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Resumen

Ademas de la capacidad de proliferacion y evasion de la muerte celular, las
células tumorales presentan un metabolismo energético que difiere de una célula
normal, volviéndolas capaces de sobrevivir en microambientes de estrés y
mantener una alta tasa de proliferacion, la cual requiere de una gran cantidad de
energia en forma de ATP. Las células normales obtienen el ATP de dos vias, la
glucdlisis y la fosforilacion oxidativa. En condiciones de aerobiosis, la obtenciéon
de ATP proviene en mayor proporcion de la mitocondria; mientras que en
anaerobiosis, la obtencién de ATP proviene en mayor proporcion de la glucolisis.
En cambio en células tumorales, el flujo de la glucdlisis se encuentra activo aun
en condiciones de aerobiosis. Estos cambios son el resultado de la
sobrexpresion de oncogenes e inhibicion de supresores tumorales involucrados
en la regulacion de las vias energéticas. Uno de los supresores tumorales mas
estudiados en el campo del cancer es la proteina p53, factor de transcripcion que
responde a diversos tipos de estrés como: estrés genotoxico, dafio al DNA por
radiacion ultravioleta, estrés nutricional e hipoxia. En respuesta, p53 modula
procesos de inhibicion del crecimiento tumoral, deteniendo el ciclo celular,
evitando la inestabilidad genética y regulando el metabolismo energético. En
mas del 60% de todos los tipos de cancer, p53 se encuentra mutado o inhibido,
provocando la pérdida de sus vias canonicas de supresion tumoral. En este
proyecto se evaluo la modulacién del metabolismo energético mediado por p53
en células de cancer cervicouterino: HeLa-L (con niveles muy bajos de p53),
HelLa-H (con sobrexpresion de p53) y en células de cancer de mama: MCF7 (con
niveles endégenos de p53) y p53shMCF7 (con un silenciamiento para p53) en
condiciones de normoxia (21% de Oz2) e hipoxia (0.1% de O2), condiciones en las
que p53 es fosforilado para su activacion y ademas, condiciones en las que un
tumor sélido se encuentra en crecimiento. Los resultados obtenidos demuestran
que p53 responde de una manera diferente dependiendo de la concentracién de
oxigeno presente en el medio. En normoxia p53 causa: un aumento del 60% en
(i) el flujo de la FO, (ii) el potencial transmembranal mitocondrial y (iii) el contenido
de proteinas mitocondriales, por otro lado, en condiciones de hipoxia, la
activacion de p53 causa: i) la disminucion del flujo glucolitico y ii) la disminucion
del flujo de la FO mediante la activacion de la autofagia, un proceso que involucra

degradacion mitocondrial y que es regulado por p53. El andlisis del metabolismo



energético en células con sobrexpresién de p53 nos permitié entender la fina
regulacion del supresor tumoral p53 sobre el metabolismo energético en
condiciones semejantes a las de un tumor solido en crecimiento, y que efecto

tendria la pérdida de esta proteina en células tumorales.



Summary

Besides the ability of proliferation and evasion of cell death, tumor cells have an
energy metabolism which differs from a normal cell, rendering them capable to
survive in stressful microenvironments maintaining a high proliferation rate, which
requires a high amount of energy as ATP. Normal cells obtained ATP from two
pathways, glycolysis and oxidative phosphorylation (OxPhos). In aerobic
conditions, normal cells obtain ATP mainly from mitochondria; while in
anaerobiosis, ATP comes in a greater proportion from glycolysis. In contrast, in
tumor cells, the flow of glycolysis is still active under aerobic conditions. These
changes are the result of the oncogenes overexpression and tumor suppressor
inhibition both involved in the energy pathways regulation. One of the most
studied tumor suppressor proteins in cancer field is p53, a transcriptional factor
involved in the regulation of a variety of genes linked in cell processes as well as
tumor growth inhibition, cell cycle arrest, genetic stability and regulation of energy
metabolism; however, it is mutated or inhibited in more than 60% of all cancers
types. In this project we evaluated the energy pathways modulation from human
tumor cells mediated by p53 in normoxia (21% 0O2) and hypoxia (0.1% O2)
conditions in which p53 is phosphorylated for activation and also conditions
where a solid tumor is growing. The results suggest that p53 responds differently
depending on the oxygen concentration present in the medium. While in normoxia
causes a 60% increase in (i) OxPhos flow, (ii) the mitochondrial transmembrane
potential and (iii) content of mitochondrial proteins, under hypoxic conditions,
activation of p53 causes i) inhibition of increased glycolytic flux by the bind with
HIF-1a (protein-binding protein) and ii) activation of autophagy, a process of
mitochondrial degradation. Analysis of energy metabolism in cells with
overexpression of p53 facilitate the understanding of the mechanisms of
regulation by the tumor suppressor p53 related to energy metabolism, and how
changes in the content of this protein have effects on the human tumor energy

metabolism.
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. INTRODUCCION

1. Epidemiologia del cancer

En el 2012, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd 8.2 millones de
defunciones relacionadas con cancer, representando en la actualidad la segunda
causa de muerte a nivel mundial después de las enfermedades cardiovasculares
(OMS, 2012). EI cancer es una enfermedad multifactorial que afecta diversos
organos y tejidos; dependiendo del tipo de cancer sera la calidad y sobrevida del
paciente. Por ejemplo, en el cancer de pancreas, glioma, pulmén y colorectal, la
sobrevida a 5 afnos es menor del 50% ademas de presentar una baja calidad de

vida.

En México, los tipos de cancer con mayor porcentaje de mortalidad en varones
son los de prostata (16%) y de traquea/bronquios/pulmén (13%). En mujeres,
los tipos de cancer de mayor porcentaje son de mama (14.5%), de cérvix
(10.12%) y de higadol/vias biliares (8.25%) (INEGI, 2013) (Fig. 1).

Hombres O prostata Mujeres @ mama
Traquea, bronquios, pulmén O cérvix
© otros O Higado, vias biliares

O Otros

-

Figura 1. Porcentaje de mortalidad por cancer en hombres y mujeres.



2. Definicién y caracteristicas del cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades que involucra células en
crecimiento acelerado con potencial de invasion a diversos organos y tejidos.
Las células que originan el cancer presentan al menos seis caracteristicas que
comparten independientemente del tejido de origen y las cuales se adquieren

durante el desarrollo y transformacion celular (Hanahan y Weinberg, 2000).

Segun Hanahan y Weinberg (2000) las caracteristicas del cancer son la
proliferacion descontrolada, la evasidén de los mecanismos de supresion tumoral,
la resistencia a muerte celular por apoptosis, la induccion de angiogénesis, la

evasion del sistema inmune y la reprogramacion metabdlica.

Aunque todos estas caracteristicas han sido materia de estudio en los ultimos
anos, la reprogramacion metabdlica ha sido una de las caracteristicas menos

estudiadas y se analiza a continuacion.
3. Reprogramacién metabdlica

Una caracteristica fundamental para las células tumorales es la capacidad de
mantener su proliferacién acelerada. Las células de los tejidos normales ajustan
su velocidad de proliferacién promoviendo la represion/activaciéon de algunas
proteinas del ciclo celular. En el cancer, las proteinas p21y p27 estan reprimidas
mientras que las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) se encuentran activas
con la finalidad de aumentar el numero de duplicaciones celulares tanto en
condiciones normales como cuando sobreviene algun tipo de estrés (Meek,
2009).

La proliferacion crénica y poco controlada del cancer involucra no solo cambios
sobre la regulacién de la proliferacion celular, sino también, provoca ajustes en
el metabolismo energético. En condiciones aerobias, las células normales oxidan
la glucosa citosodlica hacia piruvato (glucdlisis aerdbica); posteriormente, el
piruvato es trasportado hacia la matriz mitocondrial para la generacion de
NADH+H, FADH:2 e intermediarios metabdlicos que alimentan vias anapleréticas
mitocondriales como el ciclo de Krebs. EI NADH+ H es sustrato de la cadena

transportadora de electrones, cuya oxidacion promueve el transporte de



protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal. Los protones son

entonces sustrato de la ATP sintetasa para la producciéon de ATP.

En condiciones anaerobias, el piruvato es preferentemente transformado hacia
lactato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Sin embargo, en las células
cancerosas ya sea en condiciones aerdbicas o anaerodbicas, la velocidad de
glucdlisis es mayor con respecto a una ceélula normal como se explica a

continuacion.
4. Metabolismo energético de células tumorales en normoxia

En 1942, Otto Warburg describié por primera vez que la célula tumoral mantenia
una alta actividad glucolitica comparada con la célula normal aun en condiciones
aerobicas (efecto Warburg). Recientemente se ha propuesto que la activaciéon
de la glucdlisis esta ligado a la sobreexpresion y activacion de oncogenes (h-
RAS, k-RAS o c-MYC) o la presencia de mutaciones en genes supresores de
tumor (TP53) que regulan directa o indirectamente a las enzimas glucoliticas
(Jones y Thompson, 2009; Gatenby, 2004). La familia de proteinas RAS
comprende proteinas de tipo GTPasa ancladas a la membrana plasmatica, la
cual forma parte de la via de sefializacion de MAPK/ERK1/2 involucradas en la
proliferacion y el metabolismo celular. El proto-oncogen c-MYC codifica para un
factor de transcripcion involucrado en proliferacidon, crecimiento celular y
aumento de la transcripcion de proteinas glucoliticas como la lactato
deshidrogenasa A (Dang et al. 1999), la sobrexpresidon de estas proteinas en
diversos tipos de cancer causan efectos de supervivencia y cambios en el

metabolismo celular.

Las células cancerosas también presentan cambios a nivel de mitocondria.
Recientemente se reportd en ciertos tipos de cancer que enzimas involucradas
en la via de la FO como la isocitrato deshidrogenasa (IDH) del ciclo de Krebs,
presenta mutaciones que cambian los parametros cinéticos de esta enzima (Yen
et al.,, 2010); ademas, en algunas células cancerosas se ha observado un
aumento en el contenido de la glutaminasa (GA) mitocondrial, lo que indica una

oxidacién activa de glutamina en la mitocondria (Wise et al., 2008).



5. Metabolismo energético de células tumorales en hipoxia

La hipoxia se define como una condicion alejada de los vasos sanguineos y en
la que crecen la mayoria de los tumores solidos. Se ha estimado que la
concentracion de oxigeno presente en el microambiente tumoral oscila entre los
10-14 uM (considerado hipoxia severa, ~0.1% de Oz2). La concentracion de
oxigeno limitante se asocia con activacion de la glucdlisis y el abatimiento de la
FO.

Glucdlisis. La hipoxia promueve la sobreexpresion de proteinas altamente
modulables por la concentracion de oxigeno intracelular como las prolil
hidroxilasas (PH). Estas enzimas tienen dominios estructurales sensibles a
oxigeno y activan vias de sefializacion involucradas en la defensa antioxidante y
en la estabilizacion de algunos factores de transcripcidn que modulan al
metabolismo glucolitico (Cummins et al., 2006; Wang et al., 1995). Por ejempilo,
el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), el cual tiene como blanco a los
transportadores de glucosa (GLUT 1y 2), la hexocinasa 1y 2 (HKl y II), la hexosa
fosfato isomerasa (HPI), la fosfofructocinasa 1 (PFKI), la aldolasa (ALD), la
gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la enolasa (ENO) y la lactato
deshidrogenasa (LDH) (Semenza, 1994). Al parecer, la activacion glucolitica en
hipoxia tiene como funcién aparte de la sintesis de ATP, la produccién de
intermediarios metabdlicos que son sustratos de otras vias catabdlicas como son
la via de las pentosas fosfato (PPP), la sintesis de aminoacidos (alanina, serina,
glicina), la sintesis de glicerol; todas ellas requeridas durante la duplicacién

celular.

Fosforilacion Oxidativa: En hipoxia, el trabajo mitocondrial disminuye
considerablemente, esto por la disminucion en la actividad de algunas enzimas
involucradas en el aporte de sustratos para la cadena respiratoria como la
20GDH y la GA (Rodriguez- Enriquez, 2010). Aunque podria sugerirse que la
disminucion del trabajo mitocondrial es debido a la baja concentracion de
oxigeno presente en el microambiente, se ha reportado que la concentracion en
regiones hipoxicas es aun suficiente para la activacion del complejo IV de la
cadena transportadora de electrones (Km de COXIV por 02=0.4 puM)
(concentracion estimada= 10-14 uM de 0O2). Otro proceso probablemente
involucrado en esta respuesta ante la hipoxia es la disminucion del numero de

4



mitocondrias derivada de la activacion mitofagica; sin embargo, hasta el
momento no se ha correlacionado la disminucion en el flujo con la activacién de

este proceso.

Al igual que los oncogenes, como c-Myc, H-Ras y HIF-1a, que confieren estas
propiedades a la célula tumoral, existen proteinas denominadas “supresoras
tumorales”; como su nombre lo indica, son proteinas que inhiben o contrarrestan
las adaptaciones de una célula tumoral a ambientes hostiles. Una de las
proteinas mas importantes en este grupo es p53, un supresor tumoral que se

encuentra mutado o inactivo en la mayoria de los tipos de cancer.
6. La proteina p53

p53 es una proteina que pertenece al grupo de los factores de transcripcion que
regula procesos celulares involucrados en la estabilidad genética y la muerte
celular (Meek, 1998). Recientemente se demostré que p53 también es capaz de
regular las vias energéticas, modificando los niveles de transcritos de algunos
genes o interaccionando directamente con proteinas involucradas en esta via,
por lo que se ha propuesto como una proteina esencial en el desarrollo y

metabolismo intermediario del cancer (Assaily et al., 2006).

Desde su descubrimiento en 1979 por el grupo de Arnold Levine, p53 ha sido
estudiado en diversos modelos experimentales, incluyendo lineas celulares tanto
normales como cancerosas y modelos animales, por lo que se ha recopilado

informacion esencial sobre sus multiples funciones.

p53 esta formado por cinco dominios estructurales: 1) un dominio de
transactivacion o dominio N- terminal donde se regula su fosforilacion/
desfosforilacion en los residuos de activacion; 2) un dominio rico en prolina
vinculado al proceso de muerte celular programada o apoptosis; 3) un dominio
de union al DNA y lugar de reconocimiento de sus elementos de respuesta; 4)
un dominio de tetramerizacién, donde se lleva a cabo la oligomerizacion de los
monomeros de p53 y 5) un dominio de regulacién/acetilacidn que confiere
estabilidad en la union de p53-DNA (Roémer et al., 2006; Vousden 2006; Meek et
al., 1998).



En diversos tipos de cancer como el de pulmén, colorectal, ovario y glioma, esta
proteina tiene un alto porcentaje de mutacién (40-70% dependiendo del tipo de
cancer), siendo el dominio de union al DNA el sitio con mayor indice de
mutabilidad (Hollstein et al., 1991). Diversos estudios clinicos han demostrado
una correlacion entre la presencia de estas mutaciones con el grado de
malignidad y baja prognosis de pacientes con cancer (Muller and Vousden 2014).
En pacientes con cancer de mama, subtipo triple negativo, se ha encontrado un
alto porcentaje de p53 mutado, este subtipo es el que presenta mayor malignidad
y baja supervivencia a 5 afos; otro ejemplo es la correlacion de la presencia de
mutaciones en p53 y la baja supervivencia en pacientes con cancer de ovario,
en ambos casos, la expresion de p53 mutado o deletado fue significativamente
mayor en pacientes con baja respuesta al tratamiento (Tommasino et al., 2003;
Erickson et al., 2004; Langerod et al., 2007). Desde el punto de vista metabdlico,
varias mutaciones de p53 activan la glucolisis tumoral (cancer de colon y mama)
promoviendo la translocacion de los transportadores de glucosa y la sobre
expresion de la HKIl y la PGAM (Goel et al., 2003; Zhang et al., 2014), lo que
podria indicar un aumento en el flujo glucolitico. Sin embargo, hasta el momento
no se ha evaluado si la modulacién que tiene p53 no mutado sobre las enzimas
del metabolismo energético, realmente se ve reflejado en el flujo total de ambas
vias energéticas. Por lo anterior nuestro estudio resulta de interés ya que sienta
las bases bioquimicas de los cambios metabdlicos asociados con p53 no
mutado, para su futura extrapolacion en un modelo mas cercano a lo observado

en la clinica, células con p53 mutado.
7. Regulacion del metabolismo energético mediado por p53

La relacién de p53 con el metabolismo energético se describié en el 2004,
cuando se demostré en osteosarcoma SaOS-2 y rabdomiosarcoma CCL-136
que su sobreexpresion correspondia con una disminucion (a) en los niveles (40-
50%) de algunos transcritos de proteinas glucoliticas (GLUT1, GLUT3, GLUT4,
PGAM) (Schwartzenberg et al., 2004; Kawuauchi et al., 2008); (b) en el consumo
(30%) de glucosa externa y (c) en el contenido de fructosa 2,6 bisfostato, un
activador alostérico de la PFK-I (Vousden et al., 2009; Bensaad et al., 2006) (Fig.
2). Estos resultados sugirieron que p53 podria afectar negativamente a la

glucdlisis tumoral, contrarrestando el “Efecto Warburg” (Vousden et al., 2009);

6



sin embargo, los flujos glucoliticos no fueron medidos experimentalmente (Fig.
2).

Por otro lado, p53 también modula genes y proteinas involucradas en el
metabolismo mitocondrial. En comparacion con lo que se ha publicado para la
glucolisis, p53 activa el flujo de la FO mediante la activacion de la transcripcidn
de genes que codifican para proteinas mitocondriales (Zhou et al., 2003). En
células de cancer de colon HCT116 y en fibroblastos de embrién de raton MEFs,
p53 aumentd 2-12 veces el transcrito de la proteina SCO2, involucrada en la
sintesis de la citocromo oxidasa y de la glutaminasa (GA) (Matoba et al., 2006;
Hu et al., 2010) (Fig. 2). SCO2 es un cofactor esencial para la transcripcion de
la subunidad | del complejo IV de la cadena transportadora de electrones y la GA
es una enzima involucrada en el metabolismo de la glutamina, lleva a cabo la
reaccion de desaminacion de la glutamina hacia glutamato. Otra enzima
mitocondrial que ha sido descrita como posible blanco de p53 es la piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK), la cual es inhibida transcripcionalmente por p53
de una forma directa; la PDK fosforila a la piruvato deshidrogenasa (PDH)
inactivandola y evitando la oxidacion de piruvato (Contractor et al., 2012) (Fig.
2).

Existen otras proteinas mitocondriales reguladas por p53 como son el factor
inducible por apoptosis (AlIF) y la proteina Parkin. Al parecer, AIF confiere
estabilidad al complejo | de la cadena transportadora de electrones, mientras que
Parkin de una manera no tan clara favorece la FO y disminuye la glucdlisis
(Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011).

Desafortunadamente en todos estos trabajos, el analisis de p53 sobre el
metabolismo energético se ha analizado midiendo unicamente los niveles de los
transcritos y los contenidos de algunas proteinas. En un estudio realizado por
nuestro grupo de trabajo se demostré que el cambio en el contenido de transcrito
no siempre correlaciona con cambios en los niveles de proteina, en sus
actividades enzimaticas ni en el flujo total de la via en la que participa (Moreno-
Sanchez et al. 2016). Por lo que resulta de nuestro interés realizar un analisis
global donde varios de los parametros como contenido de proteinas, actividades

y flujos sean medidos simultdneamente.
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Figura 2. Efecto de p53 sobre el metabolismo energético en normoxia (21% 0). p53 inhibe
a GLUT1, GLUT3 y GLUT4 y a la fosfoglicerato mutasa (PGAM); a su vez p53 activa a TIGAR,

un inhibidor indirecto de la glucélisis el cual baja los niveles del activador glucolitico de la PFKI,

fructosa 2,6 bisfosfato. En paralelo, p53 aumenta los transcritos de proteinas de la FO como la
glutaminasa (GA), la enzima de ensamblaje de la citocromo oxidasa (SCO2), el factor inducible
por hipoxia (AIF) y Parkin. Lo reportado sugiere un efecto contrario mediado por p53, una

disminucion de la glucdlisis y un aumento en la fosforilacion oxidativa.



8. p53 y autofagia

La autofagia es un proceso de autodegradaciéon, que sirve como fuente de
energia en condiciones de estrés nutricional; también juega un papel importante
en la remocion de proteinas no empaquetadas o agregados protéicos y
eliminacion de organelos dafiados como mitocondrias, reticulo endoplasmico,
peroxisomas etc. (Glick et al., 2010). Multiples genes que transcriben proteinas
involucradas en este proceso son reguladas por p53, por ejemplo, DRAM, BNIP3
y Beclina1 (Azad et al. 2010). P53 tiene un papel dual sobre la activacién
autofagica dependiendo de su localizacién intracelular. La localizaciéon nuclear
de p53 permite la activacion la transcripcion de genes de autofagia, mientras que
su localizacion citosdlica inhibe la autofagia mediante su unién con la membrana

mitocondrial (Tasdemir et al., 2008).

Ademas del estrés nutricional, la hipoxia también activa la autofagia mediada por
p53; sin embargo, hasta el momento se desconoce la via por la cual se enciende
este proceso en condiciones de hipoxia. Se ha reportado en diversas lineas
celulares tumorales (HEK-293, MDA-MB231, U87, ZR-75) que la hipoxia severa
aumenta la degradacion mitocondrial a través del aumento en la transcripcion de
las proteinas mitofagicas BNIP3, beclina 1 y DRAM que ademas son blanco de
p53 (Azad et al., 2010). Por lo tanto, la activacion de este proceso puede verse

reflejada en el metabolismo energético mitocondrial.



Hipotesis.

La presencia de p53 afectara el metabolismo energético aumentando la

sensibilidad de la fosforilacion oxidativa a la hipoxia mediante la activacion

mitofagica.

Objetivo general

Determinar el efecto de p53 sobre el flujo de la glucdlisis y la FO en condiciones

de hipoxia en células tumorales.

1.

Objetivos particulares.

Determinar la funcionalidad de p53 en células HelLa-L (células carentes
de p53) y HelLa-H (células con sobrexpresion de p53) en normoxia e
hipoxia.

Determinar el efecto de p53 en el crecimiento y proliferacion de células
HelLa-L y HeLa-H en normoxia e hipoxia.

Evaluar el efecto de p53 sobre los niveles de proteinas glucoliticas y
mitocondriales asi como el potencial transmembranal mitocondrial y el
flujo de ambas vias.

Evaluar el efecto de p53 en el metabolismo energético de células MCF7
(con expresion endoégena de p53) y p53shMCF7 (con un silenciamiento
de p53).

Evaluar el efecto del inhibidor de p53, pifitrin- a, sobre la modulacion del
metabolismo energético en las diferentes lineas celulares.

Identificar la autofagia como posible mecanismo de regulacion del

metabolismo mitocondrial.

10



IV.  Material y métodos

Las células HelLa- L (L, del inglés “low” o concentracion baja de p53) son las
células obtenidas de la ATTC. Las células HelLa- H (H, del inglés “high” o alto
contenido de p53) fueron transfectadas establemente con un vector que
sobreexpresa el gen de p53 de una forma constitutiva) tal como se describe a

continuacion.

1. Transfeccion de células HeLa y MCF7.

La transfeccion de células HeLa con p53 y el silenciamiento de p53 en las células
MCF7 se llevo a cabo en colaboracion con el Dr. Patricio Gariglio del laboratorio
de genética molecular del CINVESTAV.

Para la transfeccion de p53 en células HeLa se sembraron aproximadamente
50,000 células en cajas de petri de 60 mm y se incubaron con 0.5 ug de plasmido
pCMV- Neo- Bam WT (donado por el Dr. Bert Vogelstein de la Universidad de
Johns Hopkins, Baltimore, USA), y se utilizé lipofectamina 2000, marca
Invitrogen, siguiendo las especificaciones por el fabricante. Después de la
transfeccion, las células se seleccionaron con 1200 pg/mL antibidtico G418 y se
mantuvieron en medio DMEM completo mas 800 pg/mL de G418 para mantener
una transfeccioén estable.

Para el silenciamiento de p53 en células MCF7 se utilizé un kit de silenciamiento
(Sure Silencing RNA Interference Plasmid Based; SA Bioscience); se utilizaron
0.5 ug de plasmido de silenciamiento vy lipofectamina 2000™, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después de la transfeccion, se afiadieron 800 pg/mL

de antibidtico G418 para mantener una transfeccion estable.

2. Condiciones de cultivo

Las diferentes lineas celulares se sembraron (5 x108 células/mL) en cajas de
Petri de 60 mm en 5 mL de medio Dulbecco MEM (Gibco; ThermoFisher,
scientific, MD, USA) condicionado con 25 mM glucosa, 4 mM glutamina, 40 mM
piruvato y una mezcla de aminoacidos esenciales y no esenciales (0.2- 4 mM)

suplementado con 5-10% de suero fetal bovino y 10,000 U de
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penicilina/estreptomicina. Posteriormente fueron incubadas en 5% de CO:2 y
95% de aire (21% de O2) a 37°C.

La genotipificacion de las lineas celulares se llevo a cabo en el Instituto Nacional
de Medicina Genomica (INMEGEN) Cd de México, indicando que las células
HelLa presentan 15 de los 16 alelos candnicos que tiene la clona original del
ATCC, mientras que las células MCF7 presentaron 16 de 16 alelos; estos alelos
marcadores no se modificaron por el proceso de sobreexpresion o silenciamiento
de p53.

3. Condiciones de cultivo en hipoxia

La hipoxia se generd en una camara modular Billups- Rothenberg, MIC-101. Las
cajas de cultivo con medio DMEM fresco se colocaron dentro de la camara junto
con un recipiente que contenia 50 mL de agua destilada (para mantener la
humedad), se cerr6 herméticamente y se desplazé el oxigeno interno con una
mezcla de 5% COz2, 95% de nitrogeno y 0.1% de O2, durante 15 minutos a un
flujo de 15-20 Lmp hasta alcanzar una concentracion interna de Oz2de 0.1-0.2%
(10-14 pyM de oxigeno). Los experimentos se llevaron a cabo en la fase
exponencial de crecimiento de las células (72 horas) para las determinaciones
(HOkel y Vaupel, 2001).

4. Obtencion de suspensiones celulares para la medicion de flujos

energéticos en las condiciones experimentales.

Después de 24 horas, las células se cosecharon con 2 mL de tripsina, se lavaron
con 10 mL de Ringer Krebs (RK) (125 mM NaCl, 5 mM de KCI, 25 mM de HEPES,
1.4 mM de CaClz, pH 7.4) y se centrifugaron a 1500 rpm por 3-4 min a 4°C. El
botdn celular se resuspendié en 0.5-1 mL de RK. Se midi6 la concentracién de
proteina por el método de Biuret y la viabilidad mediante la tincidon con azul de
tripano al 1%. Las suspensiones obtenidas se utilizaron para las mediciones

experimentales.

Para medir el flujo de la FO y la glucdlisis se utilizaron suspensiones celulares

frescas de ambas lineas celulares provenientes de normoxia e hipoxia.

La FO se midi6é polarograficamente registrando el consumo de oxigeno sensible

a oligomicina 5 yM (Rodriguez- Enriquez et al., 2010) con un electrodo tipo

12



Clark. En 1.9 mL de RK se anadieron 4 mg de proteina total celular/mL a 37°C.
Una vez obtenido el estado estacionario de respiracion celular total se adiciond
de oligomicina (inhibidor de la ATP sintetasa) para revelar la FO puesto que en
las células existen otras enzimas que consumen oxigeno y podrian sobre-

interpretarse los datos.

Los calculos de la velocidad se realizaron considerando que la altura de la
Ciudad de México a 37°C hay disueltos 380 nanogramo atomos de oxigeno
(ngAtO)/mL (~190 uM de O2). Para los calculos, se trazé la pendiente que marca
el consumo de la muestra por unidad de tiempo, tomando en cuenta 100
segundos, posteriormente se hizo una determinacion de consumo de oxigeno de
la muestra normalizando a 60 segundos, normalizando posteriormente por mg

de proteina presente.

La glucdlisis se midié por ensayo enzimatico como se describe a continuacion.
En tres viales de plastico se colocaron 5 mg de proteina celular/mL de RK en un
volumen total de 2.5 mL y se mantuvieron en agitacion constante (150 rpm) a
37°C. Después de 10 minutos de incubacion se adicioné glucosa a cada una de
las muestras hasta obtener una concentracion final de 5mM. En el segundo vial
se anadié ademas 10 mM de 2 desoxiglucosa (2DOG), inhibidor de la enzima
exosa fosfato isomerasa (HPI) (Pelicano et al., 2006) y al tercero se anadié 1uM
de rotenona para descartar la generacion de lactato a partir de glutamindlisis. La
adicion de los inhibidores se realizé para determinar el lactato que proviene de
la oxidacion de la glucosa externa y el lactato generado por la via de la
glutamindlisis. Al minuto 0, 5y 10 se detuvo la reaccién con 10% (v/v) de acido
perclorico frio. A las muestras se le afnadid 50 pl de indicador Kodak para
neutralizarlas a pH 7 con 50- 80ul de una solucién de 3 M de KOH, 0.1 M Tris,
posteriormente se congelaron a -70°C. El lactato formado se cuantifico
espectrofotométricamente a 340 nm midiendo el NADH formado en una reaccion
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en medio Hidrazina (0.4
M)- Glicina (0.5 M), pH 9. La velocidad se la glucdlisis se calculé por la diferencia
de absorbancias mediante la generacion de NADH+H, el coeficiente de extincion
molar del NADH y el tiempo de reaccion (Marin- Hernandez et al., 2006).
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5. Inmunoensayos

Los extractos de proteina empleados para los inmunoensayos se obtuvieron con
200-400 pL de RIPA. Las muestras obtenidas se separaron en condiciones
desnaturalizantes por SDS-PAGE al 10% (electroforesis en geles de
poliacrilamida a 250 mV). Las proteinas fueron transferidas (15 'V, 297 mA) a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Una vez hecha la transferencia,
la membrana fue incubada con 5% de leche libre de grasa y 0.1% Tween- 20 en
TBS 1x por una hora, se incubé con el anticuerpo primario: ND1, COXIV,
ATPase, GA, PHD ANT, 20GDH, GLUT1, GLUT3, HKII, PFKI, LDH-A, p53, P-
p53, FOXO3A, P-FOXO3A, HIF, TIGAR, LAMP1, Atg3, BNIP3, actina, marca

santa cruz en una dilucion 1:1000 en TBS 1x y 5% leche para cada anticuerpo.

El anticuerpo primario se incubd durante toda la noche en refrigeracién (4-8° C).
Posteriormente, se lavé la membrana tres veces durante 15 minutos con TBS
1x- Tween-20 y se incubo con el anticuerpo secundario anti- ratén, anti- cabra o
anti- conejo, segun sea el caso, marca santa cruz, en una dilucién 1:2000 durante
2 horas en refrigeracion y posteriormente se lavé 3 veces durante 15 minutos
con TBS 1x- Tween-20. Se anadieron 500 pL de soluciéon de
quimioluminiscencia y se reveld usando papel fotografico (Kodak). Las bandas
obtenidas se analizaron por densitometria con el software Image J. Los
resultados se presentan por doble normalizacién con respecto al control de carga

y a hormoxia.
6. Analisis de p53 por inmunofluorescencia

Se sembraron 300,000 células en cajas petri de 35 mm las cuales fueron fijadas
con paraformaldehido al 4% y permeabilizadas con 0.1% (w/w) de tritébn X- 100
a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron incubadas con
anticuerpo primario de p53 o P-p53 (ser-15) (Abcam; Cambridge, MA, USA) a
una dilucion 1:200, asi como con 15 pg DAPI/mL (Abcam) y fueron revelados
con Alexa488 (Abcam). Las imagenes de fluorescencia fueron detectadas con el
sistema EVOSFL Auto Cel Imaging (Life Technologies; Grand Island, NY, USA).
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7. Determinacion de mitocondrias y lisosomas por microscopia

confocal

Para la determinacidon del contenido mitocondrial y lisosomal por microscopia
confocal, se sembraron 30,000 células en cajas Petri de 35mm de fondo de vidrio
marca Matek corning en 5 mL de DMEM empleado en las condiciones citadas
anteriormente. Después de 24 horas de hipoxia, ambas lineas celulares bajo las
diferentes condiciones experimentales se lavaron con PBS y se afadié medio
DMEM mas 500 nM de Mitro-tracker green (MTR) para el marcaje de
mitocondrias y Lysotracker red (LTR) para el marcaje de lisosomas se incubaron
a 37° C durante una hora; transcurrido el tiempo, se lavaron dos veces con PBS
y se afiadio DMEM con 160 nM mas de cada uno de los fluoroforos para su
analisis en el microscopio confocal. El microscopio utilizado fue un ZEISS-LSM
510 META. La fluorescencia del MTR se midié a 516 nm y el LTR a 590 nm, se
utilizé un laser de helio/nedn para excitar el LTR y un laser de argén para MTR.
El analisis de las imagenes obtenidas se llevdo a cabo mediante el software
ImagedJ (NIH, Bethesda, MD, USA).

8. Determinacion del potencial transmembranal mitocondrial

Para los ensayos de determinacién del potencial transmembranal mitocondrial,
se incubé 0.25 yM de Rhodamina-6-G en 2 mL de RK a 37°C durante
aproximadamente 15 minutos hasta llegar una estabilizacién de la fluorescencia
y descartar disminucion de la fluorescencia inespecifica, posteriormente se inicié
el experimento con la adicién de 0.25 mg de proteina total. EI cambio en la
fluorescencia de la Rhodamina 6-G se determiné con un espectrofluorometro
RF-5301PC (Tokyo, Japén) a una longitud de onda de excitacién de 480 nm y
una longitud de onda de emision de 565 nm. Al final de cada experimento, se
afiadio 5 yM de CCCP (desacoplante mitocondrial) para establecer la magnitud

del cambio en la senal de fluorescencia derivada de la mitocondria.

15



V. Resultados

1. Nivel de mRNA de p53 en condiciones de normoxia

Una vez obtenidas las lineas celulares transfectadas, se determiné la expresion
del RNA mensajero (MRNA) de p53 HelLa-L (bajo contenido de p53) y en HelLa-

H (con p53 sobre-expresado) (nuestro principal modelo experimental).

Al evaluar el mRNA de p53 en HelLa-H no se obtuvo un aumento significativo
comparado con HelLa-L (tabla 1). EI cambio en el contenido del mRNA de p53
solo fue significativo en condiciones de hipoxia, donde se aumenté 3.3 veces con
respecto a HelLa-L en normoxia (tabla 1). A partir de estas clonas obtenidas, se
llevd a cabo el analisis general del metabolismo energético en ambas

condiciones.
2. Contenido de p53 y de sus proteinas blanco en normoxia e hipoxia

En normoxia, el contenido de p53, P- p53 (ser 15, estado fosforilado y activo) asi
como sus blancos candnicos involucrados en la muerte celular por apoptosis,
PUMA y NOXA aumentaron significativamente (2-5 veces) en HelLa-H vs. HelLa-
L en normoxia (Fig. 3A). Este patron también se evalu6 en condiciones de hipoxia
(0.1% Oz, 24 h); como respuesta a esta condicidon, aumento el contenido de p53
y de su fosforilacion en serina 15 (-p53) y en el contenido de PUMA y NOXA en
HelLa-H vs. HeLa-H en normoxia. En células HelLa-L, |la hipoxia provocé cambios
en el contenido de P- p53 y en NOXA pero PUMA no fue detectado, los cambios

fueron mas sutiles que en células HelLa-H (Fig. 3, A).

Al evaluar el contenido de éstas proteinas en células MCF7 y shp53MCF7 en
normoxia, en células shp53MCF7 se observé una disminucién del 50- 60% en el
contenido de los blancos candénicos de p53 NOXA, PUMA y TIGAR con respecto
a células MCF7 en normoxia. Al evaluarse en condiciones de hipoxia, mientras
que en células MCF7 hay un amento de 2- 3 veces en el contenido de sus
blancos candnicos, en células shp53MCF7, no hubo cambios para el contenido
de NOXA, TIGAR aumenté y una disminucién en el contenido de TIGAR. (figura
3, B).
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Figura 3. Analisis del contenido de proteinas reguladas por p53 en normoxia e hipoxia mediante
Western Blot. P53, P-p53, PUMA, NOXA y TIGAR, fueron evaluadas para determinar la funcionalidad de
p53 en el modelo experimental. A) Contenido de blancos de p53 en normoxia e hipoxia en células HelLa-L
y HelLa-H, imagen representativa de al menos tres experimentos independientes, doble normalizacion vs.
actina, vs. normoxia. 2 P< 0.01 vs. HelLa-L en normoxia. B) Contenido de blancos de p53 en normoxia e
hipoxia en células MCF7 y shp53MCF7, imagen representativa de al menos tres experimentos

independientes, doble normalizacién vs. actina, vs. normoxia. @ P< 0.01 vs. MCF7 en normoxia.

3. Localizacion de p53 en la célula

Para la activacion o represién de genes, p53 se transloca al nucleo en forma de
tetramero y cumple su funcién como factor de transcripciéon junto con sus
cofactores p300 y CBP. Para determinar la localizacion de p53 en el modelo
experimental propuesto, se evalué mediante inmunofluorescencia la localizacion
de p53 en las células HeLa-H en normoxia e hipoxia. Los resultados obtenidos
revelan que en normoxia, p53 se encuentra preferentemente en el citosol,
aunque también se encuentra fosforilado en el nucleo en una porcién menor. En
hipoxia, el contenido de P-p53 aumenta su localizacién nuclear, mientras que
solo una porcion se encuentra en el citosol (Fig. 4), lo que sugiere que en las
células HelLa-H, p53 es capaz de activarse y traslocarse al nucleo, cumpliendo
su funcién como factor de transcripcién (Fig. 4).

17



Nor Hip

nucleo colocalizacién nucleo colocalizacién

nucleo nucleo

Figura 4. Localizacion subcelular de p53 y P-p53 (ser 15) en células HeLa-H en normoxia e hipoxia
(0.1% de Oz2). Las células fueron marcadas con DAPI (nucleo) y anticuerpo primario para p53 o P- p53 y
Alexa 488. (Nor, normoxia; Hip, hipoxia; P-53, p53 fosforilado en serina 15). La barra de escala corresponde

a10 um.

4. Efecto de p53 sobre la proliferaciéon celular

p53 es uno de los supresores tumorales por excelencia, capaz de inhibir el
crecimiento tumoral asi como de activar la apoptosis; por esto, la inhibicion o
inactivaciéon de esta proteina en cancer permite la resistencia a la muerte celular
aun en microambientes de estrés. Para conocer el efecto que tiene la presencia
de p53 sobre la proliferacién, se llevé a cabo una curva de crecimiento de las
diferentes lineas celulares en normoxia e hipoxia durante 120 horas (Fig 5, A).
En normoxia, el crecimiento de HeLa- H y HelLa- L fue similar; sin embargo, al
someter a las células a hipoxia, HelLa-H presenta una mayor sensibilidad,
disminuyendo el numero de células viables a 24 horas de exposicion. Estos
resultados fueron reproducibles en células MCF7, donde se observa una alta
sensibilidad en células MCF7 ante la hipoxia vs. p53shMCF7, donde no se notd
la disminucion en el numero de células viables (Fig. 5 B). La disminucién en las
células vivas en HeLa-H y MCF7 puede deberse a la activacion de muerte celular
por apoptosis; sin embargo, al medir la activacion de este proceso mediante
citometria de flujo, no se obtuvieron cambios significativos; esto sugiere, que la
muerte celular presente en HeLa-H y MCF7 en hipoxia es mediante otro proceso
no ligado a la apoptosis, pero que igualmente, esta regulado por p53 (Fig. 5 C,
D). Como control positivo, se utilizo cisplatino (CP) 10uM durante 24 h (Fig. 5 D).
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Figura 5. Efecto de p53 sobre la proliferaciéon y viabilidad celular. A) Efecto de p53 sobre la
proliferacion a 120 h en células HeLa. A las 72 horas, fase exponencial de crecimiento, se
sometieron a hipoxia y se contabilizé el numero de células viables 24 y 48 h posterior al tratamiento,
(A) HeLa-H en normoxia, (A) HeLa-H en hipoxia,(e) HeLa-L en normoxia, (0) HeLa-L en hipoxia. B)
Efecto de p53 sobre la viabilidad a 120 h en células MCF7, a las 72 horas, fase exponencial de
crecimiento, se sometieron a hipoxia y se contabilizd el numero de células viables 24 y 48 h posterior
al tratamiento, (A) MCF7 en normoxia, (A) MCF7 en hipoxia,(e) p5sh3MCF7 en normoxia, (0)
p5sh3MCF7 en hipoxia. C) Analisis de muerte celular por apoptosis en células HelLa. Las células
HelLa fueron incubadas con Anexina V y ioduro de propidio para revelar la muerte celular por
apoptosis. R4= células vivas, R2= necrosis, R3= apoptosis tardia, R5= apoptosis. D) Imagen
representativa del contenido de proteinas involucradas en la muerte celular por apoptosis, como

control positivo, se utilizo cisplatino (CP) 10uM durante 24 h.
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5. Efecto de p53 sobre el metabolismo mitocondrial en normoxia

a. Contenido del mRNA y proteinas mitocondriales.

En normoxia, no hubo cambios en el contenido de mRNA de proteinas
mitocondriales en células HelLa-H con respecto a HelLa-L; algunas proteinas
como el complejo IV de la cadena respiratoria (COXIV) y 2- Oxoglutarato
deshidrogenasa (20GDH) presentaron un ligero aumento en la expresion vs.
HelLa-L; sin embargo este aumento no fue significativo (tabla 1). En cambio, se
obtuvo un aumento significativo (30- 60%) en el contenido de proteinas
mitocondriales medidas por Western Blot como: ND1, COXIV, ATPasa, ANT,
PDH, GA y 20GDH en células HeLa-H vs. HeLa-L (Fig. 6, A)

1 2 3 4

Gen Hela-L HelLa-H HelLa-H Hela-H

Hip Nor Hip Hip vs. Nor
actina 1.06 £ 0.09 0.99 + 0.03 1.06 £ 0.1 1.07 £ 0.09
p53 1.64 £ 0.53 1.75+£0.42 3.3+0.35° 1.88 £ 0.332
NDI 1.66 £ 0.492 0.5+0.12° 1.44 £ 0.14 2.25 +0.51°
COX IV 1.62 + 0.352 1.32 +0.32 2.02 £0.79° 1.3+0.59
20GDH 0.67 £0.182 1.01 £0.31 0.71 £0.17 0.7 £0.22
ATPS 1.18 £ 0.32 0.89 + 0.09 1.43 £0.35 1.6 £0.37°2

Tabla 1. Cambio en la expresion de mRNA de algunos genes mitocondriales. Los valores
presentados estan normalizados con respecto a células HelLa-L en normoxia. Los valores son
representan el valor promedio y la desviacion estandar de al menos 3 muestras independientes.
Abreviaturas: ND1, NADH deshidrogenasa; COX IV, citocromo oxidasa, 2 OGDH, 2 oxoglutarato
deshidrogenada; ATPS, ATP sintetasa.

Estos resultados demuestran que no hay una correlacion directa entre la
expresion de genes y contenido de proteina ya que hay muchos procesos
postranscripcionales que podria responder a este fendmeno; sin embargo, se
puede demostrar y reproducir lo ya descrito en la literatura, p53 causa el aumento
del contenido de proteinas mitocondriales y aunque el incremento no fue tan alto
como lo reportado (0.6 vs. 20 veces, respectivamente), podemos sugerir que la
presencia de p53 causa un aumento en la funcion mitocondrial (Fig. 6, A).
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Figura 6.Contenido de proteinas de glucélisis y FO en células HelLa-L y HelLa-H en
normoxia. A) Contenido de proteinas mitocondriales en células HelLa-L (barras blancas) y HeLa-
H (barras negras), densitometria de tres muestras independientes, se realizé una normalizacion
vs. actina para mayor claridad. * P<0.01 vs. HeLa-H en normoxia B) Contenido de proteinas
glucoliticas HelLa-L (barras blancas) y HeLa-H (barras negras), densitometria de tres muestras
independientes, se realizd una normalizacidn vs. actina para mayor claridad. * P<0.01 HeLa-L en

normoxia.
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Para determinar si lo observado es reproducible en MCF7 y p53shMCF7, se
determinaron las proteinas mitocondriales en ambas lineas celulares en
condiciones de normoxia. Los resultados obtenidos demostraron que el
silenciamiento de p53 en p53shMCF7 causa la disminucién del contenido de
proteinas mitocondriales (20GDH, ND1, COXIV y ANT) vs. MCF7, apoyando los

resultados anteriormente observados en HelLa-H (datos no mostrados).
b. Efecto de p53 sobre el flujo de la FO en normoxia

Los trabajos reportados en la literatura solo muestran el analisis del contenido
de proteinas reguladas por p53 o bien, de genes blanco involucrados en el
metabolismo mitocondrial; sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado si
realmente estos cambios causados por la presencia de p53 influyen en la
velocidad de flujo total de la via de la FO. Para evaluar si el aumento en el
contenido de proteinas mitocondriales observado en HelLa-H y MCF7 tiene
realmente un efecto sobre la via, se evalud el flujo de la FO en las diferentes

lineas celulares.

En normoxia, la presencia de p53 en HelLa-H caus6 un aumento del 27% en el
consumo de oxigeno total con respecto a HeLa-L (22 ngAtO/min/mg de proteina
vs. 16 ngAtO/min/mg de proteina respectivamente). Para descartar el oxigeno
que se consume por otras enzimas y determinar uUnicamente el consumo
mitocondrial, se determinaron los flujos en presencia de 4 uM de oligomicina, un
inhibidor especifico de la ATPsintentasa, asi, obtener Unicamente el consumo de
oxigeno relacionado a la produccién de ATP (Fig. 7). El flujo total de la FO en
células HelLa-H fue 60% mayor que en células HelLa-L en normoxia (16
ngAtO/min/mg de proteina vs. 10 ngAtO/min/mg de proteina respectivamente),
correlacionando con el aumento en el contenido de proteinas mitocondriales en
esta misma linea (Fig. 6, A,B). Lo mismo se observé en células MCF7, las cuales
presentan un mayor flujo de la FO (47%) vs. p53shMCF7 (17 vs. 8 ngAtO/min/mg
de proteina respectivamente). Para apoyar los datos obtenidos, se analizaron los
flujos en presencia de 10 uM de pifitrhin alpha (PFT-a), un inhibidor altamente
selectivo para p53. El flujo de la FO disminuyé significativamente en presencia
de PFT-qa, hasta llegar a los niveles de HelLa-L. PFT-a no tuvo efecto sobre el

flujo de HeLa-L en ambas condiciones (Fig. 7, A,B). Estos resultados demuestran
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que el cambio en el flujo de la FO, es debido a la presencia de p53 y no a efectos

pleiotropicos derivados de la transfeccion.
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6. Efecto de p53 sobre el metabolismo glucolitico en normoxia.

a. Contenido de proteinas de la glucdlisis

Como primera aproximaciéon se determind en células HelLa-H, el contenido del
factor inducible por Hipoxia (HIF-1a), el cual modula la glucdlisis, asi como
enzimas y trasportadores que participan en esta via. Los resultados obtenidos
demuestran que a pesar de que la presencia de p53 causa una disminucion en
el contenido de los transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT 3) vs. HelLa-L
en normoxia; otras enzimas como hexocinasa Il (HKII) y la fosfofructocinasa tipo
1 (PFKI) no presentaron cambios e incluso otras aumentaron como la lactato
deshidrogenasa (LDH-A) (Fig. 6, B). Algo interesante observado en células
HelLa-H, fue el incremento en el contenido de HIF-1a aun en condiciones de
normoxia con respecto a HelLa-L. Normalmente, HIF-1a solo se encuentra
estabilizado en condiciones de hipoxia (Fig. 6, B). Los datos sugieren que p53
también puede regular la estabilidad de HIF-1a ademas de las enzimas que

participan en la via antes mencionadas.

Posteriormente se determinaron los contenidos de proteina en el segundo
modelo de MCF7. Los resultados demuestran que el silenciamiento de p53 en
p53shMCF7 causa un aumento de 2- 4 veces en el contenido de enzimas y
transportadores que participan en la glucolisis como GLUT 1, GLUT 3 y HKII vs.

MCF7 en normoxia, correlacionando con lo observado en HelLa (Figura 10).

b. Efecto de p53 sobre el flujo de la glucdlisis

Para corroborar que p53 disminuye la glucdlisis en nuestros modelos
experimentales, se determiné el flujo de la via por medio de la produccion de

lactato.

A pesar de que las células HelLa-H presentan un menor contenido de
transportadores de glucosa; el lactato total producido en estas células fue el
doble vs. células HelLa-L en normoxia (34 vs. 17 nmol de lactato/ min/ mg de
proteina respectivamente); sin embargo, al medir los flujos en presencia de
10mM de 2- desoxiglucosa (2- DOG), un inhibidor competitivo de la parte alta de
la glucolisis a nivel de la hexosa fosfato isomerasa (HPI), que descarta el lactato

producido por la glucdlisis y la degradacion de glucégeno, se observa que la
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produccion de lactato exclusiva de la glucdlisis es igual en ambas lineas
celulares (17nmol/min/mg de proteina) y el lactato producido por la glutamindlisis
en células HelLa-H es significativamente mayor vs. HelLa-L (17 vs. 0.8 nmol de
lactato/ min/ mg de proteina respectivamente) (Fig. 7 A,B). Los datos demuestran
que la presencia de p53 causa una disminucion del contenido de algunas
enzimas de la glucdlisis pero esto no es suficiente para disminuir el flujo total de

la via, mientras que aumenta la glutamindlisis (Fig. 7, A,B).

7. Efecto de p53 sobre el metabolismo energético en hipoxia

a. Contenido de mRNA y proteinas mitocondriales en hipoxia

Los contenidos de mRNA de proteinas mitocondriales en hipoxia no presentaron
cambio con respecto a HeLa-H en normoxia, algo similar sucedié en células
HelLa-L en las diferentes condiciones (tabla 1); sin embargo, a pesar de que no
se encontrd diferencia en la expresion de los genes en células HelLa-H, el
contenido de proteinas mitocondriales como ND1, COXIV, 20GDH, ATPS y ANT
disminuyeron significativamente (20- 80%) con respecto a HeLa-H en normoxia
(Fig. 8, A). Los datos obtenidos sugieren que el estrés producido por hipoxia
severa causa una respuesta contraria por parte de p53 sobre la mitocondria. En
células HelLa-L, el contenido de las proteinas mitocondriales no tuvo un cambio
significativo. En células MCF7 se observo un fendmeno similar, mientras que en
condiciones de hipoxia, las células MCF7 presentan una disminucion del 60% en
el contenido de proteinas como 2-OGDH, ND1, COXIV y ANT, en células
p53shMCF7, no hubo cambio entre ambas condiciones, haciendo reproducible

este fendmeno en ambas lineas celulares (Fig 8, B).
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Figura 8.Proteinas mitocondriales en células HeLa y MCF7 en normoxia e hipoxia. Imagen
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una doble normalizacién vs. actina, vs. normoxia. 2 P< 0.01 vs. HeLa-H, MCF7.
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b. Efecto de p53 sobre el flujo de la FO en hipoxia

La disminucion de las proteinas mitocondriales en HelLa-H sugiere que en
condiciones de hipoxia, el flujo puede verse comprometido importantemente.
Para evaluar si esta disminucién en proteinas tiene un efecto sobre el flujo de la
FO, se llevé a cabo el analisis del consumo de oxigeno en las diferentes lineas

en condiciones de hipoxia.

Al evaluar el consumo de oxigeno total de células HeLa-H en hipoxia, se obtuvo
una disminucion significativa vs. HeLa-H en normoxia (13 vs. 22 ngAtO/min/mg
de proteina respectivamente). De igual forma, el consumo de oxigeno total en
células Hela-L en hipoxia disminuyé vs. HelLa-L en normoxia (10 vs. 16
ngAtO/min/mg de proteina respectivamente) (Fig. 7, A). Para obtener el flujo

unicamente mitocondrial, se afiadioé oligomicina.

En hipoxia, el consumo de oxigeno exclusivo de la FO en células HelLa-H
disminuyé 85% vs. HelLa-H en normoxia (2.5 vs. 16 ngAtO/min/mg de proteina
respectivamente), mientras que en células HelLa-L, a pesar de que se observa
una disminucion en el consumo de oxigeno mitocondrial, este cambio no fue
significativo con respecto a HeLa-L en normoxia (8 vs. 10 ngAtO/min/mg de
proteina) (Fig. 7, B). Los datos fueron reproducibles en células MCF7, donde la
ausencia de p53 causa una resistencia ante la hipoxia por parte de la mitocondria
puesto que las células MCF7 disminuyeron significativamente el consumo de
oxigeno mitocondrial con respecto a MCF7 en normoxia y las células
p53shMCF7 no presentaron cambios significativos en ambas condiciones (Fig.
7, B).

8. Mecanismo de degradaciéon mitocondrial

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la disminucion drastica del flujo
de la FO en células HelLa-H es la mitofagia, proceso regulado por p53 que
involucra la digestion mitocondrial en condiciones de estrés nutricional e
hipéxico. Es posible que la disminucién observada en la FO de células HeLa-H
sea debido a la activacién de este mecanismo, por lo que se llevo a cabo el
analisis de proteinas y factores de transcripcién que participan en este proceso
como: FOXO2A3, Atg3, BNIP3 y LAMP1. En células HelLa-H, el contenido de
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proteinas de autofagia aumento significativamente en condiciones de hipoxia vs.
HelLa-H en normoxia, mientras que en células Hela-L, aunque hay una
tendencia de aumento en las proteinas como LAMP1, otras como BNIP3 y Atg3
no presentaron cambios (Fig. 9, A). En células MCF7 se reprodujo lo observado
en HelLa. En condiciones de hipoxia, las proteinas de autofagia aumentaron en
células MCF7 mientras que en células p5sh3MCF7, los contenidos de proteina
no presentaron un cambio significativo (Fig. 8, B). Los datos por WB sugieren
que hay una activacion de la mitofagia mediada por p53 en condiciones de

hipoxia, por lo tanto una disminucion del contenido de mitocondrias.

Para corroborar lo anteriormente observado, se llevd a cabo el anadlisis de la
fluorescencia de mitocondrias y lisosomas (marcados con Mitotracker Green y
Lysotracker Red respectivamente) mediante microscopia confocal, asi como su
colocalizacion para demostrar autofagia y se determind la intensidad de
fluorescencia por cada marcador. En la figura 9, inciso B, se observan las
microscopias obtenidas de células HeLa en ambas condiciones asi como la
intensidad de fluorescencia para cada marcador. En células HelLa-H en
normoxia, la intensidad de fluorescencia de las mitocondrias es mayor con
respecto a células HelLa-L, correlacionando con los resultados obtenidos de un
mayor contenido de proteinas mitocondriales y flujos. El marcaje para lisosomas

también presentd un aumento, pero no significativo (Fig. 9, By C).

En condiciones de hipoxia, la intensidad de fluorescencia mitocondrial en HelLa-
H, disminuy6 en un 83% vy la fluorescencia para Lysotracker aument6 al doble
(Fig. 9, B y C). En células HelLa-L, no hubo cambios significativos en ambas
condiciones. Con estos datos se demostré que: i) la presencia de p53 aumenta
las proteinas involucradas en la autofagia y ii) la disminucion en el flujo de la FO
en hipoxia de células HeLa-H se debe a la activacién de la degradacién

mitocondrial mediada por la presencia de p53 (Fig. 9).
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Figura 9. Activacién de la autofagia en hipoxia mediada por p53. A) contenido de proteinas de
autofagia en células HelLa la imagen es representativa de 3 muestras independientes, se llevo a
cabo una doble normalizacion vs. actina, vs. normoxia. 2P<0.01 vs. HeLa en normoxia, b P<0.05
vs. HelLa en normoxia. B) Microscopia confocal de células HeLa en normoxia e hipoxia marcadas
con mitotracker green (MTG) para mitocondrias y lysotracker red (LTR) para lisosomas. C)
cuantificacion de intensidad de fluorescencia de MTG y LTR en células HelLa-L y HelLa-H en

normoxia e hipoxia, figura representativa de n= 75 células por cada condicion.
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9. Efecto de p53 sobre el contenido de proteinas de la glucdlisis en

hipoxia

Ya que p53 no solo modula proteinas que participan en el metabolismo
mitocondrial sino que también es capaz de modular enzimas de la glucdlisis, se
llevé a cabo el analisis del contenido de proteinas y flujos que participan en esta

via, en condiciones de hipoxia.

Aunque no se ha reportado si modula el flujo de la glucdlisis en condiciones de
hipoxia, p53 es un factor de trascripcidén que responde a estrés y puede competir
por cofactores nucleares con otras proteinas como HIF-1a (Zhou et al., 2015),

por lo que se podria esperar un cambio en el flujo en condiciones de hipoxia.

En células HelLa-L, el contenido de HIF-1a aumento significativamente vs. HelLa-
L en normoxia, causando un aumento de 2-4 veces el contenido de proteinas de
glucdlisis como GLUT 1, HKII, PFKI y LDH-A vs. HeLa-L en normoxia (Fig. 10,
A), sugiriendo un posible aumento en el flujo. Los datos obtenidos en HelLa-L
reprodujeron lo antes descrito en la literatura por este y otros grupos de trabajo.
Por otro lado, en células HeLa-H, a pesar de la hipoxia presente, no hubo
cambios en el contenido de HIF-1a con respecto a HeLa-H en normoxia, asi
como en el contenido de proteinas de glucdlisis (HKII, PFKI y LDH-A) (Fig. 10,
A). Estos resultados proponen que: i) el aumento de p53 en hipoxia evita la
actividad de HIF-1a por competencia con cofactores o bien, ii) p53 inhibe
directamente a HIF-1a mediante la unién proteina- proteina. Se ha reportado que
p53 puede unirse directamente a HIF-1a; sin embargo, hasta el momento se
desconoce la causa que tiene esta union sobre la actividad de ambas proteinas.
Para dilucidar la posible inhibicién de HIF-1a por p53 en condiciones de hipoxia,
se llevd a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitacion para determinar si p53 esta
interactuando con HIF-1a en hipoxia, bloqueando su funcion como factor de
transcripcion evitando el aumento de proteinas glucoliticas en estas condiciones
(Fig. 11).
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representativa de al menos tres experimentos independientes en células HelLa-L, HelLa-H,
MCF7 y p53shMCF7. Para mayor claridad, se realizé una doble normalizacién vs. actina, vs.

normoxia. 2 P< 0.01 vs. HeLa-H, MCF7.

Como se observa en la Fig 11, la coinmunoprecipitacion mostré que p53 es
capaz de unirse a HIF-1a en ambas condiciones, teniendo una mayor proporciéon
en condiciones de hipoxia (Fig. 11). En células HelLa-L, no se observo
coinmunoprecipitacién en ninguna de las condiciones experimentales. Como
control, se utilizé el extracto total (INPUT) y asi se demostré que ambas proteinas
estaban presentes en nuestro extracto crudo y se afiadioé un control negativo con
anti- IgG1, para descartar la inespecificidad del anticuerpo utilizado (Fig. 11). Los
resultados indican que mientras que en células HelLa-L, la hipoxia causa un
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aumento en el contenido de proteinas glucoliticas mediante el aumento de HIF-
1qa; en células HelLa-H, HIF-1a es arrestado por la unidén con p53 sugiriendo una
inhibicion en su actividad como factor de trascripcion causando una inhibicidon en
el aumento de proteinas glucoliticas (Fig 10). Los resultados proponen a p53

como un regulador negativo de la glucdlisis, unicamente en condiciones de

hipoxia.
HelLa Complejo Extracto Complejo
anti-HIF-1a crudo anti-lgG1
HeLa-L HeLa-H HeLa-L HelLa-H HeLa-L HeLa-H

Nor Hip Nor Hip Nor Hip Nor Hip Nor Hip Nor Hip
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Figura 11. Inmunoprecipitacion de p53 y HIF-1a. Interaccion de p53 y HIF-1a en células HelL a-
H en normoxia e hipoxia. La inmunoprecipitacion se hizo con anticuerpo de HIF-1a. Como control
positivo se muestra el contenido de proteina en extracto crudo. La adicién de anticuerpo anti-
IgG1 se utilizd para descartar la interaccion inespecifica. Imagen representativa de almenos 3

experimentos independientes.

10. Efecto de p53 sobre el flujo glucolitico en hipoxia

Para determinar si los cambios observados en el contenido de proteinas
realmente tienen efecto sobre la glucdlisis, se analizo el flujo de la via mediante
la produccién de lactato en ambas lineas celulares en condiciones de hipoxia.
En células HelLa- L el aumento en el contenido de proteinas glucoliticas
correlacioné con el aumento del doble en la produccion de lactato total (17 vs.
31 nmol lac/min/mg de proteina respectivamente); del cual, el 84% proviene de
la oxidacion de glucosa externa y solo un 13% de la glutamindlisis (5 nmol lac/
min/mg de proteina) (Fig. 7, A'y B). Por otro lado, en células HeLa-H en hipoxia,
la produccién de lactato total disminuy6 56% vs. HeLa-H en normoxia (34 vs. 15
nmol lac/min/mg de proteina) del cual 73% proviene de la degradacién de la
glucosa externa y solo un 27% de la glutamindlisis (Fig. 7, A 'y B). Con estos
resultados se demostré la correlacion que tiene el aumento de proteinas de la

glucdlisis y el aumento en el flujo total de la via en células HeLa-L, mientras que
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en células HelLa-H, la produccién de lactato proveniente de la glucdlisis
disminuye 35% vy el flujo de la glutamindlisis disminuyé un 76%. Estos datos
demuestran que en condiciones de hipoxia, la presencia de p53 no solo
disminuye el flujo de la FO sino que también afecta a la glucdlisis, ya que evita

la transcripcion de enzimas reguladas por HIF-1a.

El flujo de la glucolisis y glutamindlisis en condiciones de hipoxia también fue
evaluado en el modelo experimental de MCF7 para observar reproducibilidad
entre lineas celulares; sin embargo, lo observado en células HelLa en hipoxia no
fue reproducible y en células MCF7 ya que al evaluar el flujo de la glucdlisis, se
obtuvo un aumento tanto en células MCF7wt como en p53shMCF7 (Fig. 7 Ay B).
Aunque el aumento en proteinas y en el flujo de la glucdlisis fue mas evidente en
p53shMCF7 que en MCF7wt, el cambio no fue significativo. Los datos proponen
que la expresion de p53 enddégeno en MCF7wt no es suficiente para inhibir el
flujo, o bien, que la modulacién de la glucdlisis mediada por p53 depende del tipo

de tejido de donde provienen las células.

Hasta el momento se demostré en dos modelos diferentes de lineas celulares de
cancer de mama y cérvix que la presencia de p53 estimula positivamente el flujo
de la FO en condiciones de normoxia sin provocar cambios sobre la glucdlisis,
mientras que en hipoxia, p53 se fosforila y cambia su respuesta. La activacion
por fosforilacion causa i) la unién con HIF-1a para inhibir su capacidad de factor
de transcripcion y por lo tanto, evitando el aumento de la glucdlisis vy ii) activa la
degradacion mitocondrial (mitofagia), causando una disminucion significativa en
el flujo de la FO (Fig. 7 y 9).
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VL. Discusion

Uno de los supresores tumorales clave en la transformacion celular es
p53, una proteina que pertenece a la familia de los factores de trascripcion y que
se encuentra inactivo o mutado en diversos tipos de cancer ya que esta
involucrado en una gran variedad de procesos celulares que inhiben la
transformacién y crecimiento de un tumor. La muerte celular por apoptosis,
defensa antioxidante, mantenimiento de la estabilidad genética y la modulacion
del metabolismo energético son algunos de los procesos regulados por p53. A
pesar de que se ha descrito que la presencia de p53 es capaz de activar la
apoptosis o bien revertir las células tumorales, en nuestro modelo experimental
de HelLa-H en condiciones de normoxia, la presencia de p53 no ocasiono6 ningun
cambio en el crecimiento de las células; al parecer, las condiciones en las que
son cultivadas las células (alta concentracion de nutrientes y de oxigeno)
enciende vias de sefalizacion, independientes de p53, involucradas en la
activaciéon de la duplicacion celular. Para este proyecto se utilizd una
concentracion de glucosa mayor a la fisiolégica (25 mM), lo que causa la
activacion de factores de trascripcion que activan el ciclo celular, como Ciclina
D1 y CDKs; ademas, la respuesta canodnica de p53 en condiciones no
estresantes no es la detencioén del ciclo celular, sino el mantenimiento del estrés
oxidante y la estabilidad genética. La actividad de inhibicion del crecimiento y
activacion de la muerte celular por parte de p53 se observd unicamente en
células HelLa-H en hipoxia; como se ha descrito, p53 es una proteina que
responde ante un estimulo de estrés mediante una via hasta ahora no bien
descrita y al parecer la activacién de p53 en hipoxia activa la muerte celular de
HelLa-H mediante un proceso de muerte celular independiente a la apoptosis,
como la autofagia, puesto que no hubo activacién de este proceso en estas

condiciones.

La gran variedad de procesos celulares regulados por p53 lo posicionan entre
una de las proteinas mas importantes en la transformacion celular. Desde su
descubrimiento en 1979, p53 ha sido estudiado ampliamente y se han
descubierto cada vez mas genes que son regulados por este factor de
transcripcion. Los procesos celulares mas estudiados son: la muerte por
apoptosis, el arresto del ciclo celular en respuesta al dafo al DNA, respuesta
antioxidante y la regulacion de la estabilidad genética. p53 puede localizarse en

35



practicamente todos los compartimentos celulares, se ha reportado que la
activacion y actividad de esta proteina depende de su localizacion intracelular;
cuando p53 no se encuentra fosforilado en el citosol, es constantemente
degradado, mientras que monofosforilado, su localizacién es mitocondrial y esta
involucrado con procesos de muerte celular dirigida por la familia Bcl2 (Meek,
1998). Por otro lado, cuando p53 se encuentra en el nucleo, lleva a cabo la
funcién de factor de transcripcion, regulando la expresion de genes involucrados
en procesos de inhibicién de la tumorigénesis (Meek, 2008; Levine and Oren,
2009).

Una de las principales caracteristicas de las células tumorales es el cambio en
el metabolismo energético. Una glucdlisis acelerada y una alta produccién de
lactato aun en condiciones aerobias (efecto Warburg) le confieren a la célula una
rapida produccién de energia proveniente de la glucdlisis y la produccion de
intermediarios para la biosintesis de moléculas necesarias para la duplicacion
celular. Los cambios en el metabolismo son el resultado de la sobreexpresion de
oncogenes Yy factores de transcripcion como c-Myc y HIF-1a que favorecen la
expresion o regulacién de enzimas metabdlicas. Por otro lado, la inhibicion de
supresores tumorales también juega un papel importante en el cambio del

metabolismo celular tumoral.

Recientemente se han descrito nuevos blancos de p53, genes involucrados en
el metabolismo energético (glucdlisis y FO) que generalmente se encuentran
regulados de una forma diferente en células de cancer. Lo reportado hasta ahora
sugiere que, como buen supresor tumoral, p53 inhibe la glucdlisis a diferentes
niveles y aumenta la fosforilacion oxidativa, tratando de contrarrestar el efecto
Warburg; sin embargo, en este proyecto se demostrd que aunque p53 disminuye
el contenido de algunas proteinas de glucélisis como los transportadores y la
hexocinasa, al parecer, esto no es suficiente para disminuir el flujo neto de la via
puesto que la presencia de este factor de transcripcion no tuvo efecto alguno
sobre el flujo total de la via en condiciones de normoxia, sugiriendo que p53
compite con otras proteinas y factores de transcripcion, como HIF-1a, para la
regulacion del flujo glucolitico. Una de las principales causas por las cuales p53
no es capaz de contrarrestar el flujo de la glucdlisis en normoxia, es la presencia
de una alta concentracién de nutrientes y de oxigeno. Cuando se rompe el

balance en estos procesos o0 se presenta algun tipo de estrés, p53 interviene
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arrestando el ciclo celular, o incluso, activando la muerte celular como se observé

en las células HelLa-H cuando son sometidas a hipoxia.

La activacién y estabilizacion de p53 en condiciones de hipoxia induce una
disminucién del flujo de la fosforilacion oxidativa y la inhibicion en el aumento del
flujo glucolitico, evento observado en diversos tipos de cancer. La interaccién
proteina- proteina de p53 con HIF1-a sugiere ser el mecanismo por el cual no se
permite un aumento en la glucélisis en células HeLa-H en condiciones de hipoxia.
Se ha descrito que la interaccion p53-HIF-1a tiene efecto sobre la actividad de
ambos factores, sin embargo, hasta el momento no es del todo claro las

consecuencias de esta interaccion.

Por otro lado, p53 causa una disminucion del flujo de la FO mediante activacion
de la mitofagia, mecanismo de respuesta que disminuye el numero de
mitocondrias, volviendo a estas células mas susceptibles ante el estrés. Se ha
reportado en diversas lineas celulares que bajo condiciones de estrés, la
mitofagia se induce de una manera dependiente de Bnip3, una proteina blanco
activada por p53; sin embargo en este trabajo se concluyé que p53 es
indispensable para la activacion de la mitofagia en condiciones de hipoxia, y que
la activacion de este proceso se da mediante el aumento del contenido de
proteinas como LAMP1 y Atg3. Otra de las proteinas que aumentaron como
respuesta a la presencia de p53 fue FOXO3A, un factor de transcripcién que

regula el proceso de biogénesis mitocondrial y autofagia.

Los resultados obtenidos en este proyecto demuestran la compleja regulacion
de p53 en células tumorales. Se observd que p53 regula el metabolismo
dependiendo de la concentracion de oxigeno presente en el microambiente,
mientras que en condiciones no estresantes promueve un metabolismo
altamente oxidativo, la hipoxia causo la fosforilacion de p53 y con esto, una
respuesta de degradacion mitocondrial y disminucion de la glucdlisis. Por otro
lado, se observd que en hipoxia, las células con sobreexpresién de p53, son
altamente susceptibles y se sugiere que el proceso de muerte celular es
mediante la activacion de autofagia ya que no hubo activacion de la apoptosis.
Este fendmeno fue comprobado por la inhibicion de p53 con Pifithrin a y en
células MCF7 con un silenciamiento en p53. Los resultados obtenidos de estos

dos modelos experimentales alternos sugieren que la presencia de p53 fue la
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causante de estos cambios ya que en ausencia de esta proteina o bien usando

inhibidores de p53, los efectos fueron revertidos.

Los resultados obtenidos en este proyecto aportan informacién importante en el
conocimiento de p53 y como es que esta proteina regula el metabolismo celular
tumoral en diferentes condiciones de microambiente. Esta informacién
representa una plataforma para el conocimiento en el campo del cancer y para
el entendimiento de los cambios celulares y moleculares que ocurren cuando

una proteina esta ausente o bien es sobrexpresada.
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VIl. Conclusion
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El analisis bioenergético de dos lineas celulares con un fondo genético idéntico
pero con diferentes niveles de p53 revel6 una modulacion dual sobre el
metabolismo glucolitico y mitocondrial dependiendo de los niveles de oxigeno.
En normoxia, p53 modula positivamente la funcién mitocondrial, siendo la
fosforilacion oxidativa la que aporta el mayor porcentaje de ATP en la célula. En
esta condicion, las células que sobrexpresan p53 son altamente sensibles a
inhibidores mitocondriales. En hipoxia, p53 causa una disminucién del flujo de la
fosforilacion oxidativa y se sugiere que se debe a la activacion de la mitofagia.

En consecuencia, la principal via que aporta ATP es la glucdlisis.

El analisis del metabolismo energético en células con p53 no mutado facilita el
entendimiento de los mecanismos de regulacion sobre la glucdlisis y la
fosforilacion oxidativa por parte de p53 y provee una plataforma para el
entendimiento de los efectos que producen las mutaciones en p53, sobre el

metabolismo energético.
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L Introduction adivity decreases the PFK-1 adtivator, Fru2 6BP) in colon HCT116 carci-
noma, and U205 osteosarcoma [3]; and (i) deaeases (30-50%) the
GLUTs and PGAM mENA and protein contents in pS3-transformed

mouse embryonic fibrolastand esteosarcoma cells |4.5)], which is asso-

P53 s a key mansaiptiona factor modulating different cellular pro-
cesses associated with wmor suppression medhanisms Le, DNA and

genotoxic damages: cell cycle regulation amd proliferadon; apoptosis:
and nutriional stress | 1] An addidonal rale of p53 as a glycolytic and
axidative phosphorylation (OsPhos) key mwodulator has recently
emerged |2]. For glycolysis under normaxia, it has been described that
P53 (i) increases (70%) the TIGARE mBENA content (whose enzyme
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ciated with a moderate diminuton ( 20-40%) in the gluoose uptake and
glycolytc I AlsopS3 promotes the ubiquitination and degradation of
several glycolytic proteins such as PCAM and GLUTS in mouse embryo
fibroblasts |6]).

Onthe contrary, pa3 increases expression of several genes coding for
mitochondrial proteins such as the cytochrome ¢ oxidase assembling
protein SC0O2 (6-10 tmes) and glutaminase 2 (12 times) in HepG2
and HCT116 tumor cell lines, increasing (37-50%) their axygen con-
sumption rates |7,8). Alsa, p53 represses the transcription of pyruvate
dehydrogenase kinase 2 (PDK2) involved in POH inactivation in MCE-
7 and HCT1 16 cancer cell lines | 9] In addition, two proteins directly reg-
ulated by ph3, ALF (apoptosis inhibitor factor) and Parkin (2 RBR E3
ubiquitin protein ligase) are involved in protein expression and func-
tioning of NADH dehydrogenase (respiratory chain complex 1) and
PDH actvation (35%) [10,11] which in turn, increase OxPhos flux.
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Although the action mechanisms associated with the p53 activaton
on energy pathways have not been elucidated in tumor cells, it has
been suggested for non-tumor cells that p53 increases mDNA stabi-
lization and transcription of several mitochondrial genes (COX L 11
and 11l subunits, ATPS subunit 6 and cytochrome b) codified by
mtDMA [12),

It was recentdy found inbreast MCF-7 cardnoma (e, oells with wild
type-p53 protein content) that acute and severe hypaoxia (0. 1% atmo-
spheric 04, 24 ) induced (i) a significant decrement (20-70%) in the
contents and activites of several OxPhos enzymes (COXIV, 20GDH
and glutaminase-L) and fux; and (ii) p53 overexpression. However, in
cervix Hela cells (e, cells with negligible p53 protein content) acute
and severe hypoxia did not significantly affect mitochondrial metabo-
lism. These observations suggested that OxPhos transcriptional regula-
tion by p53 was dependent on the O level [13].

Therefore, to assess the hypothesis that the Oy status influences p53
regulatdon of cancer energy metabolism, the mitochondrial and glyco-
Iytic metabolism was evaluated in two human cancer cell lines, cervix
carcinoma stage IV Hela cells and breast cancer stage Il MCF-7, by
performing an integral analysis of the mRENA and protein contents,
and pathway fluxes, The Hela parental strain ( here referred as Hela-L
cells) has a constitutively negligible p53 protein content due to the spe-
cific proteolytic activity of HPV E1 [ 14]; these cells were transfected to
overexpress the wild type sequence of p53 (Hela-H cells). On the
other hand, the wild type MCF-7 cells, which express non-mutated
p53, were subjected to p53 down-regulation by antsense methods
(p53shMCF7 cells). Besides geneticmanipulation, selective chemical in-
hibition of p53 function with pifithrin-o was also performed in both
HeLa-H and Hela-L as well as in MCF7 cells. The results of the present
study contribute to the undestanding of the cancer energy metabalism
changes assodated with p53 function, providing guidance in the design
of more appropriated targeted dinical treatment strategies.

2. Materials and methods
2.1, Cell culture

All cell types were grown in Dulbecco-MEM medium (Gibco; Rock-
ville, MD, LISA) supplemented with 10% fetal bovine serum and inoebat-
ed in 5% C0y at 37 "C. Genotyping of the parental sirains at INMEGEN,
México, indicated that the Hela cell line shared 15 of 16 canonic allelic
markers with the original Hela clone from the ATCC, whereas the MCF-
7 cell line shared 160f 16 canonic allelic markers with the original clone
from the same collection. These markers were not changed after p53
overexpression or downregulaton in HeLa-H and pS53shMCF-7 cells,
respectively. For hypouxda, cells were placed in a humidified hypouxic in-
cubator chamber | Billups Rothenberg; CA, USA) at 0.1% atmos pheric 0y
and incubated for 24 h [13),

2.2. p53 expression in Hela cells and p53 silkencing in MCF-7 celk
{p53shMF-7 cells)

p53 was overexpressed in Hela-L cells with 0.5 pg of the plasmid
pCMV-Neo-Bam WT ( provided by Dr. Bert Vogelstein at Johns Hopkins
University, Baltimore, MD, USA), and a commercial cell transfection
assay (SA Bosciences; Ontario, Canada) following the manufacturer in-
struction, After trRnsfection, 1200 pg G418 antibiotc/mL was added for
selection of stably-ransfected cells.

Spedfic RNA silencing kit { Sure Slendng RNA Inteference Plasmid-
Based; 5A Biosciences) was employed. p53 silencing in MCF-7 cells was
performed with the silendng plasmid (0.5 pg) and lipofectamine
2000™ , followi ng the manufacturer instructions. After transfection,
BOO pg G418 antibiotic/mL was added for selection of stably-
pS3shRMA cells,
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23, mRNA content analyses

Total RMA was extracted by using the RNeasy Protect Cell Mini Kit
(Qiagen; Valencia, CA, USA ) according tothe manufacturer instructions,
The RNA (4 pg) was converted to cdDNA by using a Super Script
First-Strand Synthesis System (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), The
QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen) was used for gRealTime-PCR
analysis using 600 ng of emplate cDNA, the primers showed in
Table 51 and following the manufacturer instructions, PCR was per-
formed in a StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems:
Grand Island, NY, USA) with the following cycling conditions: 95 °C
for 15 min, followed by 40 cycles of 95 *C for 15 5, 60 °C for 30 s and
72 *Clor 30 5 Adin was used as a house- keepingreference gene. Anal-
ysis was performed inat least three independent biological samples for
each experimental condition. Folds of mRNA con tent changes in Hela-H
cells vs. Hela-L cells under normoxia were determined by the 2°%%¢
method [ 15].

24, Protein content and immunopredpitaion analyses

To determine protein contents by Western blot, cellular extracts
were processed and analyzed as it was desaibed in [ 13] using antibod-
s for p53, pS3 [ P-5er 15), NOXA, PUMA, HIF-1o, TIGAR, GLUT1, GLUTS,
HE-II, PFE-1, LDH-A, ND-1, COX-IV, PDH, 20GDH, GA-L, ATPS, ANT,
BMIP3, Foxo3a, P-Foxo3a, Arg3, LAMP1, XIAP, active caspase 3 and
Pactin (Santa Cruz; CA, USA) at 1:1000-2000 dilutions, The corre-
sponding secondary antibodies (at 1:2000 dilutions) and ECL-plus
detection system { Amersham; Buckinghams hire, UK) were used for de-
tedion. Densitometric analysis was performed using the Image | Soft-
ware [ NIH; Bethesda, MD, USA )L

To assess the pS3-HIF1 o interaction, both proteins were immuno-
precipiated with antibodies against HIF-1ocor 18G1 (1 pg) for 1 h plus
protein A (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). p53 was detected with anti-
p53 antibody {Santa Cruz) following manufacurer instructions,

25, O Phos and ghyoo lysis fluxes

For glycolysis and OxPhos, cells were incubated in Krebs-Ringer
buffer (125 mM NaCl, 5 mM KCL, 25 mM HEPES, 1.4 mM CaCly, 1 mM
KH;PO ., 1 mM MeCly, pH 7.4 ) with SmM glucose at 37 °C. Produced lac-
tate was determined as previously described in [16). Oxygen consump-
tion sensitive tooligomycin (5 pM) was determined with a Clark-type
0y elecrode as previously described [13).

26. Mitochondrial transmembrane decrrical potenaal [ AV, )

Ao, was determined in cells incubated with 0.25 pM rhodamine
6G at 37 °C in air-saturated Krebs-Ringer buffer and monitored with
a Shimadzu spectrofluorophotometer RF-5301PC (Tokyo, Japan) at
Mx citztion OF 480 nm and M apiesion 0f 565 nm [17]. At the end of each
experiment, the uncoupler CCCP (5 uM) was added o establish the
magnitude of the fluorescence signal derived from mitochondria.

27, Mitochondrial and bysosomal contents

Cells were cultured in glass bottom micowell 35-mm Petri dishes
{MatTek; Ashland, MA, USA) with MitoTracker Green (MTG, 0.5 pM )
and LysoTracker Red (LTR, 0.5 pM). Time series of confocal images
were collected every 1 to 2 min with a Zeiss LSM 510 meta inverted
laser scanning confocal microscope (Carl Zeiss; Oberkochen,
Germany ) using 63X oil 1.4 N.A plan apochromat objective lens. LTR
Mewcitaion 343 nm was provided by a helivm meon laser and Aems san of
560 nm was used. MTG Meyciarion 988 nm was provided by an
argon laser and Memisson 0f 500-550 nm was used. Laser excitation
energy was attenuated 1000-fold to minimize photobleaching and

photodamage [ 18]
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28. Nuclear p53 baalization by immuno-fluorescence

Cells were fixed with cold 4% paraformald ehyde and permeabilized
with 0.1% {w/w) Triton X-100 at room temperature, Afterwards, cells
were incubated with p53 or p53 (P-Ser 15) primary antibodies
(Abcam; Cambridge, MA USA) at 1: 200 dilution, as well as with 15 pig
DAP/mL (Abcam ) and revealed with Alexa488 (Abcam). p53 fluores-
cence was detected by using an EVOS®FL Auto Cell Imaging System
(Life Technologies: Grand [sland, NY, USA).

2.9, Apoptosis assays

Cellular apoptosis was monitored with 25 ng Annexin V-FITC plus
250 ng propidium iodide and analyzed using a FACSCalibur flow
coytometer [ Becton Dickinson; San Jase, CA, USA). Analysis was carried
out for 10 000 events using the Summit V4.3 software (Beckman Coulter
Inc; Fullerton, California, USA).

1 Results
31, Overexpressed pS3 in Hela-H celks is active

To assess for the presence af p53 in HeLa-H cells, the p53 mRNA
(Table S2) and protein contents (Fig. 1A) were determined and com-
pared with those of Hela-L cells in both normoxia and hypaxia. Indeed,
the p53 mRNA (2-times) and both phosphorylated (3-times) and non-
phasphorylated (4-times) pS3 protein levels were significanty higher
in HeLa-H than in HeLa-L cells. Thus, HeLa-H cells averexpressing p53
were able to overcome the inhibiton of end ogenous p53 engendered
by HPV infecton. In addition, immunofluorescence staining of HelLa-H
cells showed that phosphorylated p53 was exdusively localized into the
nudeus, its site of transcrptional action, whereas non-phosphorylated
p53 was preferentially localized in the cytasol under both normaxia and

hy poxia (Fig. 1B).
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To further demonstrate that overexpressed phosphorylated-p53
[at Ser 15) was active, the p53-downsiream protein targets PUMA,
NOXA (Fig. 1A) and TIGAR (Fig. 3A) were determined. As expected,
these protein contents were several times higher in HeLa-H than in
Hela-L cells. As p53 and the p53-targets PUMA and NOXA (under
normaxia) were undetectable in Hela-L cells, the data suggested that
the increased level of phosphorylated p53 in Hela-H cells actually
carresponded to increased p53 activity despite the presence of the E6
oncoprotein. Therefore, these observations indicated that overexpressed
P53 is phaspharylated and functionally active in Hela-H cells [19,20],

32 Effectof p53 on Hela-L and -H cell growth under hypoxia and normaxia

Although phosphorylated p53 is involved in the cell cycle regulation,
assays of growth in normaxia, with both cells, revealed no statistically
significant changes in the spedfic growth rates, cellular yields and pop-
ulation doubling time ( Fig. 2A). Under hypoxia (0.1% Oy), cellular prolif-
eration of both tumor cells was arrested (Fig. 2A), as previously
described for MCF? and Hela cells | 13]. Significantcell death was appar-
ent under hypoxia after 24 h for HeLa-H and after 48 h for HeLa-L Flow
cytometry assays revealed that 24 h hypoxia did not lead to significant
cell death by apoptosis (less than 5%) in bath cells (Fig. 2B).

To further support the last conclusion both cells were exposed to
cisplatin (CP, 10 uM/24 h), a well-known apoptotic inducer under
normaoxia [21]. Indeed, the content of the apoptosis marker active cas-
pase 3 increased (2-3 times) whereas that of the anti-apoptotic XIAP
protein decreased (70-100%) in CP-treated cells vs. nontreated cells
[Fig. 2C). Moreover, the level of caspase 3 under hypoxia in both
Hela-L and Hela-H cells was significantly lower than that found in
CP-treated cells, suggesting that the arrest of Hela cell proliferation ob-
served under hypoxia did not involve apoptosis onset, although PUMA
and NOXA protein levels were significantly increased in HeLa-H cells
(Fig. 1A). These results clearly indicated that other cell death processes
such as mitophagy were also involved in the lowering of viable cells

A) Hela-L HelLa-H
(KDa) Hee Hyp Hor Hyp
ps3 53+ | — ——]
P.p53 53-
PUMA 24-
CHela-L
NOXA 15- . HelaH
(LI p— |0 100 200 300 400

B)

nuleous

Fig. 1. p53 averex pression |n Hela-H cells s functionally active (A)

Aulednis

nucléous

Re prese mtatve Westem blot of at least three dfferent, independent experiments in Hela-L and Hela-H cells in

momaxia (Nor) and 24 h hypaxda [ Hyp L For clarity, double normal ation v actin and normoxia was performed. *P<0.01 v HeLa-H Abibrev lations : PUMA, p53 up-re gulated modulamr

of apoprosis; ICAR, TS 3- induced glycolysis and apoptosts regulator. (B)

Subcell dar loa! zatlonaof phosphorylated-p53 (ser 15; P-p53) and non- phosphorylated p53 in Hela-H cells

P53 and DA koaded nuckear imm uno-fluorescence s ignals were determined as desaribed in the Mae rial and Methods section under normamila (21%04) and 24 h hypoxia (01504}
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under hypoxia. [nterestingly, the inoease in some autophagy proteins
such as LAMP1 suggested that apoptosis induction by CP was also
accompanied by autophagy activation in Hela-L and Hela-H cells
(Fig. 2C).

33 Effact of p53 expression on mRNA and protein contents, and fluxses of
OxPhos and glvcolesis in Hela cdls under normaoxia

Under normoxia, the presence of phosphorylated p53 in HelLa-H
cells [vs. Hela-L cells) induced a doubling in the protein contents of
HIF-10¢ and LDH-A (Figs. 34 and 51A), which correlated with an in=
crease [ 2-times ) in the total lucate producton [ Fig 44), despite signif=
icant decrements in GLUT1 and GLUT3 contents (Figs. 34 and S1A).
However, after correcting for lactate produdtion in the presence of the
glyaolytic inhibitor 2-deaxyglucose (2DG), the true ghycolytc flux was
similar in both Hela-L and Hela-H cells (Fig 4B} It is noted that the
non-glycolytic lactate producton (e, lactate produced inthe presence
of 2DG) was markedly higher in Hela-H cells (Fig 4B) and was
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abolished (=95%) Iy the respiratory complex 1 inhibitor rotenane, sug-
gesting that this lactate was generated via glutaminolysis. [t is worth
recalling that gluta minalysis fully depends on mitochondrial metabo-
lism where NAD{P)H, generated by glutamine oxidation at the gluta-
mate and 2-oxeglutarate dehydrogenases and malic enzyme levels, is
further re-oxidized by the respiratory complex 1 [22,23].

Regarding OxPhos under normaxia, significant increments in the
contents of several proteins (Figs. 3B and S1B), flux ( 1.6-fold; Fig 4B)
and mitochondrial membrane potential (A%, 1.4-fold; Fig. 52) were
detected under normoxia in Hela-H cells vs, HeLa-L cells. The mEMA
levels (Table 527 were unvaried [ COXIV, 20G0H, and ATPS) or signifi-
cantdy lower (MD1) in HelLa-H vs. HeLa-L cells showing no correlation
with the protein contents (Fig S1B). The rate of oligomycin-resistant
respiration (Le., 0z consumption not associated to OxPhos) was simiar
for both cell by pes, and was almastcompletely blodeed by cyanide [ data
not shiown), indicating that the majority of toal cellular O: consump-
ton (Fig. 4A) was associated to the respiratory chain adivity but not
to extramitochandrial reactions.
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34, Effect of p53 expression on mRNA and protein contents, and fluxes of
(Phosand glyoolysis in Hela under hypoxia

Under severe and acute hypoxia Hela-L cells showed (a) inoeased
contents of HIF- 1o and glycolytic proteins GLUT1, HKIL and LDH-A, a
decreased TICAR content, and unchanged GLUT2 and PFK-1 levels
(Fig. 3A): and (b) inoeased glycolysis flux (Fig. 4B) vs, normoxia. Simi-
lar observations have also been documented for several cancer cell lines
such as MCF-7, MDA-RMB-453, Hela, AS-300D hepatoma, and sarcoma 37
[24.25]. In marked contrast, in Hela-H cells under hypoxia the HIF-1o
and glycolytic protein contents were undhanged, except for GLUT1
which increased (Fig 34A), and pathway flux actually decreased
(Fig. 4B} vs. normoxia,

Furthermare, the presence of a high level of functional and phaosphaor-
viated p53in Hela-H cells sensitized OsPhas to hypoxia-induced damage
& revealed by (a) the decrease in the pratein contents (30-93% ) of sever-
al enzymes of the respiratory chain (ND1, COXIVY, Krebs cycle and
anaplerotic reactions (20G0DH, PDH), and OxPhos phosphorylation
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system [ANT, ATPS) (Fig. 3B), as also documented for MCF-7 cardnoma,
a breast cancer cell line harboring relatvely high p53 levels [13]: and
(1) the severe decrease in OxPhos flux and AW, (Figs. 4B and 52). On
the contrary, in Hela-L cells OxPhos protein contents (g 3B),and path-
way flux (Fig. 4B) were unchanged (ND1, COXN, PDH, ATPS) or even
increased [20GDH, GA-L ANT) (vs. normoxia); in these last cells, a pro-
nounced decrease in AW, (Fig. 52 was the only detectad change inthe
mitochondrial funcion ind uced by hy paxia. Under hypoxia, the rate of
oligomycin-resistant respiration changed from 2 nanogram atoms
oxygen/min/meg protein in Hela-L cells to B nanogram atoms oxy geny’
min/mg protein in Hela-H cells, and again was almost completsly
blocked Iy oyanide in both cell types (dat not shown.

The changes in the OxPhos and glycolysis protein contents, & ¥,
and fluxes in HeLa-H and Hela-L under hypoxia, as well as normoxia,
did not corre late with their corresponding mBNA contents determined
after 24 h (Table 52, sugpesting that transariptional changes occurred
at an early time whereas post-translational changes occurred after
24 h, independently of the O level. Similar observations have been
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documented for different cancer cell types and under different experi-
mental conditions | 26].

3.5 Roleof p53 on the regulation of the cellular ATP supply

The analysis of the energy pathway flux rates revealed that, under
normoxia, p53 increased the energy dependence an OxPhos (61% in
Hela-L, 70 in HeLa-H; Fig. 4C) with glyoolysis playing a minor rale, In-
terestingly, asignificant fraction of the ATP supplied by OxPhos in Hela-
H cells very likeby derived from glutaminolysis (Fig 4B, C), whereas the
elutaminolysis contribution in HeLa-L cells was negligible, indicating
higher dependence on glutamine oxidation in HeLa-H cells vs, Hela-L
cells, Incontrast, under hyposia, p53 promoted a higher energy depen-
dence an glycolysis [ 55% in Hela-L, 64% in Hela-H; Fig. 4C). [t should be
noted that, although glycolysis was diminished by hypoxia in Hela-H
cells [vs, normoxia; Fig. 4B), this pathway prevailed as the principal
ATP supplier under hypoxia for these pS3-ennched cells (Fig. 4C).

[nagreement with the above-described data under normoxia, growth
of HeLa-H cells was significantly more sensitive (7.5-fold vs. Hela-L cells)
o several anticancer and anti-mitochondrial drugs such as the copper-
based drug casiopeinall-gly [ Casll-gly}, a-tocopherylsuccinate { e-TOS)
and ce-tooopheryloxyacetate (o-TEA) as well as the dassical ATPS inhib-
itor oligomycin; and less sensitive to the glycolytc inhibitors 2DG,
iodoacetate and gossy pol [ Table 1) Casll-ghy isa potentOxPhos inhibitor
primarily diminishing the FDH, 20C0H and SDH activities [27.28]; at
high concentraions (= 100 ), Casll-gly also behaves as a glycolytic in-
hibitor mainly affecting HE activity, a=TOS is an ubiquinone/succinate
analog inhibiting succinate dehydrogenase [ respiratory complex 11} ac-
tivity and affecting the growth of several breast cancer cells | 29). «-TEA
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is avitamin Eanalogwith soong inhibitory effect on the growth of breast
cancer MDA-MB-435 cells and cancer xenogafs in nude mice [30]. 2DG
iz 2 glucose analog that inhibits HA, HE and CLUT acovities diminishing
glycolytic flux | 27), isdoacetate primarily reacts with the reactve Cys'=
present in GAPDH catalytic center, and gossypol inhibits the
MAD*-dependent enzymes such as GAPDH and LDH |31]. [tshould
be noted that the oligomycin [Csq value found in both Hela-L and

Table 1
Kooy wall i s of the cell growth for ghycalytic and Oodfhes inhibitars in Hela- L and Hela-H
el

Ant-mitachondrial drugs Hela-L Hela-H
Casll-gly (n¥) 300 4 20 {6) A+ 3 [6)
Cigamycin () 57 £5(4) 3 +25 {3)
a-T0% {jM) =1001{3) 4 +22(3)
a-TEA [fM) 23 +21(3) 194+ 5(3)
A f-glpcalprie drugs

2046 (mM) T+3(6) 15 + 5™ [6)
Gasypal (M) 268 + 56 (3) 30T 4+ 106 {3)
144 {pm) 50 4 65 [3) #14 4+ 94" {3)

Casll-gly {00051 ). oligomyein { 1-100p0 ) 0=TOS [ 1-100 M L a-TEA [ 1-100M1:
posay pal [001-1 mda L 1AA {0U1-5 md jar 206 [1-30 mM ) were added at the beginning
ol the narmasdc Hela-Land Hela-H cell cultrunes and the inhibitar concenration regquired
© inhitit by 50K the aell growth (I, ) was determined atthe 96 h-time pol e The exter-
nal glucos e concentatkm inthe cultre medla was 25 md.The data shown represent the
mean + 500 of 3 or 6 different assayed preparations.
Abtvreylations: Casllgly, colopeina O-ghy: 144, fodascetate; 200, 2<deaxyen lwmse, o-TEA,
a-tocapheny laxyacetate; a- TOE, a-toca phery B uccinate

= P<00] v Hela-1

= P<d5vs Hela-l
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HeLa-H (Table 1)was6-11times higher that the oligomycin concen tra-
ton (5 uh) required to reveal the OxPhos flux (Fig 4B). The total cellu-
lar respiration, assayed ina saline medium, was 80-90% sensitive to 5 pM
or higher aligomycin concentrations. However, in cell proliferaton as-
says, culture medium with high fetal bovine serum (ie. albumin) is
used, which masks the oligonycineffec.

36. Energy metabolism in cancer cdl with blockage of p53 acivity

Tofurther support the role of p53 as anenergy meabolis m modula-
tar, ghrcolysis and OxPhos were assessed in (i) Hela-H cells incubated
with the selective p53 inhibitor, pifithrin-ce (FFT=0¢) [32], and (ii) p53
silenced shhCF-7 cells.

In HeLa-H cells, PFT-x decreased the contents of both phosphorylat-
ed and non-phaspharylated p53 under hypoxia and normoxia (Fig. 5A),
being phosphorylated p53 more sensitive, The p53 target TICAR was
also decreased by PFT-o, whereas p27 (anon-p53 target) level was un-
altered ( Fig. 5A). For all proteins assayed, only one band was obse rved
except for TIGAR (in normoxia) suggesting protein degradation. Under
normoxia, the presence of PFT-c¢ did not affect the proliferation rate
and vield of HeLa-H cells (Fig 5B). The severe effect of 24 h hypaxia ar-
resting Hela-H proliferaton was further enhanced by the presence of
PFT-e (Fig S5B). PFT-o¢ also decreased OxPhaos and glutaminolysis flixes
(Fig 4B) and AW, (Fig. 52) in HeLa<H cells to levels similar to those of
HeLa-L cells under normaxia, whereas glycolysis remained unchanged.
Incontrast, under hypoxia PFT-x restored OxPhos and glycolytic fluxes,
and AW, in HeLa-H cells (Figs. 4B, 52) to levels simiar to those of HeLa-
Lcells. The re-esablishment of the glycolytic flux observed in PFT-o
treated Hela-H cells correlated with significant inoreases in the levels
of HIF-1e and its glycolytic-targets GLUT1, HEIl and LDH (Fig 5C)
under hypoxia As a control PFT-o¢ was also assayed in Hela-L cells,
showing no effects on OxPhos flux and AWy (Table 53), as expectad.

On the other hand, in human breastcancer MCE-7 cells, whichhave a
reladvely high p53 content compared to HeLa-L cells (Figs. 1A and 6A),

A) Mer Hyp
PFT{M} & 04 1 10100 & a4 4 6 468
p53 total | e e g |“'—“-HJ
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hypoxia significantly (a) diminished the cellular growth (Fig. 53),
() increased the glycolytic flux (Fig. 4B) correlating with increased
HIF1-c, GLUT1, HEIlI and LDH contents (Fig 6A); and (c) decreased
OxPhos flux, zlutaminolysis, A%, (Figs. 4B and 52, and mitochondrial
protein contents [20GDH, ND1, COXIN and ANT. Fig 6B) versus
normoxia, in agreement with previous warks [13].

Under normaoxia, silencing of p53 to generate p53shMCF-7 cells
(a) induced significant lowering in the NOXA PUMA and TIGAR con-
tents, as expected [Fig 6A); (b) led to higher glycolytic flux [Fig. 4B)
carrelating with higher levels of HIF-1ce and glycalytic protein targets
(Fig. 6A); anc [ ¢) deceased OxPhos flux, A%, and mitochondrial pro-
tein cantents except for ANT (Fig. 6B), vs. parental MCF-7 cells. Under
hy poxia, silercingof p53 also led to higher glycolytc flex ( Fig 4B), cor-
relating withenhanced HIF-1oc and GLUT1 levels (Fig. 6A) vs. normaxia,
and as occwrs in Hela-L cells. On the contrary, hypoxia significantdy di-

minished the OxPhos flux and A%, in MCF-7 cells (Figs. 4B and 52)
Vs normaoxia, like in HelLa-L cells.

PFT-te also lowered the endogenous phosphorylated p53 content in
MCF-7 cells [ data not shown ), which in turn decreased CxPhaos ( from 17
to ¥ £+ 2 ngAt O/min/mg cell protein; n = 3} and inoeased glycalysis
{from 14 to 20 nmol'min/mg cell protein; n = 1). The OxPhos and gly-
colysis fluxes in MCF-7 cells treated with PFT-o¢ were similar to those
found in pS3:hMCFE-7 cells (Fig. 4B}, These results indicate that, inde-
pendently of the O, concentration, the lack of p53 promotes that
HIF1-¢ can tightly up-regulate the glycolytic flus. On the other hand,
growth of MCF-7 and p53shMMCE-7 cells under normoxia was similar
[Fig. 53) indicating the lack of p53 control on the MCF-7 cell oyde,

3.7.p53 antagonizes HIF-1ae acoviey in Hela-H cells

Uinder hypoxia, the over-expression of p53 in Hela-H cells (Fig. 14)
led to inhibition of the glycolytic flux (Fig. 4B} and a lower HIF-1q¢ con-
tent compared to Hela-L [thas been established that HIF1-oed irectly in-
teracts with wild-type p53 |33] impairing HIF-1ce associated functions
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|34). Therefare, the degree of pS3-HF1 @« interaction, as a possible regu-
latary mechanism of the pS3 function, was evaluated in Hela-H cells
under both normoxia and hypoxia p53 was indeed detected in immiu-
noprecipitates with HIF-1o antibody of normoxic (mildly) and hypoxic
[strangly) Hela-H cells (Fig 7). Immunoprecipitation with IgG1
{control antibody ) of HeLa-H cells did not result in p53 or HIF-1o co-
precipitation (Fig 7 Similarly, immunoprecipitation with HIF-1o anti-
body of normoxic or hypoxic Hela-L cells did not result in p53
co-precipitation (Fig 7). Then, it seemed that p53 may interfere
with the HIF-1o fundion only when a relatvely high content is reached
{in HeLa-H cells) but not with a negligible level {in HeLa-L cells).

3.8 p53-induced mirophagy acivaton in hypoxic Hela-H oelk

It has been documented that acute hypaxia (24 h) activates mito-
chondrial degradation | mitophagy ) in several tumarcell lines such as
Hek-293, MDA-MB231, U87, U373, U251, and ZR-75 [35] Therefore, to
assess the hypothesis that the harmiful effect of hypoxia an OxPhos of
HeLa-H cells was mediated by pS3-regulated mitophagy, several key
proteins of this process as well as the formation of autophagic vesicles
were determined in Hela-L and Hela-H cells as well as in MCF-7 and
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p53shCE-7 cells. Indeed, increased contents in the BMIP3 mBENA
(Table 52) as well as in the protein contents of BMIP3, Atg3 [ hypoxia)
and LAMP1 were observed for HeLa-H cells (vs. HelLa-Leoels; Fig. BA)L

Hela COMPLEX INPUT COMPLEX
afti-HIF-1a anli-lg31
Habal Hela:H Feel.a:l Hela:H  Helad Hela-H
Hot Hyp MHer Hyp  Mor Hyp  Mor Byp Mor Hyp Mor Hyp
HIF-1@
i — — —— i —
VB
P53 — e |

Ag 7. Famataon of pa3-HIF- 1o @mplexes in Hela-H cells Representative co- immund-
precipitation blos of p53 and HIF-1a. Pratein A-agarose baads were overnd ght prefno-
bated at 4 “Cwith HIF-1a antivody of 180G Then the beads were further incubated with
RIFA bodfer permesbilized calls for 90 min at 4 °C. Thereafrer, the baad-cell mixrnnes
we e centrifuged. The supe matans containing unbouwnd proteing {INPUT) were removed.
wiveraxs the sediments wene haxted o relazse the bead-bound proted ns (DOMPLEX). Bath
fractions, COMPLEX and INPUT, were subjected to Western blotring with antibad fes
Zpafnst HIF-1o followed by anti-p53. n = 3 different preparations Abbreviations; Nor,
narmiaeda; Hyp, hypaia
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Similarly, a significant increment in the contents of LAMP1 (Fig. 6B) as
well as BMIP3 and Atg3 (data not shown ) was observed in MCF-? cells
(vs. pS3shMCE-7 cells) under normaxic and particularly under hypoxic
conditions. The phosphorylation (e, inadivabion) of Foxo3a was evi-
dent in Hela-H cells under normoxic conditions as it has been demaon-
strated in mouse embryonic p53™" fibroblasts | 36]; however, after
the hy poxic stress, inactivated Foxo3a decreased by 38% correlating
with autophagy activation (Fig. 8A). Moreover, hypoxia induced a sig-
nificant inrease in the contents of the mitophagic proteins in HeLa-H
cells (vs. normoxia), except for P-Foxo3a, but not in Hela-L cells
[ws, normoxia), except for LAMPI.

The mitophagy activation was also assessed by determining the
co-=localization of mitochondria insid e lysosomes by confocal microsco-
py (Fig BB). Under normaoxia, higher contents of mitochandria and
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lysosomes were observed in Hela-H cells compared to Hela-L, but
mitachondriadlysosomes co-localization was not detected (Fig. 88). On
the contrary, although hy poxia increased mitochondria/lysosome co-
localization in both Hela cell types, the number of co-localizations
was greater in Hela-H cells, corresponding with higher lysosomes con-
tent (= 50% ws. Hela-L) and lower mitochondrial content {<80% vs.
Hela-L} (Fig. BC).

4. Discussion
4.1, Normoxia tumorenergy metabolism and pS3 [ewds

heast of the previous studies on p53 and cancer energy metabolism
have been pe riormed under normoxic conditions assessing the contents
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of ghycolytic (GLUTs, PCAM) or mitochondrial ( SC0O2, PDK2) proteins or
gene transcripts |6,7 ], all which however are not always indicative af
pathway funcionality. Functions should be directhy evaluated. On the
other hand, the glycolydc and OxPhos fluxes have been determined
from total lactate production 3,69 and total O, consumption [7.8], re=
spectvely, without correcting for glutaminolysis-derived lactate, and
extra-mitachendrial and mitachondrial O, uptake not associated to
OxPhuos, [nthe present study, glycolytic fux was properly determined
by adding 2DG, a glycolytic inhibitor, whereas OxPhos flux was accu-
rately determned from total Os consumption by adding oligomydn, a
specific and potent inhibitor of ATPS Using these straightforward
biochemical strategies, the p5S3 contibution to energy meabalism
regulation could be comprehensively analyzed.

4.1.1. p53 acivates mitochondrial funcion in nomaoxic condidons wichour
affecting glyooy oic metabolizm

The over-expression of p53 in Hela-H cells brought about, under
normoxia, decreased GLUT1and GLUTS protein levels as well as asignif-
icant incremse 1t in TIGAR, the latter leading to diminished levels of the
PFK-1 activatcr Fru2 GBP. Similarly, p53 overexpression in HCT116 and
U205 tumaor cells correlated with a significant diminution in gene ex-
pression and zrotein contents of GLUTI, GLUT3, PGAM. and Fru2 GBP
|3.5.6]. Although the transcriptional glycolytic activator HIF-1oe and its
target LDH-A significantly increased in HelLa-H cells, no changes were
observed in their HEIL and PFK1 contents as well as glycolytic flux versus
HelLa-L cells. These results sugeested that the glycoly tic flux was not in-
creased because the activities of the main conrolling steps (Le., GLUT,
HIES, HIPL) were not simultaneously enhanced [16). A mechanistic expla-
nation for thisbehavior is that the interaction between p53 and HIF-1o
prevented glycolytc gene up-regulation by free HIFE-1o0 [37).

On the other hand, the inoeased CxPhos flux induced by the higher
P53 content in HeLa-H cells under normaxia correlated with the higher
O Phos flux o MCE-7 cells ve, that of pS3shMCE-7 cells, indicatng that
the presence of functional p53 leads to the activation of mitochondrial
metabolism through enhandng CxPhos protein contents, total oxygen
consumption, and A%, The stimulation of the total cellular oxygen
consumption in Hela-H cells (37.5%), vs. Hela-L cells, correlated

with a simila: inoement in the total oxygen consumption found in
RS3HT hanman culun cancer HCT116 cells comnpared Lo pS3t—77
~HCT116 cells |7]. The enhanced OxPhos capacity in Hela-H cells
under norma<ia correlated with the increased levels of both p53
and HIF-1oe Howsever, HIF-1ce has no regulatory rale on the OxPhos
machinery, except for up-regulation of PDK and one COX small subunit
|38.39], which have a minor impact in the control of OxPhos. Thus,
HIF1o — independent mechanisms are most likely involved in the p53
up-regulatonof OxPhos in normoxia. The activation of OxPhos by p53
may be associated with the rans-activation [ COX, glutaminase-L) and
repression [ PDE2) of several genes coding for mitochondrial enzy mes
|S.40].

4.12. p53 senstizes umorcel groweh o anti-mitochondrial drugs

The notion that HeLa-H cells became highly dependent on the mito-
chondrial function under normaoxia (Le., OxPhos contribution o cell ATP
supply was hgher than 80%) was further supported by the marked
effect of anti-mitochondrial inhibitors on tumar cell proliferation,
wihich has also been d emonstrated for other axidative cancer cell lines
| 41-43]. Inteestingly, Cas-llgly showed higher potency to abalish
cervix cancer cell growth than a-TEA, «-TOS and oligomydn. Cas-llgly
potency on twmar cells is very likely associated with its mult-target
effect. Cas-llg y is also a more water-soluble moleaile than the ather
three drugs. Relatively low doses of Cas-ligly promate apoptosis, ROS
burst, mitophagy activation and decreased anti-oxidant system in dif-
ferent tumor cell lines such as Hela, CHP-212 neurablastoma, and C6
glioma with azparent negligible effects on non-tumor cells |44).

P53 arrest: the cell cycle in fibroblasts and HCT116 colan cancer cells
growing as xenografts |33]. However, this p53 role was not evident in
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HelLa-H cells growing in bi-dimensional cultures under normoxia, in
agreement with data described for other aggressive carcinomas
(pa3** HCT116 colon and AS49 lung) cultured as monolayers [ 34,45,
46 ] The mechanisms associated with the lack of pS3 effect on the
normoxic growth of 2D-cultured cells have not been eluddated. How-
ever, high glucose concentrations (=10 mM), like those commonly
used in standard tumor cell cultures, inoease the expression of several
genes (oyclins Al and E2; and cell cycle factor E2F) involvedin the act-
vation of the cell cycle in tumar cell lines including those containing
po3-wild type levels such as MCF-7 cells |47]. Thus, the hieh glucose
content (25 mM) used in the culture media of Hela and MCF-7 cells
probably counteracted the inhibitory effect of p53 an cellular
proliferation.

42, Hypoxia, umor energy metabolism and p53 levek

421 p53 semsitizes Hela cells to hy poxia-induced oellular death

After 24 h hypoxia, p53 promoted a fur ther significant diminutionin
HeLa-H cellular density, whidh was mediated by autophagy as it has also
been reported for pS3-containing glioblastoma (W87, U373); human
embryo kidney [ HEK293), and breast [ MDA-MB-231, ZR75) cardnoma
cells [35] Apoptosis was not detected in HelLa-H cells after 24 h hypoxia
as similarly documented for MDA-MB-231, ZR75 and lynph node
(H1299) cells | 3548). Although the mechanism associated with this
presumed p53 protecion against apoptosis has not been elucidated, it
has been documented for human fibrollasts, which contain functional
P53, an enhanced DA repair capadty and increased mRENA synthesis
after UV light expasure compared with pS3-defident fibrosasts |49]
After 48 h hy poxia, autophagy plus apoptosis appeared tocontribute
to the significant cellular death observed in both Hela cell types.

422 n53 decreases the gheoolvtic and OxPhios metaboliEm i
hypaxic condidons

The role of p53 on cancer cell energy metabolism under hypoxic con-
didons has not been elucidated. Previous studies have demonstrated
that severe hypoxia [ (1% Oy, 24 h) decreases the mitachondr al funcion
in MCF-7 and Hela amrinomas | 13], and other human cancer cells, cor-
relating with the arrest of cell proliferation | 50]. On the contiary, severe
liypursia procoobes el noed glycolydo pooteio aod FIF=1w vonbenls,
enzyme activides and flux in many cancer cell lines [25.51).

This apparently common energy metabolism pattern was here
reprod uced by MCF-7 cells, in which hypoxia decaeased OxPhas and
increased glycolysis. Down-regulaton of p53 in p53shMCE-7 cells
avoided depression of OxPhos under hypoxia, whereas glyoolysis was
still stimulated. Likewise, Hela-L cells exhibited unaltered CxPhos and
ineased glycolysis under hypoxia Indeed, hypoxia slightly { 10-20%)
diminished in Hela-L cells the contents of only a few mitachondrial
enzymes [COXIV and ATPS), whereas for others no charges (ND1,
POH) or even increments [ GA-L, ANT, 20GDH) were attained.

[n contrast, the over-production of total and phosphorylted p53 in
HeLa<H cells led to depression of both OxPhos and glycolysis under
hypaxia, correlating with a negligible up-regulation of HIF-1e. The
reatment with PFT-x allowed these cells to inaease both OxPhos and
glycolysis under hypoxia because PFT-o¢ prompted decressed phos-
phorylated p53 (90%) and increased HIF-1ee [3-times) levels, thus
reverting to a phenotype similar to that of HelLa-Lcells. Inconsonance,
hypoxia induced in HeLa-H cells a deaease of 30-75% in the contents
of mitochondrial proteins (MD1, COXIY, PDH, 20C0DH, ATPS and ANT)
except for GA-L

Therefore, Hela-H cells were unable to increase the contents of
free HIF-1ex and its glycolytic protein targets because ph3 strongly
interacted with it. In addition, it appeared that p53 strongly down-
regulated OxPhaos under hypaxia through HIF1o-independent mecha-
nisms. Glycolysis can also be moderately down-regulatad by p53
under hypoxia anly when high levels of this transaiptiona facar are
present; however, at low or negligible levels such as those found in
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MCF-7 cells and Hela-L cells, respedtively, p53 cannot counter act the
upregulation of glycolysis induced Iy hypoxia (and HIF-1a).

Like HIF-1ix, p53 isstabilized and over-expressed under hypoxia [ 21,
52].The mechanism involved in the p53 sabilization by hypoxia is not
well-understood, although it has been proposad that p53 directly inter-
acts with HF-1ce inducing p53 stabilization | 53] and its endogenouws ac-
aumulation |33].In addition, it has been suggested that the p53 HIF-1oe
interaction diminishes the HIF-1o up-regulation of glycolysis. As the
p53 content was higher { 4-times v5, normaxia) in Hela-H cells thanin
WCE-7 cells (1.8-fold ve. normoxda; [ 13]), it seemed that p53 was unable
to fully block FF-10cein MCF7 cells. Totestthis hy pothesis, co-immuno-
precipitaion assays were performed in hypoxic Hela-L and HelLa=H
cells (Fig 7). Specific interaction between HIF-1oe and p53 was observed
in HeLa-H cells but not in HeLa-L, indicating that the formation af p53-
HIF-1o¢ complexes promoted HIF-1o loss-of-fundion, mainly under
hypoxic conditions, As a contral, no interacion of p53 andfor HIE-1a¢
with [gG1 was observed, supporting a specific HIF-1ee/p53 complex
formatdon.

The severe decrease in OxPhos, glycolysis and cellular growth in
HeLa-H cells under hypoxia suggested a possible cytotoxic effect in-
duced by a high functional level of pS3. However, the PFT-0¢ trea ment
of HeLa-H cells restored, under hypoxia, the glycolysis and OxPhos
fluxes and elicited anincreasein the HIF-1e level and activity, without
modifying the high p53 total content Then, it seemed that the p53 reg-
ulatory effects on the energy metabolism pathways were not related to
synergistic cytotoxicity with hypoxia.

423 Elucdating the mechanism assodated with the pS3-induced
differential Cx Phos response towards hypoxa in Helo-H cels

Severnl mechanisms could be involved in the OxPhos impairment in-
duced by hy poxia in the presence of high p53 levels. For instance, in=
ceased mitochondrial BOS levels induced by hy poxia exert delete rious
effects on mtDMNA; as mDNA encodes subunits of OxPhes enzymes, the
oxidative stress-induced mitDNA damage may impair O Phos fundioning
[54]. Inaddidon, ithas been described that pS3 down-regulates MnsoD2
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gene expression diminishing protein content and activity in MCF-? cells
|55), ar up-regulates MnSOD2 inoeasing actvity in lymphoblasts and
fibroblasts |56] Moderate or severe hy poxia (0 1-1% 05 for 8-24 h) per
se actvates the degradation of several organelle s including mitochondria
|57]. in cancer cells with high p53 levels such as MCF-7 and inrahepatic
cholangioarcinomace lls | 58 |, in order to maintain nutrients supply. Like-
wise, the present study demonstrates that the hy poxia-ind weed autopha-
gy in HelLa cells was further enhanced by the presence of high p53 levels,
contributing to the CxPhos suppression in these conditions.

It has also been demonsirated that high p53 levels (a) down-
regulates |59.60) several ransaiption factors associated with the de
novo synthesis of respiratory chain components [(p32 and H-RAS),
F-oxidation (PGC-1ae) and mitochondrial biogenesis [c-MYC) [61];
and (b} binds to and inacivates mTERF2, which is involved in the up-
regulation of OxPhos [62]. As p53 is further activated under hypoxia,
these two OxPhos-repressing mechanisms might become active under
hypoxic conditions. Adecreased OxPhos under hypoxia in cells with
high p53 coukd be related to apoptosis induction | 19], as it has been re-
ported for p53 overexpressed-MCF-7 cells |63), colon cancer cells
[RKD), lung cancer (MCI-H1299) and transformed fibroblasts [ MEFS)
| 64]. However, a poptotic onset was not observed in Hel a-H cells. Maore-
over, it has een demonstrated inlymphoid and myeloid cells with reg-
ular p53 contents that radiation promates activatdan of several genes
associated to apoptotic onset. In contrast, in fibroblasts alsowith regular
53 content, radiation promates cell cycle arrestwith no assodated cell
death |49 reviewed in€5)], Then, it see ms that p53 overexpression is not
always linked to apoptosis activation because not all genes associated
with p53-dependentapoptosis are turned on at the same ime toinduce
DMA damage [65). An alternative explanation of the severe OxPhos
depression under hypoxia of HeLa-H and MCF-7 cells, which might
not involve downregulation by high p53, is that cells with high OxPhos
rates are more susceptible to 05 depletion because they express OxPhos
enzymes with higher affinities, particularly respiratory complex [V.
However, data on differential expression of OxPhos isoenzymes have
not been described
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5. Concluding remarks

The bioenergetos analysis of two tumaor lnes with essentially
identical genetic background, but different pS3 levels, revealed a d ual
P53 regulatory behavior on mitochondrial and glycalytic metabalism,
depending on the Oy level {Fig. 9). Under normaoxia | Le., condition
observed for solid tumor cells near to blood vessels), p53 up-regulates mi-
mchondrial finction being OxPhos the predominant ATP supplier. In this
conditdon, p53-high cells were highly sensitive to anti-mitochondrial
drugs. Under hypoxia (Le, condidon observed for solid tumor cells dis-
tant from blood vessels), pa3 down-regulates OxPhos and activates
mitophagy. In consequence, glyoolysis becomes the predominant ATP
supplier (Fig. 9.

The analysis of energy metabolism in mutation£ree p53 cells facili-
tates the elucidaton of the p33 regulatory mechanisms on OxFhos
and glycolysis, and provides a platform for understanding the effecs
on energy metabolism al the numerous ps3 mutatons,
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Abstract  Significant efforts have been made for the
development of new anticancer drmgs (protein kinase or
proteasome inhikitors, monoclonal humanized antibodies)
with presumably low or negligible side effects and high
specificity. Howevea, an m-depth analysis of the side effects
of several currently used canonical (platin-based drugs, tax-
anes, anthracyclines, etoposides, antimetabolites) and new
generation anteancer drugs as the first line of clinical treat-
ment reveals significant perturbaton of glycolysis and oxi-
dative phosphorylation. Canonical and new genemtion drmig
side effects include decreased (1) intracellular ATF levels,
(2) glvoolytic/mitochondrial enzymef/ransporter activities
andfor (3) mitochondrial electrical membrane potentials.
Furthermore, the anti-proliferative effects of these drugs
are markedly attenuated in tumor tho () cells, in which
funcional mitochondria are absent; in addition, several
anticancer drugs direetly interact with isolated mitochon-
dria atfecting their functions. Therefore, several anticancer
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drugs also target the energy metabolism, and hence, the
documented inhibitory effect of anticancer drugs on cancer
growth should also be linked to the blocking of ATP sup-
ply pathways. These often overlooked effects of canonical
and new generation anticanee drugs emphasize the role of
energy metabolism in maintaining cancer cells viable and
its targeting as a complementary and successful strategy for
cancer treatment.

Kevwords  Energy metabolism - Humanized monoclonal
antibodies - Metabolic therapy - Protein kinase inhibitors -
Tumor cells

Abbreviations

ETC Electron tran sport chain

OxPhos  Owidative phosphorylation

2-006DH  2-Oxoglutarate dehydrogenase complex

Introduction

Despite comsidearable advances m biomedical research and
clinical applications in the field, cancer remains a lead-
ing cause of monaity worldwide. The severe side effects
caused by the frequent wse of conventional chemothera-
peutics diminish, unfortunately, the patients” quality of lite.
Therefore, the development of safe and efficacious alterna-
tives with well-known medianism of action s mandatory.
First-lne anticancer drugs such as antib ody-dnig conju-
gates and protein kinase (PK) small-molecule mhibitors
have become widely used in the clinical treatment of can-
cer presumably because they are designed to be selective
for one prowein or cellular process (Ott and Adams 2011,
Li et al. 2003 Miller et al. 201 3). However, as occurs
with other canonical and traditional chemotherapy drugs

@ Springer
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Oxidative phospharylaton (OxP hos) is functional and sus@ins tumar praliferatdon in several cancer cell
types. To establish whether mitochondrial B-oxidation of free fatty adds (FFAs) contributes to cancer
OxPhos functioning, its pratein contents angl enzyme activities, as well as respiratory rates and elec-
trical membrane potental (A ¥ m) drive n by FFA axidation were assessed in rat AS-300 hepatama and
liver (RLM ) mitochondria, Higher protein contents (1.4-3 times) of f-oxidaton (CPT1, SCAD) aswoell as
proteinsand enzymeactivides{ 1.7-13-times Jof K bs eyc ke (KC: ICD, 20G0H, FDF, ME, GA ), and n2spira-

f—z}n‘::f;"s tory chain (RC: COX) we e dete mined in hepatoma mitochond ria vs RLM. Althoug1increased ¢ haleste rol
Tumor mitochandrla content [9-times vs. RLM Jwas determined in the hepatoma mitochondrial membranes, FEAs and ather
Perhaseline MAD-linked subistrates were oxidized faster (1 565 times) by hepaloma miochandria than RIM, main-
B-Cmidation taining similar A Wmvalues, The cantents of B-oxidation, KC and RCenzymes werz also assessed incells

Antl-mitochondrial therapy The mitochondrial enzyme levels in human cerviz cancer Hela and AS-30D0 cells were higher than those
ahservesd in rat hepatooytes whereas in human breast cancer biopsies, CPT1 and SCAD cantents were
lower than in human breast nomal H=soe. The presence of CPT1 and SCAD in AS-300 mitochand Ha and
HeLa cells correlated with an active FFA utilization in HeLa cells. Furthermore, the B -oxidation inhibitor
perhexiline blocked FFA ulilization, OxPhos and praliferatdon in Hela and ather cancer cells, Inconclu-
sion, functional mitwchond ria supported by FRA P-oxidation are essential for the aocelerated cancercell
proliferation and henee anti-B-oxidation therapeutics appears as an alternative promising approach to
deter malignant tumar groweth.

2015 Elsevier Lecl All rights reserved.

1. Introduction

Enhanced glycolysis is one of the most important cancer
metabalic hallmarks (Cantor and Sabatini, =012; Hanahan and

Abbrewviathons AAT, aspartate aminetransferase; AcAc, Acef oacetate; ANT, ade- Weinberg, 20111 It has been suggested that tumor cells perma-

nine nucleotl de translocase; COX, oytodrome ¢ oxidase; 01, camitine palmit oyl
transferase 1; LCHAD, long-chain 3-hydroxyacyl Cof dehydrogenase; Ga, glu-
taminase; GOH, glutamate dehydrogenase; Gln, glotamine; Glut, gutamace; 1IC0,
Isccitrate dehydrogenase; LDH, lactate dehydrogenase; Mal, malate; ME, malic
erEyme; MO, NADH-ubiqu inone oxdoreductase; OxPhos, oxidative phosphonyla-
tion; POH, pyruvate d ebwdroge nass; My, pyruvate; RLM, @t [ver mitcchondri;
ROE, rad kalaeygen specles; SCAD shortchalnacyl oA detyd roge nase | SDH,succ k-
nate de hyd mgenass; 200, 2-oxogl v tamte; 2006 DH,2-oxog lutarate debyd roge nasa;
B OHBut, - yd mxy buty mte,
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nently maintain an impaired oxidative phogporylati on (OxPhos)
which promotes an increased glycolysis (Warburg, 1956). In con-
sequence, OxPhos flw, and mitochondrial enzyme activities and
contents are not usually determined in studies af cancer energy
metabolign (Chwens et al., 2011; Putignani et al, 2012). Several
proposals on the possible mec hanisms associated with the OxPhos
impairment in cancer cells have emerged. Same of these proposed
mechanisms are: mutations in the Krebs cycle erzymes (fumarate
hydratase, succinate dehydrogenase and isocitrate dehydroge-
nases) (¥ekouki and Stratakis, 2012; Yang et al, 2012); absence
(Mayr et al., 2008) of one of the principal emeyme controlling
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