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RESUMEN

La LMC es un trastorno mieloproliferativo clonal producido por la
translocacién t(9;22)(q34;q11), conocida como el cromosoma Filadelfia. Esta
translocacién conduce a la yuxtaposicidn de los genes c-ABL1 (del inglés Abelson
Leukemia Virus) y BCR (del inglés Breakpoint Cluster Region), generando asf el
gen quimérico BCR-ABL1 que codifica una oncoproteina con actividad tirosina
quinasa que recibe el mismo nombre. La adquisicién de este gen de fusiéon ocurre
en una sola célula madre hematopoyética multipotente llamada célula madre de
leucemia (LSC, del inglés Leukemic Stem Cells), que ain no estd comprometida
con la diferenciacion mieloide o linfoide. De este modo BCR-ABL1 le aporta a esta
célula una ventaja proliferativa y una capacidad de diferenciaciéon aberrante
responsables de la expansién de progenitores mieloides en la médula dsea. Si
bien la sola presencia de BCR-ABL es suficiente para desencadenar la LMC, a
medida que la enfermedad progresa aparecen nuevas alteraciones que modifican
el comportamiento de las células leucémicas, reducen la sensibilidad a los
tratamientos y favorecen ain mas el avance a estados mas similares a una

leucemia mieloide aguda.

Con la salida al mercado a principios de los afios 2000 de los inhibidores
tirosina quinasa (TKI) especificos contra BCR-ABL, el pronéstico de la LMC sufri6
una revolucidn, pasando de ser una enfermedad de resultado fatal a una de
prondstico favorable. Aunque en gran parte de los pacientes el tratamiento
continuado con TKI logra controlar la progresion de la enfermedad, la resistencia
primaria o secundaria a estos tratamientos sigue suponiendo una grave

amenaza, lo que justifica la blisqueda de nuevas opciones terapéuticas.

BCR-ABL presenta actividad tirosina quinasa constitutiva, activando una
plétora de vias de sefializacién como PI3K/AKT, MAPKs o STAT5 que son
responsables del fenotipo proliferador, antiapoptético y del bloqueo de la
diferenciacion caracteristico de las células tumorales. Pero, ademas, BCR-ABL
induce cambios en dos importantes caracteristicas distintivas de las células
leucémicas: produce un incremento de ROS (del inglés Reactive Oxygen Species)
celulares y modifica las necesidades y dependencias metabdlicas. Las ROS
colaboran en el control de varias de las rutas de sefializacién controladas por
BCR-ABL, y favorecen la aparicién de mutaciones puntuales y ruptura de doble
cadena por su gran poder oxidante. Una de la fuentes mas fuertemente
implicadas en la elevacidn de los niveles de ROS en LMC es la familia de enzimas

NADPH oxidasas, cuya tnica funcién conocida hasta el momento es precisamente
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RESUMEN

la de producir ROS. Esta familia de enzimas transmembrana se comprende de 7
miembros: NOX1-4, que son dependientes de la subunidad estabilizadora
p22rhox; y NOX5, DUOX1 y DUOX2 cuya actividad estd regulada por calcio. La
expresion de BCR-ABL induce la glucélisis aerobia, fendmeno conocido como
efecto Warburg, al incrementar la entrada y metabolismo de la glucosa en
detrimento de la fosforilaciéon oxidativa (OXPHOS) mitocondria, y su gran
capacidad para generar energia. Pero este viraje metabdlico hacia la glucélisis
parece no tener lugar en las LSC donde la glucosa captada se destina al OXPHOS
mitocondrial, entre otros factores por su menor dependencia de BCR-ABL para
sobrevivir. Tanto la sobreproduccion de ROS como los cambios metabdlicos
descritos se han relacionado con la resistencia y progresion de la LMC a etapas

mas agresivas de la enfermedad.

Las ROS son capaces de modular el metabolismo celular al afectar directa
o indirectamente a reguladores maestros del metabolismo como la AMPK o HIF1;
asi como gracias a su capacidad para oxidar directamente a enzimas metabdlicas
como la GAPDH, la PKM2 o la PDH. Asi en esta tesis nos planteamos investigar el
papel que podrian estar cumpliendo las ROS producidas via NADPH oxidasas

sobre la particular adaptaciéon metabélica de las células de LMC.

Asi, decidimos silenciar el homodlogo NOX2, el mas fuertemente
relacionado con las células hematopoyéticas, asi como la subunidad
estabilizadora p22rhex, esencial para el funcionamiento de NOX1-NOX4 y
encontramos que las células NOX2 silenciadas, pero no las p22rhex silenciadas
indujeron el flujo de glucosa a través de la glucélisis y la entrada de piruvato a la
mitocondria en células K562 mediante el estudio del destino metabdlico de la
glucosa con 13C¢-glucosa. Ademas, encontramos que el silenciamiento de NOX2
aumenta el OXPHOS mitocondrial y la producciéon de ROS mitocondriales. Este
efecto estuvo acompafiado de una reduccién en la ruta de sefializaciéon
PI3K/AKT/mTOR y una activacién de GSK3[ que puede ser responsable de

algunas de las adaptaciones metabdlicas descritas.

El hecho de encontrar que el silenciamiento de NOX2, pero no el de p22phox
inducia cambios metabdlicos, nos llevé a plantear que, ademas de NOX2, otro
miembro de la familia dependiente de p22rhex estuviese implicado en la
regulacién del metabolismo de la LMC. Encontramos que silenciamiento de NOX2

increment6 los niveles de ARN mensajero de NOX4 y la expresion proteica de
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p22phox en células enteras y en extractos enriquecidos en mitocondrias. NOX4 es
el homdlogo de la familia mas fuertemente relacionado con la mitocondria,
existiendo diversos articulos que localizan a esta proteina en la mitocondria o en
las uniones reticulo endoplasmico (RE)-mitocondria, donde se le ha asignado
una funcién en la regulacién metabdlica mitocondrial. Siguiendo esta idea, el
analisis metabdlico y transcriptémico avalé la existencia de un eje NOX2-NOX4-
mitocondria, observando que el silenciamiento de NOX4 evita el incremento en
el OXPHOS provocado por el silenciamiento de NOX2 y el enriquecimiento de vias

relacionadas con el metabolismo.

Por ultimo, evaluamos el potencial terapéutico de la inhibicién de las
NADPH oxidasas junto con el inhibidor de la hexoquinasa, 2DG; el inhibidor de la
lactato deshidrogenasa, oxamato; o con el inhibidor de la piruvato
deshidrogenasa quinasa, el DCA. Encontramos que la inhibicién quimica de las
NOX present6 un fuerte efecto sinérgico con los inhibidores del metabolismo
2DG, DCA y oxamato en lineas celulares y muestras de pacientes de LMC, ademas
de ser igualmente eficaz en el tratamiento de células resistentes a los TKI. Por
ultimo, la inhibicidon especifica de NOX2 con GSK2795039 junto con el DCA
redujo de manera sinérgica la proliferacién y capacidad clonogénica tanto en

lineas celulares como en muestras de pacientes de LMC.

Todos estos datos en conjunto muestran la existencia de un eje funcional
NOX2-NOX4-metabolismo en LMC con un importante potencial terapéutico para

el tratamiento de esta leucemia.
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ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative neoplasia
induced by the t(9;22)(q34;q11) translocation, also known as the Philadelphia
chromosome. Such translocation leads to the juxtaposition of the c-ABL1
(Abelson Leukemia Virus) and BCR (Breakpoint Cluster Region) genes,
generating the BCR-ABL1 chimeric gene that encodes an oncoprotein with the
same name, that shows constitutive tyrosine kinase activity. The acquisition of
this genetic fusion occurs in a single stem cell or leukemic stem cell (LSC), which
is not yet compromised either to myeloid or lymphoid lineages. BCR-ABL1
provides proliferation advantage and triggers an aberrant myeloid
differentiation, which eventually leads to the expansion of myeloid progenitors
in the bone marrow. Although the mere presence of BCR-ABL1 seems sufficient
to induce the disease, as the disease progresses, new genetic alterations appear
that modify the behaviour of the leukemic cells, reduce treatment sensitivity, and

further favour progression to disease phases that remember an acute leukaemia.

The widespread use of tyrosine kinase inhibitors (TKIs) against BCR-ABL1
from the beginning of this century revolutionised CML treatment, the prognosis
moved from dismal to very favourable. Although most patients respond well to
prolonged TKI treatment, primary and secondary resistances are still a great

threat, what justifies the search for novel therapeutic options.

The constitutive activity of BCR-ABL is responsible of the activation of a
plethora of signalling pathways such PI3K/AKT, MAPKs or STATS5, leading to the
uncontrolled proliferation, apoptosis evasion and differentiation block that
characterise CML cells. Moreover, BCR-ABL induces two important and
distinctive features of leukemic cells: an enhanced production of Reactive
Oxygen Species (ROS), and the alteration of metabolism. ROS are important for
the maintenance of BCR-ABL induced signalling pathways, and they can induce
oxidative damage leading to an enhanced rate of mutations and the appearance
of DNA double strand breaks. One of the most prominent source of ROS in CML
is the NADPH oxidase family. This family of enzymes is specialized in the
production of ROS, which is its only known function; there are 7 members: NOX1-
4, whose stability depend on the small transmembrane proteinp22rhox; and
NOXS5, DUOX1 y DUOX2, whose activity is regulated by calcium.

BCR-ABL expression induces an aerobic glycolysis, a phenomenon known

as the Warburg effect, characterised by an enhanced oxidation of glucose
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through glycolytic pathway to the detriment of mitochondrial oxidative
phosphorylation (OXPHOS). However, this metabolic rewiring apparently does
not occur in LSC; these cells rely metabolically on OXPHOS, and show a lower
dependence on BCR-ABL for survival. Both, the overproduction of ROS and the
metabolic rewiring, have been related with the appearance of resistances and

disease progression to more aggressive stages.

ROS can modify cellular metabolism due to their capacity of control of
master regulators of metabolism such AMPK or HIF by direct or indirect
mechanisms. Moreover, ROS can induce the oxidation of metabolic enzymes such
GAPDH, PKM2 or PDH. Bearing the foregoing in mind, in this Thesis we aimed to
investigate the role in CML metabolism of NADPH oxidase produced ROS.

For this purpose, we decided to silence the expression of NOX2, the
isoform most tightly related with haematopoietic cells, and the stabilising
subunit p22rhox, which is essential for the activity of for different complexes
(NOX1-NOX4). By following the metabolic destiny of 13Cs-glucose, we found that
NOX2 silenced cells, unlike to p22rhox silenced cells, enhanced the use of glucose
through the glycolytic pathway, and the entry of pyruvate in the mitochondria.
Besides, we also found that NOX2 silencing enhanced OXPHOS and the
production of mitochondrial ROS, accompanied by the attenuation of the
PI3K/AKT/mTOR pathway, and the activation of GSK3f, which may be

responsible of some of the metabolic changes found.

Considering that most of the metabolic changes observed in NOX2 silenced
cells were not shared by p22rhex silenced cells, we wondered whether another
p22rhox—dependent NOX, different from NOX2, was involved in the regulation of
CML metabolism. We found that NOX4 mRNA levels were increased upon NOX2
silencing. At the same time, we also detected an increase of p22rhox protein levels,
both in whole cell extracts and in mitochondrial enriched fractions. Previous
reports support a tight relation of NOX4 with the mitochondria. It has been
reported the location of NOX4 in the mitochondria and in the mitochondria-ER
contact sites (MERC); and the importance of this enzyme in the regulation of
mitochondrial function is supported by the scientific evidence. In the same line,
our metabolic and transcriptomic analyses support the existence of a NOX2-

NOX4-mitochondria functional axis in CML cells, because NOX4 silencing prevent
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the enhancement in OXPHOS, and the enrichment of metabolism related

pathways observed upon NOX2 silencing.

Finally, we analysed the therapeutic potential of the simultaneous
inhibition of NADPH oxidases and three different metabolism enzymes. Chemical
inhibition of NADPH oxidases showed a synergistic effect upon combination with
inhibitors for hexokinase (2DG), lactate dehydrogenase (oxamate), and pyruvate
dehydrogenase kinase (DCA), both in CML cell lines and in patient cell samples.
Such combinations showed also to be effective in TKI resistant cell lines. Finally,
NOX2 specific inhibition with GSK2795039 plus DCA reduced synergistically cell

proliferation and clonogenic capacity of CML cell lines and patient cell samples.

In summary, our results support the existence of a functional axis NOX2-
NOX4-mitochondria important for the regulation of CML metabolism and with a

high therapeutic potential for the treatment of this leukaemia.
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INTRODUCCION

1. Leucemia Mieloide Crénica

Las neoplasias mieloides supusieron en Espafia en torno al 30,81% del
total de neoplasias hematoldgicas diagnosticadas entre 2002 y 2013. Segun
Marcos-Gragera y colaboradores, se estima que en el afio 2021 se diagnosticaron
en Espana aproximadamente 424 nuevos casos de leucemia mieloide crénica
(LMC), lo que supone una incidencia de 0,9 casos por cada 100.000 habitantes
(Solans et al,, 2022), incidencia ligeramente inferior a la media en la Unién
Europea con 1,2 casos por cada 100.000 habitantes (Hoffmann et al.,, 2015). En
los paises occidentales la mediana de edad de los pacientes con LMC es de unos
57 anos, siendo mas habitual en personas mayores de 70 afios que se
corresponden con mas del 20% del total de casos diagnosticados en Europa
(Hoffmann et al., 2015; Jabbour & Kantarjian, 2020).

La LMC es un trastorno mieloproliferativo clonal producido por la
presencia de una Uunica anormalidad citogenética, la translocacién
t(9;22)(q34;q11), conocida como el cromosoma Filadelfia (Ph, del inglés
Philadelphia). Esta translocacion conduce a la yuxtaposicion de los genes c-ABL1
(del inglés Abelson Leukemia virus) situado en el brazo largo del cromosoma 9
y BCR (del inglés Breakpoint Cluster Region) dispuesto en el brazo largo del
cromosoma 22, generando asi el gen quimérico BCR-ABL1 que codifica una
oncoproteina con actividad tirosina quinasa que recibe el mismo nombre
(Hehlmann et al,, 2007) (Figura 1). Se cree que la adquisicién de este gen de
fusién ocurre en una sola célula madre hematopoyética multipotente (HSC, del
inglés Hematopoietic Stem Cells) llamada célula madre de leucemia (LSC, del
inglés Leukemic Stem Cells), que ain no esta comprometida con la diferenciacion
mieloide o linfoide. De este modo BCR-ABL1 le aporta a esta célula una ventaja
proliferativa y una capacidad de diferenciacion aberrante responsables de la
expansion de progenitores mieloides en la médula ésea (Bruns et al., 2009).

Para el correcto diagndéstico de la LMC, la Red Europea de Leucemia (ELN,
por sus siglas en inglés European LeukemiaNet) recomienda realizar un analisis
morfolégico y citogenético en aspirado de médula 6sea, que nos permitira
determinar la fase de la enfermedad en la que se encuentra el paciente. Ademas,
es obligatorio realizar una PCR cualitativa en células de sangre periférica o
médula 6sea para identificar la presencia y el tipo de transcritos de BCR-ABL1ya
que, alrededor del 2-4 % de los pacientes con LMC albergan transcritos menos
comunes que carecen del ex6n 2 de ABL1 o que resultan de puntos de corte en
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BCRatipicos y que pueden llevar a un incorrecto seguimiento de estos pacientes
(Hochhaus et al., 2020).

Cromosoma 9
Cromosoma
Filadelfia
Cromosoma 22
U BCR ey T — BCR-ABL1

ABL1

Figura 1. llustracion de /a fusion de los genes BCR y ABL1.

1.1 Curso biolégico de la LMC

La LMC se caracteriza por un curso clinico trifasico. Mas del 90% de los
casos se diagnostican en una fase temprana de la enfermedad conocida como fase
cronica, que en aproximadamente el 50% de los casos carece de una
sintomatologia especifica asociada. Los signos mas comunes son resultado de la
anemia y la esplenomegalia, como pueden ser fatiga, pérdida de peso, malestar
general o dolor en el cuadrante superior izquierdo (Hoffmann et al.,, 2015;
Jabbour & Kantarjian, 2020). En esta etapa todavia se producen granulocitos
maduros, pero hay un aumento de las células progenitoras mieloides en la sangre
periférica. Si no se trata eficazmente, la LMC puede evolucionar de esta fase
crénica a una fase acelerada de duracion variable y, posteriormente, a una fase
blastica donde ya encontramos un fuerte bloqueo de la diferenciacién mieloide
y/o linfoide (mieloide en el 70% de los casos, linfoide en el 25%, megacariocitica
o indiferenciada en el 5%) similar al observado en leucemias agudas y donde los
pacientes presentan una supervivencia inferior a 1 afio (Jabbour & Kantarjian,
2020; Osman & Deininger, 2021).

La proporcion de células blasticas y de basofilos es importante para
distinguir la fase crénica de las fases acelerada y blastica. Actualmente no existe
consenso entre la ELN y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en cuanto a
este porcentaje de blastos. Segun la ELN la fase acelerada se caracteriza por la
presencia de entre un 15% a un 29% de blastos en la médula 4sea o sangre

periférica, mientras que la OMS fija este porcentaje entre el 10% y el 19%. Ambos
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organismos consideran fase blastica cuando el recuento de blastos se encuentra
por encima de estos porcentajes (Baccarani et al,, 2013; Osman & Deininger,
2021).

Desde la incursion en el mercado de los inhibidores tirosina quinasa (TKI,
del inglés Tyrosin Kinase Inhibitor) la LMC se ha tratado como una enfermedad
muy homogénea. El hecho de que la sola presencia de BCR-ABL1 sea suficiente
para iniciar y mantener la enfermedad no significa que sea el evento clave en
todas las fases de la enfermedad. El mecanismo de progresién es complejo y su
evolucion es muy heterogénea entre los diferentes pacientes. Esta
heterogeneidad entre pacientes puede explicarse, al menos en parte, por la
presencia/aparicion de anomalias cromosémicas adicionales (ACA), variaciones
en los patrones de expresién génica entre pacientes, mutaciones en genes
reguladores del cancer o con el subtipo de HSC en el que se exprese BCR-ABL1

por primera vez (Branford et al,, 2018; Holyoake & Vetrie, 2017).

1.2 BCR-ABL1

La yuxtaposicion de los genes BCRy ABL1puede producirse en diferentes
puntos de corte que van a dar lugar a tres isoformas diferentes de la proteina
BCR-ABL1, de 190, 210y 230 kDa (Figura 2.A). A pesar de que las tres formas de
BCR-ABL1 son capaces de inducir neoplasias mieloproliferativas en ratones,
cada una de ellas se asocia en mayor medida a un tipo de leucemia (S. Li et al,,
1999). En la LMC la isoforma mas comun es la p210 estando presente en un 98%
de los casos. También podemos encontrar esta isoforma en un 20% de los
pacientes con leucemia linfocitica aguda de tipo B (LLA-B) Ph+. Por el contrario,
la isoforma p190 es la mas comdn en LLA-B Ph+ (80%) pero muy rara en LMC.
Por ultimo, p230 es un evento poco comun descrito en algunos casos de leucemia
neutrofilica cronica Ph+ (Hazlehurst et al., 2009). Se cree que el tipo de célula en
la que se produce la fusiéon BCR-ABL1 es el responsable de que estas isoformas
aparezcan preferentemente en unos tipos de leucemias u otros (Melo &
Deininger, 2004; T. Zhou et al., 2018).

La fusion de BCR con ABLI representa tres grandes cambios en la
funcionalidad de cada proteina por separado. En primer lugar, induce un cambio
en la localizacién de ABL1 desde el nucleo al citoplasma. En segundo lugar, la
actividad tirosina quinasa de la proteina de fusidn esta constitutivamente activa.

La formacion de la proteina quimérica hace que ABL pierda la cubierta de su N-
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terminal encargada de regular su actividad que, ademas, sera reemplazada
por una porcion truncada de la proteina BCR que induce su dimerizacion o
tetramerizacion (Shan et al, 2019a). Y, por ultimo, se incrementa la
variedad de dominios de unién proteina-proteina y, con ello, el nimero de
vias de sefializacion aguas abajo con las que puede interaccionar
(Hazlehurst et al., 2009; Melo & Deininger, 2004; Ren, 2005) (Figura 2. B).

A)
la 2

1b
ot — e HHHH T ———
ser I HIHID— OO 000 o—

m-BCR M-BCR u-BCR
B) BCR ABL1
CC SIT quinasa Rho-GEF PH CalB RAC-GAP ‘SH3 SH2 Y quinasa DBD ED
P190 cc| ST qui MsH3 ™ SH2 Y quinasa DBD ABD
P210 CC SIT quinasa Rho-GEF PH :SHS SH2 Y quinasa DBD Ei)
P230 cCC S/T quinasa Rho-GEF PH cCalB RAC-GAP—[SHs SH2 Y quinasa DBD U

Figura 2. Representacion esquemdtica de la estructura génica de los genes BCRy ABL1 y los
dominios proteicos que conforman los homdlogos de las proteinas de fusion BCR-ABL1. A)
Estructura de los genes BCRy ABL1y puntos de ruptura. En ABL1, los puntos de corte (designados
por lineas rojas paralelas) se distribuyen en el intrén entre los exones 1b y 1a, o en el intrén entre
los exones 1a y 2. En BCR, encontramos tres puntos de corte: dentro de las regiones m-BCR, M-
BCRo u-BCR. B) Dominios esenciales de las proteinas de fusion BCR-ABL1. Las tres proteinas de
fusion BCR-ABL1 principales contienen los dominios ABL1 comunes, incluidos los dominios de
homologia SRC SH2 y SH3, el dominio SH1 de tirosina quinasa (Y quinasa) y los dominios de unién
a ADN y a actina (DBD del inglés DNA-binding domain y ABD del inglés actin-binding
domain). Segun los puntos de corte de BCR, las proteinas de fusién pueden contener algunos o
todos los siguientes dominios de BCR: un dominio helicoide enrollado (CC del inglés coiled coil),
un dominio de serina/treonina quinasa (S/T quinasa), un factor de intercambio de nucleétidos de
guanina Rho (Rho-GEF), un dominio de homologia a pleckstrina (PH), un dominio de unién a
lipidos dependiente de calcio (Cal-B) y un dominio RAC-GAP truncado. Modificada de (T. Zhou et
al.,, 2018).

1.2.1 Vias de sefnalizacién asociadas a BCR-ABL1

Como se ha descrito en el apartado anterior, la activacion constitutiva, el
cambio de localizacién al citoplasma y la presencia de nuevos dominios de
interaccion hacen que la oncoproteina BCR-ABL1 presente un mayor niimero de
interacciones que conducen a la activaciéon aberrante de diferentes vias de
sefializacion. Las rutas clinicamente mas relevantes incluyen la proteina quinasa

activada por mitégeno (MAPK) Ras, la via PI3K (fosfoinositol 3-quinasa)/AKT y
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los factores de transcripcion STAT1/5 (del inglés Signal Transducer and

Activator of Transcription) (Figura 3).

BCR ABL1
(CC SIT quinasa Rho-GEF PH ﬂSHS SH2 Y quinasa DBD m
O o —
Dimerizacion = T, Transactivaciéon
= P
(CC S/T quinasa Rho-GEF  PH BSH:& SH2 Y quinasa DBD m
Y177 LIRS Y393 l i
CRKL Citoesqueleto
GABZ CRK g,
8 - P|3K BRI
/ d \ 3 PR
(m2)
‘.7 ) . ‘ FOXO3 I— AKT —> mTOR Sintesis de proteinas
D} Iy
STAT1/5 | B P
:’ s } PP2A (p7086° ; 4EBP1

Proliferacion % 1
Supervivencia ¢

Familia de L
proteinas BCL2 Tra"SC"PCW"

l Degradacron

woko WARARL G

BaD |

Supervivencia

) Mitocondria

Figura 3. Diagrama simplificado de las vias de sefalizacion inducidas por BCR-ABL. La
dimerizacién de BCR-ABL a través del dominio N-terminal coiled-coil (CC) activa la quinasa BCR-
ABL, lo que conduce a la autofosforilacion de Y393 en ABL, seguida de Y177 en BCR, y genera
nuevos dominios de unién para proteinas adaptadoras: recluta el complejo GRB2, SOS (un
intercambiador de nucledtidos de guanina de RAS) y la proteina GAB2. Este complejo activa las
vias de sefializacion Ras/RAF1/MEK/ERK, PI3K/AKT, y JAK/STAT. AKT activada induce la
activacion de mTOR, la supresion del factor de transcripciéon FOXO y la degradacion proteosomal
de p27. La ruta PI3K-AKT también promueve la fosforilacion de la proteina proapoptética BAD, lo
que conduce a su interaccién con la proteina chaperona 14-3-3, que a su secuestra a BAD en el
citoplasma. Esto atenua la inhibicién de la apoptosis en las mitocondrias por parte de BAD que se
opone a BCL2 y BCL-XL. BCR-ABL también activa directa o indirectamente a través de la activacién
de JAK2 a STAT1/5y SET (que conduce a la inhibicién de PP2A).

La autofosforilacién del residuo de tirosina 177 dispuesto en el dominio
BCR de BCR-ABL1 es una zona clave en la sefializacién de esta oncoproteina. Por
una parte, supone un sitio de unién para la proteina adaptadora GRB2, que
funciona como una molécula adaptadora formando complejo con SOS (del inglés
Son of Sevenless) y GAB2 (del inglés GRBZ2-Associated Binding Protein 2). El
complejo GRB2/GAB2/SOS provoca la activacion constitutiva de la via de RAS,
activando asi la ruta de las MAPK que resulta en una proliferacion celular
descontrolada. Ademas, este complejo multiprotéico activa la via PI3K/AKT, que
entre otras muchas funciones promueve la supervivencia, la proliferaciéon
celular, bloquea la diferenciaciéon y modula el metabolismo celular (Hemmings &

Restuccia, 2012). También se ha descrito que BCR-ABL1 puede activar esta via a
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través de otras dos moléculas adaptadoras, SHC y CRKL (Cilloni & Saglio, 2012;
Melo & Deininger, 2004). STAT1/5 son factores de transcripcién activados por
citoquinas que controlan la transcripciéon de genes necesarios para el ciclo
celular, supervivencia y diferenciacién de células hematopoyéticas (Figura 3). Se
ha descrito la activacion constitutiva e independiente de citoquinas de ambos
factores en lineas celulares positivas para BCR-ABL1 y en células primarias de
pacientes con LMC (Ilaria & Van Etten, 1996).

De un modo general, la activacién constitutiva de estas vias por BCR-ABL1
incrementa la produccién de ROS, induce una proliferacion descontrolada, altera
la reparacién del ADN, desregula la adhesion celular, inhibe la apoptosis y la
diferenciacion celular, convergiendo todas ellas en un mismo objetivo: la

expansion del clon leucémico.

1.3 Tratamiento

En 1960 Peter Nowell y David Hungerford describieron la anormalidad
genética responsable de la LMC, el cromosoma Ph. Lo que en ese momento era
una enfermedad de consecuencias fatales es ahora una enfermedad bien
controlada, donde los pacientes de paises occidentales tienen una esperanza de
vida cercana a la de la poblacién normal de la misma edad. De este modo la LMC
se ha comenzado a tratar como una condicidén crénica con comorbilidades
relacionadas con la edad (Hochhaus et al., 2020).

El tratamiento de la LMC sufrié una revolucion con la salida al mercado del
primer TKI en 2001, el imatinib. El desarrollo de este compuesto supuso un hito
en la farmacologia, ya que su estructura fue disefada para unirse
competitivamente al bolsillo de unién al ATP de la oncoproteina BCR-ABL1 y de
ese modo inactivarla (Shan et al., 2019b). El imatinib bloquea eficazmente a BCR-
ABL1, pero también bloquea el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR) y la tirosina quinasa C-KIT (Jabbour & Kantarjian, 2020).
Poco tiempo después de su salida al mercado, se comenzo6 a ver que no todos los
pacientes respondian de igual modo y que muchos de ellos recaian en la
enfermedad después de un tiempo, lo que ha potenciado el desarrollo de nuevos
TKI. En la actualidad disponemos de otros cuatro inhibidores mas potentes,
dasatinib, nilotinib y bosutinib como TKI de segunda generacion, y ponatinib de
tercera generacion. La eleccidn del tratamiento de la LMC esta determinada por

consideraciones de eficacia, tolerabilidad, toxicidad y costos del farmaco y, por
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otra parte, edad del paciente y calidad de vida (Bavaro et al.,, 2019; Hochhaus et
al,, 2020). Aunque las guias actuales recomiendan cualquiera de los cuatro TKI
como buenas opciones terapéuticas para la LMC en fase crénica, el hecho de que
la supervivencia general a diez afios se encuentre entre el 82% y el 85%, que no
sea comun el desarrollo de eventos adversos muy graves y su bajo coste hace
que, mas de 20 afios después del inicio de su comercializacién, el imatinib
continde siendo el tratamiento de primera eleccién en Europa. Los TKI de
segunda generacidn producen tasas mas altas de respuestas 6ptimas tempranas,
pero no tienen un impacto significativo en la supervivencia a largo plazo, ademas
de producir mas eventos adversos graves (Jabbour & Kantarjian, 2020). Cuando
con estos TKI no se consigue una respuesta éptima, cuando la enfermedad ha
evolucionado a sus fases mas agresivas o bien cuando los pacientes son
especialmente jévenes se comienza a considerar el trasplante alogénico de
células madre (Hochhaus et al,, 2020). El trasplante alogénico es la Uinica terapia
curativa conocida para la LMC, pero la morbilidad y la mortalidad relacionadas
con este procedimiento siguen suponiendo un importante impedimento a la hora
de considerarlo el tratamiento de elecciéon (Osman & Deininger, 2021; Ren,
2005).

Aunque la mayoria de los pacientes logran controlar las LMC con un
tratamiento continuado con TKI, s6lo una pequena proporcién son capaces de
mantener esta respuesta durante tratamientos discontinuos, y mas del 80% de
los pacientes nunca lograra la suspensiéon completa de la terapia con TKI
(Hochhaus et al., 2020).

1.4 Desafios en el manejo de la LMC: Resistencias y progresion de la
enfermedad

BCR-ABL1 es necesario para la transformaciéon maligna, pero no es
suficiente para sostener por si solo la fase blastica de la LMC. De hecho, los
niveles de expresion de BCR-ABL1 aumentan con la progresion de la
enfermedad, promoviendo la aparicién de "golpes" moleculares y cromosémicos
secundarios que finalmente conducen a la expansion de clones de células
malignas altamente proliferantes y con un bloqueo total de la diferenciacion.
Aunque estos eventos moleculares pueden ser distintos entre pacientes,
funcionalmente convergen en el control del ciclo celular, la diferenciacién y la

apoptosis (Bavaro et al., 2019).
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1.4.1 Resistencias en los pacientes de LMC

Aproximadamente una cuarta parte de los pacientes con LMC acaba
desarrollando resistencia en algin punto del tratamiento (Hochhaus et al,
2020). Bajo el término resistencia los clinicos etiquetan un amplio y heterogéneo
espectro de niveles de respuesta considerados como “no 6ptimos” que van desde
el fracaso para lograr una respuesta molecular mayor (MMR-del inglés Major
Molecular Response definida como niveles de transcrito BCR-ABL1 igual o
inferior a 0,1% (Hochhaus et al, 2020)) hasta la pérdida de la respuesta
hematolégica conseguida previamente por un aumento en los niveles del
transcrito de BCR-ABL1 (Bavaro et al,, 2019).

Los mecanismos de resistencia a los TKI se han clasificado en dos:
mecanismos dependientes de BCR-ABL1 y mecanismos independientes de BCR-
ABL1. Ambos a su vez pueden conferir resistencias primarias, definidas como la
ausencia de respuesta a un tratamiento, o resistencias adquiridas que surgen
durante el tratamiento, lo que implica que el tumor desarrolla mecanismos que
evade el continuo bloqueo de la diana terapéutica (Bavaro et al., 2019; Osman &
Deininger, 2021).

Las vias dependientes de BCR-ABL1 incluyen mutaciones y amplificacion
de BCR-ABLI1. BCR-ABL1 en si mismo es el gen que aparece mutado con mayor
frecuencia en LMC. Estas mutaciones tienen lugar en puntos criticos del bucle de
union a fosfato, bucle de activacidn, dominio catalitico y dominios SH2 y SH3. En
general, estas mutaciones producen cambios conformacionales en BCR-ABL1
que reducen la capacidad de unién de algunos TKI (Muselli et al., 2019). La
treonina 315 de BCR-ABL1, a menudo denominado residuo guardian, controla el
acceso a un bolsillo hidrofébico en el sitio catalitico al que se unen los TKI de
primera y segunda generacion, siendo inicamente eficaz para estos pacientes el
ponatinib (Osman & Deininger, 2021). Las mutaciones en el dominio quinasa de
BCR-ABL1 explican la resistencia en aproximadamente un 20% de los pacientes
resistentes al tratamiento en fase croénica, pero esta frecuencia aumenta
exponencialmente hasta 70-80% en pacientes en fases acelerada y blastica
(Bavaro et al., 2019; T. Zhou et al., 2018). Por otra parte, también se ha descrito
la amplificacién génica de BCR-ABL1 o la regulacién positiva transcripcional,
pero su relevancia clinica es menos clara (Osman & Deininger, 2021).

Las resistencias independientes de BCR-ABL1 engloban gran cantidad de

mecanismos de crecimiento y supervivencia autonomos de la actividad quinasa
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de BCR-ABL1 y que por su heterogeneidad afiaden un importante desafio
terapéutico. Entre estas se incluyen alteraciones en el transporte de los TKI, la
resistencia de las LSC, la activacién de vias aguas abajo de BCR-ABL1 como PI3K,
Wnt, SHP1, MAPK o PFKFB3 (del inglés 6-PhosphoFructo-2-Kinase/Fructose-
2,6-Biphosphatase 3) (Bavaro et al,, 2019) o la presencia de mutaciones en otros
genes como RUNX1, TP53 e IKZF1 (Branford et al., 2018). Especial atencién
requieren las ACA ya que se consideran un determinante de mal prondstico y
rapida evolucidén de la enfermedad. En el momento del diagnéstico un 5% de los
pacientes con LMC en fase cronica presentan ACA, aumentando esta proporcion
al 30% de los casos en fase aguda y un 80%-90% en fase blastica (revisado en
(Bavaro et al,, 2019)). Bajo este término se engloban una coleccién heterogénea
de anomalias del cariotipo entre las que destacan la trisomia 8 (la mas
frecuente), un segundo cromosoma Ph, un isocromosoma 17 (i(17q)) y la
trisomia 19 con un importante valor pronéstico (W. Wang et al., 2016; T. Zhou et
al., 2018).

1.4.2 Progresion de la enfermedad

Durante la fase crénica de la LMC el compartimento de células mieloides
se expande, pero su capacidad de diferenciacion, aunque reducida, ain se
mantiene, generandose practicamente todos los linajes hematopoyéticos
normales. Por el contrario, durante la fase blastica la capacidad de diferenciacion
desaparece por completo (Shan et al., 2019b). Se ha descrito que la adquisiciéon
de anormalidades genéticas y/o epigenéticas adicionales méas alla de la
expresién de BCR-ABL1 provoca la progresion de la LMC de fase crénica a fase
blastica. De ese modo se hace esencial el estudio de los cambios asociados a esta
evolucion fatal.

Los trabajos realizados para determinar los puntos criticos de control que
hacen que la enfermedad progrese han llevado a que algunos autores mantengan
que la LMC tiene en realidad una evolucion en dos pasos, en lugar de tres, ya que
el patrén de expresion génica entre las fases acelerada y blastica es muy similar.
Asi, los pasos cruciales en la progresién de la enfermedad a estados mas
agresivos, se encontrarian en la transiciéon de la fase crénica a la acelerada
(Houshmand et al.,, 2019; Radich et al., 2006; Ren, 2005).

Radich et al encontraron que los grupos funcionales mas altamente

correlacionados con la fase de la enfermedad (fase acelerada/blastica en relacion
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con la fase crénica) incluian una mayor expresion de genes nucleares, genes
mitocondriales, genes de union a ARN y de genes de biosintesis de proteinas; lo
que refleja que los cambios en la proliferacion y el metabolismo cambian con la

progresion de la enfermedad (Radich et al.,, 2006).

1.4.3 LSC

Para los investigadores el punto mas critico en el abordaje terapéutico
curativo de la LMC son las LSC y su relacién con el nicho hematopoyético. Las LSC
actilan como un reservorio de células tumorales que se activa tras tratamientos
discontinuados y que son potencialmente responsables de la evolucién clonal y
la progresion a la fase acelerada o blastica. La ineficacia del tratamiento
convencional frente a las LSC radica en varios puntos. Por una parte, las
subpoblaciones de LSC mas primitivas y quiescentes son inherentemente
insensibles a los TKI (Corbin etal., 2011), ya que no requieren de BCR-ABL1 para
su supervivencia a pesar de expresarlo (Cuenca etal., 2019; Hamilton et al., 2012;
Warfvinge et al, 2017). Esto hace que el propio tratamiento continuado
enriquezca la médula ésea en precursores menos adictos al oncogén al
seleccionar a aquellos clones con una menor dependencia de BCR-ABL1. Por otra
parte, la erradicacion de las LSC se complica ain mas dada su baja frecuencia en
la médula 6sea y lo complicado que es diferenciarlas de las HSC por la ausencia
de marcadores especificos (Houshmand et al., 2019).

David Vetrie y colaboradores definen fenotipica y funcionalmente a las LSC
de LMC en fase cronica como aquellas células madre/progenitoras primitivas
que muestran una alta capacidad para anidar en ratones inmunocomprometidos,
que tienen propiedades de células madre (autorrenovacién), que son resistentes
ala apoptosis, propensas a la inestabilidad genémica y con respuestas al dafo en
el ADN defectuosas (Holyoake & Vetrie, 2017). Pero bajo las siglas LSC se
encuentra una poblacién ampliamente heterogénea, que consiste en una mezcla
de células leucémicas con diferente sensibilidad a TKI. Tanto es asi que en 2017
Karlsson G. y colaboradores estudiaron los cambios inducidos por los TKI en las
LSC de pacientes en fase crénica de la enfermedad (Warfvinge et al., 2017). Estos
autores demostraron la existencia de hasta 7 poblaciones molecularmente
distintas en el compartimento de las LSC que diferian en la expresion de genes
involucrados en el ciclo celular, el estado de diferenciaciéon mieloide/linfoide, y

la quiescencia. Ademas, muestran cémo no todas estas poblaciones responden
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de igual modo al tratamiento con TKI, resultando mas insensibles aquellas que
presentan una firma molecular quiescente que expresan fenotipicamente el
marcador CD26.

Las LSC de LMC expresan vias independientes de la actividad quinasa de
BCR-ABL1 que son responsables de sus caracteristicas diferenciadoras y que
convergen de un modo general en las rutas que implican a STAT3/5, FOXO3A, 8-
catenina, p53, c-MYC, NOTCH o BMI-1 (Soverini etal,, 2021). De un modo general
se ha visto que las LSC en comparaciéon con las HSC presentan una
sobrerregulacién de moléculas implicadas en el control del ciclo celular,
proliferacion, procesamiento de ARN mensajero, reparacion del ADN, autofagia,
metabolismo oxidativo, procesamiento de proteinas, respuesta inmune e
inflamacion, y otros procesos metabdlicos; acompafiado de una bajada en la
expresion de moléculas de superficie, diferenciacién y programas de desarrollo
(Bruns et al., 2009; Gerber et al., 2013; Holyoake & Vetrie, 2017; Loscocco et al.,
2019; Ma et al,, 2014).

La combinacion de farmacos que actien sobre las vulnerabilidades de las
LSC citadas mas arriba junto con TKI, que combaten a los clones leucémicos mas
diferenciados, es una de las estrategias terapéuticas mas esperanzadoras a la
hora de mejorar las tasas de remisién libre de tratamiento (TFR, del inglés
Treatment-Free Remission). Sin embargo, la mayoria de las estrategias llevadas
a cabo hasta ahora no han logrado cumplir las expectativas generadas en sus
etapas iniciales de desarrollo. Para una revision mas profunda de estas terapias
acudir a (Muselli et al., 2019; Soverini et al., 2021).

2. Especies Reactivas del Oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species) son formas parcialmente reducidas del oxigeno. Las ROS son
producidas principalmente a través de una cascada de reacciones que se inician
con la transferencia de un unico electrén a la molécula de oxigeno (02) que da
lugar a la formacién del anién superéxido (0z*). Este presenta una vida media
corta y unas bajas capacidades de difusion y de oxidacion. El O, dismuta
rapidamente a per6xido de hidrégeno (H202), bien de manera espontanea y/o en
una reaccién catalizada por la superéxido dismutasa (SOD). El H202 no es un
radical libre, ya que no presenta electrones desapareados en su molécula, lo que

hace que sea una molécula mucho mas liposoluble que se difunde sin problema
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através de las membranas y con un gran poder oxidante. A partir del H20; por la
reaccion de Fenton se produce el radical hidroxilo (OH*), con una vida media
extremadamente corta y una grandisima capacidad oxidante, siendo capaz de

atacar inespecificamente a practicamente cualquier tipo de molécula (Genestra,

2007) (Figura 4).
e
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Figura 4. Red de interacciones entre los principales ROS fisiolégicos y sus sistemas antioxidantes.
02, oxigeno molecular; O2*, anién superéxido; H202, peréxido de hidrégeno; OH¢, radical hidroxilo;
SOD, superoéxido dismutasas; GSH, glutatiéon reducido; GSSG, glutatiéon oxidado; GPx, glutation
peroxidasas; GR, glutatién reductasas; Prxs, peroxirredoxinas; Trx-SH, tiorredoxinas reducidas;
Trx-SS, tiorredoxinas oxidadas; TrxR, tiorredoxina reductasa. Modificada de (Prieto-Bermejo,
2020).

En un principio las ROS fueron consideradas subproductos nocivos del
metabolismo celular, ya que Unicamente se detectaron como “productos
colaterales” al funcionamiento de diversas enzimas. Ademas, debido a su baja
estabilidad y alta reactividad, son capaces de alterar funcional vy
estructuralmente gran variedad de biomoléculas de un modo irreversible. Este
fendmeno es conocido como estrés oxidativoy se ha relacionado con procesos
como el envejecimiento o con condiciones patoldgicas como el cancer. Para
controlar la acumulacién nociva de ROS, la célula dispone de diversas moléculas,
como la melatonina, el coenzima Q o el glutatién, y sistemas enzimaticos, como
los sistemas glutarredoxina y tiorredoxina, con las que aplacar esta cascada de
oxidaciones. De este modo el término estrés oxidativo se acufia a un

desequilibrio en el estado oxidativo de la célula, bien por sobreproduccién de
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ROS y/o bien por una incapacidad de los sistemas antioxidantes para
contrarrestarlos (Sosa et al.,, 2013).

Sin embargo, durante las ultimas décadas se ha visto que los organismos
también aprovecharon la formacion de ROS en su propio beneficio,
convirtiéndose en importantes moléculas implicadas en la sefializacion celular y
en el control de la expresidn génica (extensamente revisado en (Prieto-Bermejo
et al, 2018; J. L. Sardina et al, 2012)). Este fendmeno se conoce como
sefalizacion redoxy debe distinguirse del concepto de estrés oxidativo.

Se sabe que las células humanas tienen al menos 31 enzimas que producen
ROS (Go et al., 2015). Cuantitativamente, la mitocondria es la fuente mayoritaria
en la célula. Sin embargo, aunque tradicionalmente se ha considerado la “fuga de
electrones” a través de los Complejos I y III de la cadena transportadora de
electrones (ETC, Electron Transport Chain) como la fuente mayoritaria de ROS
dentro de la célula, las mitocondrias albergan un amplio nimero de enzimas con
capacidad para producir ROS, incluso a mayores niveles. Ejemplos de ello son la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), dihidrolipoamida deshidrogenasa
(subunidad de los complejos a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDH) y piruvato
deshidrogenasa (PDH)) y la succinato deshidrogenasa (SDH o Complejo II de la
ETC), la flavoproteina de transporte de electrones ubiquinona oxidorreductasa,
prolina deshidrogenasa, dihidroorotato deshidrogenasa y la sulfuro quinona
oxidorreductasa. Las tasas de produccién de las diferentes enzimas
mitocondriales dependen en gran medida del estado nutricional de la célula, del
equilibrio redox mitocondrial y de la disponibilidad de ADP (Mailloux, 2015;
Mailloux et al., 2014; Quinlan et al., 2014).

Pero las ROS no sélo se producen en la mitocondria, pudiendo encontrar
multitud de enzimas productoras de ROS como la xantina oxidorreductasa
(XOR), monooxigenasa, lipooxigenasa, ciclooxigenasa o la 6xido nitrico sintasa
desacoplada; que generan ROS de forma secundaria a su actividad principal.
Aunque si hay un sistema por excelencia de produccion de ROS esas son la familia
de enzimas NADPH oxidasas que, al contrario de todos los sistemas anteriores,

producen ROS como tnica funcion.

2.1 Seiializacion redox

Como comentamos previamente, las ROS pueden ser radicales libres (que

contienen un electrén desapareado en su dérbita exterior) como el Oz*~ o el OH?,
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u oxidantes no radicales como el H;0,. Estas moléculas difieren en su reactividad,
especificidad de diana, vida media y solubilidad en lipidos. De todas las ROS
generadas, el H;0; es la que presenta unas propiedades fisicoquimicas mas
adecuadas para la senalizacién redox: reactividad, capacidad para difundirse a
través de las membranas y vida media prolongada. La modificacién por
oxidacién de proteinas mas ampliamente investigada es la de los grupos tiol (R-
SH) de las cisteinas, también conocida como S-oxidacion. El genoma humano
codifica alrededor de 214.000 cisteinas, que se distribuyen ampliamente entre
las proteinas. Un papel comun de las cisteinas de las proteinas es comportarse
como un nucleofilo débil, que actia como donante de electrones. Ademas,
muchas proteinas utilizan la cisteina para interaccionar con otras proteinas
(formacion de disulfuro intermolecular), con el ADN (unién a promotores) o con
lipidos (S-palmitoilacidn); incluso para permitir la inclusién o funcién de grupos
prostéticos de enzimas como el hemo, el hierro o el zinc (Go et al, 2015).
También se ha descrito la oxidacion de grupos tioéster en residuos de metionina,
y oxidaciones de grupos de tirosina y de tript6fano (Bonini et al,, 2014) con
capacidad para modificar la actividad enzimatica.

El grupo tiol, en funcién del entorno, puede encontrarse ionizado
formando un anién tiolato muy nucleofilico (R-S-) que reacciona facilmente con
H,0,, dando lugar a la formacién de acido sulfénico (R-SOH). Los R-SOH son muy
inestables y rapidamente pueden: 1) reducirse espontanea o enzimaticamente
por tiorredoxinas a anién tiolato; 2) reaccionar con otros grupos R-SH cercanos
y formar puentes disulfuro como ocurre en la S-glutationilacion; o 3) si la sefial
oxidante persiste, oxidarse nuevamente generando acido sulfinico (R-SO;H) y
posteriormente sulfénico (R-SO3H). Aunque se ha descrito que la oxidacién a R-
SO2H puede ser revertida, la formacién de R-SO3H supone un paso de no retorno
en la S-oxidaciéon de cisteina, modificando irreversiblemente su funciéon
(Mailloux et al., 2014).

Dos de los problemas a los que se enfrenta el H,0, como molécula de
sefializacion celular son que la mayor parte de las cisteinas dentro de las
proteinas citoplasmaticas no son reactivas al H,0; ya que la velocidad de
reaccion es demasiado lenta para mantener la oxidacién en estado estacionario
y que la reaccién del H;0; con las glutation peroxidasas (GPx) y las
peroxirredoxinas (Prx) es mucho mas favorable, extinguiendo de ese modo su

sefal. Sin embargo, esta constante de velocidad puede aumentar en funcién de la
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localizacién de la cisteina dentro de la proteina, del entorno circundante y de su
estado de ionizacién. Ademas, para superar la extincion de su senal el H;0; debe
alcanzar una alta concentracion localizada y/o producirse durante un tiempo
prolongado, punto en el que cobran gran importancia las NADPH oxidasas
(Nordzieke & Medrafio-Fernandez, 2018).

A pesar de esa mayor especificidad que aporta el H;02, en comparacién con
otras ROS, muchos autores consideran que en realidad es la S-glutationilacién la
reacciéon que aporta a las ROS su verdadero poder como segundos mensajeros.
En la S-glutationilacidn, el glutatiéon reducido (GSH) interacciona por si solo
gracias al grupo R-SH de su cisteina y forma puentes disulfuro con cisteinas de
otras proteinas. De este modo, la unién mantendria la modificacién en este
residuo a la vez que lo protegeria de una oxidacidn irreversible. Ademas, estas
uniones son reversibles gracias a la accién de la glutatién reductasa (revisado en
profundidad en (Mailloux et al., 2014)) (Figura 5).

§G
SH S
;\NJ/Y‘z f\Ng(a
H o H o
Tiol / S-glutation

[ G-

o —
s™ SOH s, S
H,0, H,0, o H,0, o)
WO WO AR
H o H o "o "o
Anién tiolato Acido sulfénico Acido Acido
sulfinico sulfénico

\ R-SH
Yo
N
S
e
o

Puente disulfuro
Figura 5. Modificaciones por oxido-reduccion de los residuos de cisteina. Los estados de oxidacion
irreversibles aparecen marcados en naranja. GR, glutatién reductasas; Trx, tiorredoxinas; TrxR,
tiorredoxina reductasa; Srx, sulfirredoxina. Tomada de (Prieto-Bermejo, 2020).
En apartados posteriores analizaremos en profundidad el papel que
cumple la sefializacion redox en el control de la hematopoyesis y el metabolismo
en hematopoyesis normal y en LMC.
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3. NADPH oxidasas

Las NADPH oxidasas, abreviadas generalmente como NOX, son una familia
de enzimas ligadas a membrana cuya funcion es transferir electrones desde el
NADPH dispuesto en el citoplasma a una molécula de oxigeno situada en el
espacio extracelular o en el lumen de los organulos en los que se encuentren,
generando asi O2*". Por ello, podriamos decir coloquialmente que las NOX son los
“profesionales” especializados en la produccidn de ROS de las células.

Esta familia de enzimas esta constituida por 7 miembros: NOX1-5 y DUOX1
y 2. Cada miembro de la familia esta compuesto por una subunidad catalitica de
tipo flavoproteina a la que se asocian diferentes subunidades reguladoras.
Ademas, cada homdlogo tiene patrones de expresién particulares en cuanto a
tejido y a localizacion subcelular concreta, e incluso produce una especie de ROS
preferente (Bedard & Krause, 2007). Todo ello refleja la importancia que tienen

estas enzimas y la producciéon de ROS en el correcto funcionamiento de la célula.

3.1 Estructura y mecanismo de transferencia de electrones de la
subunidad catalitica de las NOX

La formacidn de las ROS en las NADPH oxidasas tiene lugar en una gran
proteina transmembrana, altamente conservada entre todos los miembros de la
familia y que da nombre al complejo al que pertenece. Consta de seis dominios
a-hélice transmembrana conservados, asi como un dominio deshidrogenasa en
su extremo C-terminal dispuesto hacia el citosol donde se unen no
covalentemente el cofactor FAD y el sustrato NADPH (Figura 6). El tercer y quito
segmento transmembrana contienen cuatro residuos de histidina (His-101, -
115, -209 y -222) a través de los cuales se unen dos grupos hemo. En el caso de
DUOX1/2 la subunidad catalitica contiene un dominio transmembrana adicional
y un dominio peroxidasa (Buvelot et al., 2019).

La subunidad catalitica de las NADPH oxidasas es la encargada de
gestionar el flujo de electrones desde el NADPH al oxigeno. Este flujo comienza
con la uniéon del NADPH que se oxida y cede por gradiente electroquimico sus
electrones al FAD, y éste a su vez también se oxida para pasar los electrones
secuencialmente al grupo hemo mas interno. A continuacidn, y Gnicamente si
unido al grupo hemo externo se encuentra una molécula de O, se produce el paso
de electrones entre los dos grupos hemo, para ceder uno a la molécula de O;

formandose el 0., aunque, como discutiremos mas adelante, el producto
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mayoritario detectado tras la activacion de NOX4, DUOX1 o DUOX2 es H;0:
(Vermot et al.,, 2021).

FAD >

¢ ( NADPH )
DP +H
NA! N

ADPH
Figura 6. Estructura bdsica de la subunidad catalitica de las NADPH oxidasas. Esquema de los seis
dominios a-hélice transmembrana, los dos grupos hemo (Fe), el FAD y el NADPH unidos a sus
correspondientes dominios, asf como el paso de electrones. Tomada de (Prieto-Bermejo, 2020).
En la mayoria de los miembros de la familia, esta proteina transmembrana
requiriere de la unién a diferentes subunidades proteicas adicionales para su
maduracidn, estabilizacién y trafico correcto a su sitio fisiologico de actividad,

como veremos mas adelante.

3.2 Homodlogos que conforman la familia NADPH oxidasa

La familia NADPH oxidasa se puede dividir a su vez en dos subfamilias
atendiendo al control de su actividad en 1) enzimas dependientes de p22phox, ya
que requieren de esta pequena subunidad transmembrana para su activacion y

2) enzimas dependientes de su unién a calcio.
- Homdlogos dependientes de p22phox

NOX2

NOX2 es el primer y mas estudiado miembro de la familia NADPH oxidasa,
también conocido como gp91rhox u oxidasa de fagocitos, porque originalmente
fue descrita en neutréfilos y monocitos/macréfagos. En este contexto NOX2 es la
responsable de producir el O, necesario para destruir a los patégenos que

entran en el organismo, fen6meno conocido como “estallido respiratorio”.
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Figura 7. NADPH oxidasas dependientes de p22prtox, A) Complejo activo completo de NOX1; B) de
NOX2; C) de NOX3; y D) de NOX4. Tomada de (Prieto-Bermejo, 2020).

El complejo activo de NOX2 esta formado por la subunidad catalitica NOX2
a la que se unen la subunidad estabilizadora p22rhex, las subunidades
organizadoras p47prhox y p40prhox, ]a subunidad activadora p67rhex y la GTPasa Rac
(Figura 7.B). En fagocitos en reposo el complejo NOX2-p22prhox se encuentra
inactivo en vesiculas intracelulares, mientras que las subunidades p47prhox
p67rhox v p4Qrhox forman un complejo en el citosol. Tras su activacién, las
vesiculas migran a la membrana donde se produce su asociacion con el resto de
las subunidades (Brandes et al., 2014; Sumimoto et al., 2019).

p67prhox es esencial para la activacion del complejo NOX2 ya que esta
implicada en la transferencia de electrones del NADPH al FAD, ademas de ser el
punto de anclaje de p40rhox y de Rac al complejo (Nisimoto et al., 1999). Sin
embargo, la uniéon de NOX2-p22rhox g p67phox no es lo suficientemente fuerte y
requiere de la proteina adaptadora p47rhox, que se une directamente a la regiéon
rica en prolina en el C-terminal de p22rhox, Las GTPasas Racl/2 también son
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fundamentales para la activaciéon de la NOX2, Rac2 principalmente en células
polimorfonucleares (PMN) y Rac1 de forma ubicua (Fulton, 2019; Sumimoto et
al,, 2019; Vermot et al.,, 2021).

La formacién del complejo activo, asi como la actividad de NOX2 esta
estrechamente regulada por fosforilacion. En condiciones basales, la unién de la
subunidad adaptadora p47rhox con p22rhox estd inhibida, necesitando de la
fosforilacion en serina de la primera, fundamentalmente por la PKC (proteina
quinasa C), para poder unirse. Ademas, la PKC también fosforila a p22phox en su
Thr-147 promoviendo el ensamblaje y la activacion del complejo.

Es la NADPH oxidasa mas relacionada con el sistema inmune por lo que es
especialmente abundante en tejidos hematopoyéticos como la médula ésea,
nodulos linfaticos o bazo, pero también se expresa en otros tejidos como corazon,
musculo esquelético, pulmon, vejiga, colon, intestino o cerebro (Nordzieke &
Medrafio-Fernandez, 2018). Tal es la importancia que tiene el complejo NOX2 en
los fagocitos que el defecto de alguna de sus subunidades genera un tipo de
inmunodeficiencia denominada enfermedad granulomatosa croénica,
caracterizada por una mayor susceptibilidad a las infecciones bacterianas o
fingicas. A nivel subcelular se ha detectado en membrana plasmatica,
endosomas-redoxosomas y reticulo endoplasmico (Buvelot et al, 2019;
Laurindo et al,, 2014).

NOX1 y NOX3
Los complejos NOX1 y NOX3 comparten una fuerte homologia con NOX2,

no sélo en lo que respecta a su subunidad catalitica, donde presentan
aproximadamente un 60% de identidad de secuencia, sino también en su
regulacién. Al igual que NOX2, los complejos NOX1/3 estdn compuestos por una
subunidad catalitica que se encarga del transporte de electrones, p22rhox que
estabiliza su unién a la membrana y favorece la adhesién de las subunidades
reguladoras NOXO1 (del inglés NOX Organizer 1), NOXA1 (del inglés NOX
Activator 1), homologas a las subunidades p47prhox y p67phox respectivamente; y
la GTPasa Rac (Buvelot et al., 2019) (Figura 7.A,C). Si bien es cierto que la unién
de todas ellas es esencial para su completa activacion, curiosamente se ha visto
que NOX3 presenta cierta actividad constitutiva en ausencia de otras moléculas
reguladoras con la excepcion de p22rhox (Ueno et al,, 2005). Diversos estudios

han revelado que la funcién de NOXO1 y NOXA1 puede ser suplida, al menos
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parcialmente, por p47prhex y p67rhox jn vitro (Cheng et al.,, 2004; Takeya et al,,
2003).

A diferencia de p47rhox, NOXO1 se considera constitutivamente activa al
carecer de region autoinhibidora, aunque su fosforilaciéon por la PKC aumenta su
afinidad por el complejo (Brandes et al,, 2014). La activacion de NOXA1 también
estad regulada por fosforilacion activadora por la quinasa c-SRC en tirosina, y
fosforilaciones inhibidoras por la PKC y PKA en serina (Brandes et al., 2014).

NOX1 se expresa principalmente en colon, préstata, itero y musculo liso
vascular, aunque también se puede encontrar en cerebro, estdmago, rifién,
higado, glandulas salivares, traquea, timo o pulmén. NOX3 es mas abundante en
los tejidos en etapa embrionaria. En el adulto NOX3 presenta una expresiéon
practicamente restringida al oido interno, donde tiene un papel fundamental en
la generacién de la otoconia del aparato vestibular (Buvelot et al, 2019;
Sirokmany et al., 2016; Vermot et al.,, 2021).

A nivel subcelular se ha detectado la expresion de NOX3 Unicamente en
membrana plasmatica. NOX1, sin embargo, se ha localizado en caveolas, en
endosomas-redoxosomas, reticulo endoplasmico y membrana de la zona
perinuclear ademas de en la membrana plasmatica (Bedard & Krause, 2007;
Laurindo et al., 2014; Nordzieke & Medrafio-Fernandez, 2018).

NOX4

NOX4 comparte Unicamente un 39% de identidad con NOX2. A pesar de
ser uno de los miembros de la familia NADPH oxidasa dependientes de p22prhox,
NOX4 presenta varias diferencias con sus homoélogos (Figura 7.D). En primer
lugar, NOX4 no requiere de la uniéon de ninguna otra subunidad adicional a
p22phox para su activacién (Martyn et al., 2006). Por ello, se considera que NOX4
se encuentra constitutivamente activa, moduldndose su actividad mediante el
control de su transcripcién, la estabilidad del ARNm, la eficiencia de traduccion
y la estabilidad de la proteina de NOX4 (Sanders et al., 2015; Serrander et al,,
2007; Siuda et al, 2012). Como ya indicamos anteriormente, el producto
mayoritario detectado tras la activacion de NOX4 es H;0, Lambeth y
colaboradores encontraron que aproximadamente el 90% del flujo de electrones
a través de NOX4 da lugar a la formacion de Hz0; y el 10% restante de 0"
(Nisimoto et al., 2014). La capacidad de NOX4 para producir H,0; esta mediada
por el bucle E extracelular de la enzima. La eliminaciéon del lazo E, 28

aminoacidos mas largo en NOX4, o la mutagénesis de dos residuos criticos de
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cisteina (Cys-226 y Cys-270) o uno de histidina (His-222) en este dominio
cambian la actividad de NOX4 de una enzima productora de H20; a una de 0;*".
Se han propuesto dos posibles mecanismos tedricos para la produccion de H,0;
por NOX4. El primero de ellos, denominado “mecanismo de dismutacién de
superoxido interno”, propone que el grupo hemo B forme un intermedio estable
con el 0" generado gracias a un protén cedido por la His-222 (hemo B:HO:*).
Este intermedio es retenido hasta la llegada de un segundo 0*" y su dismutacion
(Takacetal., 2011). El segundo mecanismo, “mecanismo de reduccién secuencial
de un electrén”, implica la unién de un solo oxigeno, que luego se reduce
secuencialmente por el hemo B en dos pasos (Nisimoto et al., 2014).

Si bien inicialmente se describié en rinén, NOX4 presenta una expresion
muy ubicua pudiendo detectarse en pancreas, endotelio vascular, pulmoén,
ovario, testiculo o placenta entre otros (Nordzieke & Medrafio-Fernandez,
2018). A nivel intracelular NOX4 se localiza principalmente en reticulo
endopldsmico, aunque también se ha detectado en membrana plasmatica,
mitocondria y nucleo, aunque estas dos ultimas son cuestionadas por algunos
investigadores (Anilkumar et al, 2013; Sirokmany et al., 2016; Varga et al,
2017).

- Homdlogos dependientes de su union al calcio.

NOX5

NOX5 presenta varias peculiaridades que le distinguen de sus homdlogos.
En primer lugar, contiene 4 motivos en mano EF de unidn a Ca2+ en su extremo
N-terminal (Figura 8.A). Ademas, NOX5 no requiere de p22rhox ni de otras
subunidades reguladoras para su funcionamiento, no se glicosila, y forma
oligbmeros funcionales. Y, por ultimo, no se expresa en roedores lo que ha
dificultado mucho su estudio (Bedard et al., 2012; Brandes et al., 2014).

Debido a la presencia de los dominios de unién al Cazt, éste fue el primer
estimulo conocido para NOX5. La unién de Ca?+ a los motivos en mano EF da
como resultado un cambio conformacional que permite su interaccién con el
nucleo catalitico para activar la transferencia de electrones del NADPH al 0;
(Banfi et al,, 2004; Tirone et al., 2010). Sin embargo, NOX5 tiene una sensibilidad
relativamente baja por el Ca?t, pero la unién de calmodulina en su regién C-
terminal incrementa enormemente su sensibilidad (Tirone & Cox, 2007). Al igual
que otros homologos de NOX, la activacién de NOX5 también esta regulada por
fosforilacion por las MAPK o la PKC (Brandes et al., 2014; Jagnandan et al.,, 2007).
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Figura 8 NADPH oxidasas dependientes de union a calcio. A) NOX5 y B) DUOX1/2. Tomada de
(Prieto-Bermejo, 2020).

NOX5 se ha detectado principalmente en testiculos, higado, bazo, musculo
liso vascular y ganglios linfaticos, aunque también se expresa en prostata, ovario,
placenta, ttero, pancreas y médula ésea (Bedard et al.,, 2012; Buvelotetal., 2019;
Vermot et al., 2021). Ademads de en la membrana plasmatica, NOX5 se localiza
preferentemente en endomembranas, especialmente reticulo endoplasmico,
aunque también en la membrana de la zona perinuclear (Fulton, 2019;
Jagnandan et al., 2007).

DUOX1y2
Las proteinas DUOX1 y DUOX2 (del inglés DUal OXidase) comparten una

homologia de secuencia entre si de un 83% (Buvelot et al., 2019). Ademas de la
estructura general de la subunidad catalitica de otras NOX, DUOX1 y DUOX2
también contienen un dominio peroxidasa externo en el N-terminal conectado al
resto de la proteina por una a-hélice transmembrana extra, y un dominio de
mano EF con dos motivos de uniéon al Ca2+ (Figura 8. B). Ambas se expresan
mayoritariamente en la glandula tiroides, donde cumplen un papel esencial en la
sintesis de hormonas tiroideas. El H,0, generado por las DUOX1/2 en el tiroides
es utilizado por la peroxidasa tiroidea para la yodaciéon de los residuos de
tirosina de la tiroglobulina, lo que lleva a la sintesis de las hormonas tiroxina (T4)
y triyodotironina (T3) (Szanto et al., 2019). También se ha documentado la
expresion de DUOX1 en el epitelio de las vias respiratorias y la lengua, el cerebelo
y los testiculos, mientras que DUOX2 se expresa en las glandulas salivales y
rectales, utero, vesicula biliar e islotes de Langerhans en el pancreas (Vermot et
al,, 2021). Aunque tradicionalmente se engloban bajo un mismo paraguas, cada

vez parece mas claro que cumplen funciones biolégicas diferentes, no pudiendo
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suplirse una a la otra a pesar de expresarse en un mismo érgano (Luxen et al.,
2009; Szanto et al.,, 2019).

La actividad de DUOX1/2 no s6lo depende de la unidén de Ca?+ a sus
motivos en mano EF, sino que también requieren de la unién de las subunidades
reguladoras DUOXA1 y DUOXA2 (Duox Activator protein), respectivamente. Las
DUOX se encuentran en un estado inactivo en el reticulo endoplasmico. Cuando
se requiere su activacion se unen a sus factores de maduracién DUOXA1/2 y
sufren un proceso de glicosilaciéon. La adquisicion de estas modificaciones
postraduccionales hace que el complejo migre desde el reticulo endoplasmico a
su ubicacién especifica en la membrana plasmatica, aunque también se ha visto
que la forma parcialmente glicosilada de DUOX2 genera, de forma dependiente
de calcio, O2* en este organulo (Laurindo et al., 2014; Luxen et al., 2009).

Como ya se dijo anteriormente, diferentes grupos han demostrado que
DUOX1/2 generan preferentemente H,0,. Aunque el mecanismo molecular atin
se desconoce, todo parece indicar que las modificaciones postraduccionales
durante el proceso de maduracion de DUOX1/2 en el reticulo endoplasmico, asi
como su interaccion con las proteinas reguladoras DUOXA1/2 son esenciales en
este proceso (Ameziane-El-Hassani et al., 2005), lo que ha llevado a postular que
DUOX1/2 contengan regiones estructurales que aceleren la dismutacion

espontanea de O2* a H;0..

4. ROS, NADPH oxidasas y LMC

Las HSC son células multipotentes con la capacidad de reponer todos los
linajes de células sanguineas y que en su mayoria se encuentran en un estado
quiescente. Uno de los puntos clave para mantener sus propiedades radica en un
control exhaustivo de los niveles de ROS. Las HSC poseen niveles de ROS
inferiores a las células mas maduras (Cao et al, 2016) y su aumento promueve
la pérdida de su capacidad de autorrenovaciéon, su entrada en ciclo y su
diferenciacion celular. De hecho, las HSC exhiben un perfil hipoéxico
independiente de su localizaciéon en la médula 6sea, la adyacencia a las
estructuras vasculares o del estado del ciclo celular (Nombela-Arrieta et al.,
2013). Dentro de la poblacién de HSC podemos encontrar células con una mayor
o menor cantidad de ROS. Estos niveles de ROS a su vez van a marcar su destino
celular: mientras que las HSC con menores niveles de ROS conservan un perfil

mas quiescente, aquellas con mayores niveles se encuentran mas activas, con una
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desviacion hacia el linaje mieloide, y tienen una menor capacidad de
reconstituciéon hematopoyética a largo plazo (Jang & Sharkis, 2007). El estado
hipdxico en el que se encuentran las HSC es consecuencia de mecanismos
especificos de la célula, como los factores de transcripciéon FoxO o HIF1/2, o rutas
de sefializacién que involucran a PI3K/AKT, la quinasa ATM, NF-kB o PTEN,
entre otras (para una revision completa acudir a (Prieto-Bermejo et al., 2018; Shi
etal, 2012)).

Pero los niveles de ROS no sélo son importantes en el mantenimiento de
las HSC, sino que también son propios de cada tipo celular que compone los
diferentes linajes hematopoyéticos y, ademas, puede controlar su capacidad de
diferenciacion. Por ejemplo, el grupo de Kurokawa dividi6 a las células definidas
fenotipicamente como precursores mieloides comunes segtin sus niveles de ROS
intracelulares y evalu6 su potencial de diferenciacion. Aquellos precursores con
niveles de ROS bajos formaron mas colonias de tipo megacariocito/eritrocito,
mientras que los de altos niveles formaron mas colonias de tipo
granulocito/macréfago (A. Shinohara etal., 2014). En nuestro laboratorio hemos
demostrado que es necesario un aumento de ROS dependiente de p22rhox para la
completa activacién de las vias de senalizacién que intervienen en el proceso de
diferenciacion megacariocitica (J. L. L. Sardina et al., 2010).

Por ultimo, destacar que al igual que ocurre con los niveles de ROS, la
expresién y funcion de los homdélogos de la familia NADPH oxidasa es diferente
segln el estado de diferenciacion de las células hematopoyéticas (Piccoli et al.,
2007). En nuestro laboratorio hemos demostrado que la delecion en ratones del
gen Cyba, que codifica la subunidad p22rhox, genera un incremento en la
poblaciéon de HSC debido a un aumento en su capacidad proliferativa y, a su vez,
induce el desvio de la hematopoyesis hacia el linaje mieloide en detrimento del
linfoide (Prieto-Bermejo et al., 2021). Un efecto similar al que nosotros hemos
visto ha sido descrito en ratones deficientes en el gen Cybb que codifica la
proteina Nox2 (Weisser et al., 2016).

Los niveles de ROS en las células tumorales son elevados comparando con
células sanas (Prieto-Bermejo et al., 2018). Entre las multiples razones que
explican este fenotipo esta la activacion de la producciéon de ROS por oncogenes,
como en el caso de la LMC. La sola presencia de BCR-ABL1 se ha asociado a un

aumento en los niveles de ROS, aunque no en todos los tipos celulares y fases de
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la enfermedad sea consecuencia de esta oncoquinasa (Bavaro et al, 2019;
Nieborowska-Skorska et al.,, 2014).

Se ha visto que BCR-ABL puede inducir la producciéon de ROS al estimular
diferentes fuentes como la mitocondria (J. H. Kim et al., 2005; Nieborowska-
Skorska et al., 2012; Sattler et al., 2000), las NADPH oxidasas (Landry et al., 2013;
Naughton et al,, 2009), la ciclooxigenasa (Giles et al., 2002) y/o la XOR (Romo-
Gonzalez et al, 2020), asi como por una disminucion de los sistemas
antioxidantes (Ahmad et al., 2008).

Las ROS se han implicado en el control de multiples vias de sefializacidn,
especialmente en aquellas controladas por fosforilacion en tirosina dada su
capacidad para inactivar por oxidaciéon directa diferentes proteinas tirosina
fosfatasas. Ademas, afectan a la actividad de otras muchas rutas de sefializacion
y factores de transcripcion revisados en detalle por nuestro laboratorio y por
otros (Hole et al,, 2011; Prieto-Bermejo et al., 2018; ]. L. Sardina et al.,, 2012).

El efecto mas conocido que tienen los altos niveles de ROS en las células
tumorales posiblemente sea su capacidad de oxidar y dafiar el ADN, favoreciendo
la apariciéon de mutaciones puntuales y rupturas de doble cadena (Koptyra et al.,
2006; Nowicki et al., 2004), fendmeno conocido como inestabilidad genémica.
En la LMC, a este dafio oxidativo del ADN hay que afiadirle que los sistemas de
reparacion de errores estan afectados negativamente (Bavaro et al., 2019). Este
fendmeno es especialmente relevante en el ADN mitocondrial (mtDNA, del inglés
mitochondrial DNA) ya que al no estar empaquetado y carecer de intrones es
mas susceptible al dafio oxidativo. En este sentido, se ha documentado también
un aumento en mutaciones en el mtDNA en LMC asociado a la progresion de la
enfermedad (Blasiak et al., 2015; Flis et al., 2012; Kluza et al,, 2011). Por tltimo,
afiadir que este "fenotipo mutagénico" ocasionado por los altos niveles de ROS
puede ser uno de los principales responsables de la aparicién de variantes de la
proteina BCR-ABL resistentes y mutaciones en otros genes clave como 7P53,
RUNX1, ASXL1 e IKZF1, causando resistencia a los TKI y promoviendo la
progresion de la enfermedad.

Centrandonos mas en el papel de las NOX en LMC se ha descrito la
implicacién de NOX4 en el control de la via PI3K/AKT (Naughton et al., 2009) y
la sobreexpresion de p47rhox asociada a la resistencia a los TKI y la progresion de
la enfermedad (Irwin et al., 2015). También parte del mecanismo de accién de

los TKI radica en su capacidad para reducir los niveles de ROS producidos por
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las NOX mediante un incremento en la ubiquitinaciéon y degradacién de p22phox
mediada por GSK3, y por la inhibicién de las rutas de PI3K/AKT y ERK (Landry
etal., 2013). Ademas, en un trabajo muy breve pero elegante demuestran que los
ratones que expresan la construccion BCR-ABL p210 y que a su vez carecen de
NOX2 tienen una mayor supervivencia “libre de enfermedad” (Grauers Wiktorin
etal, 2018). Este efecto también se ha descrito en modelos de ratén de leucemia
mieloide aguda (LMA) (Marlein et al., 2017), donde se ha encontrado una fuerte
correlacidn entre el aumento de la expresion de NOX2 y un mal prondéstico
(Robinson et al., 2020). Todas estas evidencias apoyan la relevancia de las NOX
en el control de la senalizaciéon en LMC, lo que convierte a estas enzimas en una
interesante diana terapéutica frente a esta enfermedad (Sanchez-Sanchez et al.,
2014).

5. Metabolismo energético

De un modo muy general podemos definir el metabolismo como la
colecciéon de transformaciones quimicas que se producen en una célula u
organismo. Estas pueden tener diferentes objetivos como pueden ser la
obtencion de energia en forma de ATP o la fabricaciéon de nuevos componentes
celulares. Aproximadamente el 80% de todo el ATP celular se produce mediante
la combinacién de dos procesos: el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA, del
inglés TriCarboxylic Acid cycle) o ciclo de Krebs, y la fosforilacién oxidativa
mitocondrial (OXPHOS) representada por la ETC.

La ETC consta de 5 complejos proteicos situados en la membrana
mitocondrial interna. El Complejo [ aprovecha los electrones obtenidos al oxidar
el NADH (obtenido de alguna de las rutas metabdlicas) a NAD+ para reducir
ubiquinona en ubiquinol, bombeando 4H+ hacia el espacio intermembrana. La
SDH del TCA, es el Complejo Il de la ETC. Se encarga de oxidar el succinato a
fumarato reduciendo en este proceso la ubiquinona en ubiquinol. A
continuacion, el Complejo 11l oxida el ubiquinol formado por los Complejo 1y II
de nuevo a ubiquinona, cediendo con esta reaccidn esos electrones al citocromo
c y bombeando 4H+ hacia el espacio intermembrana. El Complejo IV capta los
electrones del citocromo c y reduce con ellos una molécula de O, de manera que
por cada 4 electrones que capta acaba generando 2 moléculas de H;0. A su vez,
el Complejo IV expulsa otros 2H+ hacia el espacio intermembrana. La ATP sintasa

(o Complejo V) aprovecha la fuerza motriz generada por el gradiente de H+t en el
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espacio intermembrana para unir un fosfato inorganico a una molécula de ADP
y generar ATP. Como queda patente en este breve resumen sobre el
funcionamiento dela ETC, se requiere un suministro constante de NADH y FADH;
y estos cofactores estan disponibles gracias a la actividad del TCA. Afiadiendo
una capa superior, el TCA necesita un suministro constante de oxalacetato y
acetil coenzima A (acetil-CoA). El acetil-CoA se puede obtener principalmente a
partir de la degradacién de tres nutrientes: glucosa, glutamina y acidos grasos.
Por lo tanto, que estas rutas metabdlicas se encuentren perfectamente enlazadas

es crucial para el correcto funcionamiento del metabolismo energético celular.

5.1 Seifializacién redox y estrés oxidativo como moduladores del
metabolismo celular

El papel de las ROS en el control de la sefializacion celular y de la expresion
génica a través de la regulacion reversible de proteinas sefializadoras es una idea
ampliamente aceptada y sustentada por la evidencia cientifica (Prieto-Bermejo
et al, 2018). A través del control de la sefializacién intracelular las ROS pueden
influir sobre el metabolismo, pero al mismo tiempo, existe una relacion directa
entre los niveles de ROS y la regulaciéon metabélica. Las ROS pueden regular la
actividad de multiples enzimas metabdlicas y de ese modo controlar el
metabolismo celular. Sin embargo, dada la falta se sondas especificas para las
diferentes ROS, asi como la labilidad de estas uniones, es muy complicado
determinar qué proceso de oxidacién (S-oxidacion o S-glutationilacion) es el
responsable de una modificacion en la funcién de determinada enzima. Ademas,
aunque se han detectado multitud de enzimas con residuos sensibles a oxidaciéon
es necesario determinar si estas oxidaciones tienen lugar en nuestro contexto

celular y fisiopatolégico concreto.

5.1.1 Control de reguladores maestros del metabolismo

Indudablemente la regulacién metaboélica mas conocida ejercida por parte
de las ROS reside en su capacidad para controlar la expresion o actividad de
varios reguladores maestros del metabolismo como la AMPK (proteina quinasa
activada por AMP), HIF1, NRF2 (factor 2 relacionado con NF-E2) o ATM.

La AMPK funciona como un sensor energético activindose ante un
aumento de la relacién AMP/ATP con el objetivo de restaurar los niveles de ATP

en la célula. Varios estudios han demostrado que el aumento de los niveles
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intracelulares de ROS estimula la actividad de AMPK, incluso sin que se
produzcan cambios en los niveles de ATP o AMP. Las ROS son capaces de activar
tanto por oxidacion directa de los residuos Cys-299 y Cys-304 del extremo C-
terminal de la subunidad AMPKa (Zmijewski et al., 2010) como indirectamente
(Hinchy et al., 2018; Mungai et al.,, 2011) la actividad de la AMPK. Esta activacién
reprograma el metabolismo celular promoviendo las vias catabdlicas que
incrementan la captacion de glucosa, la glucélisis, la absorcion y oxidacién de
acidos grasos y la biogénesis mitocondrial; mientras que suprime procesos
anabdlicos como la sintesis de proteinas y lipidos (Forrester et al., 2018).

Otro de los reguladores metabdlicos sensibles a redox es HIF1a. Las ROS
promueven la dimerizacién e inactivacién de PHD (del inglés Prolyl Hydroxylase
Domainprotein), que se encarga de marcar a HIF1a para su degradacidn. De este
modo la inactivacién de PHD por las ROS permite la unién de HIF1a a HIF1B y su
traslocacion al nucleo (Lee et al, 2016). HIF1 incrementa la expresion de
multiples genes implicados en el metabolismo de la glucosa incluyendo los
transportadores de glucosa GLUT1/2, la hexoquinasa (HK), PFKFB3, la piruvato
quinasa M2 (PKM2, del inglés Pyruvate Kinase MZ2) o la PDK (Kierans & Taylor,
2021; Nagao et al,, 2019).

NRF2 es un factor conocido principalmente por controlar la transcripcion
de genes amortiguadores del estrés oxidativo, la biogénesis mitocondrial y la
mitofagia, que también remodela el metabolismo celular. Cuando los niveles de
ROS son moderados, NRF2 es continuamente ubiquitinado y degradado via
proteasoma 26S por la proteina KEAP1 (del inglés Kelch-like ECH-associated
protein 1) y su adaptador la ligasa E3 Cullin-3 (Bellezza et al., 2018). Bajo
condiciones de estrés oxidativo, las ROS oxidan en cisteina a KEAP1 (Cys-226,
Cys-613, Cys-622 o Cys-624) anulando asi la degradacion de NRF2 que se
transloca al nucleo activando la transcripciéon de sus genes diana (Naidu &
Dinkova-Kostova, 2020). A nivel metabélico NRF2 controla la expresion de las
cuatro enzimas principales involucradas en la generacién de NADPH: la
isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD),
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la enzima malica 1 (ME1)(Naidu
& Dinkova-Kostova, 2020). Ademas, induce la expresién de varios genes que
codifican enzimas glucoliticas como el transportador de glucosa GLUT1, HK1y 2,
fosfofructoquinasa (PFK) 2 y 4 o la PKM entre otras, cambios que aumentan el
flujo glucolitico (He et al., 2020).
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Por ultimo, destacar que la oxidacion directa de ciertos residuos de
cisteina de la proteina ATM induce su dimerizacion y activaciéon (Guo et al.,
2010). Aunque con un papel metabdlico mucho menos estudiado, esta quinasa
de respuesta a dafio en el ADN puede promover la ruta de las pentosas fosfato al
incrementar la actividad de la GGPDH (Cosentino et al., 2011).

En lineas generales, la activaciéon de estos reguladores maestros del
metabolismo por las ROS induce un traspaso metabélico desde el OXPHOS

mitocondrial hacia la glucdlisis y la ruta de las pentosas fosfato.

5.1.2 Control de enzimas clave del metabolismo energético

Las ROS no sdlo regulan el metabolismo celular por efecto sobre
reguladores maestros, de hecho, pueden modificar directamente la funcién de
muchas enzimas metabdlicas (Figura 9).

A nivel de la glucélisis se ha descrito que las ROS modulan la actividad de
dos importantes enzimas, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y
PKM?2. La GAPDH cataliza el sexto paso de la glucdlisis en el que el gliceraldehido-
3-fosfato (G-3-P) se convierte en 1,3-bisfosfoglicerato usando NAD+ como
cofactor y generando una molécula de NADH. Ademas de su funcién glucolitica,
se ha descrito que la GAPDH desempefia un papel clave en procesos celulares
alternativos como la dinamica del citoesqueleto, la reparacién del ADN o la
muerte celular (Colell et al.,, 2009). La GAPDH contiene multiples tioles de
cisteina libres, varios de ellos dispuestos en el sitio activo de la proteina. Entre
ellos, se ha demostrado que la Cys-152 es excepcionalmente susceptible tanto a
la S-oxidaciéon como ala S-glutationilacién (Tossounian et al., 2020). La oxidacién
de GAPDH inhibe su actividad desviando de este modo el flujo de carbohidratos
de la glucdlisis a la ruta de las pentosas fosfato. La piruvato quinasa (PK) cataliza
la dltima reaccién de la glucdlisis, la conversion de fosfoenolpiruvato y ADP en
piruvato y ATP. Existen cuatro isoformas de esta enzima en mamiferos. En
células adultas se expresa mayoritariamente una isoforma constitutivamente
activa, la PKM1, mientras que las células embrionarias y tumorales expresan una
isoforma regulable, la PKM2. Esta ultima puede fluctuar entre un estado
tetramérico altamente activo y un dimero practicamente inactivo (Mazurek,
2011). La oxidacién de la Cys-358 de la PKM2 inhibe su actividad al favorecer
que se encuentre en forma de dimero menos activo (Anastasiou et al,, 2011)
(Figura 9).
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La inhibicién de ambas enzimas por las ROS desemboca en un incremento
en el fluyjo de glucosa hacia la ruta de las pentosas fosfato que generara
equivalentes reductores necesarios para la desintoxicacion de las ROS
(Anastasiou et al., 2011; Forrester et al., 2018; Kang et al.,, 2015).

La mitocondria es un entorno unico para las modificaciones en grupos tiol.
Por una parte, el bombeo de protones desde la matriz al espacio intermembrana
genera un entorno de la matriz alcalinizado, que favorece que los residuos
cisteina de las proteinas de la matriz existan en un estado ionizado. Y por otra,
dada la elevada produccion de ROS acoplada al metabolismo y la alta
concentracidn de glutation reducido (GSH) que se encuentra en las mitocondrias,
es muy probable que se produzca la S-glutationilaciéon de los grupos -SOH
susceptibles (Forrester et al., 2018; Hurd et al., 2007).

El punto de convergencia entre la glucdlisis y el TCA es la conversién de
piruvato a acetil-CoA. Este paso esta catalizado por el complejo piruvato
deshidrogenasa (PDH). En 1996, Floyd y colaboradores demostraron en ensayos
de enzima aislada que las ROS generadas por el complejo xantina
oxidasa/hipoxantina inactivaban por oxidacién directa a la PDH (Tabatabaie et
al,, 1996). Esta inhibicion tiene como consecuencia una reduccion en el flujo de
entrada de sustratos al TCA desde la glucolisis, y con ello una ralentizacién del
metabolismo mitocondrial y una menor producciéon de ROS. Por otro lado,
también se ha determinado que la piruvato deshidrogenasa quinasa 2 (PDK2),
un regulador negativo del complejo PDH, se inhibe mediante la oxidacién
reversible de los residuos Cys-45 y Cys-392, resultando en un aumento de la
actividad de la PDH (Hurd et al.,, 2012). La inhibicion tanto de la PDH como de la
PDK?2 por las ROS ilustra perfectamente por qué debemos evaluar la sensibilidad
de estas enzimas en su contexto biolégico ya que presentan efectos opuesto,
mientras que una limita el aporte de acetil-CoA al TCA la otra lo estimula (Figura
9).

Dentro del TCA la oxidacién inhibe directamente a la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (KGDH) (McLain et al,, 2011), la isocitrato deshidrogenasa 2
(IDH2) y la aconitasa (Mailloux, 2019), mientras que activa a la succinato
deshidrogenasa (SDH) (Mailloux et al., 2014). Otras enzimas del TCA, como la
succinil-CoA sintetasa y la malato deshidrogenasa, tienen residuos de cisteina

sensibles a la oxidacién, pero aun no se ha determinado si esta oxidacién tiene
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lugar fisiol6gicamente, ni el posible efecto sobre su funcién enzimatica (Mailloux,
2019) (Figura 9).
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Figura 9. Vision general de la interrelacion entre las ROS y las enzimas metabdlicas. La ilustracion
muestra los principales sistemas productores de ROS y las enzimas metabélicas cuya actividad se
ve modificada por oxidacién directa. Las flechas marrones representan produccién de ROS; las
rojas inhibicién y las verdes activacion. 1,3-BPG, 1,3-bisfosfoglicerato; 3-PG, 3-fosfoglicerato; Cit C,
citocromo C; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; F-1,6-BP, fructosa-1,6-bisfosfato; F-6-P, fructosa-6-
fosfato; G-3-P, gliceraldehido-3-fosfato; GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Glc-6-P,
glucosa-6-fosfato; IDH, isocitrato deshidrogenasa; a-KG, a-cetoglutarato; KGDH, a-cetoglutarato
deshidrogenasa; mGPDH, a-glicerofosfato deshidrogenasa; OAA, oxalacetato; PDH act, complejo
piruvato deshidrogenasa activo, PDH inact, complejo PDH inactivo; PDK2, piruvato
deshidrogenasa quinasa; PDP, piruvato deshidrogenasa fosfatasa; PEP, fosfoenolpiruvato; PFK2,
fosfofructoquinasa 2; PKM2, piruvato quinasa M2; PPP, via de las pentosas fosfato; R-5-P, ribosa 5-
fosfato; ROS, especies reactivas del oxigeno; SDH, succinato deshidrogenasa; XOD, xantina
oxidorreductasa. Tomada de (Romo-Gonzalez et al., 2022).

Por otra parte, las ROS también tienen la capacidad de inhibir la actividad
de la ETC dirigiéndose a varias proteinas pertenecientes a los Complejos I, I1I, IV
y V (Kang et al, 2015; Mailloux et al., 2014; Van Der Reest et al, 2018),

reduciendo asi el flujo de electrones a través de la ETC y la formaciéon de mas
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ROS. Ademas de las anteriores, se ha detectado una gran variedad de enzimas
implicadas en la oxidacion mitocondrial de 4cidos grasos con tioles sensibles a la
oxidacién y, por tanto, objetivos potenciales de las ROS como la carnitina acetil
transferasa, acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga, carnitina
acetiltransferasa o propionil-CoA carboxilasa (Hurd et al., 2007).

El escenario mencionado anteriormente ofrece una conexion directa entre
el estado redox y el control de la tasa y el flujo metabdlicos. La inhibicion
oxidativa de GAPDH y PKM2 conduce a una rapida acumulaciéon de
intermediarios glucoliticos aguas arriba. De esta manera, el flujo de glucosa se
puede desplazar hacia la ruta de las pentosas fosfato y la sintesis de aminoacidos.
La activacion de estas vias es necesaria para mantener una alta tasa de
proliferacion celular, pero también para aumentar la produccién de NADPH que
actia como cofactor de las vias antioxidantes dependientes de la
peroxirredoxina y la glutatiéon peroxidasa, aliviando asi el estrés oxidativo. La
oxidacién de las proteinas implicadas en el TCA produce un acimulo de
intermedios en los primeros pasos del ciclo como es el caso del citrato, que en el
citoplasma puede ser utilizado para la sintesis de acidos grasos. Ademas, reduce
el aporte de sustratos a la ETC que junto con el bloqueo directo de la misma
reduce la produccién de mas ROS que podrian superar los niveles compatibles
con la supervivencia celular. Sin embargo, como se ha sefialado anteriormente,
otras modificaciones como las de SDH o PDK2 parecen oponerse a esta idea, pero
podrian estar destinadas a suministrar sustratos a otras vias metabdlicas o, por
sensibilidad enzimatica, producirse de un modo secuencial. La sefializacion
redox no puede concebirse sin entender que existen distintos entornos redox
dentro de la célula, de este modo la localizacién celular y la sensibilidad de estas
enzimas a las ROS en cada contexto biologico es la clave para resolver esta

contradiccion.

6. Metabolismo energético en hematopoyesis y en LMC

La hematopoyesis, y mas concretamente cada uno de los tipos celulares
que la conforman, cumplen funciones especificas y por lo tanto sus
requerimientos metabdlicos pueden ser extremadamente divergentes. Ademas,
incluso dentro del mismo linaje, las células que estan inactivas, en proliferacion
o diferenciacion a menudo exhiben un metabolismo diferente. Esto quiere decir

que, de un modo analogo a los cambios en los niveles de ROS descritos
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anteriormente, las células hematopoyéticas adaptan su metabolismo para
satisfacer sus necesidades pero que, ademas, las alteraciones metabdlicas
controlan activamente su destino celular (Oburoglu et al., 2016; Papa et al,
2019). Ejemplo de esta compleja red de cambios metabdlicos son las células T,
que alteran su estado metabdlico a lo largo de las diferentes etapas de su
desarrollo. Durante la etapa inicial de maduraciéon timica tienen una alta
expresién de transportadores de glucosa, lo que indica que éstas utilizan
principalmente la glucdlisis aerébica. En las etapas posteriores, las células dobles
positivas y las células T CD4 o CD8 maduran y se preparan para migrar a los
organos secundarios, y utilizan preferentemente el OXPHOS y la oxidacién de los
acidos grasos (FAO, del inglés Fatty Acid Oxidation) para satisfacer sus
necesidades metabdlicas (Peng et al., 2021).

Posiblemente el metabolismo de las HSC sea el mas estudiado de entre
todas las células hematopoyéticas, aunque atn sigue siendo en muchos aspectos
un misterio. Como hemos hablado anteriormente, las HSC residen en un nicho
hipdxico de la médula 6sea y deben controlar con precision los niveles de ROS
para mantener sus caracteristicas Unicas de quiescencia, diferenciacion y
proliferacion. Por ello, parece l6gico pensar que el metabolismo glucidico es el
mas apto para las HSC: genera el suficiente ATP como para satisfacer sus bajos
requerimientos metabolicos y, a su vez, reduce el riesgo que suponen las ROS
para las HSC al no producirse esta energia a través de la ETC. De hecho, se sabe
que el metabolismo mitocondrial promueve la diferenciacion de las HSC, en parte
a través de una mayor producciéon de ROS (C. Chen et al.,, 2008; Mantel et al.,
2010; Maryanovich et al, 2015). Sin embargo, si bien las HSC utilizan
preferentemente la glucélisis, también necesitan del OXPHOS a bajos niveles y de
la FAO, lo que favorece la autorrenovacion de las HSC al promover la divisién
asimétrica (Oburoglu et al,, 2016) (Figura 10). Ghaffari y colaboradores fueron
capaces de identificar varias subpoblaciones metabélicamente diferentes dentro
del compartimento de las HSC: una poblaciéon profundamente latente que
permanece en un estado metabolicamente inactivo y otra poblaciéon mas
abundante de HSC cebadas y facilmente activables, que es metabdlicamente mas
activa usando principalmente la glucdlisis, aunque también el OXPHOS para la
produccién de energia. De hecho, el tratamiento de HSC donantes con el
inhibidor de la glucolisis 2DG incrementa hasta un 70% la capacidad de

repoblacion competitiva 7/n vivo al enriquecer la poblacion en HSC mas
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quiescentes, lo que denota esta alta inactividad metabdlica (Liang et al., 2020).
De manera andloga, la induccién del flujo desde la glucélisis al OXPHOS
conducido por la PDH reduce significativamente la capacidad de anidamiento de
las HSC (Takubo et al., 2013).

A pesar de no “necesitar” e incluso ser potencialmente peligroso para su
integridad, las HSC presentan un contenido mitocondrial nada despreciable,
similar al de la poblacién de progenitores multipotentes, pero con capacidad
respiratoria considerablemente mas baja (de Almeida et al.,, 2017). Esto es asf
porque las mitocondrias de las HSC quiescentes son mas inmaduras y, si bien no
presentan un mayor recambio mitocondrial, si que estan sometidas a una
intrincada degradacion lisosomal (Filippi & Ghaffari, 2019; Liang et al., 2020).
Cuando estas HSC entran en un estado estimulado cambian progresivamente
hacia un metabolismo mas oxidativo, debido al estado de mayor maduracién de

sus mitocondrias (Figura 10).
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Figura 10. Regulacion metabdlica de las caracteristicas de quiescencia, autorrenovacion y
diferenciacion de las HSC. Las HSC en estado quiescente (izquierda) dependen de la glucélisis a
bajos niveles para satisfacer sus bajas demandas energéticas. La autorrenovacién (centro)
depende de la division asimétrica de las HSC, para lo cual requieren especialmente de la FAO. Para
el proceso de diferenciaciéon simétrica, especialmente importante en la hematopoyesis de
emergencia, las células requieren de un rapido aumento del OXPHOS. Modificada de (Oburoglu et
al, 2016).
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Muchos reguladores maestros del metabolismo como mTOR, AMPK, la
proteina tirosina fosfatasa mitocondrial 1 (PTPMT1) o HIF1/2 han mostrado la
importancia del metabolismo en el control del destino metabdlico de las HSC (C.
Chen et al,, 2008; Nakamura-Ishizu et al., 2020; Oburoglu et al., 2016; Simsek et
al, 2010; Takubo et al., 2013), si bien los ultimos estudios apuntan a que en el

caso de HIF su efecto sobre las HSC no se debe a cambios metaboélicos (Wierenga
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et al,, 2019). Por ultimo, durante la diferenciaciéon y maduracién de las HSC, se
produce un cambio rapido y esencial de la glucélisis al OXPHOS. Este viraje
permite cubrir las altas demandas energéticas asociadas a la diferenciacion,
proliferacion o durante la hematopoyesis de emergencia (Nakamura-Ishizu et al.,
2020; Papa et al,, 2019).

6.1 Metabolismoy LMC

En presencia de oxigeno, el piruvato derivado de glucosa, el a-
cetoglutarato derivado de glutamina y/o el acetil-coA generado por la FAO
pueden entrar en el TCA. El acoplamiento de la glucélisis con el TCA, y por tltimo
con la ETC impulsa la produccién de hasta 38 moléculas de ATP a partir de una
molécula de glucosa, mientras que la utilizaciéon de glucosa a través de la
glucolisis proporciona solo 2 moléculas de ATP. Sin embargo, para algunas
células valerse nutricionalmente de la glucélisis puede ser ventajoso ya que
proporciona un mayor nimero de carbonos y NADPH que pueden redirigirse
hacia la sintesis de otras macromoléculas como lipidos, aminoacidos y
nucledtidos. Este fenémeno de utilizar la glucélisis incluso en presencia de
suficiente cantidad de oxigeno como fuente de energia se conoce como efecto
Warburg, en honor a su descubridor Otto Warburg, y es muy habitual en células
tumorales (Oburoglu et al, 2016). Sin embargo, de un modo analogo al
metabolismo en hematopoyesis normal, no todas las células leucémicas
presentan el mismo perfil metaboélico ni siquiera dentro de las células que
conforman un tipo concreto de leucemia. De ese modo se han descrito
importantes diferencias entre leucemias mieloides y linfoides, agudas y crénicas;
y entre las LSC, las células quimiorresistentes y la masa de células leucémicas
(Romo-Gonzalez et al., 2022).

6.1.1 Cambios metabdlicos asociados a BCR-ABL1

La expresion de BCR-ABL1 induce el efecto Warburg en células de LMC
principalmente por la activacion constitutiva que ejerce sobre la via
PI3K/AKT/mTOR. Uno de los primeros cambios que se encontraron asociados a
BCR-ABL1 fue un aumento en la captacién de glucosa debido a un aumento en la
retencion de receptor GLUT1 en la membrana de las células leucémicas (Barnes
et al,, 2005). Otras investigaciones han encontrado que, ademas de reducir la

captacion de glucosa, el tratamiento con imatinib reduce la glucélisis al reducir
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la expresion de la HKII, la fosforilacion de PKM2 y la expresion de LDHA (Boren
et al.,, 2001; KominsKky et al., 2009). Ademas, el tratamiento con imatinib reduce
el flujo de glucosa hacia la ruta de las pentosas fosfato al inhibir la actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, asi como la sintesis de novo de 4acidos
nucleicos y acidos grasos. También “reactiva” el OXPHOS mediante una fuerte
regulacién al alza de los complejos mitocondriales y del TCA (De Rosa et al,,
2019; Gottschalk et al., 2004; Kumar et al.,, 2022).

En comparacién con las HSC normales, las LSC de LMC parecen ser mas
dependientes de HIFla (H. Zhang et al, 2012). En 2016 Schuringa y
colaboradores describieron que la transduccion de BCR-ABL1 en células CD34+
de cordén umbilical impone una sefalizacion hipdxica en condiciones
normoxicas dependiente de la activacién de HIF1/2. BCR-ABL aumenté tanto la
glucdlisis como la glutamindlisis, y también indujo un aumento en las
concentraciones de ciertos aminoacidos como glutamina, metionina, valina,
isoleucina, fenilalanina, triptéfano o tirosina, pero no encontraron cambios en
los metabolitos del TCA detectados. De este modo, las células positivas para BCR-
ABL1 recurririan a la glutamina para mantener el TCA en las células en las que

también estd activa la glucélisis (Sontakke et al., 2016) (Figura 11).
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Figura 11 (pdgina anterior). Estado redox y metabdlico de las HSC frente a las LSC y la masa de
células de LMC. Las HSC (en el centro) presentan una baja necesidad energética que suplen
fundamentalmente a través de la glucélisis, y sus mitocondrias son inmaduras. Los niveles de
produccion de ROS son bajos y con los sistemas antioxidantes de los que disponen los pueden
mantener bajo control. Las LSC (izquierda) obtienen energia de forma activa principalmente por
glucdlisis (flecha gruesa) pero también por TCA y FAO (flechas finas). Este metabolismo activo
provoca una mayor produccién de ROS que son controlados con un aumento en la expresion de
sistemas antioxidantes. En la masa de células de LMC (derecha) BCR-ABL condiciona el
metabolismo hacia la fermentacién aerébica (flechas gruesas) para satisfacer sus necesidades de
proliferacién en términos de energia y bloques de construccion (Nt, Aa y Lip). Ademas, presenta
elevados niveles de ROS procedentes de las NOX y del metabolismo mitocondrial. Aa, aminoacidos;
ETC, cadena transportadora de electrones; FAO, oxidacién de acidos grasos; HSC, células madre
hematopoyéticas; Lip, lipidos; LSC, células madre leucémicas; NOX, NADPH oxidasa; nt,
nucledtidos; OXPHOS, fosforilacién oxidativa; TCA, ciclo de los acidos tricarboxilicos. Modificada
de (Romo-Gonzalez et al., 2022).

En conclusidn, el tratamiento con imatinib produce una reduccién en la
captacién de glucosa acompafiada de un viraje del metabolismo desde la
glucdlisis hacia el TCA y el OXPHOS, todo ello acompafiado de un incremento en
la ruta de las pentosas fosfato, y una restriccion en la produccién de nucleo6tidos
de novoy en la sintesis de acidos grasos.

La mayoria de los estudios del efecto de BCR-ABL sobre el metabolismo se
basan en comparaciones metabdlicas entre células tratadas y sin tratar con
imatinib, por ello no debemos olvidar posibles dianas celulares fuera de la
oncoquinasa. Ademas, estos cambios pueden brindar cierta proteccién a las
células o conducir a la seleccién de clones adaptados metabdlicamente. De este
modo, se ha descrito que al bloquear la ruta de seflalizacién de BCR-ABL se activa
la FAO, programa metabdlico que favorece la supervivencia celular
independiente de glucosa. Esta compensaciéon puede ser consecuencia de un
aumento en la activacion de la proteina AMPK que fosforila e inhibe a la acil-CoA
carboxilasa (ACC) (H. Shinohara et al, 2016) o de la inactivacién de la ruta
mTORC1-S6K1 (Barger etal.,, 2012). El grupo de James De Gregori ha descubierto
varias vulnerabilidades metabdlicas en células tratadas con imatinib mediante
un cribado a gran escala por ARN de interferencia en el que buscan
combinaciones que acaben mas eficazmente con las células BCR-ABL*. Entre
estas analizan la dihidrolipoamida S-acetiltransferasa (DLAT) mitocondrial,
componente limitante de la PDH esencial para la entrada de piruvato desde la
glucdlisis al TCA. La inhibicién de este enzima junto con el imatinib desvia el flujo
de glucosa de nuevo hacia la produccién de lactato, combinacién que resulta
sinérgica posiblemente por el cambio en las necesidades energéticas generado

por el imatinib (Alvarez-Calderon et al,, 2015; Gregory et al., 2010).
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6.1.2 Cambios metabdlicos en células resistentes a TKI

Se ha descrito en varias lineas celulares modelo de LMC con resistencia
secundaria al tratamiento con TKI un fenotipo altamente glucolitico, que recurre
a la produccion de ribosa y desoxirribosa desde la glucosa a través de la ruta no
oxidativa del ciclo de las pentosas fosfato (via transcetolasa), en detrimento de
la ruta oxidativa (via GGPDH) (Kominsky et al., 2009). Por el contrario un estudio
metabdlico realizado sobre la linea celular de LMC KBM5-T315I, mutacién que
confiere resistencia primaria a TKI, muestra que estas células tienen una baja
tasa glucolitica (menor expresion de transportadores de glucosa, PFK, GG6PDH y
LDH-A/B), una mayor capacidad respiratoria maxima y una menor oxidacién de
acidos grasos que las células no resistentes; todo ello acompafiado de una bajada
en los niveles de ROS (Ko et al, 2016). Estas diferencias entre ambas
aproximaciones pueden deberse al uso de diferentes lineas celulares o a que no
todos los tipos de resistencia estdn acompafiados de los mismos cambios

metabdlicos.

6.1.3 Cambios metabdlicos en LSC de LMC

A diferencia de las HSC normales y de la masa de células leucémicas, las
LSC parecen regular al alza el OXPHOS (Gerber et al,, 2013; S. Zhou et al., 2020).
Mediante un minucioso analisis del metabolismo de células CD34+ de pacientes
con LMC Gottlieb y colaboradores encontraron que estas células presentaban
una mayor oxidacién de la glucosa, acompafiada de un aumento en la respiraciéon
mitocondrial y de la oxidacion de acidos grasos, en comparacion con las células
CD34+ normales. Estos cambios mitocondriales estuvieron acompaifiados de un
mayor contenido y potencial de membrana mitocondrial (Kuntz et al., 2017).
Ademas, en otro estudio demuestran que el tratamiento con TKI no inhibe la
respiracién mitocondrial en células progenitoras, lo que sugiere que el
incremento de la respiracién mitocondrial es independiente de BCR-ABL1
(Abraham et al., 2019). Ademas, otro cambio importante, como ya se apunta mas
arriba, es la sobrerregulacién del metabolismo de los acidos grasos y cuya
inhibicion ha mostrado gran eficacia en la erradicacion de las LSC (Y. Chen et al,,
2009, 2014) (Figura 11).
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6.1.4 Cambios metabélicos asociados a la progresion de la
enfermedad

Por ultimo, también se han encontrado cambios metabdlicos asociados a
las diferentes fases de la LMC, lo que refleja el cambio en las necesidades
metabdlicas asociado a la progresion de la enfermedad. El tratamiento
continuado con imatinib suprime la actividad glucolitica en lineas celulares de
LMC (Hirao et al., 2018). Mediante el andlisis genético de muestras de pacientes
se ha encontrado que la expresién de genes mitocondriales y de biosintesis de
proteinas estd altamente correlacionada con la fase de la enfermedad (Radich et
al,, 2006). Ademas, se ha descrito que existe una fuerte relacion directa entre la
progresion de la enfermedad y la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada
(Hattori et al., 2017).

6.2 Las ROS producidas via NADPH oxidasas como moduladoras del
metabolismo energético

Como se ha descrito antes, el principal mecanismo por el que BCR-ABL1
induce una elevada produccién de ROS radica en su capacidad para activar a las
NADPH oxidasas. Ademas, BCR-ABL también induce importantes cambios
metabolicos en las células leucémicas que favorecen su supervivencia y
proliferacion. La activacion de la sefalizacion redox en este escenario podria ser,
al menos en parte, responsable de los cambios metabdlicos descritos mas arriba.

Durante los ultimos afios se ha ido desgranando la funcién reguladora de
las ROS producidas via NADPH oxidasas sobre el metabolismo celular. Se ha
sugerido que NOX4 funciona como un sensor mitocondrial que inhibe la
degradacion lisosomal de la PKM2 (Shanmugasundaram et al., 2017); regula
negativamente la capacidad energética mitocondrial y su biogénesis (Bernard et
al, 2017b); también puede suprimir el TCA al inhibir la enzima fumarato
hidratasa (You et al., 2016) y el complejo I de la cadena respiratoria (Koziet et
al,, 2013). Otros autores han sugerido la importancia de NOX4 en la inducciéon de
la glucdlisis a través de la inactivacion de PTEN (Gupta et al,, 2015), y en la
oxidacién de acidos grasos (Moon et al., 2016).

Por su parte, NOX2 también ha mostrado ser de gran relevancia para
mantener la alta tasa glucolitica en células con disfuncién mitocondrial (W. Lu et
al,, 2012) y en neutrofilos activados al regular la actividad de la PFKFB2 (Baillet
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et al, 2017). Aunque el mecanismo de activacion se desconoce, los autores
encuentran que NOX2 co-localiza con la forma activa de la PFK2, enzima que
cataliza la sintesis de la fructosa-2,6-bisfosfato que activa la PFK y por ende la
glucolisis.

Los datos disponibles sobre el posible papel de los otros homélogos de la
familia en el control del metabolismo son muy escasos, aunque visto el papel de
NOX2 y NOX4 posiblemente en los préximos afios se estudie mas a fondo.

En el contexto leucémico una de las NADPH oxidasas mas estudiadas es
NOX2, por su alta expresion en células hematopoyéticas. Las ROS generadas por
NOX2 y NOX4 modulan la captacién de glucosa celular a través del aumento de
la actividad de GLUT1, en lineas celulares leucémicas (Prata et al, 2008).
También se ha descrito que la actividad de NOX2 estimula la transferencia de
mitocondrias desde el estroma a los blastos de LMA, controlando de ese modo la
mayor dependencia mitocondrial de estas células (Marlein et al, 2017).
Mediante el analisis de bases de datos publicas de pacientes con LMA, Tonks y
colaboradores encontraron que la alta expresion de NOX2 se asocia a marcas
implicadas en el metabolismo de la glucosa, y que este control radica en la
activacion de la captacién de glucosa y la expresiéon de la enzima PFKFB3
(Robinson et al., 2020). Ademas, Adane et al. han demostrado que NOX2 es
necesaria para la autorrenovacion de las LSC mediante el control metabdlico
central de estas células (Adane, Ye, Khan, et al., 2019). La deficiencia en NOX2
reconfigura el metabolismo en las células leucémicas, potenciando la oxidacién
mitocondrial de acidos grasos, reduciendo el flujo glucolitico y la respiracion
mitocondrial. En nuestro laboratorio también hemos demostrado recientemente
que los pacientes con LMA muestran una expresion variable de los genes
asociados al complejo NOX2. Los niveles de expresiéon de CYBE (gen que codifica
NOX2) se correlacionaron con la expresion de 28 genes metabdlicos, y
conjuntamente la expresion de este panel de 29 genes fue capaz de discriminar
el prondstico y la supervivencia de los pacientes con LMA (Ijurko et al., 2022a).

En resumen, los cambios metabodlicos descritos anteriormente parala LMC
podrian estar bajo el control de la sefalizacién redox y en concreto bajo las ROS

producidas via NADPH oxidasas.
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7. El metabolismo o los ROS como diana terapéutica

La salida al mercado del imatinib en 2001 supuso una revolucién en el
tratamiento de la LMC, consiguiendo mejorar drasticamente el prondstico de
estos pacientes. Sin embargo, durante los tltimos 20 afios el tratamiento de los
pacientes con LMC no ha evolucionado mucho mas alla del uso de farmacos que
actian frente a BCR-ABL y mas del 80% de los pacientes nunca lograra la
suspension completa de la terapia. Si bien la LMC se caracteriza principalmente
por la presencia de BCR-ABL1, también podemos encontrar otros eventos
moleculares que le aportan una gran heterogeneidad a las diferentes poblaciones
leucémicas (LSC, blastos, masa o células resistentes). Por ello, la LMC no puede
ni debe ser tratada como un evento Unico, la translocacion t(9;22), sino como
una suma de caracteristicas propias que les aportan ventajas frente a sus
homologos no malignos, pero que a su vez pueden ser su taléon de Aquiles. Como
hemos detallado a lo largo de los apartados anteriores podemos afirmar que
existen mecanismos de retroalimentacién entre la produccién de ROS y el
metabolismo celular, y que en el contexto de la LMC ambos procesos estan en
muchos casos altamente relacionados con la expresién de BCR-ABL1. Por ello, en
este escenario, las ROS y el metabolismo se perfilan como interesantes dianas
terapéuticas en LMC.

El uso de tratamientos frente a la LMC basados en la modulacién del
metabolismo o de los niveles/fuentes de ROS por separado no es algo nuevo
(para una revision mas amplia recurrir a (Prieto-Bermejo et al., 2018; Romo-
Gonzdlez et al., 2022; Soltani et al.,, 2021). En relacién a la modulacién de los
niveles de ROS, se ha investigado especialmente el potencial terapéutico de
disminuir las ROS con moléculas antioxidantes (Nieborowska-Skorska et al.,
2013) o bloquear fuentes productoras de ROS especificas como las NADPH
oxidasas (Grauers Wiktorin et al., 2018; Sanchez-Sanchez et al., 2014) o la XOR
(Romo-Gonzdalez et al., 2020). Por otra parte, dirigirse a las enzimas de la
glucdlisis, el ciclo del TCA, el OXPHOS o el metabolismo de los lipidos (Y. Chen et
al, 2009, 2014) ha demostrado ser un enfoque prometedor en ensayos
preclinicos en LMC. Por ejemplo, se ha visto que el tratamiento con imatinib asi
como la inhibicion directa de la glucoélisis hace que las células de LMC sean mas
dependientes del OXPHOS, haciéndolas asi mas vulnerables a los insultos
mitocondriales (Alvarez-Calderon et al., 2015; Kuntz et al, 2017). Si bien

ninguna de estas estrategias ha llegado alin a la practica clinica para el

43





INTRODUCCION

tratamiento de la LMC, compuestos como el alopurinol (inhibidor de la XOR) o
tigeciclina (antibiético que suprime la traduccién de las proteinas
mitocondriales) ya estan comercializados bajo otras indicaciones, y otros como
el CPI-613 (inhibidor de la PDH y la KGDH) o el GKT137831 (inhibidor dual de
NOX1/4) se encuentran bajo ensayos clinicos.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es razonable pensar que dirigirse
conjuntamente a la produccién de ROS y al metabolismo en LMC podria ser una
estrategia antitumoral eficaz. En esta linea, se ha demostrado que la inhibicién
de NOX4 tiene un fuerte efecto sinérgico con el inhibidor de HK 2DG en células
de glioblastoma (Gupta et al.,, 2015), lo que abre el camino a investigar esta

estrategia en otros tipos de cancer.
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OBJETIVOS

Como hemos desgranado a lo largo de la introduccion, la expresion
constitutiva de BCR-ABL induce un incremento en la produccién de ROS asi como
una desregulaciéon del metabolismo en LMC. BCR-ABL induce la producciéon de
ROS principalmente a través NOX, siendo estas especies reactivas importantes
en el mantenimiento de las rutas de senalizacién activadas por esta oncoquinasa.
Ademads, BCR-ABL incrementa la captaciéon y el metabolismo de la glucosa.
Ambas propiedades estan estrechamente relacionadas con su transformacion
oncogénica, con la progresién de la enfermedad y con la aparicién de
resistencias. De este modo, la modulacion del metabolismo y la inhibiciéon de las
NOX de un modo individual han mostrado ser dianas interesantes frente a la
LMC. Hasta donde sabemos, la informacién que relaciona la produccién de ROS
via NOX con cambios metabolicos en leucemia, y en especial en LMC, atin es muy
limitado.

Contodo ello, el principal objetivo que nos propusimos en la presente Tesis
Doctoral fue analizar la implicacion de las NADPH oxidasas sobre la particular
adaptacién metabdlica de las células de LMC, asi como la posible aplicaciéon
preclinica de inhibidores de enzimas clave del metabolismo e inhibidores de
NADPH oxidasas en el tratamiento de la LMC. Para resolver esta cuestion nos

propusimos los siguientes objetivos concretos:

1. Analizar el efecto del silenciamiento de NOX2 sobre el destino metabdlico

de la glucosa y sobre el metabolismo mitocondrial en células de LMC.

2. Evaluacion del efecto del silenciamiento de NOX2 sobre rutas de

sefalizacion clave en el control del metabolismo leucémico en LMC.

3. Analisis del efecto del silenciamiento de NOX4 y el doble silenciamiento
NOX2/NOX4 sobre el metabolismo en LMC.

4. Andlisis transcriptémico de los silenciamientos de NOX2 y NOX4 en LMC.

5. Evaluaciéon del tratamiento con inhibidores de las NOX junto con
inhibidores claves del metabolismo como estrategia terapéutica frente a la
LMC.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1 Material Bioldgico
1.1.1 Lineas celulares

En este trabajo se han empleado las lineas celulares modelo de LMC K562
(ECACC-European Collection of Authenticated Cell Cultures, referencia
89121407) y KCL22 (DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH, referencia ACC 519) ambas obtenidas de pacientes con LMC en
fase blastica. También hemos utilizado las lineas celulares hematopoyéticas de
ratéon BaF/3 p210, que expresa constitutivamente BCR-ABL p210, y las lineas
resistentes a TKI, BaF/3 T3151 y BaF/3 E255K, todas ellas derivadas de la linea
celular pro-B BaF/3, amablemente cedidas por el profesor Dr. Pérez Roger
(Albero et al,, 2010).

Para la generacién de lentivirus se ha utilizado la linea celular HEK-293T
amablemente cedida por el doctor C. Trigueros (Fundacién INBIOMED, Donosti,
Espafia).

Las lineas celulares se analizaron para detectar la contaminaciéon por

Mycoplasma spp. antes de su uso con el kit de deteccion PlasmoTest (/nvivoGen,
rep-ptl).
1.1.2 Células de médula 6sea de pacientes con LMC

Se emplearon muestras de médula 6sea (MO) de pacientes recién
diagnosticados con LMC de las que se aislaron mediante separacién por
gradiente de Ficoll las células mononucleares primarias (BM-MNC, del inglés
Bone Marrow Mononuclear Cells). Las muestras de MO completa fueron
proporcionadas por el Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario
de Salamanca (Salamanca), previa autorizaciéon del hospital y con el debido
consentimiento informado de cada uno de los pacientes que formdé parte del

estudio de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

1.2 Soluciones de trabajo

e PBS 1X (tampon fosfato salino)
NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na;HPO4 10mM; KH,PO4 2mM; pH 7,4.
e Tampon de lisis MLB
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HEPES 25mM pH 7,5; NaCl 150mM; NP40 1% (v/v); glicerol 10% (v/v); MgCl;
10mM; EDTA 1mM; NaF 25mM; NazVO4 1mM.
e Tampdn de lisis RIPA
Tris-HCl 10mM pH 7,5; NaCl 150mM; NP40 1% (v/v); SDS 1% (p/v);
desoxicolato de sodio 0,1% (p/v); EDTA 1mM; NaF 25mM; NazVO4 1mM.
e Tampdn de carga para proteinas (2X)
Tris 125mM pH 6,8; glicerol 5% (v/v); SDS 2% (p/v); azul de bromofenol
0,003% (p/v); B-mercaptoetanol 1% (v/v).
e Tampon de electroforesis para western blot
Tris 5mM; glicina 40mM; SDS 0,1% (p/v); pH 8,3.
e Tampon de transferencia para western blot
Tris 25mM, glicina 190mM; metanol 20% (v/v).
e TBS-Tween (Tampdn Tris salino - Tween)
Tris 10mM; glicina 40mM; SDS 0,1% (p/v); pH 8,3.
e Solucién de trabajo de ioduro de propidio (IP)
[P 50pg/ml; ribonucleasa A 0,1mg/ml; en PBS 1X y etanol al 70%.
e Solucidn de lisis de la serie roja
NH4CI 155mM; KHCO3 10mM; EDTA 0,13mM; pH 7,4.
e Tampon Tris-EDTA (TE)
Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM; pH 8.
e Tampdn de lisis de ADN
Tris-HCI 10mM pH 8; NaCl 0,4M; EDTA 25mM; SDS 0,5% (p/v), proteinasa K
0,2mg/mL.

1.3 Farmacos

Tabla 1. Firmacos utilizados en este trabajo.

O pUE O Diana dSd CO S d Refere d
2DG HK Sigma-Aldrich D6134
Alopurinol XOR Sigma-Aldrich A8003
Apocinina ll;zg;mhlbldor Sigma-Aldrich A10809
APX-115 E%“);mh‘b‘dor MedChemExpress | HY-120801A
DCA PDK ChemCruz sc-203275
DPI E%“);mh‘b‘dor ChemCruz sc-202584
Imatinib BCR-ABL Cedido por Novartis Pharma
Nilotinib BCR-ABL Cedido por Novartis Pharma
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GKT137831 NOX1/4 MedChemExpress | HY-12298
GSK2795039 NOX?2 MedChemExpress | HY-18950
Oxamato LDH Sigma-Aldrich 02751

VAS2870 E%“);mh‘b‘dor MedChemExpress | HY-12804

1.4 Anticuerpos de western blot

Tabla 2. Anticuerpos para western blot utilizados en este trabajo

Total/fosforilado Dilucién Casa . Referencia
comercial
p-C-ABL i ; i
(7.Tyr412) p-Tyr412 1:1.000 SantaCruz sc-293130
C-ABL (K-12) Total 1:1.000 SantaCruz sc-131
ACCa (D-5) Total 1:750 SantaCruz sc-137104
p-ACCa (F-2) p-Ser78/80 1:750 SantaCruz sc-271965
B-actina (1A4) Total 1:2.000 | Sigma-Aldrich €6198
B-actina (C4) Total 1:5.000 SantaCruz sc-47778
B-actina hFAB- Total 1:2000 | Bio-Rad | 12004164
rodamina
. BD
p-AKT p-Ser472/473 1:1.000 Biosciences 550747
p-AKT Substrate . ; . ;
(110B7E) RXXS*/T 1:1.000 | Cell Signaling 9614
AKT Total 1:1.000 | Cell Signaling 9272S
ATP5A Total 1:1.000 Abcam ab14748
COoX1 Total 1:1.000 | Mitosciences MS404
p-DRP1 p-Ser616 1:1.000 | Cell Signaling 3455
DRP1 Total 1:1.000 ) B.D 611738
Biosciences
DRP1 (C-5) Total 1:1.000 SantaCruz sc-271583
p-GSK3 (F-2) p-Ser9 1:500 SantaCruz sc-373800
GSK3B Total 1:3.000 | . 50 610201
iosciences

LDH-A (E-9) Total 1:1.000 SantaCruz sc-137243
LDH-B (431.1) Total 1:1.000 SantaCruz sc-100775
MFN1 _ )
(N111/24) Total 1:1.000 | UC Davis/NIH| 75-162
MFN2 Total 1:1.000 Abcam 56889
MFN2 (XX-1) Total 1:1.000 SantaCruz sc-100560
B (e Ser2448 1:500 | SantaC 293133
2448) p-Ser : antaCruz sc-
NDUFS1 Total 1:1.000 Abcam ab169540
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; NB110-
OPA1 Total 1:2.000 NOVUS 55290
OPA1 BD
(18/0PA1) Total 1:1.000 Biosciences 612607
OXPHOS total Total 1:1.000 Abcam ab110413
p22phox Total 1:200 OriGene TA334647
gg;gir(:asa(x (A-6) p-Ser434 1:1.000 SantaCruz sc-8416
PDHE1-A (D-8) total 1:1.000 SantaCruz sc-377092
pPDHE1-A p-Ser293 1:1.000 Millipore ABS204
pPLCy1 p-Tyr783 1:1.000 | Cell Signaling 2821
PLCy1 total 1:1.000 SantaCruz sc-7290
SDHA Total 1:1.000 Abcam ab14715
r(r’}‘tl;[‘:'ﬁ)(c-% Total 1:1.000 SantaCruz sc-376672
TIM23 (F-10) Total 1:1.000 Bi B.D 611223

Josciences

Tubulina hFAB Total 1:2.000 Bio-Rad 12004166
Vinculina (7F9) Total 1:5.000 SantaCruz sc-73614
ggtl-mouse IgGre Secundario HRP | 1:2.000 SantaCruz sc-516102
ﬂflff;rg‘g Secundario HRP | 1:2.000 GE NA931V
ll?a(i)r;)l;'fy St Secundario HRP | 1:2.000 GE NA934V
Goat anti-mouse Secundario
IgG StarBright f . 1:5.000 Bio-Rad 12004159
Blue 700 uorescencia
Goat anti-mouse Secundario .
IRDye® 800 fluorescencia L0 —_ PamzzIn
Donkey anti- Secundario
mouse IRDye® f . 1:5.000 LI-COR 925-68072
630 uorescencia
Goat anti-rabbit Secundario ;
IRDye® 680 fluorescencia L0 —_ g
Donkey anti- Secundario
rabbit IRDye® a \ 1:5.000 LI-COR 926-32213
800 uorescencia
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo para PCR cuantitativa (qPCR), para determinar
el ratio ADN mitocondrial/ADN nuclear (mtDNA/nDNA) o para el silenciamiento mediante ARN

de interferencia (RNAiI).
Gen diana (I;;';)Ifgma Técnica de uso Secuencia (sentido 5°-3")
. F CACCACACCTTCTACAATGA
ACTB [B-actina gPCR
R ACATGATCTGGGTCATCTTC
F CCTCCAAATACTTTGTGAGCAG
ATP5D |ATP5D gPCR
R CCAACATGTCCAGCGTCA
B2M B2M Ratio F TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT
mtDNA/nDNA R TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT
F CTGGCTGTCTTGTACGTGTG
MFN1 MFN1 qPCR
R TCAATCCAGCTATCCAGCTC
F  GACCAAGTTTGAGCAGCACACG
MFN2 MFN2 gPCR
R TTCACGCATTTCCTCGCAGTAA
MT-NDI IND1 Ratio F CCCTAAAACCCGCCACATCT
mtDNA/nDNA R GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT
F ACTGGCCAGGTTTATGATGA
NDUFS6 \NDUFS6 gPCR
R GAGTCTCCACCTCGCTCAC
F  ATGCAGGAAAGGAACAATGC
CYBB NOX2 gPCR
R GTGCACAGCAAAGTGATTGG
CYBB NOX2#1 RNAi GCTATGAGGTGGTGATGTT
CYBB NOX2#2 RNAi CAAGACAATTGCAAGTCAA
F TGCAGAGATATCCAGTCCTTCC
NOX4 NOX4 gPCR
R TCCCATCTGTTTGACTGAGG
NOX4 NOX4 RNAi GGACCCAATTCACTATCCA
F AGTGGATCTGCCAACTACTC
NFE2L2 |NRF2 gPCR
R CATCTACAAACGGGAATGTCTG
F  AGATCGAGTGGGCCATGT
CYBA  |p22phox qPCR
R CCACAATGGAGTAGGCACC
CYBA p22phox RNAi TACTTTGGTGCCTACTCCA
F  CATCTGTCTTGGCAAGTTGTCC
TFAM TFAM gPCR
R CCACTCCGCCCTATAAGCATC
F CACGTCTTCACTAAAGGAATC
UQCRC |UQCRC qPCR
R TGGATCTCTCGAACTCTTCA
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1.6

1.7

Aparataje

Agitador Navigator 128 (BioComp Instruments), y plataforma
mezcladora BFR25 (Grant Boekel).

Autoclaves Steam Sterilizer (Raypa) y Autester-G (Selecta).

Balanza analitica 40SM-200A (Precisa) y balanza granataria Electronic
Scale (Want).

Banos termorregulables Precisterm (Selecta) e Isotemp 105 (Fisher
Scientific).

Campanas de flujo laminar Bio II A (Telstar) y Class Il BSC (£SCO).
Centrifugas GT2R (Fisher scientific), 5810R (Eppendorfj, IEC MicroCL
17 y Sorvall Legend Micro 21R ( Thermo Electron Corporation).
Citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences).

Documentador de geles Gel Doc XR System (Bio-Rad).

Documentador de western por fluorimetria ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad)).

Espectrofotémetro NanoDrop 1000 ( Thermo Scientific).
Espectrofotometro de microplacas Multiskan FC ( Thermo Scientific).
Incubador de CO; Forma Direct Heat 311y Fisherbrand COZ Incubator
15660667 ( Thermo Scientific).

Microscopio confocal AndromedaiMIC de disco giratorio

Microscopio Eclipse TS100 (Nikon).

Sistema de electroforesis horizontal MultiSUB Mini (Fisherbrand) y
Wide mini-sub Cell GT (Bio-Rad).

Sistemas de electroforesis vertical y transferencia Mini-PROTEAN 3 Cell
y Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad).

Termociclador StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Unidades de corriente MPSU-200/100, PowerPac Basicy PowerPac HC
(Bio-Rad).

Herramientas informaticas

BD CellQuest Pro ( BD Biosciences) para la adquisicion de muestras por
citometria de flujo.
CalcuSyn 2.0.0 (Biosoft) para los andlisis de interacciones entre

farmacos.
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- Flowing Software 2.5.1 (Turku Centre for Biotechnology, Universidad
de Turku, Finlandia) o Flow/JoV.10.5.3 (BD Biosciences), para el analisis
de las muestras adquiridas mediante citometria.

- IBM SPSS Statistics 25 (IBM) para el analisis estadistico de los datos.

- Image Lab™ version 6.0.1 (Bio-Rad) para el andlisis de las imagenes de
western blot.

- Imagefpara el procesamiento y andlisis de las imagenes de TEM.

- Mendeley Reference Manager para la gestion de las citas y referencias
bibliograficas.

- Microsoft Office 365 para el analisis de datos, la construccion de figuras
y la escritura de este trabajo.

- Primer3Plus 'y SeqBuilder (DNASTAR) para el disefio de
oligonucleétidos de qPCR.

- Quantity One Software (Bio-Rad) para la visualizaciéon y adquisicion de
las imagenes de electroforesis en gel de agarosa.

- Servier Medical ART (SMART) para la creacién de algunas de las figuras
del trabajo (bajo licencia Creative Commons Attribution 3.0).

- StepOne Software v2.1 para el disefio y realizaciéon de las reacciones
qPCR.

2. Procedimientos experimentales

2.1 Cultivos celulares

Todas las lineas celulares leucémicas utilizadas en este trabajo fueron
cultivadas en atmosfera himeda a 37°C y 5% de CO2 en medio RPMI1640
(biowest) suplementado con suero fetal bovino (FBS, biowest) inactivado por
calor a una concentracion final de 10% (v/v), con L-glutamina (Gln, biowest) y
los antibiéticos penicilina y estreptomicina al 10% (v/v) (biowest?).

Para cambiar el medio de cultivo, centrifugamos las células a 1.200 rpm
durante 5 minutos a 4°C, lavamos con PBS y resuspendemos en medio RPMI
fresco con todos los suplementos anteriores a una concentracion final de 2,5x105
células/ml para las células K562 y KCL22; o 3x105 células/ml para las BaF/3
p210, T3151 y E255K, dejandolas crecer durante unas 48-72 horas como

maximo.
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Las células HEK-293T se crecieron en medio DMEM (biowest)
suplementado con FBS, GIn y antibidtico 10% (v/v). Cultivamos estas células
evitando que llegasen a un estado de confluencia, realizando su pase
generalmente cada 3-4 dias. Para el pase celular lavamos las células HEK-293T
una vez con PBS y las levantamos de la placa de cultivo tras una breve incubacién
con tripsina-EDTA (biowest) precalentada a 37°C. A continuacién, neutralizamos
la tripsina con medio de cultivo fresco y centrifugamos durante 5 minutos a 600
rpm. Eliminamos todo el sobrenadante y cultivamos en placa a la densidad
deseada.

Las BM-MNC fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con FBS, GIn
y antibio6tico 10% (v/v) a una densidad de 0,5-1*106 células/mL.

2.2 Aislamiento de BM-MNC mediante separacion en gradiente de
Ficoll

Las muestras de médula dsea completa de pacientes con LMC se
obtuvieron en tubos con EDTA para evitar su agregacidon. Eliminamos los
posibles grumos mediante el paso secuencial de la muestra a través de las agujas
de 18G y 21G. A continuacién, mezclamos la muestra en una proporcién 1:3 con
medio HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Lonza) y 1a depositamos con mucho
cuidado sobre un tubo nuevo que contiene Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare,
17-1440-02) (4mL de Ficoll por cada 6mL de muestra diluida) evitando que se
mezcle. Centrifugamos estos tubos a 1600 rpm, 30 minutos, 16°C y aceleracion y
deceleracion minimas. Después de la centrifugacidn, las células mononucleares
se veran como una fase turbia dispuesta sobre el Ficoll (Figura 12). Tomamos
esta fase con pipetas Pasteur de plastico estériles y la llevamos a un nuevo tubo
limpio. Centrifugamos las células a 300g durante 10 minutos y 4°C para eliminar
los posibles restos de plasma o Ficoll que podamos haber arrastrado. A
continuacion, lisamos el precipitado celular con 10mL de solucién de lisis de la
serie roja frio (ver soluciones de trabajo) durante 10 minutos en hielo. Luego
lavamos las células tres veces con PBS, centrifugando a 300g durante 10 minutos
y 4°C en cada lavado, las contamos mediante marcaje de exclusidon con azul de
tripan y las resuspendemos en medio de cultivo a una densidad de 106

células/mL.
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. Plasma
MO+HBSS (1:3) 1.600 rpm
——
30 min
BM-MNC
Ficoll Ficoll

\/ v Eritrocitos

Figura 12. Aislamiento de células mononucleares de médula 6sea (BM-MNC) mediante separacion
en gradiente de Ficoll. MO, médula 6sea.

2.3 Produccién de lentivirus y transduccién de lineas celulares con
ARN de interferencia

Como control de silenciamiento utilizamos una pareja de oligonucleétidos
frente a la luciferasa de luciérnaga (Ohtsuka et al, 2004), para los
silenciamientos de p22rhox (gen CYBA) y NOX2 (gen CYBPB) utilizamos secuencias
desarrolladas previamente en el laboratorio (Sanchez-Sanchez et al., 2014), y
diseniamos una nueva pareja de oligonucledtidos frente a NOX2 y frente a NOX4.
Todas las secuencias de ARN de interferencia (RNAi) utilizadas en este trabajo
se disefiaron de acuerdo a los criterios propuestos por Reynolds et al (Reynolds
etal, 2004).

Preparamos las parejas de oligonucle6tidos como hemos hecho
previamente en el laboratorio (Lépez-Ruano et al., 2015; Sdnchez-Sanchez et al,,
2014; J. L. Sardina et al.,, 2014; J. L. L. Sardina et al., 2010) y las introdujimos en
el plasmido lentiviral pLVTHM, amablemente cedido por el Dr. Didier Trono
(Wiznerowicz & Trono, 2003). En todos los casos determinamos la insercién
correcta de los oligonucleétidos en el plasmido mediante secuenciacion Sanger
en un secuenciador automadtico capilar 3100 genetic analyzer (Applied
Biosystems) en el Servicio Secuenciacion del ADN de la Universidad de
Salamanca. Este vector lentiviral contiene, entre otras, una zona de insercion
para la expresion estable del shRNA bajo el control del promotor H1 de la ARN
polimerasa Il y la secuencia del gen GFP, de gran utilidad para la identificacion
de las células interferidas. Este sistema ademas de necesitar del plasmido de
transferencia (pLVTHM), requiere otros dos pldsmidos: el pldsmido de envoltura
(pMD2.G) y el plasmido de empaquetamiento (psPAX2), que codifican proteinas

necesarias para el empaquetamiento eficiente del vector.
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2.3.1 Produccién virica en células HEK-293T

Se sembraron células HEK-293T en placas de 100mm de didmetro
previamente tratadas con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) a una confluencia del
80% en un volumen de 9,6mL de DMEM completo. Una vez adheridas las células
ala placa (aproximadamente 5 horas) se afiadié una mezcla de transfecciéon que
consta de 1,2mL de NaCl 150mM; 6ug de plasmido pSPAX2; 4,5ug de plasmido
pMD2G; 6ug del plasmido pLVTHM con la secuencia de interferencia; y 60uL de
polietilenimina lineal (PEl, Polysciences Inc, 23966) a 1mg/mL (los volimenes
estan referidos a una placa). Esta mezcla se debe incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente antes de afadirla por toda la superficie de la placa con
mucho cuidado para evitar que se despeguen las células. Esto permite la
formacién de complejos neutros formados por el PEI (cargado positivamente) y
el ADN (cargado negativamente) que facilitaran su entrada por endocitosis.
Incubamos las células con la mezcla de transfeccion durante 16 horas y
posteriormente retiramos y desechamos el medio de la placa (que aun no
contiene particulas viricas) y se sustituye por 8,5mL de medio DMEM fresco. A
las 24 horas se recoge el medio, que ya contiene particulas viricas, y se afiaden
otros 8,5mL de medio fresco que se recogeran 24 horas después.

Posteriormente, concentramos las particulas viricas mediante
ultracentrifugacién. Para ello, centrifugamos a 20.000 rpm durante 2 horas y a
16°C en un rotor oscilante SW28. Desechamos el sobrenadante y afiadimos
200pL de RPMI al 1% en FBS. Mantuvimos los tubos que contienen los lentivirus
concentrados durante 3 horas a 4°C para facilitar su resuspension. Trascurrido
este tiempo, se resuspendieron con ayuda de una pipeta y se hicieron alicuotas
que se guardaron a -80°C hasta su uso.

Una pequefia cantidad de estos virus la utilizamos para conocer la cantidad
de virus producida (titulo virico), para lo cual sembramos 150.000 células HEK-
293T por pocillo en 350uL en una placa de 24 pocillos tratada previamente con
poli-D-lisina. Una vez que las células estdn adheridas a la placa
(aproximadamente 4 horas) afladimos diferentes volimenes del concentrado
virico diluido 1:100, y centrifugamos durante 90 minutos a 1.800g y 32°C para
facilitar la infeccion. Posteriormente, se incuba la placa a 37°C durante 16 horas.
Trascurrido este tiempo retiramos el medio de cultivo con cuidado y lo
sustituimos por 1mL DMEM fresco. A las 48 horas determinamos el porcentaje

de células GFP positivas mediante citometria de flujo.
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El calculo del titulo virico es un calculo tedrico que se realiza con la
siguiente féormula:

150.000 células *porcentaje de células GFP+ 1000

Unidades transformantes 100

mL uL de sobrenadante virico afiadido

Tomamos como titulo virico de una construcciéon el valor mas alto
obtenido, ya que teéricamente es aquel en el que una célula es infectada por una

Unica particula virica.

2.3.2 Transduccion de la linea celular K562 con las particulas
viricas

Para transducir la linea celular K562 se empled una MOI (multiplicidad de
infeccidn, ratio entre las particulas viricas y el nimero de células que infectan)
de 75; obteniendo porcentajes de infecciéon entorno al 95%. Sembramos las
células K562 durante 6 horas antes de inocular los virus en medio RPMI al 1%
de FBS. Trascurrido este tiempo, sembramos 60.000 células/pocillo junto con la
cantidad correspondiente de virus en una placa de 96 pocillos. Centrifugamos las
células con los virus durante 90 minutos a 1800g y 32°C, para favorecer la
infeccion. A las 16 horas retiramos los virus, lavamos las células dos veces con
PBS y las cultivamos en condiciones normales. Aproximadamente 72 horas
después determinamos el porcentaje de células GFP+ mediante citometria de
flujo. Para el silenciamiento secuencial NOX2 /NOX4, las células NOX2 silenciadas
fueron transducidas con lentivirus dirigidos frente a NOX4 en las mismas

condiciones.
2.3.3 Comprobacion del silenciamiento

Los anticuerpos disponibles actualmente frente a los diferentes miembros
de la familia NOX no son especificos, pudiendo reconocer diferentes homélogos
de la familia de forma simultdnea asi como otras proteinas (Diebold et al., 2019).
De este modo, decidimos valorar el grado de silenciamiento de NOX2 y de NOX4
mediante PCR cuantitativa (descripcién de la técnica mas adelante) y de p22phox

mediante western blot (Figura 13).
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Figura 13. Comprobacion del silenciamiento de NOX2, NOX4 y p22pkox. A) Expresion relativa del
ARNm de CYBPB (gen que codifica NOX2) en las células NOX2 y NOX2/NOX4 silenciadas (Doble
RNAIi). B) Expresion relativa del ARNm de NOX4 en las células NOX4 y NOX2/NOX4 silenciadas
(Doble RNAI). Los resultados se muestran como media + SE. C) Imagen representativa de western
blot en extractos proteicos totales de células K562 establemente silenciadas para p22rhox de 7
experimentos distintos. * refleja diferencias significativas respecto a las células control.

2.4 Determinacion de los

NADP+/NADPH

ratios ADP/ATP, NAD+/NADH vy

Las proporciones de ADP/ATP, NAD+/NADH y NADP+/NADPH se
analizaron con kits comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante.
Cultivamos las células durante 16 horas a una densidad de 2,5x105 células/ml.
Trascurrido este tiempo contamos y utilizamos 5.000 células para determinar el
ratio ADP/ATP mediante luminometria (Sigma-Aldrich, MAK135), y 3x10°
células para la determinacion de los ratios NAD+/NADH (Sigma-Aldrich,
MAKO037) 'y NADP+/NADPH  (Sigma-Aldrich, ~ MAKO038)
espectrofotometria. Estos experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

mediante

2.5 Estudio de la actividad LDH

Cultivamos las células durante 16 horas a una densidad de 2,5x105
células/ml. Trascurrido este tiempo contamos y utilizamos 5x105 células en las
que determinamos la actividad LDH colorimétricamente siguiendo las
instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich, MAK066). Este experimento se llevo

a cabo por duplicado.
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2.6 Marcaje y extraccion de metabolitos para estudio metabolémico
con 13Ce- glucosa

Cultivamos las células a una densidad de 3,5x105 células/ml a 37°C
durante 2 horas en medio RPMI sin glucosa (Sigma-Aldrich, R1383)
suplementado con 13Ce-Glucosa 2g/L (ChemCruz, sc-239643A). Trascurrido este
tiempo, tomamos 8mL para la extraccion de metabolitos y 1mL que usamos para
determinar la concentracion de proteinas.

Para la extraccién general de metabolitos empleamos el método descrito
por Alan ]. Dickson y colaboradores con pequefias modificaciones (Sellick et al.,
2011). Centrifugamos las células 5 minutos a 1.500rpm 4°C y conservamos 1mL
del sobrenadante para la determinaciéon de glucosa, lactato y glutamina en el
medio de cultivo. Lavamos el precipitado dos veces con PBS frio y, a
continuacion, lo resuspendemos en 300pL de acetonitrilo 50% (v/v) frio (Sigma-
Aldrich, 34851) que llevaremos a un tubo tipo eppendorf (tubo 1). Congelamos
unos segundos la mezcla en nitrégeno liquido para romper las membranas de las
células, agitamos la solucién e incubamos durante 10 minutos en hielo. A
continuacioén, centrifugamos 5 minutos a 30.000g 0°C y recogemos el
sobrenadante en un nuevo tubo (tubo 2) que dejaremos en hielo. Repetimos este
proceso sobre el precipitado del tubo 1 una segunda vez con acetonitrilo 50%
(v/v), luego con 500pL de metanol 50% (v/v) (Thermo Fisher Scientific, 67-56-
1) y centrifugacién de 1 minuto 800g 0°C y por tltimo con 250pL de agua mili-Q
fria y centrifugacion de 2 minutos a 15.000g, depositando en todas las
extracciones el sobrenadante en el tubo 2.

A continuacioén, centrifugamos los sobrenadantes recogidos en el tubo 2 a
15.000g durante 2 minutos 0°C para eliminar cualquier precipitado que
podamos haber trasferido en los pasos previos de separacién. Por ultimo,
secamos el sobrenadante usando una centrifuga speed-vacuum (Thermo Fisher
Scientific). Este proceso suele durar unas 5-7 horas. Una vez seca la muestra la
almacenamos a -80°C hasta su andlisis mediante HPLC-MS por el Servicio
General de Espectrometria de Masas de la Universidad de Salamanca.
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2.7 Estudio de los niveles de proteinas mediante western blot en
condiciones desnaturalizantes

Todas las células se cultivaron a una densidad de 3,5x10°> células/mL
durante 16 horas o dos dias. Cuando evaluamos el efecto del tratamiento con
GSK2795039 las células se cultivaron con las dosis especificadas en cada figura

durante 16 horas.
2.7.1 Extraccidn y cuantificacion de proteinas

Lavamos las células dos veces con PBS centrifugando a 600g durante 7
minutos a 4 °C. Eliminamos todo el sobrenadante y resuspendemos el
precipitado en tampo6n de extraccion MLB o RIPA con inhibidor de proteasas
(Sigma Aldrich), e incubamos en hielo durante 20 minutos. Centrifugamos estos
extractos durante 15 minutos a 14.500 rpm y 4°C. Recogemos el sobrenadante
y determinamos la concentracién de proteinas sobre un pequefio volumen
siguiendo el método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando como patrén BSA
(seroalbimina bovina) a distintas concentraciones. Determinamos la
absorbancia de las muestras a 595nM utilizando un lector de placas ELISA
Multiskan FC ( Thermo Scientific).

Mezclamos las muestras con tampdn de carga para proteinas en una
proporcién 1:1 y las desnaturalizamos por calentamiento a 100°C durante 5
minutos, salvo para los extractos en los que determinamos los complejos
mitocondriales utilizando el coctel TOTAL OXPHOS (Abcam).

2.7.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

Los extractos proteicos se sometieron a electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis) en
condiciones reductoras, siguiendo el método de Laemmli en geles caseros de
acrilamida/poliacrilamida del porcentaje adecuado para cada proteina o
NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Gel (/nvitrogen, NP0322B0X). Llevamos a cabo la
electroforesis en una disolucién amortiguadora (tampon de electroforesis
casero o NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (Initrogen, NP0001)), a
temperatura ambiente y voltaje constante de 125 V, cargando para todas las

condiciones la misma cantidad de muestra.
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2.7.3 Transferencia himeda de las proteinas a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF)

Transferimos las proteinas a membranas de PVDF mediante un sistema de
transferencia hdmedo con una disolucion amortiguadora (tampdén de
transferencia casero o NuPAGE™ Transfer Buffer (/nvitrogen, NP00061)) y
amperaje constante de 400mA durante 4 horas o 12 horas a 120mA en ambos

casos a 4°C.
2.7.4 Incubacion de las membranas con los anticuerpos

Antes de la hibridacién con los anticuerpos, bloqueamos las uniones
inespecificas mediante inmersion de las membranas en solucién de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente y agitaciéon constante. La solucion de
bloqueo fue leche desnatada al 5% (p/v) o BSA al 2% (p/v) diluidas en TBS-
Tween, segun si hibridamos posteriormente con anticuerpos frente a formas
totales o fosforiladas de las proteinas, respectivamente. A continuacidn,
incubamos las membranas con el anticuerpo primario convenientemente diluido
(ver tabla 2) en solucién de bloqueo durante la noche a 4°C y en agitacién
constante. Pasado ese tiempo, lavamos las membranas con TBS-Tween (tres
periodos de 10 minutos) e incubamos con el correspondiente anticuerpo
secundario durante 1 hora a temperatura ambiente, y convenientemente

protegido de la luz si estamos trabajando con anticuerpos fluorescentes.
2.7.5 Deteccion

Una vez incubado el anticuerpo secundario, lavamos las membranas con
TBS-Tween (tres periodos de 10 minutos). Para la deteccién de anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) usamos los kits
comerciales Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad), Immobilon® Forte o
Crescendo Western HRP Substrate (Millipore), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos o los
primarios unidos a rodamina se detectaron directamente. Las imagenes fueron

adquiridas en el documentador de geles ChemiDoc MP ( Bio-Rad).
2.7.6 Cuantificacién

Cuantificamos los resultados de western blot mediante el software de

analisis de imagen /mage Lab™ version 6.0.1 (Bio-Rad).
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2.8 Analisis de la expresion de ARN mensajero
2.8.1 Extraccion de ARN

Parala extraccién de ARN total empleamos el reactivo TRI Reagent (Sigma-
Aldrich) o EXTRAzol (Blirt), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. En
todos los casos partimos de entre 2-5x10¢ células. La concentracién y calidad de
las muestras se midi6 en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (7hermo
Scientific).

La calidad de las muestras de ARN destinadas al analisis transcriptémico
fue corroborada por el Servicio de Gendmica y Protedmica del Centro de
Investigacién del Cancer (CSIC-USAL) donde se calcul6 el RIN (RNA Integrity
Number) en un bioanalizador de Agilent. S6lo fueron destinadas al analisis

transcriptomico aquellas muestras con un RIN superior a 9.
2.1.1 Sintesis del ADN copia (cDNA): retrotranscripcién

Para la sintesis de cDNA se empled la retrotranscriptasa SuperScript® II
(Invitrogen, 18064-014) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, partimos de 4pg del ARN total que mezclamos con oligo-dT
(dirigido a la cola poli-A del ARNm) e incubamos la mezcla a 65°C durante 10
minutos. Después afiadimos a cada muestra una mezcla que contiene tampdén de
reaccion de la SuperScript II, DTT (ditiotreitol), ANTPs y el inhibidor RNase OUT
(Invitrogen, 10777019). Incubamos la mezcla a 42°C durante 5 minutos y, a
continuacion, afiadimos la enzima SuperScript II, dejando esta mezcla durante
otros 50 minutos a 42°C. Paramos esta reaccion calentando la mezcla a 70°C

durante 10 minutos.
2.1.2 PCRatiempo real o cuantitativa (qPCR)

De forma general, las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final
de 10pL siguiendo la siguiente reaccion: 2ul. de cDNA previamente diluido a la
concentracién deseada; 0,2uL de la mezcla de oligonucleétidos (sentido y
antisentido) a una concentracion final de 0,1uM; 0,1uL. de ROX reference Dye
(proporcionado con la enzima); y 5uL. de GoTag qPCR Master Mix (Promega,
A6001) que contiene la enzima, los dNTPs, el tampon de reaccién y el SYBR.

La gPCR se llevo a cabo en el termociclador StepOne RealTime PCR System
(Applied Biosystems), utilizando un protocolo de 44 ciclos con dos etapas,

desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 segundos y anillamiento de
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oligonucledtidos (temperatura de 56-60°C, seguin la pareja utilizada) durante 40
segundos. Como paso final, programamos un aumento progresivo de
temperatura para obtener la temperatura de melting de los productos
amplificados. En todos los casos analizamos la expresion por triplicado y
afiadimos una reaccidn de control negativo en paralelo.

Medimos la expresién relativa de ARNm por el método comparativo del Ct
(threshold cycle, o ciclo umbral) (2-24¢t), usando (-actina como control enddgeno
entre diferentes muestras.

Para determinar el ratio mtDNA/nDNA mediante qPCR seguimos el
protocolo descrito por R. K. Roby y colaboradores (Phillips et al., 2014). En todos
los casos partimos de 10ng de ADN y usamos los oligonucleétidos disefiados
frente a B2ZM y ND1 a una concentracién final de 0,1pM. Utilizamos un protocolo
que consta de una primera etapa de desnaturalizaciéon a 95°C durante 10
minutos, seguida de 40 ciclos con dos etapas (desnaturalizaciéon a 95°C durante

15 segundos y anillamiento de oligonucle6tidos a 65°C durante 1 minuto).

2.9 Extraccion de ADN genémico

Digerimos 2x10¢ células en 100pL de tampo6n de lisis previamente
calentado a 37°C al que afiadimos la proteinasa K en fresco. Esta mezcla se incuba
a 55°Cy agitaciéon durante al menos dos horas hasta que la solucién deja de estar
viscosa. Tras la incubacion, afiadimos 100uL de fenol/cloroformo a pH 8 y se
mezcla vigorosamente. Después, centrifugamos 3 minutos a maxima velocidad y
temperatura ambiente, y pasamos la fase acuosa a un nuevo eppendorf.
Completamos el volumen hasta 100uL con agua ultrapura y aadimos de nuevo
fenol/cloroformo, repitiendo la centrifugaciéon en las mismas condiciones.
Tomamos la fase acuosa que pasamos a un nuevo eppedorf y mezclamos con
250pL de etanol al 96% al que afiadimos 10puL de acetato de sodio 3My 0,5puL de
glucogeno. Agitamos la mezcla y la congelamos 20 min a -80°C o toda la noche a
-20°C. A continuacion, centrifugamos 10 minutos a 14.800 rpm y 4°C, eliminamos
el sobrenadante y dejamos secar el precipitado al aire. Diluimos el ADN en 50uL
de NaOH 8mM, incubamos 45 minutos a 37°C. Por ultimo, afiadimos 0,2uL de
RNasa-A 10mg/mL e incubamos a 37°C. Determinamos la concentracién y la

calidad del DNA en un espectrofotometro NanoDrop 1000 ( Thermo Scientific).
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2.10 Electroforesis en gel de agarosa

Realizamos esta técnica para comprobar los plasmidos utilizados para la
generacion de lentivirus y los productos amplificados durante las reacciones de
gPCR. Se utilizaron geles de agarosa a la concentracion adecuada segin el
tamafo del ADN que queremos comprobar, preparados en tampo6n TAE al que
afiadimos RedSafe (iNtRON Biotechnology). Mezclamos las muestras con
tampon de carga. La electroforesis se desarrollé a 90V durante 30 minutos y
temperatura ambiente, usando también TAE como tampdn de electroforesis. El
desplazamiento de las bandas se detect6 en el documentador de geles Gel Doc XR
System (Bio-Rad)).

2.11 Aislamiento de mitocondrias

La fraccion enriquecida en mitocondrias se obtuvo siguiendo el protocolo
descrito por Frezza et al. (Frezza et al.,, 2007). Brevemente, tomamos 100x106
células que se lavaron 2 veces con PBS centrifugando en cada paso las células a
1.200 rpm durante 5 minutos. Eliminamos con cuidado todo el sobrenadante y
resuspendemos el precipitado en 3mL de tampén de aislamiento de
mitocondrias previamente enfriado en hielo que contiene Tris-MOPS 10mM,
EGTA/Tris 1mM y sacarosa 0,2M a pH 7,4. A continuacién homogeneizamos la
suspension utilizando un homogeneizador vidrio/teflon tipo Potter-Elvehjem
previamente enfriado en hielo, a velocidad 1600 rpm subiendo y bajando
lentamente 15 veces. Repetimos este proceso 3 veces esperando 1-2 minutos
entre cada homogeneizacion y manteniendo la solucién en hielo en todo
momento para minimizar la activacion de fosfolipasas y proteasas que pueden
comprometer la integridad mitocondrial. Transferimos el homogeneizado a un
tubo eppendorf y centrifugamos a 900g durante 10 min a 4°C. Recogemos el
sobrenadante y lo transferimos a un nuevo eppendorf que centrifugaremos a
9.000g durante 10 min a 4°C. En este punto desechamos el sobrenadante y
lavamos el precipitado una vez con tampon de aislamiento de mitocondrias frio,
centrifugando de nuevo a 9.000g durante 10 min a 4°C. El precipitado resultante
es la fraccién enriquecida en mitocondria que se resuspendera en diferentes

medios segun el uso posterior.
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2.12 Determinacién de la glucélisis

Los ensayos de glucoélisis se realizaron utilizando el kit Glycolysis Stress
Test (Agilent Technologies) en el analizador Seahorse XFe96 (Agilent
Technologies) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Realizamos el
analisis sobre 25.000 células en un medio de ensayo no tamponado que contiene
piruvato 1mM y Gln 2mM a pH 7,4. Las placas utilizadas son especiales y deben
estar tratadas previamente con Cell-Tak (Corning) durante una noche a 4°C.
Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado y se repitieron el
numero de veces que consta en cada figura.

En este protocolo se inyecta de manera secuencial glucosa 10mM,
oligomicina 1,5uM y 2DG 50mM, midiendo el ECAR en cada punto. Todos los
compuestos utilizados en este ensayo fueron adquiridos a Agilent Technologies.
Para el andlisis de los datos utilizamos el software Seahorse Wave de Agilent
Technologies.

Estos experimentos se llevaron a cabo en el centro IMDEA alimentacién de
Madrid con la colaboraciéon de las doctoras Marta Gémez de Cedrén y Ana

Ramirez de Molina.

2.13 Ensayos de respiracion mitocondrial
2.13.1 Respiracién mitocondrial en células enteras

Los ensayos de respiraciéon mitocondrial en células enteras se realizaron
utilizando el analizador Seahorse XFe96 y el kit Mito stress test (Agilent
Technologies) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Realizamos el
analisis sobre 50.000 células en un medio de ensayo no tamponado que contiene
glucosa 10mM, piruvato 1mM y Gln 2mM a pH 7,4. Las placas utilizadas son
especiales y deben estar tratada previamente con Cell-Tak (Corning) durante
una noche a 4°C. Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado y se
repitieron el nimero de veces que consta en cada figura.

En este experimento se inyectaron secuencialmente oligomicina 1,5uM;
FCCP 0,9uM, y la combinacién de antimicina A y rotenona a 0,5uM. Todos los
compuestos utilizados en este ensayo fueron adquiridos a Agilent Technologies.
Para el andlisis de los datos utilizamos el software Seahorse Wave de Agilent

Technologies.
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Estos experimentos se llevaron a cabo en el centro IMDEA alimentacion de
Madrid con la colaboracién de las doctoras Marta Gémez de Cedrén y Ana

Ramirez de Molina.
2.13.2 Respiracion mitocondrial en mitocondrias aisladas

Para analizar la capacidad respiratoria en mitocondrias aisladas se siguio
el protocolo descrito por Frezza et al. (Frezza et al., 2007). Evaluamos el
consumo de oxigeno utilizando un oxigrafo de electrodos Clark (Hansatech) a
temperatura controlada de 25°C y con agitacién continua. Las mitocondrias
aisladas se resuspendieron en un medio de experimentacién que contiene KCl
125mM; Tris/MOPS 1mM; EGTA/Tris 1mM y fosfato inorganico (Pi) 1mM; a pH
7,4; al que afiadimos glutamato 5mM y malato 2,5mM como sustratos del
Complejo I de la ETC. Se determiné la respiracion sobre 150pug de la fraccion
enriquecida en mitocondrias a una concentracién de 1mg/mL. Inyectamos
secuencialmente la fracciéon mitocondrial, ADP 200uM, oligomicina 1pM y FCCP
20nM. Para la adicién de la fraccién mitocondrial y los diferentes compuestos
usamos microjeringas Hamilton. Los diferentes estados obtenidos tras la adicién

de estos compuestos se describen en detalle en el capitulo de resultados.

2.14 Electroforesis en gel nativo azul (BNGE)

Las muestras se prepararon como se describié previamente (Glytsou et al.,
2016). Las mitocondrias aisladas se resuspendieron a una concentraciéon de
10ug/uL en tampdn de solubilizacién nativo que contiene tampdén de muestra
nativo (NativePAGE™ Sample Buffer, Invitrogen, BN2003); 1,25% de digitonina
(Sigma-Aldrich) y 1:100 de coctel de inhibidores de proteasa (Sigma-Aldrich).
Tras 10 minutos de incubacidén en hielo, las muestras se centrifugaron durante
30 minutos a 25.000g 4°C. Recogemos los sobrenadantes y afiadimos 2puL de
Coomassie G-250 al 5% (/nvitrogen) antes de la carga. Se corrieron 50pg de
proteina en un gel Bis-Tris NativePAGE 3-12% prefabricado (/nvitrogen,
BN1001BOX) a 4°C. La electroforesis se llevd a cabo en presencia de los
tampones anodico (/nvitrogen, BN2001) y catédicos (/nvitrogen, BN2002) azul
oscuro a 150V durante los primeros 45 minutos y azul claro a 250V durante los
siguientes 90, preparados siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez desarrollado el gel se utilizé para: 1) medir la actividad in ge/ del

complejo I; 2) la tincién con Coomassie Blue (40% de metanol; 10% de acido
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acético; 0,25 gr de Coomassie Brilliant Blue R-250); o 3) la determinacién de
complejos y supercomplejos respiratorios, en cuyo caso transferimos el gel a
membranas de PVDF (Millipore) y se hibridé con los anticuerpos

correspondientes.

2.15 Actividad in geldel Complejo I de la ETC

Para determinar la actividad del Complejo I se siguié el protocolo descrito
por Johan Auwerx y colaboradores (Jha et al., 2016). Para ello, incubamos el gel
desarrollado en condiciones nativas en 20mL de soluciéon de sustrato del
complejo I que contiene Tris-Cl 2ZmM a pH 7,4; NADH 0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich);
cloruro de nitrotetrazolio (NTB) 2,5 mg/ml (Sigma-Aldrich). Se escaned la
aparicion de bandas violetas en el gel a los 5, 10 y 20 minutos. La reaccién se

detiene con la adicion de acido acético al 10%.

2.16 Determinacidn del potencial de membrana mitocondrial

Para determinar el potencial de membrana mitocondrial, cultivamos 4mL
de células a 7x105 células/mL en RPMI completo durante 2 horas en
cubreobjetos de vidrio redondos de 24mm pretratados con poli-D-lisina
5pug/mL. Transcurrido este tiempo lavamos las células dos veces con medio
DMEM sin rojo fenol y las incubamos con 20nM de TMRM en presencia de
ciclosporina H 1uM durante 30 minutos a 37°C. Una vez marcadas, seguimos la
fluorescencia del TMRM en tiempo real mediante la adquisicion de imagenes
secuenciales cada minuto en un microscopio confocal AndromedaiMIC de disco
giratorio utilizando un objetivo de inmersién en aceite 60X/1.35NA. Cuando se
indica en las figuras, se afiadié oligomicina 2uM que revelard una posible
disfuncién en el Complejo V. Los valores se normalizaron con respecto a la
pérdida completa de potencial de membrana obtenido tras la adicién de FCCP
4uM.

2.17 Analisis morfométrico

Se realiz6 el analisis morfométrico de las células mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) en el Servicio de Microscopia Electrénica de la
Universidad de Padua (Italia) (ver (Glytsou et al., 2016; Scorrano et al., 2002)).

Brevemente, centrifugamos 5x106 células a 1.300 rpm durante 5 minutos.

Fijamos el precipitado resultante en 1.250pL de una solucién fijadora que
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contine glutaraldehido al 2,5 % (v/v) en tamp6n cacodilato de sodio 0,1M a pH
7,2 durante 1 hora a 4 °C. A continuacién, centrifugamos a 600g 10 minutos,
retiramos toda la solucion de fijacién y suspendemos en una solucién de lavado
facilitada por el Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Padua.
El procesado posterior de los precipitados celulares fue realizado por el Servicio
de Microscopia Electronica de la Universidad de Padua (Italia). Se tomaron
imagenes de secciones finas en un microscopio electronico Tecnai- G2 (Philips-
FFE]) equipado con una camara lateral Olympus Veleta y una camara inferior
TVIPS F114. Las diferencias observadas se procesaron y cuantificaron utilizando
el programa Image] desarrollado por el National Institutes of Health. Para cada
linea celular se determiné el area celular, nuclear, granular y mitocondrial, el
numero de mitocondrias por célula y de contactos RE-mitocondria de al menos
30 células.

Los experimentos descritos en los apartados 2.13.2, 2.14-2.17 se llevaron
a cabo en el laboratorio de la Doctora Maria Eugenia Soriano en la Universidad
de Padua (Italia).

2.18 Determinacion del calco mitocondrial

Realizamos la medida de los niveles de calcio con el sensor de Ca2z*
aequorina (AEQ) dirigido a la mitocondria. La AEQ es una proteina
quimioluminiscente procedente de las medusas del género Aequorea, compuesta
por una apoproteina (apoaequorina), y un grupo prostético, coelenterazina. En
presencia de oxigeno molecular, la AEQ se reconstituye espontadneamente. Esta
proteina presenta en su estructura cuatro sitios de uni6 a calcio en forma de
manos EF, de los cuales el primero y el tercero son de alta afinidad por Ca2+, el
segundo no es funcional; y el cuarto es 20 veces menos sensible. Cuando estos
sitios se ocupan por Caz+ la AEQ sufre un cambio conformacional y se comporta
como una oxigenasa que convierte la coelenterazina en coelenteramida excitada,
que al retornar a su estado fundamental emite luz azul (A=469 nm) (Figura
14.A). La AEQ se une al calcio de manera estequiométrica y casi irreversible;
produciendo luz de forma activa. Esto nos permite cuantificar de manera muy

eficaz los movimientos del calcio.
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Figura 14. Reaccion de la aequorina con el calcio y estructura del plismido pcDNA3 mitTA. A)
Mecanismo de emisién de luz por aequorina tras su unién a Ca2+. Tomada de Calcium Imaging
Perspectives in Plants. B) Estructura del plasmido pcDNA3 mitTA que contiene en su estructura
una secuencia de direccionamiento mitocondrial (Cox VIII); una secuencia que codifica a la
proteina roja tomato que nos permitira confirmar su localizacién mitocondrial; y la secuencia que
codifica a la proteina apoaequorina.

Las células K562 se nucleofectaron con el vector pCDNA3_mitTA que
contiene la secuencia que codifica la AEQ con un direccionamiento mitocondrial
gracias al péptido de importacién mitocondrial COX VIII, amablemente cedido
por la Doctora Maria Teresa Alonso (Figura 14.B). Para la nucleofeccion
utilizamos el sistema de transfeccion Neon™ (/nvitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, estas células se transdujeron con
los plasmidos para el silenciamiento de NOX2, NOX4 o NOX2/NOX4 y
comprobamos mediante microscopia confocal su localizacion mitocondrial
(Figura 15).

Para determinar el calcio mitocondrial cultivamos 300.000 células durante
16 horas en placas de 4 pocillos tratadas previamente con poli-D-lisina, para
favorecer su adhesion. Trascurrido este tiempo, reconstituimos la AEQ
sintetizada por nuestras células transfectadas con coelenterazina durante 1 hora
a temperatura ambiente en medio extracelular con calcio 1mM, que contiene
CaCl; 1mM; NaCl 145mM; KCI 5mM; glucosa 10mM; MgCl, 1mM y HEPES 10mM
a pH 7,6. Determinamos la luz emitida en un luminémetro disefiado por Cairn
Research Ltd. para el Doctor Javier Garcia-Sancho Martin, que cuenta con un
sistema de perfusiéon de soluciones por gravedad y aspiracion por vacio. La
adquisicién se realiz6é a tiempo real con medidas cada segundo utilizando el
programa AcquisitionEngine (Modular Data Acquisition, version 1.1.7, Cairn

research). Las soluciones se perfundieron a un flujo de 4mL/min y a temperatura
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ambiente. En todos los experimentos los estimulos se afiadieron durante los
tiempos indicados en la figura y se eliminaron del medio gracias al sistema de

flujo continuo.

Control RNAI NOX2 RNAi

NOX4 RNAi Doble RNAi

10pM 10uM

Figura 15, Localizacién mitocondrial de la apoaequorina en las células NOX2 y/o NOX4 silenciadas.
Las imagenes muestran en rojo la apoaequorina y en azul los nucleos de las células tefiidos con
DAPI.

La determinacién basal de calcio y la evaluacién de la respuesta a ATP se
realizaron en células enteras y con una perfusion continua de medio extracelular
con calcio 1ImM. Para determinar la respuesta a ATP se perfundié ATP 100uM
disuelto en medio extracelular con calcio 1mM durante 30 segundo, y se
determind la altura de la respuesta tomada como la respuesta maxima.

La medida de la entrada capacitativa de calcio en las mitocondrias también
se determiné en células enteras, pero a las que durante los Ultimos 10 minutos
de reconstitucion de la AEQ tratamos con tapsigargina 1uM (inhibidor de la
SERCA) en medio extracelular sin calcio que contiene EGTA 0,5mM; NaCl
145mM; KC1 5mM; glucosa 10mM; MgCl, 1mM y HEPES 10mM. Este experimento
se lleva a cabo en medio extracelular sin calcio y a los tiempos indicados en la
figura se estimula la entrada de calcio mitocondrial mediante la perfusion de
medio extracelular que contiene calcio 1mM o 5mM durante 1 o 2 minutos, y se

analiza tanto la velocidad de llenado como la respuesta maxima.
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Para determinar la respuesta a IP3 (inositol trifosfato) comenzamos los
registros con una perfusiéon de medio extracelular con calcio 1mM hasta
conseguir la estabilidad, a continuacién, perfundimos durante 30 segundos
medio externo sin calcio y permeabilizamos las células con una solucién de
digitonina 50puM en medio intracelular sin calcio durante un minuto y medio. El
medio intracelular sin calcio contiene NaCl 10mM; KCl 140mM; MgCl, 1mM;
HEPES 20mM; Mg2+-ATP 1mM; KH,PO4 1mM; succinato 2mM; piruvato 1mM;
EGTA 0,1mM ajustado a pH 7,2. Una vez permeabilizadas las células,
perfundimos medio intracelular con calcio 200nM que contiene NaCl 10mM; KCI
140mM; MgCl, 1mM; HEPES 20mM; Mg2+-ATP 1mM; KH,PO4 1mM; succinato
2mM; piruvato 1mM; EGTA 0,89mM y EGTA-Ca2+ 1mM ajustado a pH 7,2. Una
vez estabilizada la medida afiadimos IP3 2uM en este medio durante 30
segundos, determinando la altura de la respuesta tomada como la respuesta
maxima.

En todos los casos, al finalizar cada experimento se perfundié una solucién
de digitonina 100uM disuelta en agua durante 1 minuto para hacer accesible la
AEQ al calcio y luego una concentraciéon de calcio saturante (CaCl, 10mM)
durante 10 minutos, con el fin de hacer reaccionar la AEQ remanente y poder
realizar asfi la calibracién de luminiscencia a concentracién de calcio. Los datos
se procesaron con el programa Origin 7 (OriginLab).

Estos experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Doctora Maria

Teresa Alonso en la Universidad de Valladolid.

2.19 Analisis transcriptémico (RNAseq)

Las muestras de ARN total extraidas segiin se describe mas arriba y con un
RIN superior a 9 se enviaron para su secuenciacion con la empresa Macrogen.
Esta empresa llevd a cabo un nuevo control de calidad de las muestras y la
generacidn de librerias (7ruseq stranded mRNA LT Sample Prep Kit, [lumina)
con su correspondiente control de calidad. Se realiz6 una secuenciacion paired-
end -150 de 30 millones de lecturas totales por muestra en el sistema de
secuenciacion NovaSeq 6000 (//umina).

A partir de ficheros FASTQ aportados por la empresa realizamos el
alineamiento de las muestras con el genoma GRCh38 humano, el control de

calidad, el andlisis de expresién diferencial y los andlisis funcionales gracias a la
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herramienta RaNAseq del Servicio de Bioinformatica de la Universidad de

Salamanca (https://ranaseq.eu/home)(Prieto & Barrios, 2020).

2.20 Medida de la proliferacion celular, viabilidad, clonogenicidad y
ciclo celular

2.20.1 MTT

El ensayo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma-
Aldrich) es un método colorimétrico que permite determinar cuantitativamente
la proporcion de células viables. Las células metabdlicamente activas reducen
por accién de deshidrogenasas mitocondriales el MTT, que es una sal de
tetrazolio de color amarillo, a cristales de formazan azul oscuro. Tras la reaccién
del MTT, los cristales se solubilizan en DMSO y se mide la absorbancia a 570 nm,
siendo ésta directamente proporcional al nimero de células viables presentes en
el cultivo.

Para este ensayo sembramos 200uL de células a una densidad de 2,5x105
células/mL para la linea celular K562; 3,5x105 células/mL para las lineas
celulares resistentes a los TKI, en placas de 96 pocillos y las tratamos con
diferentes concentraciones de farmacos por triplicado. Tras 48 horas de cultivo

realizamos el ensayo del MTT.

2.20.2 Estudio de la interaccion entre firmacos: indice de
combinaciéon

Para el estudio del efecto producido por la combinacién de los diferentes
farmacos se determind el indice de combinacién (CI, del inglés Combination
Index) mediante el algoritmo de Chou-Talalay (Chou, 2010; Chou & Talalay,
1984) usando el programa Calcusyn Biosoft Este programa genera
automaticamente un andlisis detallado de las interacciones con gréaficos, CI y
dosis medias, entre otros.

En funcién del valor del CI, podemos determinar la relacién existente entre
dos o mas compuestos: CI<1 relacion sinérgica, CI=1 relacién aditiva y CI>1

relacién antagoénica.
2.20.3 Ensayo de viabilidad celular

Durante las primeras fases de la apoptosis la membrana plasmatica pierde

su asimetria y los residuos de fosfatidilserina, que en células viables se
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encuentran en la cara interna de la membrana, pasan a la cara externa. La
AnexinaV se une especificamente a estos residuos en presencia de Ca2+. A medida
que la apoptosis avanza, se va perdiendo la integridad de la membrana; asi la 7-
Aminoactinomicina D (7-AAD) puede entrar a las células y unirse
especificamente al ADN.

Determinamos la viabilidad de las lineas celulares y muestras de pacientes
de LMC tras 48 horas de tratamiento con los compuestos y concentraciones que
aparecen en cada figura mediante citometria de flujo. Para ello, empleamos el kit
comercial AnnexinV-PE/7-AAD apoptosis detection kit (Immunostep) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Adquirimos las muestras en el citometro
FACSCalibur (Becton Dickinson Biociences). Consideramos células viables las
AnexinaV/7-AAD dobles negativas, en apoptosis temprana AnexinaV positivas 7-
AAD negativas, en apoptosis tardia AnexinaV/7-AAD dobles positivas y en

necrosis 7-AAD positivas AnexinaV negativas.
2.20.4 Ensayo de formacion y contaje de colonias: clonogenicidad

Este tipo de ensayo se ha empleado para determinar el efecto que tienen
los distintos tratamientos sobre la capacidad de formar colonias de lineas
celulares y BM-MNC de pacientes con LMC.

Tras incubar las células con los diferentes farmacos durante 48 horas,
determinamos el nimero de células viables mediante exclusién con azul de
tripan. Lavamos con PBS y resuspendemos 120.000 células en un volumen
adecuado de medio ISCOVE, que contiene IMDM (Lonza) suplementado con FBS
2% y GIn 10%. Tomamos de este medio el volumen relativo a una cantidad de
500 células para lineas celulares, que se afiade a 500uL. medio StemMACS HSC-
CFU basic (Miltenyi Biotec); y de 12.500 células para BM-MNC de pacientes, que
se aflade a 500uL. de medio StemMACS HSC-CFU complete w/o EPO (Miltenyi
Biotec). Sembramos las células en estos medios semisélidos en placas de 24
pocillos, y aseguramos la humedad apropiada anadiendo PBS estéril en los
pacillos que rodean a las muestras. Incubamos las placas a 37°C, atmdsfera del
5% de CO». Contamos el nimero de unidades formadoras de colonias (CFUs) a

los 7 dias para lineas celulares o 14 dias para BM-MNC.
2.20.5 Estudio del ciclo celular

La distribucion de una poblacion de células alo largo de las diferentes fases

del ciclo celular se puede determinar mediante la cuantificacion del contenido de
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ADN. Para el estudio del ciclo celular empleamos ioduro de propidio (IP) que se
intercala entre las pares de bases de los acidos nucleicos y se puede determinar
por citometria de flujo.

Después de la incubacion con los diferentes compuestos durante 48 horas
contamos las células por exclusidn con azul de tripan y tomamos 200.000 células
que lavamos con PBS. Resuspendemos el precipitado en 1mL de etanol al 70% e
incubamos durante una hora a 4°C para fijar y permeabilizar las células. A
continuacion, lavamos nuevamente con PBS y marcamos con 500pul/tubo de
solucion de trabajo de IP (ver apartado soluciones) durante 50 minutos a 37°C.
Tras la incubaciéon lavamos y resuspendemos el precipitado en PBS fresco.
Adquirimos las muestras en el citometro FACSCalibur (Becton Dickinson

Biociences) nunca a mas de 300 eventos/segundo.

2.21 Niveles de ROS intracelulares

Para medir los niveles celulares de ROS tomamos 250.000 células que
incubamos con DCFH;-DA 10uM (diacetato de 2,7-dihidrodiclorofluoresceina;
Sigma-Aldrich) en PBS a 37°C y en oscuridad durante 30 minutos. Pasado este
tiempo lavamos las células con PBS y las adquirimos en el citometro FACSCalibur

(Becton Dickinson Biociences). Analizamos la fluorescencia media.

2.22 Niveles de ROS mitocondriales

Para medir los niveles mitocondriales de ROS utilizamos la sonda
MitoSOX™ Red (/nvitrogen, M36008) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, tomamos 500.000 células que lavamos y marcamos con MitoSOX
5uM en PBS a 37°C, agitacién continua y en oscuridad durante 30 minutos.
Pasado este tiempo lavamos las células tres veces con PBS y las adquirimos en el
citbometro FACSCalibur (Becton Dickinson Biociences). Analizamos la

fluorescencia media.

2.23 Contenido mitocondrial: MitoTracker

Para evaluar el contenido mitocondrial utilizamos la sonda Mito Tracker™
Deep Red FM ([nvitrogen, M22426) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, tomamos 250.000 células que lavamos y marcamos con
MitoTracker 200nM en medio RPMI suplementado con FBS 1%, a 37°C y en

oscuridad durante 30 minutos. Pasado este tiempo lavamos las células con PBS
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y las adquirimos en el citobmetro FACSCalibur (Becton Dickinson Biociences).

Analizamos la fluorescencia media.

2.24 Andlisis estadistico

Para las comparaciones entre dos grupos se utiliz6 la prueba t de Student
de dos colas no apareada. Para las comparaciones de grupos multiples, se realiz
la prueba ANOVA, cuando los datos se ajustaron a la distribucién normal
aplicamos el post hoc adecuado en cada caso; o Kruskal-Wallis, cuando los datos
no se ajustaron a la distribucién normal. Como softwares estadisticos utilizamos
Microsoft Excel y SPSS version 25.

En los graficos de barras se representa la media de los datos + la
desviacion estandar (SD) o el error estandar de la media (SE), segin aparezca en
el pie de figura. En los graficos de puntos, cada punto representa el resultado de
un experimento, y la linea negra horizontal el valor medio del grupo
experimental. Los simbolos sobre las barras indican las diferencias frente al
control correspondiente segin aparece en el pie de figura. Para todas las
pruebas, se consideraron diferencias significativas cuando p-valor fue inferior a
0,05 (*), 0,01 (**) 0 0,001 (***).
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NOTA PRELIMINAR
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