Modulacion por el oxigeno del metabolismo Warburg y de los niveles de
adenosina en el microentorno tumoral

Mariano Sanchez Crespo. Instituto de Biologia y Genética Molecular, CSIC-Universidad
de Valladolid.

El estudio se inicié con la idea de analizar las caracteristicas del metabolismo
energéetico en las células del sistema inmune y el propdsito mas especifico de
caracterizar el papel de ia glicolisis y de la fosforilacion oxidativa en las células
dendriticas humanas derivadas de monocitos {DC), puesto gue estas células infiltran
los tumores y estdn sometidas a una interaccidn intensa con el microentorno tumoral,
de tal manera que modifican su capacidad de destruir las células neoplasicas para
contribuir a favorecer el crecimiento tumoral. Como se ha descrito graficamente, las
clulas del sistema inmune pasarian a considerar a las células tumorales como “células
clientes” a las que facilitan su crecimiento e invasion de los tejidos (1). Dado que fa
mayor parte de los estudios se han realizado en ratones, la primera prioridad debe ser
la caracterizacidn del comportamiento de las células humanas con el fin de definir en
que forma se pueden transferir estos resultados a la clinica. En este sentido, las células
murinas presentan un bloqueo intenso de la fosforilacidn oxidativa (OXPHOS) tras la
estimulacion por patégenos que se ha relacionadc con dos rutas metabdlicas
independientes: i) La inhibicion por el NO de [a cadena de trasporte de electrones (2,3)
y i) la elevada produccion de itaconato (metilen-succinato) (4}, que inhibe la succinato
dehidrogenasa y, por o tanto, conduce a la disminucion de los niveles de fumarato y a
la consiguiente reduccién de la tasea de consumo de oxigeno (OCR) (5,6). De esta
forma, el itaconato constituye un claro nexc entre las dos discontinuidades del ciclo de
Krebs en los macréfagos murines, la existente a nivel de la isocitrato-dehidrogenasa
acopiada a la produccion de itaconato y de acetit-CoA en el citoplasma a partir del
citrato, v el freno a la produccion de fumarato por fa salida del succinato de las
mitocondrias al citoplasma. La ruta del itaconato es poco activa en el humane, dado
gue la produccion en macrofagos humanos es dos érdenes de magnitud inferior a la
produccion murina (4) v la produccidn de NO por la Isoforma inducible de la NO sintasa
es irrelevante en el humano.

Fl hecho de que los metabolitos puedan compoertarse como reguladores de la
respuesta inmune de forma independiente de la produccion de energia plantea la
necesidad de valorar su efecto en dos contextos diferentes: metabolitos enddgenos de
las células y metabolitos exogenos aportados por el metabolismo general del
organismo, la microbicta o microentornos tumorales e inflamatorics.

La labor realizada se desglosa como sigue:

Ffecto de la estimulacion en entornos normodxico e hiperoxico sobre la
diferenciacion funcional de las células dendriticas y la produccion de
citocinas- La incubacion de las células en una atmdsfera con una concentracion de O,
del 40% y del 5% de N, en lugar de la concentracion atmosférica de O, del 21%,
medifico el patron de expresion de varios marcadores de diferenciacion de maduracion
dendritica cuya relacion con la capacidad de presentacion de antigenos y a migracion
a los nédulos linfaticos es bien conocida, siendo mas claro el efecto sobre las células
estimuladas con 10 pg/ml de lipopolisacarido bacteriano {LPS) gque cuando se
mantuvieron en atmdsfera hiperdxica en ausencia del estimulo pro-inflamatorio. La
expresion de CD14 se encontro en un nimero reducido de célufas, ya que no superd el
10% de positividad y se produjo un aumento significativo en presencia de LPS. La
expresion de CD40 disminuyd significativamente con la hiperoxia, mientras que la



expresién de CD86 mostré una tendencia a aumentar en las mismas condiciones,
aunque ne alcanzd significacion estadistica. La expresion de CCR7, que determina la
capacidad migratoria de las células, no se modifico significativamente, lo que sugiere
que ia hiperoxia no modifica la respuesta de estas células al estimulo migratotio a los
nddiulos linfaticos (Fig. 1).

La produccién de citocinas mostré cambios significativos entre la normoxia y la
hiperoxia. Estos cambios fuercn especiaimente intensos en lo que se refiere a los
genes 1124 (codifica la cadena p35 de IL-12 p70) e JL234 (codifica la cadena pl19 de
1L-23}. La consecuencia de este patron de expresion génica es la polarizacion del
patrén de las citocinas heterodiméricas de la familia IL-12: IE-12 p70 e IL-23, Estos
cambios se detectaron tran pronto como 4 horas después del inicio de la hiperoxia. Por
el contrario, los efectos de la hiperoxia sobre las citocinas IL-18 e IL-10 sélo se
observaron tras 24 horas de incubacion (Fig. 2).

Estos datos plantean cuestiones relevantes en cuanto al mecanismo de regulacién
transcripcional de estas citocinas, Excepto en el caso de la IL-10, regulada por ef factor
de transcripcidn CREB, las citocinas estudiadas se regulan mediante la colaboracion de
las proteinas de la familia NF-xB con otros factores. En el caso de fa IL-1B (codificada
por el gen /[L15) los factores implicados son HIF1l y como se ha propuesto
recientemente CREB (7). Asimismo, la interaccion con la piruvato kinasa 2 (PKM2)
nuclear juega un papel relevante, como se ha mencionado anteriormente, Los
experimentos de expresion de la proteina HIFla, que se muestran mas abajo serfan
compatibles con la participacidn de este factor a partir de las 4 horas, que es cuando
se detecta su induccion por fos estimulos proinflamatorios en ausencia de hipoxia (Fig.
3A).

Puesto que los experimentos dedicados al estudio del perfil bioenergético se realizan
en un medio de composicion definida que incluye medio RPMI 1640 conteniendo D-
glucosa 11,1 mM, L-glutamina 4 mM, piruvato 1 mM y suero bovino fetal (FBS) al 2%,
en fugar de la concentracidon usual de FBS al 10%, se realizaron experimentos para
comparar si la distinta concentracion de FBS afecta al comportamiento celular. La
insistencia en precisar este aspecto se explica por la presencia en el FBS de altas
concentraciones de moléculas con alto valor energético como acetato, lactate vy
piruvato. Como se muestra en la Fig. 4, la disminucion de la concentracion de FBS sélo
mostrd cambios sobre la induccion del mRNA de 7£124,

Andlisis del perfil bicenergético de las células dendriticas humanas:
Consumo de O, y acidificacion extracelular- £ andlisis bioenergético se realizd
utifizando el equipo Seahorse Bioscience XF24 Extraceliular Flux analyzer. Las CD se
estimularon con LPS o zymosan y se adhirieron inmediatamente o tras 4 horas de
incubacion a placas Seahorse revestidas de poli-ornitina. La tasa de acidificacion
extracelular (ECAR) y la OCR se analizaron de acuerdo con el protocolo XF Cell Mito
Stress Test kit en medio XF (medio RPMI 1640 no tamponado, con glucosa 11.1 mM, 4
mM L-glutamina y 1 mM piruvato sddico), en condiciones basales y en respuesta a 1
UM oligomicina (bloguea el canal de protones en la fraccion Fy de la ATP sintasa), 1.5
UM FCCP  (carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona, desacopla la fosforilacion
oxidativa de la cadena respiratoria) y 100 nM rotenona (inhibe el complejo I de la
cadena respiratoria) mas 1 pM antimycina A (inhibidor del complejo III).

La estimutacion de las CD con LPS produjo un aumento de la ECAR dependiente de la
concentracion, que se pudo detectar inmediatamente tras la adicidn del estimulo en &
XF Mito Stress Test (Fig. 5A). La medida de la OCR mostré valores estables en e caso
del LPS (Fig. 5B) y una tendencia a Incrementarse en el caso del zymosan que, sin
embargo, no alcanzd significacidn estadistica (Fig. 5C). Los valores de la ECAR fueron
bastante més elevados en respuesta al zymosan y mostraron un patrén més



reproducible (Fig. 5C). Estos resultados son compatibles con un aumento neto de la
glicolisis tras ia adicidn de zymosan que se mantiene durante un tiempo prolongado a
juzgar por la caida neta de la razdn OCR/ECAR (Fig. 5B y C, paneles inferiores).

Posibles mecanismos asociados con la reprogramacion metabdlica- Unc de
los mecanismos usualmente asociados con el aumento de la glicolisis en presencia de
normoxig, habitualmente denominado efecto Warburg o glicolisis aerdbica, es la
activacion de la actividad de HIF! por la estabilizacién de su subunidad HIFla. Esto
explica la induccion de la expresion de enzimas glicoliticos, que a su vez en macrdfagos
depende de la formacion de un complejo con la PKM2 (8), que se transioca al nicleo y
regula la expresion de varios enzimas proglicoliticos (9). Debe resaltarse que la PKM2
posee funciones adicionales al actuar como una protefna kinasa que fosforila STAT3 en
la Y705 (10) y la histona H3 (11). Ello explica un feedback positivo entre HIF y STAT3,
puesto que P-Y705-STAT3 activa la transcripcion de HIFla (12,13). En un estudio
previo hemos observado que el LPS y el zymosan son activadores robustos de la
fosforilacion de Y705-STAT3 mediante la induccion de mediadores secundarios (14). En
concordancia con estos datos, la presencia de P-Y705-STAT3 en los extractos
nucleares mostrd un patrén temporal compatible con su implicacion en la expresion de
HiFla (Fig. 3A). Una muestra del incremento de la actividad transcripcional fue la
induccion de fosforifacion y acetilacidén de la histona H3 (Fig. 3B). La translocacion
nuclear de HIFle se confirmé en estudios de inmunofiucrescencia mediante
microscopia confocal (Fig. 3C). La intensa expresion de PKM2 en tas CD se confirmd
por Western blot (Fig. 3D) e inmunofiuorescencia, que mostré ia presencia de la
enzima en los nlcleos y en las zonas de citoplasma que rodean a las particulas de
zymosan fagocitadas (Fig. 3E), asi como por el andlisis de su mRNA por RT-PCR. El
analisis con pares de primers selecclonados para generar productos distinguibles por
su nimero de pares de bases (bp}, mostré tras la digestidn con Stul productos de 149
y 34 bp en la PKM2, mientras que la digestion del amplicon de fa PKM1 fue negativa
(Fig. 3F). Tomades colectivamente, estos datos muestran {a presencia de P-Y705-
STAT3 y la induccion de HIF1la en los nicleos de las CD estimuladas con zymosan y
LPS, asi como la alta expresion de la proteina PKM2, Sin embargo, el patrdn temporal
de la translocacion nuclear de HIF1a no es paralelo a la precocidad de los cambios en
la OCR y la ECAR, lo que sugiere gue mecanismos adicionales sean los responsables
de la rapida reprogramacion bicenergética de las CD, por ejemplo, la asociacién de la
hexoquinasa II con los canales anidnicos dependientes de voltaje que se expresan en
la parte exterior de la membrana mitocondrial (15). Estos resultados nos sugirieron la
conveniencia de realizar experimentos con 2-desoxiglucosa (2-DG), un inhibidor de la
hexoquinasa. La adicidn de 2-DG indujo una disminucion de la produccion de lactato
en respuesta a LPS y zymosan menor que la inducida por la deplecion de glucosa (Fig.
6A). Sin embargo, modificd de forma notable la expresion del mRNA de varias citocinas
(Fig. 6B}, especialmente la expresion de [L234 e IL125. Curicsamente, la expresion de
1110 e JL18 se inhibid por la 2-DG sblo en & caso de la estimulacion por LPS, lo que
indicarfa la existencia de mecanismos de activacion transcripcional especificos de cada
estimulo. Cuando se midicé la expresidén de la proteina IL-23, se observd un gran
aumento de la produccidn en respuesta a LPS, sin gue fuese significativa la diferencia
observada en respuesta al zymosan (Fig. 6C). Estos datos sugieren que la alta
produccidn de IL-23 inducida por ef zymosan hace difici] el aumento de la produccidn
¥, por otra parte, la reducida expresion de la cadena p40 limita (a formacion del dimero
p19/p40, que es la IL-23. Dado que los resultados obtenidos en ausencia de glucosa
fueron muy distintos de los obtenidos en presencia de 2-DG v esto era un hallazgo
inesperado, se realizaron nuevos experimentos con el propdsito de analizar el
mecanismo por el que la 2-DG producla este efecto. Teniendo en cuenta que los



monosacaridos se utilizan no sdlo como fuente de energia, sino que se emplean como
precursores de las cadenas de glicanos en forma de 0- y N-glicosilaciones y la ausencia
de N-giicosilaciones produce stress de reticulo endoplasmético v la respuesta de
proteinas mal plegadas, se realizaron experimentos para tratar de determinar si la 2-
DG, que es también el producto de la perdida del grupo OH en posicién 2 de la
manosa, afectaba al metabolismo de la manosa y a su incorporacion al oligosacarido
unido a dolichol Glc3-Man9-GIcNAC2, que interviene en los pasos iniciales de ia N-
glicosilacidn (16). Esta reaccidn requiere como pasos previos la formacion de GDP-
manosa a partir de GTP y manosa-6-fosfato por las enzimas fosfomanomutasa y
manosa-1-fosfato guanililtransferasa, Sobre estas bases y dado que la concentracion
de manosa en el medio interno es muy inferior a la concentracién de glucosa, es facil
comprender como la 2-DG ejerza un efecto muy intenso sobre la disponibilidad de
manosa para las reacciones de N-glicositacion. A la vista de la intensidad de los
cambios funcionales inducideos por ta 2-DG y con el fin de determinar si el efecto
observadeo sobre la produccion de citocinas podria explicarse por una accidn sobre la
captacion de particulas fagocitarias o la generacion de mediadores autocrinos
derivados del dcido araquiddnico, se analizo mediante citometria de flujo la captacion
de particulas de 2zymosan marcadas con el fluoréforo Alexa 488® mediante
inmunofluorescencia de citometria de flujo. Como se muestra en fa Fig. 7B, el
tratamiento con 2-DG no modificd de forma significativa la captacién de las particulas.
Este resultado concuerda con los resultados de Michl et al, (17,18), quienes
demostraron que la 2-DG, a diferencia de lo que ocurre en la fagocitosis opsénica
mediada por los receptores para la porcidn Fc de la molécula de IgG o por los
receptores de moléculas generadas por la activacion del sistema del complemento, no
afecta la fagocitosis no-opsénica y que ese efecto podia disociarse del efecto inhibitorio
de la 2-DG sobre la generacion de ATP. Aungue no lograron demostrar el mecanismo
intimo que explicarfa ¢ proceso, propusieron que podria explicarse por fa deficiente
glicosilacién de los receptores FcyR vy ta integrina awfs, tamblen denominada CR3 por
ser el receptor de la porcidn C3b resultante de la opsonizacion de particulas por
factores del complemento. Estos receptores estan ampliamente glicosilados, mientras
que una tnica giicosilacidn en una de las isoformas de los receptores implicados en el
reconocimiento de los componentes del zymosan no influye en su funcicnalidad. A la
vista de estos resultados vy puesto que se ha descrito que la 2-DG reduce a N-
glicosilacion y la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa-2 (COX-2} (19), una enzima
clave del metabolismo de las prostaglandinas que contiene cuatro asparraginas, tres de
las cuales se localizan en el centro activo y son necesarias para su plegamiento
correcto y la actividad catalitica (20), comprobamos que en nuestro sisterma el
tratamiento con 2-DG induce deglicosilacion de COX-2, analizada mediante
inmunodeteccidn, puesto que se observd el aumento de migracion electroforética de la
enzima deglicosilada, al observarse una banda de masa molecular aparente de 66-70
kDa, en comparacion con la masa de 72-74 kDz de la proteina expresada en
condiciones normales (Fig. 3D). En lo que se refiere a la liberacidon de acido
araguidénico, la 2-DG no modificd significativamente su liberacidn ni fa produccién de
12-HETE, aunque si disminuyd la liberacion de leucotrieno By y no se detectd
produccion de PGE; en estas condiciones (Fig. 7C).

Caracterizacion de Jos mecanismos de accion del lactato, el succinato y Ia
anaplerosis de la t-glutamina.

Efecto del lactato sobre la funcion de las C0 E lactato ha alcanzado la consideracion
de una molécula central en la sefalizacion bioquimica dada su produccidon por los
fagocitos y su presencia a altas concentraciones en el entorno tumoral, donde puede



llegar a niveles de hasta 30 mM. El efecto del factato puede ejercerse a través de
sensores intracelulares o mediante interaccidn con receptores de membrana acoplados
a proteinas G (21,22). Con el fin de descifrar el posible mecanismo de accién, se
determind la expresién de los receptores de lactato HCARI/GPRBL y OR51E2, el
ortdlogo humano de OIfr78, que actdia como un sensor de hipoxia en el circuito
respiratorio a través de la interaccién con el lactato (23). La expresion del mRNA de
HCAR? se detectd a muy bajo nivel en CD y el mRNA de OR51E2 fue casi indetectable
tras 40 ciclos de PCR en fiempo real {Fig. 8A). SLC241 (el gen que codifica el
trasportador de glucosa 1) mostrd un alto nivel de expresion de su mRNA vy se
incrementd tras la estimulacidn con zymosan y LPS. El mRNA de AIF14 se expresd con
un alto nivel en células en reposo y mostré tendencia a incrementarse tras la
estimulacién, A diferencia de SLC2A1 e HIF14, la expresion del mRNA de AHCARIy
OR51F2 se redujo tras la estimulacion y también cuando se suplementd el medio con
lactato 15 mM, una concentracidn que se emplea usualmente como referencia en los
estudios (24-28). La expresion de HIFla inducida por el zymosan se incrementd en
presencia de lactato (Fig. 8B), incluso en presencia de 2-DG, lo gue indicaria la
potencia del efecto del lactato, puesto que la 2-DG posee un fuerte efecto inhibitorio
de la estabitizacion de HIF1la (Fig. 8C) y bloguea la expresién de pro-I1L-18 (Fig. 3D).
Sin embargo, la adicion aislada de lactato (Fig. 8B} o succinato (Fig. 8C) no influyd en
la induccidn de HIF1a, La estimulacién de las CD en presencia de lactato sddico 15 mM
¢ de acido lactico 15 mM no modificd la expresidn del mRNA de JL18. Por el contrario,
la expresidn del mRNA de 10 e IL234 mostrd una tendencia al aumento,
especialmente en respuesta al zymosan en presencia de acido lactico. El mRNA de
CXCL8, una citocina regulada por varios factores de transcripcion, por ejemplo, NF-«8,
C/EBPB y CREB, disminuyd de forma manifiesta (Fig, 8D). Estos resultados confirman
la participacion del sistema lactato/HIF1 en la expresion de pro-IL-1f y desvelan un
papel prominente del factato y del acido lactico sobre la expresion del mRNA de /L10e
11234 inducida por ei zymosan.

Efecto del succinato- Dado que el succinato comparte con el lactate la capacidad de
estabilizar HIFla v puede también actuar a través del receptor SUCNRI/GPRY1, se
midio el mRNA de SUCNRI, A diferencia de los receptores de lactato, las CD mostraron
una alta expresion del mRNA de SUCNVRI. De forma similar a Jo referido acerca de la
inhibicion de la expresidn de SUCNRI tras la estimulacidon con LPS (29), el zymosan
produjo una intensa down-reguiation del mRNA, que no se observd tras el tratamiento
con lactato (Fig. 9A), La proteina de GPRI1 se detectd por Western bloty mostrd una
tendencia a la disminucion tras la estimulacién (Fig. 98). El estudio por citometria de
fluio mostrd fa expresidn de GPRI1 en un nlimero significative de CD (Fig. 9C), cuya
caracterizacion como tales se confirmd por la alta expresion de marcadores de
diferenciacion como CD11c, CD40 y CD86 (Fig. 7A). La presencia de GPRS1 en algunas
de ias células fagocitarias se confirmd por microscopia confocal (Fig. 9D}. Dado que ef
namero de CD que expresan GPR9Y1, es ~ 10%, y por {o tanto menor que el nimero
de CD que expresan los marcadores de diferenciacion, frente a ~ 94% CD que
expresan CD1lc, no podemos descartar que esto sea debido al bajo rango dinamico
del anticuerpo disponible. €l succinato indujo la elevacidn de los niveles de Ca®
intracelular cuando se empleo a concentraciones similares a las utilizadas para analizar
su efecto sobre la expresion de citocinas (29). Un efecto similar se indujo por el
fumarato, mientras que el lactato s6lo mostrd algin efecto a concentraciones proximas
a 15 mM {Fig. 10A). Curicsamente, la estimulacion de las CD con zymosan durante una
hora mostré una completa inhibicion de la respuesta, Por el contrario, la respuesta al
ATP, supuestamente ejercida a través del receptor purinérgico P2Y11 (30) no sufrid
modificacion, lo que sugiere que la falta de respuesta al succinato y al fumarato puede



explicarse por la desensibilizacion selectiva del receptor GPR91 (Fig. 108 and C). Dado
que el zymosan produce una movilizacion rapida del acido araquidénico a través de la
activacion dependiente de Ca®* de la fosfolipasa A, citosdlica, gue es un mecanismo
implicade en la transactivation de 72234 (31), se realizaron experimentos para analizar
si el succinato a través de GPR91 podria potenciar la respuesta. Como se muestra en
las Fig. 10D-E, e succinato indujo una liberacion muy escasa de araguidonato y solo
aumentd ligeramente el efecto del LPS, mientras que el efecto del zymosan no se
modificé. Dado que la activacion del GPR91 se ejerce preferentemente a través de
proteinas Gy (32-34), que interfieren con la elevacion de AMP ciclico producido por
otros agonistas, pero puesto gue también activan la via MAP/ERK y elevan los niveles
intracelulares de Ca®™, puede interpretarse que el succinato ejerza distintos efectos
scbre la expresion de las distintas citocinas. Los experimentos mastraron, en general,
efectos inhibitorios sobre los niveles de mRNA de TWNFA, [LIB, IL234A e ILIO
alcanzandose significaciones estadisticas para concentraciones superiores a 0.2 mM
{Fig. 11).

Efecto de la L-glutamina- Se estudid el efecto de la deplecidn de L-glutamina dada su

participacion en el ciclo de Krebs y en la biosintesis de hexosaminas, puesto que el
grupo amino de fa glutamina es transferido a la fructosa-6-P para producir glucosamina
por la enzima glucosamina-fructosa-6-fosfatc aminotransferasa 1 (GFPT1). Dada ia
refevancia de los hallazgos referentes a las N-glicosilaciones, se abordd el efecto de fa
L-glutamina sobre la induccidn de citocinas v la induccion de stress de reticulo
endoplasmatico y respuesta de proteinas mal plegadas, dado que recientemente se ha
descrito que la glutaminolisis contribuye a restaurar la homeostasis metabdlica al
aumentar [a expresion de GFPT1 a través de un mecanismo dependiente de XBP1 y a-
cetoglutarate (35), La deplecidn de L-glutamina indujo un aumento significative de la
produccién de lactato en CD en reposo tras 24 horas de incubacién (Fig. 12A). Sin
embargo, los niveles de factato en CD estimuladas con zymosan, oligomycina o LPS no
se influyeron por la ausencia de L-glutamina. La expresidn del mRNA de JLi10e IL23A
mRNA mostrd una tendencia a la reduccidn en ausencia de L-glutamina, pero estos
cambios s6lo alcanzaron significacion estadistica para la expresidn del mRNA de /2234
(Fig, 12B),
La estimulacion de las CD en ausencia de L-glutamina no indujo splicing de XBP1, si
bien los resultados sugirieron que la L-glutamina puede moderar et spiicing inducido
en presencia de 2-DG (Fig. 12C, (ltima calle). Cuando se traté de analizar si la
incubacion de las CD en atmodsfera de O; al 40% mostraba algin efecto sobre el
splicing de XBP1, no se observd diferencia con respecto a io observado durante la
normoxia (datos no mostrados).

Estudio de los factores de franscripcion operatives en el microentorno
tumoral- Bl estudio globai de la activacion de factores de transcripcion en el
microentorno generado por la hiperoxia y la presencia de patrones moleculares
derivados de patdgenos ha mostrade la activacién de STAT3 (Fig. 3A) y HIFt (Fig. 3A,
3C vy 8B), a juzgar por la presencia en los extractos nucleares de STAT3 fosforilado en
la tirosina 705 vy la induccion de la proteing HIFla y su translocacién al ndcleo. La
Interferencia con la activacidn de NF-«<B puede deducirse por fa amplitud de los
cambios inducidos por ia hiperoxia sobre genes dependientes de la transcripcidn «B-
dependiente. Un resultado inesperado ha sido fa activacion de XBP1 por la combinacion
de 2-DG y la presencia de patrones moleculares asoclados a patdgenos. Estos
resultados pueden interpretarse como resultado de dos procesos compiementarios: i)
el incremento de la glicolisis, que disminuye fa disponibitidad de glucosa para la
formacion de N-acetil-glucosamina (36) y i) la inhibicidn de la incorporacion de



manosa en el oligosacaride Glc3-Man9-GicNAC2 unido a dolichol. Ambos procesos
conducen a fa aparicidn de stress de reticulo endoplasmético por blogueo de fa N-
glicosHlacion de proteinas y la induccion de la reaccion de proteinas mal plegadas.

Dado que la trans-activacion de J.234 inducida por el zymosan depende al menos de
las proteinas NF-xB y ATF2 (31), se estudio la union de P-T71-ATF2 al promotor de
JL23A, Esta unidn fue parcialmente inhibida en presencia de 2-DG, lo que sugeriria que
otros factores de transcripcion deberian activarse en estas condiciones (Fig. 13A). Ante
estos resultados se consideré la implicacion de la forma con splicing de la protelna
XBP1 {sXBP1), a la vista de: i) el robusto splicing de XBP1 y ei efecto de los inhibidores
de ia endorribonucleasa IRElq, ii) la presencia de tres X-boxes en el promotor de
{234 identificados usando la base de datos TRANSFAC (31), vy iii) el papel de XBP1 en
la regulacion de numerosos (argets que contienen una amplia variedad de motivos de
secuencia. La proteina sXBP1 se detectd en los extractos nucleares de las CD, pero su
expresién no mostré cambios significativos tras varios tratamientos ni en presencia de
MKC8866 (Fig. 13B). La 2-DG incrementd la unidn de sXBP1 a los tres sitios
estudiados, lo que sugiere la implicacion de este factor de transcripcion en el
incremento de la expresion del mRNA de 17234 (Fig. 13C) vy que ademas de la
expresion de fa proteina debe ser necesaria la induccidn de modificaciones post-
translacionales o la formacién de un enhanceosoma con otros factores. Dado gue
sXBP1 juega también un papel central en el control de la via biosintética de las
hexosaminas al regufar la expression de GFPT1 (35), se estudio la expresion de GFPTI
y la unidn de sXBP1 al X-box situado 147 bp antes del indicio de transcripcion. Las CD
en reposo contenian un alto nivel de expression del mRNA de GFPT mRNA, el cual se
increment significativamente cuando las CD se estimularon con zymosan o con LPS en
presencia de 2-DG (Fig. 13E). Asimismo, la union de sXBP1 al X-hox de GFPTI mostrd
un aumento paralelo en estas condiciones (Fig. 13F). Estos resultados confirman la
presencia de cantidades detectables de la proteina sXBP1 en las CD en reposo en
ausencia de una evidencia clara de spiicing del mRNA de XBP1 y sugieren que ademas
de ta expresién de la proteina, son necesarias modificaciones post-translacionales o la
interaccion con otros factores para que ejerza su actividad transcripcional,

En lo que se refiera al papel de C/EBPE, la trans-activacion de J/L234 por LPS se ha
asociado con un conjunto de factores, donde se incluyen NF-xB, CREB y C/EBPB. De
acuerdo con el concepto de que la inhibicion de las rutas IREla y PERK mostraba
especificidad de estimulo, la union de C/EBPE a los tres sitios C/EBP del promotor de
JL23A4 fue analizada. A diferencia del zymosan, fa 2-DG aumenté de forma robusta la
union de C/EBPP a los sitios C/EBP (Fig. 13D), lo que sugerirfa la asociacion de este
factor con el efecto sinérgico de la 2-DG sobre la expresion de /{234 inducida por el
LPS, Estos resultados se han desarrollade en un estudio desarrollado paratelamente a
éste, en el que se indica de forma expresa la ayuda recibida de la Fundacién Domingo
Martinez (37). Un esquema de las vias de sefializacién implicadas en el proceso de
regulacion transcripcional de 72234 se muestra en la Fig, 14,
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Figura 1: Efecto de fe incubacion durante 4 horas en condiciones de normoxia y en
presencia de O; al 40% sobre la expresion de marcadores de diferenciacion de las
celulas dendriticas. Los resultados representan media = desviacién standard de cinco
experimentos independientes. *Indica p< 0.05, Wilcoxon rank sum test.
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Figura 2: Efecto de la incubacion en condiciones de normoxia y en presencia de O; al
40% sobre la expresion de citocinas por las células dendriticas. Los resultados
representan media £ desviacion standard de cuatro experimentos independientes.
*Indica p< 0.05, Wilcoxon rank sum test.
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Figura 8: Expresion de los receptores de lactato, SLC24/GLUTL vy HIFla en CD. La
expresion del mRNA de HCARI, ORS5IE2, SLC2A Yy HIFIA en céiulas en reposo y
estimuladas en presencia y ausencia de lactato se muestra en (A). La expresién de la
proteina HIFla en CD estimuladas durante diferentes tiempos con 10 ug/mi LPS, 1
mg/ml zymosan y 0.5 mM succinato sédico en presencia y ausencia de 2-DG se
muestra en {B y C). El efecto de!l factato sodico y del acido lactico en la expresion del
mRNA de varias citocinas se muestra en (D). Los resultados muestran media %
desviacion standard de 3 experimentos en (A) y (D). *p < 0.05,
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Figura 9: Expresion de SUCNVRI/GPRIL en CD. La expresion del mRNA de SUCNVRI se
muestra en (A). La expresion de la proteina GPR91 en CD tratadas durante diferentes
tiempos con zymosan y LPS se muestra en (B). La expresion de SUCNRI en la
superficie de CD en reposo se analizd por citometria de flujo mediante
inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpo controb del mismo isotipo vy
anticuerpo anti-SUCNR1L (C). Las CD se adhirieron a cubreobjetos revestidos de poli-
lisina durante 12 horas y posteriormente se estimularon durante una hora con
particulas de zymosan marcadas con Alexa Fluor® 488 (verde) a la concentracion de
6 particulas por CD, Al fina! de este tiempo, se afiadieron anticuerpos anti-SUCNR1 vy
anticuerpo secundario marcado con rhodamina (rojo). Las microfotografias se
obtuvieron mediante microscopia de inmunofluorescencia confocal (D). Los datos en
(A) representan media + desviacion standard de 6 experimentos.
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Figura 10: Efecto del succinato sobre la movilizacién de Ca** y la liberacion de
araquidonato. Las CD adheridas a placas de poli-ornitina se perfundieron con medio
que contenia los distintos estimules en condiciones de reposo ¥ tras estimulacion con 1
mg/ml de particulas de zymosan. Los nlmeros sobre los registros indican el nGmero
de CD calculadas pivel por pixel utilizando el software Image]) para cuantificar el Ca®
intracelular (A-C). La liberacion de acido araquidénico, 12-HETE y 15-HETE inducida
por el zymosan y el LPS en presencia y ausencia de succinato en 3 experimentos
independientes se muestra en {D-F).
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Figura 11: Efecto del succinato sédico sobre la expresion del mRNA de varias citocinas
en CD estimuladas con zymosan (A) vy LPS (B) durante 4 v 24 horas como se indica,
Los resultades muestran media + desviacidn standard de 5 a 8 experimentos, *p <
0.05,
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Figura 12: Efecto de la deplecidn de L-glutamina sobre [a produccion de citocinas. Las
CD se mantuvieron durante los tlempos indicados en presencia y ausencia de L-
glutamina 4 mM. Al final de estos periodos, los sobrenadantes se recogieron para la
medida de lactato (A) v la expresion del mRNA de JL10 e JL234 (B}, La ausencia de
induccién de la respuesta de mal plegamiento de proteinas definida por el splicing de
XBPI se muestra en (C). Los resultados muestran media + desviacién standard de 3
experimentos. *p < 0.05.
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Figura 13. Factores de transcription implicados en la expresién det mRNA de los genes
IL23A y GFPTI. (A) Efecto de la 2-DG en la unidn de P-T71-ATF2 a la secuencia
consenso de ATF2 en el promotor de JL23A. {B) Expresion de a proteina XBP1 spliced
(sXBP1) en las fracciones nucleares de las CD estimuladas con zymosan y LPS en
presencia y ausencia de 2-DG vy el inhibidor de la actividad endorribonucieasa de
IRE1a MKCB866, (C) Efecto de la 2-DG sobre la union de sXBP1 a las X-Boxes del
promotor de  JLZ23A4 tras una hora de estimulacidn con zymosan y LPS. (D) Unidn de
C/EBPE a los sitios C/EBP del promotor de JL23A4. (E) Efecto de la 2-DG scbre la
expresion del mRNA de GFPTZ en CD estimuladas durante 4 horas con zymosan y LPS.
(F) Unidn de sXBP1 al X-Box del promotor de GFPT7 después de una hora de haberse
afiadido el estimulo. Los resultados muestran media + desviacidn standard de 3 a 5
experimentos. *p < 0.05.
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Figura 14, Diagrama explicativo de las rutas implicadas en la regulacién transcripcional
de la cadena pl9 de IL-23 en condiciones de activacion de la respuesta de proteinas
mal plegadas. La estructura del promotor proximal de 7L234 se muestra en la parte
superior de la figura, destacandose los elementos reguladores donde se unen ATF2,
XBP1, NF-«B y C/EBPB. La formacion de enhanceosomas que incluyen NF-«B, XBP1 y
C/EBPR parece muy probable y fa combinacidn de los elementos implicados parece
depender de fa naturaleza del estimulo. La ruta de IREla participa en todos los casos €
influye al menos sobre fa activacion de NF-xB y la actividad de XBP1 en el caso del
zymosan. STAT3 se active por patrones flngicos a través de mediadores secundarios
no plenamente identificados, mientras que en el caso de LPS e activacién depende de
IFNG e IRF3, activados por los adaptadores TRIF/TRAM del sistema LPS/TLR4. C/EBPJ
y la ruta PERK son mds relevantes en el caso del LPS. Las lineas discontinuas indican
rutas no estudiadas en los experimentos actuales, pero cuya participacion se justifica
por otros estudios (14,37-49).



Tabla 1.
Primers para Q-PCR
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ILI1B SENSE 5 -ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA-3’
ILIBREV 5-GTCGGAGATTCGTAGCTGGA-3'
JLI0 SENSE S-GAGAACAGCTGCACC CACTT-3’
IL10 ANTISENSE 5 -GGCCTTGCTCTTGTT TTCAC-3”
IL124 SENSE S -GAGGCCTGTTTACCATTGGA-3’
ILI2A ANTISENSE S -TCAAGGGAGGATTTTTGTGG-3”
IL{2B SENSE 3 -CATGGGCCTTCATGCTATTT-3’

IL12B ANTISENSE

5-TTT GCATTG TCAGGTTTCCA-3’

11234 SENSE

5 -CATGGGCCTTCATGCTATTT-3»

11234 ANTISENSE

5 -TTT GCATTG TCAGGTTTCCA-3

TNFA SENSE

5 -GTTGTAGCAAACCCTCAAGC-3'

TNFA ANTISENSE

5 TTGAAGAGGACCTGGGAGTA3'

XRPI SENSE

5 -TAAGACAGCGCTTGGGGATGGA-3 |

XBP! ANTISENSE

S-ATACCGCCAGAATCCATGGGGA-3

" GFPTI SENSE

SAATGCTGGTCCTGAGATTGG-3!

GFPTI ANTISENSE

S-TTGATTTTCAGTGCCCCTTC-3'

GAPDH SENSE

5 -GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3”

GAPDH ANTISENSE

S -AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3’

Primers para inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

[ 71124 Control SENSE

5-GCCGAACATTTCGCTTTCATT-3'

i IL124 Control REV

5 -ACTTTCCCGGOACTCTGGT-3”

11234 X2-Box-C/EBP SENSE

S.CTCTAGCCACAGCAACCACA-Y

IL234 X2-Box-C/EBP REV

5-GCCCGCCCTTTATACCAGCA-3

71L234 X2-Box medial SENSE

S-CTTAGCTGTTTCACTCGATGTT -3°

IL234 X2-Box medial REV

3" CAGGAGTTCTGGGTAGTCG-5

IL234 X2-Box distal SENSE

S.TTCCATTGGTGTCCACCTTA -3

1234 X2-Box distal REV

5« CTTTAGATTAAACATTTCCAGCA-3"

IL234 C/EBPR SENSE

S-TTCCCAGTTCTCCAAGTTCC-3

IL234 C/EBPB REV

5 TTGATTCCTACCTGATGCCC-3"

11234 ATF2 SENSE

5-CATTGCAAACAGCTCACCAT-3

{L234 ATF2 REV

S-ATTTCCTCACTTCCTCCTGC-3

- GFPTT X2-Box FWD

5- GAGTTTCTCCCTCCCTCTC-3"

i GFPTI X2-Box ANTISENSE

5- GCTCCATTGAACCGCTCAC -3°




