadas de mieloma maultiple
U266 y MM.1S. Para ello, se realizaron en primer lugar ensayos preliminares para
optimizar las concentraciones de ambos farmacos que debian ser utilizados en estos
experimentos (datos no mostrados). Se decidid utilizar una concentracion de DCA de 10
mM para las células MM.1S y 25 mM para las U266, mientras que para el ibrutinib se
fijo la concentracion en 10 UM para ambas lineas celulares. Al igual que en los
experimentos de DCA + LUV-TRAIL, se ensayo el efecto de estos farmacos sobre el
crecimiento y la muerte celular cada 24 horas hasta las 96 horas, mediante el método de
Mosmann modificado (crecimiento) y citometria de flujo por marcaje con Ann-V-FITC
(muerte celular) (Fig. 6.4). El farmaco ibrutinib se adicioné a las células tras 48 6 72
horas de incubacién en la placa de cultivo con o sin DCA, y se observo su efecto tras 24
horas adicionales de incubacion.
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Figura 6.4. Efecto de la combinacidon de DCA con ibrutinib sobre el crecimiento y la viabilidad
celular. Los resultados se muestran como la media +/- desviacion estandar de n=4 para las graficas de
crecimiento. La muerte celular se muestra en forma de histogramas representativos de citometria de flujo
tras el marcaje de las células con Ann-V-FITC. Las lineas celulares ensayadas fueron: (A) MM.1S y (B)
U266. **p<0,03; ***p<0,01.

Tal como se observa en la Fig. 6.4, la accion conjunta del DCA con ibrutinib
produce un efecto sinérgico tanto antiproliferativo como citotoxico sobre las lineas
celulares tumorales ensayadas. Este efecto se observa ya tras 72 horas totales de
incubacidn, si bien se acentla al dejar actuar el DCA durante 72 horas antes de la adicion
de ibrutinib. No obstante, serian necesarios méas experimentos de la induccion de

apoptosis para asegurar estos resultados.

6.2.1. Discusion

El farmaco LUV-TRAIL, generado en nuestro laboratorio, ha demostrado tener
un alto efecto citotdxico sobre células tumorales [66, 67], algunas de ellas con resistencia
a la apoptosis inducida a través de la via intrinseca o extrinseca. No obstante, este alto
efecto citotdxico no se ha podido reproducir en algunas lineas celulares especialmente
resistentes (datos no mostrados). Estudios previos han demostrado que el uso de
inhibidores de la glucdlisis es capaz de sensibilizar a células tumorales a la accién de
ligandos mortales, a través de una disminucién de la expresion de c-FLIP [68]. En este
trabajo, se ha propuesto el uso del DCA, que reduce el uso de la glucélisis en las células
forzando la funcion OXPHOS, como farmaco sensibilizador para la accién de LUV-

TRAIL sobre algunas de estas células.

Los resultados muestran que el DCA sinergiza con LUV-TRAIL la mayor parte
de las lineas celulares ensayadas, aumentando la capacidad citotdxica del ultimo. En el
caso de las celulas U266, especialmente resistentes a LUV-TRAIL, el DCA es capaz de
ejercer un potente efecto citostatico y citotoxico por si solo. La expresion de c-FLIP
disminuye en las células A549 y U266. Sin embargo, su expresion aumenta en las células
HT29, mientras que las células MCF7 no lo expresan. Se investigd también la expresion
de los receptores de TRAIL DR4 y DR5 en la superficie celular tras la incubacion con
DCA. Mientras que la expresion de DR4 apenas varia, la de DR5 si aumenta en todos los

casos en los que se observo sinergia.
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En relacion con esto, ya se ha descrito que LUV-TRAIL induce apoptosis en las
células diana principalmente a través de la multimerizacion de DR5, al menos en la linea
celular de linfoma histiocitico U937 [80]. Este hecho concuerda con el aumento de la
citotoxicidad observada en este trabajo tras el aumento de DR5 inducido por el DCA, si
bien este efecto no es igualmente pronunciado en todas las células ensayadas. La manera
en la que el DCA es capaz de alterar la expresion de DR5 no se conoce todavia con
certeza. Estudios previos han descrito que la expresion de los receptores mortales de
TRAIL pueden ser modulados por el factor de transcripcion NF-xB [81], por lo que
podria ser que el DCA, mediante la remodelacion metabdlica que induce en las células,
pudiera afectar la actividad de este factor de transcripcion. En este sentido, se ha descrito
que la via OXPHOS favorece la activacién de ERK5 [53] y que esta quinasa regula

positivamente a NF-«xB [82].

Segun los datos obtenidos, el efecto sensibilizador del DCA a la accion de LUV-
TRAIL se correlaciona mejor con el aumento en la expresion de DR5, aunque en algunas
lineas celulares este efecto puede verse acentuado por la reduccion en la expresion de c-
FLIP.

En cuanto a los resultados obtenidos con la combinacién de DCA con ibrutinib
sobre las lineas celulares derivadas de mieloma multiple ensayadas, se observé también
un efecto sinérgico de ambos farmacos. Si bien se ha observado que la accion antitumoral
de ambos farmacos es efectiva en las lineas celulares ensayadas, no se conoce con
exactitud el mecanismo por el cual sinergizan. EI DCA fuerza a las células tumorales a
realizar OXPHOS, en detrimento de la fermentacion lactica. Esto permite a las células
obtener energia de manera mas eficiente, y por tanto disminuir asi el consumo de glucosa.
Del mismo modo que la privacion de glucosa del medio es capaz de alterar los niveles de
ciertas proteinas implicadas en la apoptosis de las células [68], es posible que el cambio
metabdlico desencadenado por el DCA pueda alterar la expresion de otras proteinas que
favorezcan la accion del ibrutinib. Ademas de esto, ya se ha observado que el ibrutinib es
un farmaco capaz de sinergizar con otros agentes, tales como inhibidores de la ruta de la
PI3K, inhibidores de las proteinas de la familia de Bcl-2 y otros agentes
quimioterapéuticos [83]. No obstante, es necesario un mayor conocimiento sobre la

accion del DCA en las células ensayadas para caracterizar el efecto sinérgico observado.
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6.3. Caracterizacion de la capacidad respiratoria mitocondrial de la

linea celular L929dt e influencia sobre su metabolismo glucolitico

El siguiente objetivo de este trabajo fue el de investigar las posibles causas que
pudieran provocar el mayor metabolismo glucolitico que presenta la linea celular L929dt,
respecto a la linea celular parental L929 [46]. En primer lugar, se realizaron experimentos
preliminares para confirmar el cambio metabolico observado previamente.
Seguidamente, investigamos en mayor detalle su capacidad respiratoria. Dado que el
principal organulo celular cuya funcion esté alterada en este cambio de metabolismo es
la mitocondria, evaluamos los posibles cambios que se hubieran podido producir en la via
OXPHOS mitocondrial.

6.3.1. Metabolismo glucolitico de la linea celular L929dt
Para comprobar el aumento en el metabolismo glucidico de la linea celular

L929dt, se llevaron a cabo los siguientes experimentos:
6.3.1.1. Tiempo de duplicacion en medio de galactosa

El primer paso consistio en medir la tasa de crecimiento de las células L929dt
respecto a sus células parentales (L929). Para ello, se incubaron estas células durante 96
horas en presencia de glucosa (Glu) y galactosa (Gal), realizando contajes del crecimiento
cada 24 horas. Se representd la curva de crecimiento respecto al tiempo (datos no
mostrados) y se calcul6 el tiempo de duplicacion (D, horas) tal como se describe en el
apartado 5.4.3 (Fig. 6.5).
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Figura 6.5. Tiempos de duplicacion de las células L929 y L929dt, en presencia de (A) Glu, Gal
y (B) calculado como el ratio Dt Gal/Glu, expresado como la media +/- desviacion estandar de n=3
(L929) y n=2 (L929dt). *p<0,05.

Las graficas muestran que las células L929dt presentan una mayor dificultad para

crecer en presencia de Gal respecto a sus células parentales. Esto implica que su capacidad
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de realizar OXPHOS es significativamente menor, y que por tanto muestran una mayor
preferencia a realizar la fermentacion lactica en lugar de OXPHOS. Dado que el tiempo
de duplicacion de ambos en presencia de Glu es similar, los resultados en conjunto indican
ademas que el consumo de Glu de las células L929dt es mayor respecto sus células
parentales. Este cambio de metabolismo puede estar desencadenado por una reordenacion

metabdlica o alguna mutacion que afecte al rendimiento energético de sus mitocondrias.
6.3.1.2. Respiracion enddgena y desacoplada

El siguiente paso consistio en medir la capacidad respiratoria de estas células. Este
experimento se llevd a cabo midiendo el consumo de oxigeno con un electrodo de oxigeno
(Fig. 6.6).
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La linea celular L929dt exhibe una capacidad respiratoria significativamente
menor respecto a su linea celular parental, tanto end6gena como desacoplada (0 maxima).
Estos resultados sefialan que la remodelacién metabdlica sufrida por estas células es
debida, al menos en parte, a defectos en la cadena de transporte electrénico mitocondrial
(MmETC). Estos defectos provocan la salida del piruvato formado en la glucdlisis en forma
de lactato mediante fermentacion, obteniendo un menor rendimiento energético que en la
respiracion aerobia. Esto provoca en contrapartida un mayor gasto de glucosa para
compensar dicha pérdida de rendimiento energético.

6.3.1.3. Efecto del DCA sobre el crecimiento, la viabilidad y la
expresion del MHC-I

En vista de los resultados, dado que las células L929dt presentan limitaciones en
su capacidad respiratoria, se quiso analizar el efecto del DCA sobre estas celulas. Para
ello, se incubaron estas células y las células parentales en presencia de DCA a
concentraciones entre 15-25 mM, de 24 a 72 horas y se observd su efecto sobre el

crecimiento y viabilidad celular, asi como sobre la expresion del MHC-I [46]. Para
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obtener el valor numérico de la expresion del MHC-I en cada punto, se calculd la
diferencia entre la intensidad media de fluorescencia del H-2K¥ y el isotipo (ver Anexo
2).

A 1929

120

:\E 20 —&— Control
—8—[DCAJ=15mM
20 ~&—[DCA]=20mM
—8—[DCAJ]=25mM
0
0 24 Tiempo (h) 48 72
[DCA]
Tpo. Control 15mM 20mM  25mM

812] ~ 11,1 823 } 2.7

48h ‘ } } | ﬂ J\‘

I
WA ™ FWEg y 4 o,
i b A M i e g

10.2] X 7.98| ° 13,1

72h

B 1929dt
120

—&— Control

—8—[DCA]=15mM
—8—[DCA}=20mM
——[DCAJ=25mM

% Crecimiento

Tiempo (h)

[DCA]
Tpo. Control 15mM 20mM  25mM

f‘“ 24,6 72.1 Wz,s 95,7
48h |
/ it J"Uﬂ \\ A\ 1\‘;

[ . W € @ R AR A R T

‘ | 2 ” 64 ” )(4*98,5 97,5
72h ){ k f 1

AL I
N J A \ Y,
(R C PR A W L T
i
Anexina V

46



Resultados y Discusion

C
[DCA] 1929 (72h)  1.929dt (72h)
ase RTI i
el [
L }'4 ¢ ‘“::uaﬁm . i1 o :
I5mM L 1
g ‘ jﬂ} \:MTW”'? e'hr’f aﬁwm 7
20mM | | ;ﬁ“v.n,
. ’* \w‘lmn, s
T
25mM | /N

A B
MHC-I

Figura 6.7. Andlisis de la influencia del DCA a varias concentraciones sobre el crecimiento,
viabilidad y expresion del MHC-I en las células L929 y L929dt. Los resultados de los MTT se muestran
como la media +/- desviacion estandar de n=4. La muerte celular se representa en los histogramas obtenidos
por citometria de flujo tras marcaje con Ann-V-FITC, siendo el valor numérico de cada uno el porcentaje
de muerte. La expresion del MHC-I se representa en los histogramas obtenidos por citometria de flujo por
marcaje con un Ab-anti-H-2KX, (A) Crecimiento y muerte de las células L929; (B) Crecimiento y muerte
de las células L929dt; (C) Expresion del MHC-1 de las células L929 y 1929dt. *p<0,05; **p<0,03;
***n<0),01.

Las células L929dt presentan una alta sensibilidad a la accién citostatica y
citotoxica del DCA en comparacion con sus células parentales, observandose este efecto
incluso a concentraciones bajas (Fig. 6.7 A,B). Ademas de esto, el DCA es capaz de
inducir un claro aumento en la expresién del MHC-I en las células L929dt que habian
perdido su expresion (Fig. 6.7 C y Tabla S12, en Anexo 2), confirmando datos anteriores
[46]. EI DCA es capaz de inducir apoptosis en aquellas células que poseen un sistema
OXPHOQOS deteriorado [52], por lo que estos resultados, junto con los de los apartados

anteriores, afirman que las células L929dt poseen defectos en la mETC.

6.3.2. Funcionalidad de los complejos respiratorios

Tras comprobar el mayor metabolismo glucolitico de esta linea celular en los
experimentos anteriores, se quiso caracterizar en mayor detalle los defectos existentes en
lamETC.
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6.3.2.1. Expresidn y asociacion de los complejos respiratorios

Se extrajeron las mitocondrias de las lineas celulares L929 y L929dt y se llevo a
cabo una electroforesis en gel nativo de poliacrilamida “Blue Native” (BNGE). Este tipo
de electroforesis permite no sélo separar los complejos respiratorios libres sino también
observar su asociacion en forma de supercomplejos (SCs) [35]. Las proteinas separadas
en el gel fueron transferidas a una membrana de PVDF y se realizaron inmunoblots para
los complejos I-1V (Fig. 6.8). Las bandas correspondientes al ClI, el cual es incapaz de
formar SCs, sirvieron como control de carga dado que las proteinas que forman este
complejo son todas de origen nuclear.

Adicionalmente, se calculd el porcentaje de aumento o disminucion del
ensamblaje de cada una de las especies de complejos y SCs obtenidos para la linea celular
L929dt en comparacion con las L929 por densitometria. Para ello, Se obtuvieron las
intensidades de todas las bandas utilizando el software informatico ImageJ, y se
normalizaron dividiéndolas entre la intensidad de banda del CII. Finalmente, se
calcularon los porcentajes de variacion de la intensidad de cada banda de la linea celular
L.929dt comparada con la de las L929 (ver Tabla S13, en Anexo 2).

L929 L929dt L929 L929dt L929 1.929dt L929 1.929dt

Clv sC
Cl

= :;;:] anse

i, Iv

v*

a—Col

Figura 6.8. Western-Blotting de los complejos I (a-NDUFB6), II (a-SDHA), III (a-Core2) y 1V
(a-Col) de la mETC de las lineas celulares L929 y L929dt. Se extrajeron las mitocondrias de ambas lineas
celulares y se realiz6 un BNGE; después, se transfirieron las proteinas separadas a una membrana y se
realizaron los inmunoblots.

Como puede verse en la Fig. 6.8 y en la cuantificacion de la Tabla S13, los
resultados obtenidos muestran una disminucion significativa del ensamblaje del Cl en la
linea celular L929dt, sobre todo en su forma asociada a SCs. Esta menor asociacion del
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Cl con el resto de complejos (Il y V) provoca en consecuencia el aumento de la
formacion del SC 11121V, asi como de la forma libre del CllI. Esto se confirma a su vez
observando la pérdida de intensidad de las bandas del ClIll asociado al CI (ClII SC).
Finalmente, los niveles del CIV libre parecen disminuir, posiblemente debido al aumento

de la asociacion de este complejo con el CIlII.
6.3.2.2. Actividad de los complejos respiratorios

Paralelamente al estudio del ensamblaje de los complejos respiratorios, se llevo a
cabo el estudio de su actividad enzimética. Al igual que en el apartado anterior, se
partieron de mitocondrias aisladas de las lineas celulares L929 y L929dt. Por una parte,
se realiz6 un BNGE y se adiciond el reactivo descrito en el apartado 5.2.2.1 sobre el gel
para observar la actividad NADH deshidrogenasa (NADH-DH) en ambas muestras (Fig.
6.9). Los porcentajes de variacion de la intensidad de cada banda de la linea celular
L929dt comparada con la de las L929 de la actividad NADH-DH en gel se encuentran
recogidas en Anexo 2 (Tabla S14). Por otra parte, se llevaron a cabo las medidas de las
actividades enzimaticas de las mitocondrias aisladas mediante espectrofotometria. Los
valores mostrados corresponden al porcentaje relativo de actividad especifica de cada
complejo de las células L929dt respecto a las L929 (Fig. 6.10).
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Figura 6.9. Actividad NADH-DH en gel de las
mitocondrias de las células L929 y L929dt tras realizar un
BNGE.

|

49



Resultados y Discusion

225
200 - -
175 - .
150 - | i
B 929
B 92907

Actividad especifica (% de L929)

Cll

O

Cl+l11
COX

0
&)

ClI+ll

Figura 6.10. Actividad especifica de la citrato sintasa (CS) y de los complejos respiratorios | (Cl),
I+ (CI+HT), 11 (CH), H+E (CH+I) y IV (COX) de las células L929 y L929dt mediante
espectrofotometria; n>2. *p<0,05; **p<0,03; ***p<0,01.

Como se observaen laFig. 6.10, las células L929dt sufren una bajada significativa
de la actividad del CI. En relacion con este resultado, el ensayo de la actividad NADH-
DH en gel confirma esta bajada en su actividad (Fig. 6.9), observandose disminuciones
muy significativas (Tabla S14, en Anexo 2). A su vez, la actividad combinada de los Cl y
I11 esta disminuida, de acuerdo con lo observado en la inmunodeteccion anterior (Fig.
6.8). Los resultados muestran, por tanto, que esta disminucion en el ensamblaje de los
SCs I+111 induce una bajada en su actividad. Ademas de esto, la actividad del ClI, tanto
aislada como combinada con el CllI, aumenta sensiblemente. Este es probablemente un
efecto de compensacion frente a la falta de actividad del Cl. La menor transferencia de
electrones del Cl al CllI provoca que quede una mayor cantidad del CIlI disponible para
recibir electrones desde el FADH>, observandose asi un aumento de la actividad de los
complejos 11+111. La actividad del CIV no varia de una manera significativa. Finalmente,
en cuanto a la actividad de la citrato sintasa (CS), se observa una clara disminucion de las
células L929dt respecto a sus parentales. Esto puede indicar que, ademas del ClI, las
células L929dt pueden tener defectos en la expresion o en la actividad de alguna enzima
del ciclo del acido citrico.
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6.3.3. Analisis comparativo de la formacion de ROS
Por ultimo, se quiso analizar la cantidad de ROS producidas en las células
L.929dt en estado basal, en comparacion con las células parentales L929. Las células se
marcaron con DHE y DCF-DA, que en presencia de ROS reaccionan y se forman los
productos 2HE y DCF, cuyas intensidades de fluorescencia se pueden detectar por
citometria de flujo (Fig. 6.11). EI DCF-DA es capaz de detectar varios tipos de ROS,

tales como O,?, radical hidroxilo y varios perdxidos, mientras que el DHE s6lo detecta
los niveles de 027",
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Figura 6.11. Formacién de ROS de las células L929 y L929dt en estado basal, analizado mediante

citometria de flujo. (A) Formacion de 2HE tras marcaje con DHE; (B) Formacion de DCF tras marcaje con
DCF-DA.

Los resultados obtenidos indican que las células parentales L929 generan una
mayor cantidad de ROS en estado basal respecto a las L929dt (Fig. 6.11, B). Este

aumento no es debido a la especie 0., dado que los niveles de formacion de este

radical libre son similares en ambas lineas celulares (Fig. 6.11, A).
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6.3.4. Discusion

En vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la linea celular L929dt
posee defectos en el ensamblaje y en la actividad del complejo | de la mETC, lo cual le
provoca una pérdida en la asociacion en forma de SCs con el resto de complejos y una
deficiencia en la capacidad de llevar a cabo el ciclo del acido citrico y la via OXPHOS.
Al no poder respirar de una manera correcta, el piruvato obtenido de la glucdlisis deriva
hacia la fermentacion lactica y de esta manera, el rendimiento de la obtencion de energia
se ve comprometido. Para compensarlo, estas células consumen una mayor cantidad de
glucosa del medio. La propia fermentacion lactica le permite a su vez regenerar el NAD*
necesario para la glucdlisis. Parece ser que para tratar de compensar la pérdida de

actividad del ClI, las células L929dt sufren un aumento en la actividad del ClII.

En relacion con la pérdida de la formacion de SCs, se ha sugerido una implicacion
de la estabilidad de los SCs como nexo que une el estrés oxidativo con este cambio del
metabolismo energético [51]. En esta revision, se propone que el estrés oxidativo,
provocado por una mayor formacion de ROS, provocaria una desestabilizacion de los SCs
que contienen el complejo I. Esta menor asociacion desembocaria en una pérdida de la
capacidad respiratoria de la mitocondria. Si bien no se ha estudiado en profundidad la
implicacion de la estabilidad de los SCs en la progresion tumoral, todo lo comentado

anteriormente parece indicar que podria tener cierta importancia durante este proceso.

En cuanto al proceso de progresion tumoral y metastasis, se ha comenzado a
sefialar en los ultimos afios cierta relacién entre defectos en la mitocondria con una mayor
propension al evento metastatico [84]. De hecho, se ha demostrado que mitocondrias con
mutaciones en el complejo | de células tumorales con alto potencial metastatico inducen
dicho mayor potencial metastatico al transferirlas a células tumorales con menor potencial
metastatico [49]. Aunque todavia no se han caracterizado bien todos los eventos que se
producen durante el cambio de fenotipo de una célula tumoral primaria a una célula
metastatica, la pérdida de la funcionalidad de la respiracion mitocondrial podria ser un

factor importante en este evento que merece la pena explorar.

Los resultados mostrados en este trabajo muestran que las células L929dt
producen una menor cantidad de ROS respecto a sus células parentales. Estos datos no
concuerdan con los resultados obtenidos en otros estudios, donde se ha observado que
células tumorales con deficiencias en el Cl poseen una mayor formacién de ROS [49].

Una posibilidad para explicar los datos obtenidos podria ser que las células L929dt
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tuvieran una mayor expresion y/o actividad de oxidorreductasas que eliminen los ROS
formados, como la catalasa; o que las células parentales L929 tuvieran una mayor
actividad de la enzima superdxido dismutasa, que reacciona con O2% para formar HzO,,

disminuyendo la fluorescencia del marcaje con DHE y aumentando el de DCF-DA.

La linea celular L929dt ha sufrido un proceso espontaneo de pérdida de adhesién
a la placa de cultivo, suceso que ocurre durante la metastasis tumoral. Este hecho, junto
con su historial previo [46] y los experimentos realizados en este Trabajo de Fin de Master
parecen indicar que esta linea celular podria ser un buen modelo para estudiar la posible
relacion entre el metabolismo glucidico y la metastasis. No obstante, estos estudios
deberian ampliarse y estudiar otros pardmetros. Como primera aproximacion, se deberia
demostrar su capacidad de inducir tumores in vivo. Las células L929 no son capaces de
generar tumores en ratones singénicos a menos que éstos sean irradiados previamente
para debilitar su sistema inmunitario [85, 86], sin embargo se ha descrito la formacion de
tumores en ratones atimicos inmunodeprimidos [87]. Utilizando este modelo
experimental, se podria observar si las células L929dt poseen un mayor potencial

tumorigénico y/o metastatico respecto a las células parentales.

Ademas de esto, seria interesante poder relacionar el metabolismo glucidico con
la pérdida de adhesion, asi como con la pérdida de expresion del MHC-I, caracteristico
tanto de las metéstasis como de las células L929dt. Por ello, se pretende realizar un
estudio comparativo del quinoma de las células L929 y L929dt, con el objeto de encontrar
una posible alteracién en el patron de las quinasas activadas en cada célula que dé pistas

sobre el cambio fenotipico que se produce durante el evento metastatico.
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/. CONCLUSIONES

El farmaco dicloroacetato (DCA) es capaz de sinergizar con el farmaco ibrutinib y
con TRAIL asociado a liposomas (LUV-TRAIL), aumentando la citotoxicidad y el
efecto antiproliferativo diversas lineas celulares tumorales.

ElI DCA sensibiliza a las células ensayadas junto con LUV-TRAIL, al menos en parte,
a través del aumento en la expresion en la superficie celular de DR5.

Las células L929dt poseen defectos en la respiracion aerobia y presentan una
tendencia hacia la fermentacién, siendo muy sensibles a los efectos citostaticos y
citotoxicos del DCA.

Las células L929dt presentan un defecto en la formacion de supercomplejos por parte
del complejo I de la cadena de transporte electronico mitocondrial (mETC), asi como

en su actividad.

Dichloroacetate (DCA) is a drug which synergizes with two different drugs: ibrutinib
and liposome-bound TRAIL (LUV-TRAIL), enhancing their antiproliferative and
cytotoxic effect in several tumor cell lines.

DCA sensitizes cells, at least partially, through an increase in DR5 expression on the
cell surface in DCA + LUV-TRAIL experiments.

L929dt cells have defects in aerobic respiration and show a tendency towards
fermentation, which make them very sensitive against the cytostatic and cytotoxic
effects of DCA.

L929dt cells show a reduction in the assembly of complex | (Cl)-containing

respiratory supercomplexes, as well as in both Cl and CI + complex Il activity.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Tablas de Materiales y Métodos

A. Medios de cultivo utilizados

Tabla S1

Medio de cultivo Lineas celulares

DMEM + 10% SFB + GlutaMax + Antibioticos A549, HT29, MCF7, L929, L929dt
RPMI + 10% SFB + GlutaMax + Antibioticos U266, MM.1S

Tabla S1: Relacion de los medios de cultivo utilizados para las lineas celulares ensayadas en este trabajo.

B. Composicién de las disoluciones necesarias para una electroforesis nativa en
oradiente de poliacrilamida (“‘Blue Native”)

Tabla S2
Disoluciones necesarias Composicién Observaciones
I_3is-Tris 150 mM, 4cido
aminocaproico 1.5 M, pH 7,0
Filtrada y
Disolucion stock de Acrilamida:bisacrilamida almacenada,
acrilamida:bisacrilamida (48:1.5) (p/v) protegida de la luz a
4°C.

Persulfato de amonio al 10 % Preparado en el
APS
(p/v) momento

Tricina 50 mM, Bis-Tris 15

Tampon del catodo A mM pH 7,0, Serva blue G 0.02
%

Tricina 50 mM, Bis-Tris 15

Tampon del catodo B mM pH=7.0, Serva blue G

0.002 %

Tampodn del &nodo Bis-Tris 50 mM, pH 7,0
Tampon de carga BN

Tabla S2. Relacion de las disoluciones preparadas para una electroforesis nativa en gel de poliacrilamida.
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C. Composicion de las disoluciones preparadas para BNGE

Tabla S3

Componente Acrilamida 3% Acrilamida 13%

305 pl 866
1.667 ml 1.111 ml
3ml 796 pl

Tabla S3. Composicion de las disoluciones para la preparacion de un gel de Blue Native para
la separacién de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.

D. Composicién del gel separador (resolving gel) y concentrador (stacking gel)

Tabla S4

Stacking Gel Resolving Gel 12%
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 0,65 ml 4 ml

Tris-HCI 0,5M pH 6,8 1,26 ml -
Tris-HCI 0,5M pH 8,8 - 2,5 ml
SDS 10% 50 pul 100 pl
Agua destilada 3mil 3,35 ml
APS 10% 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl
Volumen total 5,07 ml 10,06 ml

Tabla S4. Composicion de los geles utilizados para realizar electroforesis en gel de
poliacrilamida/SDS.
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E. Anticuerpos empleados en los inmunoblots

Tabla S5

Ab Primario Ab Secundario

(dilucion)  "rOMA T dilucion)

ALK Nougss  Afiien Vet
MDA sona A Mok
A(nlt;ggg(;)e 2 UQCRC2 '?2;%638” Mitosciences
A(‘f/téagé))l MT-CO1 A(\?';lségtoo)n Mitosciences
A“(tli;g'oFog'P C-FLIP  Anti-rat6n (1/5000) Sheo Life

Tabla S5. Relacidn de anticuerpos primarios empleados.

F. Reaccion citrato sintasa

Tabla S6

Concentracion stock Volumen (ul) Concentracion final

10 mM 861,7 ~10 mM
7 mg/ml 33 0,023 mg/ml
1mM 100 0,1 mMm
----- 20
10% 10 0.1%

50 mM 5 0,25 mM

Tabla S6. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad de la citrato sintasa.

G. Reaccién complejo |

Tabla S7

Concentracion stock Volumen (ul) Concentracion final

1x 955 ~1x
10 mM 13 0.13 mM
13mM 10 0.13mM
1 mg/ml 2 2 pg/ml
20

Tabla S7. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad del complejo I.
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H. Reaccion complejo I1+111

Tabla S8

Concentracion stock Volumen (ul) Concentracion final

Ix 745 -Ix

10mM 50 0.2 mM
1mM 100 0.LmMm
1mM 100 0.1 mMm

Tabla S8. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad de los complejos I+l11.

I. Reaccion complejo 11

Tabla S9

Concentracion stock Volumen (ul) Concentracion final

Buffer C1/C2

DCPIP 5 mM 6 30 uM

Tabla S9. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad del complejo I1.

J. Reaccion complejo H+111

Tabla S10

Concentracion stock Volumen (ul) Concentracion final

1x 735 ~1x
10 mM 50 0.2mM
ImM 100 0.1mM
500 uM 10 5 UM
30 mM 100 3mMm

Tabla S10. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad de los complejos 11+111.
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K. Reaccion complejo IV

Tabla S11

Concentraciéon stock Volumen (ul) Concentracion final

795
100 mM 100 10 mM
10 mg/ml 100 1 mg/ml

Tabla S11. Mezcla de reactivos para la medida de la actividad del complejo V.




Anexos

Anexo 2: Figuras y Tablas de Resultados

A. Efecto combinatorio de DCA + LUV-TRAIL sobre la muerte celular

Linea celular Tpo. Control DCA LUV-TRAIL DEA
LUV-TRAIL
10.9 112 34.8 72
48h
k) A ]’\ A
& K'::” G X3 WM ¢ @ f)‘k\} g \defwm
AS549 -
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72h
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Figura S1. Histogramas representativos de la induccion de muerte celular de la combinacién de
DCA + LUV-TRAIL, mediante citometria de flujo tras marcaje con Ann-V-FITC.
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B. Expresion del MHC-I tras incubacion con DCA en las células L929 y 1.929dt

Tabla S12

1103 151
1459 308
1685 638
1977 769

Tabla S12. Expresion del MHC-1 en las células L929 y L929dt tras 72 horas de incubacién con
DCA a varias concentraciones. Los valores se expresan como la diferencia entre la intensidad
media de fluorescencia del H-2K* y el isotipo.

C. Expresién de los complejos respiratorios

Tabla S13

Banda Variacion de la expresion (%0)

-9,12
-10,27

-100
-54,70
-78,14

-100

o 25,54
52,08
Clisc--1 -36,42
3071
522
IV* -23,84
184,63
128,39

Tabla S13. Porcentaje de variacion de la intensidad de banda obtenida de los inmunoblots de los

CI-IV mitocondriales de la linea celular L929dt respecto a la linea celular L929.
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D. Actividad NADH deshidrogenasa (NADH-DH)

Tabla S14

% Intensidad de banda de
L929dt respecto a L929

CI-SCs (banda 1) 53,82
CI-SCs (banda 2) -49,19
CI-SCs (banda 3) -100

Tabla S14. Variacion de la intensidad de las bandas de las mitocondrias de las células L929dt
respecto a L929 al observar la actividad NADH-DH en gel de BN.

Banda







