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Medicina de precision basada en el estudio de la contribucion de la
hipoxia a la agresividad del cancer de prostata

ANTECEDENTES E INTERES CIENTIFICO

El cancer de prostata es actualmente el cancer mas comun entre los varones europeos y representa la
tercera causa de muerte (www.globocan.iarc.fr). Esta patologia se inicia por la proliferacion aberrante de
las células epiteliales que causa la neoplasia intraepitelial de préstata (PIN, por sus siglas en inglés). El
crecimiento descontrolado de dichas células altera la estructura de la membrana basal de la glandula
prostatica, lo que lleva a la aparicién de lesiones invasivas (PCa). Estas lesiones invasivas, inicialmente
localizadas, pueden adquirir, sin embargo, un fenotipo metastasico (M) que es la causa principal de la
morbilidad asociada al cancer de préstatal. En efecto, la supervivencia al cabo de 5 afios decae de
aproximadamente un 99% a un 30% al comparar pacientes con tumores localizados 0 metastaticos,
respectivamente, en el momento del diagndstico de la enfermedad.

Hace un siglo, Otto Warburg realizé experimentos seminales en los que demostré6 que las células
cancerosas exhiben un metabolismo celular aberrante que es responsable, en buena parte, de su
capacidad para adaptarse y sobrevivir en un medio hostil favoreciendo su diseminacion a tejidos
distantes?. En este sentido, tras un analisis exhaustivo de los co- reguladores transcripcionales que
coordinan las diferentes redes metabdlicas, nuestro grupo ha puesto de manifiesto que PGCla
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) ejerce una actividad supresora
de metastasis en PCa®5. Desde un punto de vista mecanistico, PGCla promueve la respiracion
mitocondrial a expensas de la produccion de biomasa, y el receptor nuclear ERRa (Steroid hormone
receptor ERR1) es critico para la actividad supresora de metastasis de PGCla. Acorde con estos
resultados, la expresién de un conjunto de genes diana de ERRa, que estan bajo el control de la
expresion de PGC1a, esta progresivamente regulado a la baja en PCa y enfermedad metastasicas®.
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Figura 1: El co-regulador metab6lico PGC1a suprime la metastasis del cancer de prdstata. Analisis
de la expresién de PGC1a (A) o de la firma genética formada por un conjunto de 10 genes que da cuenta
de la actividad PGClo/ERRa (B) en prostata normal (N), tumor primario (PT) y especimenes
metastasicos (M) en dos bases de datos de pacientes (Taylor y Lapointe). Tamafio de la muestra: Taylor
N=29, PT=131y Met=19; Lapointe N=9, PT=13 y Met=4 (Imagen adaptada de 3y 5).

El factor de transcripcion HIF (Hypoxia Inducible Factor) se identifico inicialmente como un regulador de
la eritropoyesis en respuesta a hipoxiaé. No obstante, muy rapidamente se identificaron secuencias
HREs (Hypoxia Response Element) en las regiones reguladoras de otros genes 'y, entre ellos, un nimero
considerable de enzimas glicoliticas y metabdlicas’. Curiosamente, estos estudios revelaron la
regulacion de isoformas especificas con un patron muy semejante al previamente descrito en células
cancerosas como consecuencia del efecto Warburg, y establecieron una primera conexion entre
hipoxia/HIF y las alteraciones metabdlicas en cancer. Hoy sabemos que la hipoxia tumoral y el
metabolismo alterado son caracteristicas clasicas del cancer estrechamente relacionadas entre si que
avalan, por ejemplo, el uso de 18-FDG para el diagnéstico de cancer por tomografia por emision de
positrones (PET-FDG)8 Ademas, los tumores de prdstata con un mayor indice hipéxico son mas
agresivos y resistentes a terapias si bien se desconocen los mecanismos moleculares subyacentes®.

HIF es un heterodimero formado por una subunidad HIF-o que se expresa constitutivamente y una
subunidad HIF-B, cuya estabilidad determina la actividad del complejo?0. Existen tres isoformas HIF-a
(1a, 20y 3a), de las cuales HIF-1a y HIF-2a son las mejor estudiadas?!. La hidroxilacién de HIF-a (Pro%9?
y Pro®%*en el caso de HIF-1a humano) catalizada por las PHDs (Prolyl Hydroxylases Domain containing
proteins), desencadena su ubicuitinacion, mediada por VHL, y posterior degradacion en el proteasoma
12116 En condiciones basales, la vida media de HIF-a es extremadamente corta (tuz< 5 min). Por el
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contrario, la privacion de oxigeno estabiliza HIF-a al bloquear su hidroxilacion y posterior degradacion.
El aporte de oxigeno es, sin duda alguna, un factor determinante en la regulacion de las PHDs, pero no
es el unico. En efecto, diferentes rutas metabdlicas alteradas en cancer promueven la activacion de HIF.
Una posibilidad es la inhibicién de las PHDs como consecuencia de la disminucién en los niveles de
Fe(ll) o la disponibilidad de ciertos intermediarios del ciclo de Krebs como el 2-oxoglutarato (2-OG),
fumarato, succinato o citrato 1720, También, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
mutaciones en ciertos oncogenes y genes supresores de tumores activan HIF2%22, Mas recientemente,
fruto de un rastreo génico a gran escala, nuestro laboratorio ha puesto de manifiesto la implicacion de
dos nuevas enzimas, USP11 y USP29, en la regulaciéon no canonica de HIF-q.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La terapia con trastuzumab de pacientes con cancer de mama HER2* ejemplifica los beneficios de la
implementacién de la "medicina de precision" en cancer. Sin embargo, este tipo de aproximacién es hoy
en dia inexistente en el contexto del cancer de préstata agresivo. La aplicacion de tal estrategia requiere
la identificacién previa de las alteraciones moleculares asociadas al PCa, para definir vulnerabilidades
especificas frente a las que disefiar nuevas aproximaciones terapéuticas.

Resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que el estatus metabdlico de las células cancerosas
gobierna su potencial metastasico. En este contexto y dada la estrecha conexion entre hipoxia/HIF y la
reprogramacion metabolica, postulamos que la disponibilidad y utilizacién de oxigeno en cancer de
préstata determina su agresividad y ofrece una oportunidad terapéutica. Para abordar esta hipétesis,
propusimos 3 objetivos principales en la propuesta inicial:

Objetivo 1: Definir el papel de los sensores de oxigeno y las especies reactivas de oxigeno en la
adquisicién de propiedades invasivas en el PCa.

Objetivo 2: Analizar el potencial terapéutico de la manipulacién del oxigeno en el contexto del PCa.
Objetivo 3: Desarrollar un biomarcador pronéstico con poder predictivo basado en la utilizacion y
disponibilidad de oxigeno.

En el transcurso de este proyecto, y en base a los propios resultados, hemos afiadido un Objetivo 4:
Definir el papel de la hipoxia en la progresion del PCa a través de la regulacion del metabolismo de las
poliaminas (PAS).

RESULTADOS DEL PROYECTO

Objetivo 1: Definir el papel de los sensores de oxigeno y las especies reactivas de oxigeno en la
adquisicion de propiedades invasivas en el PCa.

Nuestros resultados han confirmado que la expresion de PGC1a en cancer de préstata metastasico va
acompafiado de una profunda disminucién en los niveles de HIF- o (HIF-1ay HIF-2a; Fig. 1Ay resultados
mostrados en justificaciones anteriores) y sus genes diana entre los que se encuentran CA9 (implicado
en la regulacion del pH), LDHA (enzima clave de la glicolisis y cuya represion podria resultar clave para
asegurar el metabolismo oxidativo asociado con la expresion de PGC1a) y BNIP3 que regula la
supervivencia (Fig. 1B). Esta regulacion implica la via PGC1a/ ERRa (Fig. 1B), acorde con los resultados
previos que posicionan ERRa como mediador esencial de la actividad supresora de metéstasis de
PGC1a.

Estos resultados obtenidos en modelos celulares han sido confirmados in vivo. En concreto, hemos
evaluado la expresion relativa de HIF-1a en tumores aislados de dos modelos murinos de PCa
disponibles en el laboratorio35: PTEN (PTEN ) y PTP (PTEN 7 x PGC1A ). En este contexto, hemos
detectado una mayor acumulacion de HIF-1a en el modelo PTP (Fig. 1C). Este modelo se caracteriza
por la pérdida simultanea de PGC1A y PTEN vy la aparicién de lesiones prostéticas invasivas que
progresan a metastasis frente al modelo PTEN que conserva intacta la expresion de PGC1a y se asocia
con lesiones prostaticas menos agresivas. Por otra parte, tal y como anticipamos, hemos puesto de
manifiesto que la pérdida de PGC1a genera un tumor “super-hipéxico” en el que la acumulacion de HIF-
la desborda su localizacion clasicamente restringida a zonas hipoxicas y abarca zonas en las que
disponibilidad de oxigeno no esta comprometida (Fig. 1D).
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Figura 1. La expresion de PGC1a neutraliza la sefalizaciéon hipéxica. A: Para inducir la expresion de
PGCl1ge, las células PC3 TRIPZ-PGC1A se trataron en presencia o no de DOX (0.5 pg/ml) durante 48h. Los
extractos proteicos se resolvieron en geles SDS y la expresion de HIF-a, CAIX, PGC1a y B-actina/GAPDH
(utilizado como control de carga) se analizd por WB. La grafica muestra los resultados correspondientes a
1 experimento representativo, de al menos 3 experimentos independientes, realizado en duplicados. B:
Células PC3 TRIPZ-PGC1A sgControl, sgERRa (en las que se delecioné ESRRA utilizando la técnica de
CRISPR/Cas9) se trataron como en A y se preparé el mRNA. Los niveles de CA9, LDHA y BNIP3 se
analizaron por RT-gPCR. La grafica representa los niveles de expresion relativos (media + SEM) en
presencia de DOX. Se utiliz6 One sample T-test (valor hipotético=1) para el analisis estadistico ** p <0.01,
*** n <0.005, **** p <0.001. C: Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia (tinciéon azul
para los nucleos con DAPI y verde para HIF-7a) de tumores de préstata de ratones de 3 meses de edad
correspondientes a dos genotipos diferentes: PTEN (n=5) y PTP (n=9). Estos genotipos desarrollan LGPIN
(neoplasia intraepitelial prostética de bajo grado) y carcinoma o HGPIN (neoplasia intraepitelial prostatica
de alto grado), respectivamente. D: Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia (tincién
azul para los nucleos con DAPI, roja para las regiones hipdxicas y verde para HIF-1a) de tumores xenografts
en funcion de la presencia o no de PGC1a. Para ello, generamos tumores “xenografts” con nuestro modelo
celular (PC3 TRIPZ-PGC1A) y previo al sacrificio de los ratones, realizamos la inyeccién de un marcador
tisular de hipoxia (HypoxyprobeTM) con el objetivo de analizar el grado de solapamiento entre la presencia
de zonas hipéxicas y la expresion de HIF-1« en funcién de la presencia o no de PGC1a.

Desde un punto de vista mecanistico, el efecto inhibidor de PGC1a sobre HIF-1a es independiente de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) e implica la via canodnica de regulacion de HIF-a dado que es
inversa y gradualmente proporcional a los niveles de hipoxia y se pierde al inhibir el proteasoma y la
actividad de las PHDs, los sensores de oxigeno (resultados presentados en justificaciones anteriores).
Ademas, nuestros resultados muestran un efecto inesperado y directo de PGC1a sobre los niveles de
expresion de los sensores de oxigeno. En detrimento de PHD1 y PHD3 y acorde con el papel clave de
PHD2 en laregulacion de HIF-1023, PGC1a aumenta los niveles de esta enzima (Fig. 2A). Dicho aumento
se asocia directamente con un aumento en la actividad hidroxilasa en base a la relativa baja afinidad de
PHD2 por el oxigeno?!. En concreto, PGC1a se une a la regién promotora del gen EGLN1 (que codifica
la proteina PHD2) a través de ERRa (Fig. 2B). Por ultimo, nuestros datos muestran el papel central de
PHD2 en la regulacién de HIF-1o. mediada por PGC1a. En este sentido, hemos demostrado que el
silenciamiento de EGLN1, pero no de EGLN2 ni EGLN3 que codifican PHD1 y PHD3, respectivamente,
neutraliza el efecto inhibidor de la expresion de PGC1a sobre la activacion de HIF-1a y su cascada de
sefializacion celular (Fig. 2C). En consonancia con la relevancia clinica de estos resultados, la expresion
de EGLN1/PHD?2 correlaciona positivamente con la expresion de la firma genética que da cuenta de la
actividad PGC1a/ERRa en diferentes bases de datos que analizan la expresion de genes en pacientes
con cancer de préstata (resultados mostrados en justificaciones anteriores).
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Figura 2. PGC1a regula la expresion de EGLN1/PHD2, mediador del efecto inhibidor de PGC1a
sobre la sefializacién hip6xica en cancer de prdstata. A: Células PC3 TRIPZ-PGC1A se trataron en
presencia o no de DOX (0.5 ug/ml) durante 48h y se extrajo el mRNA. Los niveles de los sensores de
oxigeno (EGLN2/PHD1, EGLN1/PHD2 y EGLN3/PHD3) se analizaron por RT-gPCR. La gréafica representa
los niveles de expresion relativos (media + SEM) en presencia de DOX. Se utiliz6 One sample T-test (valor
hipotético=1) para el analisis estadistico * p <0.05. B: Células PC3 TRIPZ-PGC1A se trataron como en A
y se aislé la cromatina que se inmunoprecipité (ChIP) con anticuerpos frente a PGC1a (panel izquierdo) o
ERRa (panel derecho). La presencia de la regién promotora de EGLN1/PHD2 en el DNA asociado a tales
inmunoprecipitados se analizé por gPCR. Las graficas representan la media £+ SEM normalizada frente a
IgG (utilizada como control negativo). Se utilizé One sample T-test (valor hipotético=1) y Paired T-test para
el andlisis estadistico * p <0.05. C: Tras el silenciamiento individual de cada una de las isoformas de las
PHDs, las células PC3 TRIPZ-PGC1a se trataron en presencia o no de DOX (0.5 ug/ml) durante 24h y se
extrajo la proteina. Los extractos proteicos se resolvieron en geles SDS y la expresion de HIF-1a, PHD?2,
PGC1a y B-actina/GAPDH (utilizado como control de carga) se analizé6 por WB. La gréfica muestra los
resultados correspondientes a 1 experimento, representativo de al menos 3 experimentos independientes,
realizado en triplicados.

En su conjunto, nuestros resultados sugieren un comportamiento antagénico de PGC1a e hipoxia vis-a-
vis de la expresion de HIF-a y su cascada de sefializacion. PGC1a se opone mientras que la hipoxia
promueve HIF-q.

Objetivo 2: Analizar el potencial terapéutico de la manipulacion del oxigeno en el contexto del PCa.

En primer lugar, hemos analizado la importancia del eje PGC1a/PHD2/HIF1a en la adquisiciéon de
propiedades invasivas de PCa in cellulo. Para ello, hemos creado una linea celular estable en la que
EGLN1/PHD2 ha sido silenciado usando shRNAs (short hairpin RNAs). Estas células, ademas,
sobreexpresan PGC1a de forma inducible gracias a la adicién de doxiciclina. Los resultados muestran
gue el silenciamiento de EGLN1/PHD2 no afecta al crecimiento de células tumorales (Fig. 3A), pero
promueve la supervivencia de estas células (Fig. 3B). Ademas, hemos puesto de manifiesto que el
silenciamiento de EGLN1/PHD2 rescata el efecto inhibidor de PGC1a sobre la generacién de tumores
en un contexto in vivo en el que evaluamos el tiempo libre de enfermedad de cada ratén (Fig. 3C).
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Figura 3. El eje PHD2/HIF1a rescata el efecto inhibidor de PGCla sobre la adquisicién de
propiedades invasivas de PCa. A: Células PC3 TRIPZ-PGC1A shControl y shEGLN1 se trataron en
presencia o no de DOX (0.5 ug/ml) durante 0, 3y 6 dias y se analizo su proliferacion. La expresion inducible
de PGC1a reduce la capacidad de crecimiento de las células tumorales PC3, pero el silenciamiento
constitutivo de EGLN1/PHD2 (85% de eficacia de silenciamiento) no altera su proliferacién. Las graficas
representan la media + SEM normalizada frente al niUmero de células el dia 0. Se utilizé Paired T-test para
el andlisis estadistico ** p <0.01. B: Células PC3 TRIPZ-PGC1A shControl y shEGLN1 se trataron en
presencia o no de DOX (0.5 ug/ml) durante 14 dias y se analizé la formacién de colonias por tincién con
cristal violeta. El silenciamiento de EGLN1/PHD2 rescata parcialmente el efecto inhibidor de PGC1a sobre
la capacidad de formacién de foci de las células tumorales. La grafica representa la media + SEM
normalizada frente a -DOX. Se utiliz6 One sample T-test (valor hipotético=1) para el andlisis estadistico **
p <0.01. Unpaired T-test se utilizé para el andlisis estadistico entre las muestras +DOX (* p<0,05). C: Se
inyectaron 100.000 células PC3 (+ shEGLN1 y + DOX) en 4 inyecciones/ratén en 4 flancos diferentes (n=5
ratones/condicién, 20 tumores en total/condicion) y se analizé la aparicion de tumores durante 40 dias. El
silenciamiento de EGLN1/PHD2 neutraliza el efecto de PGC7a aumentando el tiempo de aparicion de
tumores xenograft, y, por tanto, el tiempo libre de enfermedad en ratones inmuno-incompetentes. La
grafica representa la mediana + intercuartil de cada una de las condiciones experimentales. Se utilizé
ANOVA no paramétrico (Kruskall-Wallis) test para el analisis estadistico ** p <0.01.

En su conjunto, nuestros resultados confirman la relevancia del eje PGC1a/PHD2/HIF1a en la
adquisicién de propiedades invasivas de PCa acorde con el comportamiento antagénico de PGC1a e
HIF-a vis-a-vis de la progresion tumoral.

Objetivo 3: Desarrollar un biomarcador pronéstico con poder predictivo basado en la utilizacion y
disponibilidad de oxigeno.

Para el disefio de esta “firma hipdxica” combinamos los resultados de tres estudios independientes,
realizados a gran escala en modelos de prostata, en los que se analizaban genes diferencialmente
expresados en condiciones de hipoxia?426. Posteriormente, seleccionamos de este listado de genes
aquellos cuya perturbacion evidencia un valor pronostico en cancer de préstata. Para ello, utilizamos
como parametro de seleccion el tiempo libre de enfermedad hasta recurrencia bioquimica (DFS, por sus
siglas en inglés) y explotamos bases de datos publicas de expresion génica de tumores de préstata
usando CANCERTOOL (http://web.bioinformatics.cichiogune.es/CANCERTOOL/index.html)?7.  Asi,
recopilamos un total de 80 genes diferencialmente expresados en condiciones de hipoxia (32, 28 y 20,
respectivamente, en cada uno de los estudios anteriormente citados) con valor pronéstico en cancer de
préstata. Por ultimo, analizamos las posibles combinaciones de estos genes cuya perturbacion conjunta
presenta el mayor valor pronéstico utilizando de nuevo el valor de DFS en las bases de datos Glinsky,
TCGA y Taylor, segun la herramienta CANCERTOOL. De este modo, obtuvimos nuestra “firma hipdxica”
compuesta por un total de 6 genes (Figura 4A y B). Esta firma muestra, ademas, un valor prondstico en
cancer de mama y pulmon, pero no en cancer de colon, un resultado no necesariamente esperado
(Figura 4C).
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Figura 4. Desarrollo de la firma genética OXYGnature. A: esquema representativo de la estrategia
implementada para el desarrollo de la firma hipoxica. B: Asociacion de la firma hipoxica (azul/baja
expresidn: pacientes cuya expresion corresponde al ler cuartil; rojo/alta expresion: pacientes cuya
expresion corresponde al 4 cuartil) con los datos de tiempo libre de enfermedad hasta recurrencia
bioguimica (DFS) en tres bases de datos independientes que incluyen muestras de pacientes con cancer
de préstata: Glinsky, Taylor y TCGA. C: Andlisis semejante al de B solo que en este caso se han utilizado
bases de datos de pacientes con cancer de mama (panel izquierdo), pulmén (panel central) y colon (panel
derecho).

Objetivo 4: Definir el papel de la hipoxia en la progresion del PCa a través de la regulacién del
metabolismo de las poliaminas (PASs).

El efecto represor de PGC1la sobre el metabolismo de las poliaminas (PAs) se ha descrito recientemente
como uno de los mecanismos centrales por los que PGC1a ejerce su papel como gen supresor de
tumores y suprime la metastasis del cancer de proéstata?. Las poliaminas son unos metabolitos
cationicos (putrescina, espermidina y espermina) de gran importancia en numerosas funciones
biol6gicas entre las que se incluye la progresion de diferentes tipos tumorales?®. En concreto, nuestro
laboratorio demostré hace unos afios que un aumento en el metabolismo de estos metabolitos favorece
la progresion del cancer de prostata®. Sin embargo, resultados mas recientes muestran un efecto dual
de las PAs dado que la disminucién en el metabolismo de las PAs promueve un fenotipo de células
cancerosas super-resistentes. Esta paradoja es una de las lineas de investigacién prioritarias en nuestro
laboratorio dado que su comprensién podria ayudar a entender, entre otras, las razones por las que han
fallado los ensayos clinicos con inhibidores de la sintesis de PAs y por ende, abrir la oportunidad a
nuevas aproximaciones terapéuticas. En este sentido, nos planteamos una nueva hip6tesis de trabajo:
la hipoxia regula el metabolismo de las PAs.

Los niveles de PAs estan estrechamente regulados a nivel de su sintesis y catabolismo. La ornitina
descarboxilasa (ODC1) y la S-adenosilmetionina descarboxilasa (AMD1) son las dos enzimas limitantes
de la biosintesis de PAs (Fig. 5A). Nuestros resultados muestran que la hipoxia inhibe la expresion de
las enzimas mas relevantes implicadas en la ruta de biosintesis de PAs (Fig. 5B). Estos resultados son
coherentes con el papel de la hipoxia impulsando una reprogramacién génica que garantiza la
adaptacion celular a un déficit de oxigeno, y extrapolables no solo a diferentes modelos celulares de
préstata, incluidas lineas no transformadas sino también a modelos in vivo (Fig. 5B, C y resultados no
mostrados).
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Figura 5. La hipoxia reprime la biosintesis de PAs. A: Representacion esquematica de la ruta de
biosintesis de PAs. B: Células DU145 y PC3 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O>) o hipoxia (Hx; 1%
O2) durante 4 h 0 24 h. Se prepar6 ARNm y los niveles de las enzimas metabdlicas indicadas se analizaron
mediante RT-gPCR. El grafico representa los niveles de expresion relativos (media £ SEM) en hipoxia. Se
utilizé One sample T-test (valor hipotético = 1) para el analisis estadistico * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001. C: Ratones C57BL/6 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O3) o hipoxia (Hx; 10 % O) durante 24
h. Tras su sacrificio, se extrajeron los higados, se prepar6 ARNm y los niveles de las enzimas metabdlicas
indicadas se analizaron mediante RT-gPCR. EIl gréfico representa los “violin plots” de los niveles de
expresion de cada una de las enzimas. Se utilizdé T-test no paramétrico (Mann Whitney) para el andlisis
estadistico * p <0,05, *** p <0,001.

Para confirmar estos resultados, analizamos los niveles intracelulares de PAs mediante el uso de
PolyamineRED (PAred), un derivado de éster de glicina propagilico conjugado con TAMRA
(tetrametilrodamina) que penetra en las células y marca las PAs intracelulares (Fig. 6A). Incluso antes de
lo que podriamos anticipar como consecuencia del efecto represor de la ruta de biosintesis, el contenido
intracelular de PAs disminuye con la hipoxia. Estos datos se validaron igualmente midiendo los niveles de
PAs endbgenas por UPLC-MS en colaboracion con la Plataforma de Metabolémica de CIC bioGUNE (Fig.
6B).
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Figura 6: La hipoxia reduce el contenido de PA intracelular. A: Células DU145 se incubaron en
normoxia (Nx; 20% Oy) o hipoxia (Hx; 1% O) durante 4 h en presencia de PAred (30 uM) durante los
ultimos 10 minutos. El panel de la izquierda muestra la intensidad de fluorescencia media individual de
todas las células analizadas en un experimento representativo. El grafico de la derecha representa la
intensidad media + SEM. Se utilizé T-test para el analisis estadistico * p <0,05. B: Células DU145 (panel
izquierdo) y PC3 (panel derecho) se incubaron en normoxia (Nx; 20% O3) o hipoxia (Hx; 1% O2) durante
4 h 0 24 h. Los extractos celulares se prepararon y analizaron mediante UPLC-MS. El gréfico representa
el contenido relativo de Putrescina y Espermidina (media + SEM) en hipoxia. Se utiliz6 One sample T-test
(valor hipotético = 100) para el analisis estadistico ** p <0,01, *** p <0,001.

Intrigados por una reduccion tan temprana, investigamos el contenido de PAs intra- y extracelular. Los
datos presentados en la Figura 7A demuestran claramente que las células de cancer de préstata expulsan
la SPD tras una hipoxia aguda. Estos resultados sugieren que la disponibilidad de oxigeno controla la
dindmica de la secrecion de PAs. Para confirmar estos resultados, propusimos una doble aproximacion
experimental: en primer lugar, analizamos los niveles extracelulares de PAs en células expuestas a
diferentes niveles de oxigeno (20%, 10%, 5%, y 1%) (Fig. 7B); por otra parte, analizamos si este “trafico”
de PAs se frena al restablecer el aporte de oxigeno tras una hipoxia (Fig. 7C). Los resultados obtenidos
muestran claramente que la acumulacién de SPD en los medios condicionados es directamente
proporcional a la severidad de la hipoxia y cesa al incubar en normoxia las células inicialmente expuestas
a hipoxia. Por ende, podemos concluir que la secrecién de PAs es sensible a la disponibilidad de oxigeno.
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Figura 7: Lahipoxia aguda libera PAs al medio extracelular. A: Células DU145 (panel izquierdo) y PC3
(panel derecho) se incubaron en normoxia (Nx; 20% O3) o hipoxia (Hx; 1% O,) a lo largo de una cinética
de hipoxia de 15 min a 4 h. Se prepararon y analizaron extractos intracelulares (resultados no mostrados)
y medios condicionados mediante UPLC-MS. El grafico representa el contenido relativo de SPD (media +
SEM) en hipoxia. Se utilizé One sample T-test (valor hipotético = 100) para el andlisis estadistico * p <0,05,
** n <0,01. B: Células DU145 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O-) y/o concentraciones graduales de
hipoxia (Hx; 10%, 5% y 1% O,) durante los periodos indicados. Los medios extracelulares se prepararon
y los niveles de SPD se analizaron mediante UPLC-MS. C: Células DU145 se incubaron en normoxia (NXx;
20% Oy) y/o hipoxia (Hx; 1% O) durante los periodos indicados. Los medios extracelulares se prepararon
y se analizaron mediante UPLC-MS. El grafico representa el contenido relativo de SPD en los diferentes
puntos temporales de un experimento representativo.

Todos estos datos respaldan la participacion subyacente de un mecanismo de “oxygen sensing” y la
implicacion de un hipotético “sensor” de oxigeno (PAOS, PolyAmine Oxygen Sensor). Hasta el momento,
se han descrito tres tipos principales de sensores de oxigeno: la familia de las 2-OGDD entre las que se
encuentran las PHDs, el modelo MMS (Mitochondria-to-Membrane Signaling) inicialmente descrito en el
contexto del cuerpo carotideo y el sistema ADO41531.32_ Hemos evaluado el papel potencial de cada uno
de ellos en la secrecién de PAs utilizando inhibidores especificos: DMOG (inhibidor de la familia de las 2-
OGDDs), rotenona (inhibidor del complejo mitocondrial MCI), y dipiridilo (inhibidor de ADO). El uso de
estos inhibidores sugiere la implicacion del sistema ADO en la regulacion de la secrecién de PAs (Figura
8).
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Figura 8: La inhibicién de ADO mimetiza el efecto de hipoxia en la secrecién de PAs al medio
extracelular. Células DU145 se incubaron en presencia o ausencia de los inhibidores indicados (DMOG,
panel izquierdo; Rotenona, panel central; Dipiridilo, panel derecho) en condiciones de normoxia (Nx; 20%
0O2) o hipoxia (Hx; 1% O,) durante 4 h. Los medios extracelulares se prepararon y analizaron mediante
UPLC-MS. El grafico representa el contenido relativo de SPD (media £ SEM) en cada una de las
condiciones experimentales. Se utilizd6 One sample T-test (valor hipotético = 100) para el andlisis
estadistico * p <0,05, ** p <0,01.

Acorde con su naturaleza quimica y dado que las PAs son metabolitos altamente protonados, trabajos
pioneros de los afios 90 sugieren su organizacién intracelular en pequefias vesiculas intracelulares®3. En
este contexto y de cara a su posterior sefializacién autocrina/paracrina, resulta relevante establecer si las
PAs secretadas estan contenidas en vesiculas o si, por el contrario, las vesiculas intracelulares fusionan
con la membrana celular y las PAs “circulan” libres en el medio extracelular. Para abordar este
interrogante, hemos tamizado los medios extracelulares de las células incubadas en normoxia e hipoxia
(> o <de 10 kDa) y analizado su contenido en PAs. Los resultados mostrados en la Figura 9B indican que
las PAs secretadas en hipoxia circulan mayoritariamente libres en el medio extracelular (en la fraccion
correspondiente a < 10kDa). Por ultimo, hemos puesto de manifiesto que la secreciéon de PAs en respuesta
a hipoxia es un mecanismo que depende del uptake de Ca?* del medio extracelular (Fig. 9C). En efecto,
el tratamiento con ionomicina mimetiza el efecto de la hipoxia que, a su vez, se bloquea cuando el medio
extracelular carece de Ca?".
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Figura 9: Las PAs son secretadas al medio extracelular por un mecanismo dependiente de Ca®'y
circulan libres. A: Esquema del tamizado del medio extracelular realizado en base a la centrifugacion por
tamafio de sus componentes. B: Células DU145 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O>) o hipoxia (Hx;
1% Oy) durante 4 h. Los medios extracelulares se prepararon, tamizaron y analizaron mediante UPLC-
MS. El gréafico representa el contenido relativo de SPD (media + SEM) en cada una de las condiciones
experimentales. Se utilizé6 One sample T-test (valor hipotético = 100) para el analisis estadistico * p <0,05,



FDM-Ayudas a la Investigacién 2021 (Biomedicina) Edurne Berra y Arkaitz Carracedo
Informe FINAL

** pn <0,01. C: Células DU145 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O3), hipoxia (Hx; 1% O2) o0 en presencia
de ionomicina (1xM) durante 4 h. Los medios extracelulares se prepararon y analizaron mediante UPLC-
MS. El gréfico representa el contenido relativo de SPD (media + SEM) en cada una de las condiciones
experimentales. Se utilizé6 One sample T-test (valor hipotético = 100) para el analisis estadistico * p <0,05.
D: Células DU145 se incubaron en normoxia (Nx; 20% O>) o hipoxia (Hx; 1% O) durante 4 h en presencia
o0 ausencia de Ca?* en el medio. Los medios extracelulares se prepararon y analizaron mediante UPLC-
MS. EI gréfico representa el contenido relativo de SPD (media + SEM) en cada una de las condiciones
experimentales. Se utilizé One sample T-test (valor hipotético = 100) para el andlisis estadistico ** p <0,01.

En su conjunto, nuestros resultados sugieren un efecto dual de la hipoxia (hipoxia aguda e hipoxia cronica)
sobre el metabolismo de PAs (Figura 10). Ambos efectos convergen disminuyendo el contenido intracelular
de PAs si bien proceden por mecanismos aparentemente independientes. A corto plazo y en cuestién de
breves minutos, la hipoxia provoca la secrecién de PAs al medio extracelular, mientras que, a mas largo
plazo, la hipoxia inhibe transcripcionalmente la expresion de las enzimas de la ruta de biosintesis de estos
metabolitos. Ademas, el efecto de hipoxia aguda sobre el metabolismo de PAs involucra un nuevo
mecanismo de “oxygen sensing” (PAOS) a través de un sensor ADO, el cual regula la expresion/actividad
de una proteina efectora que favorece la secrecion lisosomal de las PAs (y muy probablemente de otros
componentes lisosomales) a través de un mecanismo dependiente de Ca?*.
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Figura 10. Efecto dual de la hipoxia sobre el metabolismo de PAs: modelo de trabajo propuesto.
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