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Summary

Introduction

Cancer is nowadays considered as a set of pathologies that share common characteristics
including the loss of homeostatic mechanisms controlling cell proliferation, implying the
malignant transformation of normal cells to cancer cells. Cancer cells proliferate
indiscriminately and will form a tumor, having the potentiality to metastasize and
colonize new locations in the body, to form secondary tumors. Cancer cells have a series
of acquired capabilities that differentiate them from normal cells and allow them to
behave as they do. There are a lot of molecular alterations that can cause cancer or drive
its development. However, mutations are a key factor since they can modulate gene
function affecting many cellular processes. Certain mutations in oncogenes and tumor
suppressor genes can promote cancer by overactivating or inactivating gene function,
respectively. Hanahan and Weinberg described a series of hallmarks of cancer cells, that
allow them to perform their activities. The number of hallmarks has been growing with
the years, but nowadays metabolic reprogramming is widely considered as a hallmark of
cancer, so it creates the conditions for the cancer cell to survive, growth, proliferate and
metastasize (see Fig. 1; Hanahan, 2022). Metabolic reprogramming allows to adapt
metabolism for the requirements of cancer cells, which may be variable. Cancer
metabolism is characterized by its flexibility and adaptability, and normally cancer cells
show convergent metabolic adaptations regarding the generalized need for increased
energy generation, biosynthetic purposes, and protection against oxidative stress. The
metabolic reprogramming may be caused by mutations disrupting the activity of
oncogenes or tumor suppressor genes. For example, oncogenic MYC or KRAS are known
to be capable of inducing metabolic changes in a cell autonomous fashion, since they
regulate several critical steps of diverse pathways. However, there are also cases of
tumors lacking mutations in known oncogenes or tumor suppressors that display a
reprogrammed metabolism. This fact suggests that, sometimes, an initial metabolic
perturbation may mimic the conditions of some known mutations to promote molecular
alterations that drive oncogenesis, such as could be the example of succinate
accumulation that leads to prolyl-hydroxylases inhibition causing HIF-1a stabilization.
This scenario mimics a situation of hypoxia, activating mutations in mTORC1 or
inactivating mutations in VHL tumor suppressor. All of these may cause oncogenic
changes, such as an hyperglycolytic phenotype.

Glucose Metabolism in Cancer

Glucose has been known for decades to be the most consumed nutrient in cancer, so its
metabolism is normally reprogrammed in cancer cells. Otto Warburg observed almost a
century ago that tumor slices showed increased glucose consumption compared to
normal tissue. In 1956, he described the preference of tumors for aerobic glycolysis and
lactate generation instead of the complete oxidation of glucose in the mitochondria for
maximizing energy production, as it happens normally in healthy and differentiated
tissues. This phenotype was called “The Warburg Effect”, and Warburg thought it was

11
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the cause of malignancy, originated by dysfunctional mitochondria. Nowadays, it is
known that most cancer cells have functional mitochondria and mitochondrial
metabolism is needed for the cell to survive and proliferate. In normal differentiated
cells, glycolytic pyruvate enters the mitochondria for generating Acetyl-CoA in the
reaction catalyzed by pyruvate dehydrogenase (PDH). Acetyl-CoA may enter the
Tricarboxylic Acid (TCA) cycle for complete oxidation of glucose carbon to CO; and
concomitant generation of NADH and FADH,, that will donate electrons to the Electron
Transport Chain (ETC) for further ATP generation by ATP synthase, in the process of
oxidative phosphorylation (OXPHOS). The Warburg Effect is increasingly being
considered as a metabolic preference for proliferating cells. This is thought because
although less efficient, it allows for fast ATP generation that may be advantageous in a
situation of nutrient abundance and, most importantly, promotes higher levels of
glycolytic intermediate metabolites that may serve as substrates for a set of biosynthetic
pathways. Thus, more glycolytic intermediates can be redirected to biosynthetic
pathways such as the pentose phosphate pathway (PPP) for generating NADPH, needed
in multiple biosynthetic reactions, and ribose-5-phosphate, essential for nucleotide de
novo biosynthesis (see Fig. 3, Pavlova and Thompson, 2016). In fact, some tumors show
overexpression of key enzymes of the PPP and inactivating mutations in tumor
suppressor p53 also promotes the pathway. Another glycolytic intermediate,
dihydroxyacetone phosphate (DHAP), may be used for synthetizing glycerol-3-
phosphate, needed for phospholipid biosynthesis. 3-Phosphoglycerate fuels the
synthesis of nonessential amino acids serine and glycine, and thus works as a substrate
for one carbon metabolism and NADPH synthesis. In fact, the rate-limiting enzyme in this
pathway, phosphoglycerate dehydrogenase (PHGDH), is overexpressed in several
tumors. Oncogenes such as c-Myc promote this hyperglycolytic phenotype by inducing
expression of proteins involved, like pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1), lactate
dehydrogenase A (LDH-A) or monocarboxylate transporter 1 (MCT1). PDK1
phosphorylates PDH to inhibit its activity, minimizing the flux from glucose to the TCA
cycle. LDH-A reduces pyruvate to lactate, and MCT1 favors lactate transport out of the
cell. Oncogenic TGF/B-catenin signaling promotes PDK1 and MCT1 expression, and
hypoxic of oncogenic HIF-1a stabilization promotes glucose transporter GLUT1, PDK1
and LDH-A expression. Oncogenic signaling pathways also favor the expression in cancer
cells of pyruvate kinase isoenzyme PKM2, which has lower activity than the normally
expressed in adults, isoenzyme PKM1.

Along with glycolysis, the TCA cycle is another prominent pathway that provides a set of
substrates for many biosynthetic pathways. Glucose and glutamine (GlIn) are the two
main anaplerotic substrates in cancer cells. Glucose-derived pyruvate may be
carboxylated by pyruvate carboxylase (PC) to form oxaloacetate, an intermediate of the
TCA cycle. On the other hand, GIn may serve to generate alpha-ketoglutarate (a-KG)
which enters the TCA cycle.
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Reprogramming of Glutamine Metabolism in Cancer

Gln is the most abundant amino acid in plasma, and it has been reported to be consumed
by many tumors and by most cells cultured in vitro. Gln is a nonessential amino acid, and
most tissues and cancer cells retain the capability to synthesize it. However, due to the
requirements of cancer cells, GIn may behave in this context as a conditionally essential
amino acid. In fact, Gln is the second nutrient most consumed by tumors after glucose,
and there are tumors that depend on GlIn, being called “glutamine-addicted”. GIn has in
its structure two atoms of nitrogen, being a flexible nutrient since it may be a source of
reduced carbon and nitrogen for energy production, biosynthesis and is also related to
redox regulation. Besides, Gln is also known to have a role as a signaling molecule. GIn
may enter the cell through its transporters, such as ASCT2, and once in the cytosol it may
serve for protein synthesis, or act as a nitrogen donor by providing its amido group in
the biosynthesis of purine and pyrimidine nucleotides, and hexosamines, in reactions
catalyzed by amidotransferases, producing glutamate (Glu). In cells expressing the amino
acid antiporter LAT1, GIn serves for the import of several nonessential and essential
amino acids, including leucine. Moreover, GIn may enter the mitochondria where it can
be substrate of glutaminases (GAs). GAs catalyze the oxidative deamidation of GIn to
produce free ammonia and Glu. GAs catalyze the first step in glutaminolysis and are
commonly overexpressed in cancer. GIn-derived Glu may follow several metabolic fates.
Glu may participate in transamination reactions in which the amino group of Glu is
transferred by aminotransferase enzymes to a a-ketoacid acceptor, to form a
nonessential amino acid (such as aspartate, alanine, or serine) and a-KG. Glu-derived a-
KG may also be generated by the reaction catalyzed by glutamate dehydrogenase (GDH),
which releases the amino group as free ammonia and generates NADH. In any case, a-
KG is a metabolic intermediate of the TCA cycle and may follow oxidation reactions for
ATP generation by OXPHOS. GIn-derived a-KG may follow the TCA cycle to generate
oxaloacetate, which may act as an amino group acceptor to form the nonessential amino
acid aspartate, reaction in which GIn-derived Glu may also be involved. Aspartate may
further accept the amido group of GlIn to synthesize asparagine. In fact, Gln can favor
nucleotide biosynthesis not only by acting as an amido donor, but also by promoting
aspartate biosynthesis, which is essential in the biosynthesis of both, purines and
pyrimidines. A synthesis of GIn metabolism is depicted in Fig. 5 (Matés et al., 2020b).

Glu might also participate in the biosynthesis of glutathione (GSH), the most abundant
antioxidant in the cell. GSH is a tripeptide composed by Glu, cysteine, and glycine. Glu
has an important role here because it also serves for importing cysteine (in the form of
the oxidized dimer cystine) to the cell, by the antiporting system xCT, which is commonly
upregulated in tumors.
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GIn metabolism is frequently reprogrammed in cancer cells. The oncogene c-Myc is an
important coordinator of glucose and Gln metabolism, and it promotes GIn import to
the cell by upregulating ASCT2, and the first enzymes implied in its metabolism, GAs (GLS
isoenzymes) and carbamoyl phosphate synthase Il (CAD), a cytosolic enzymatic complex
that use Gln as an amido donor in pyrimidine de novo biosynthesis. Oncogenic signaling
from EGFR promotes ASCT2 translocation to the cell membrane, and inactivating
mutations in Rb tumor suppressor promote ASTC2 and GLS expression.

In fact, GIn-derived a-KG may serve for citrate synthesis by a non-canonical reductive
carboxylation reaction catalyzed by isocitrate dehydrogenases (IDH1/2). Citrate can be
exported to the cytosol to generate cytosolic acetyl-CoA which may serve for lipid
biosynthesis or as an acetyl group donor in acetylation reactions. Hypoxic conditions,
oncogenic EGFR signaling or inactivating mutations in VHL tumor suppressor induce
reductive carboxylation. GIn metabolism may impact epigenetics by producing acetyl-
CoA and, importantly, a-KG. Acetyl-CoA may participate in histone acetylation reactions,
while a-KG is a substrate for a-KG dependent dioxygenases. This group of dioxygenases
includes enzymes involved in demethylation reactions, like the TET family of DNA
hydroxylases, the Jumonji C family of histone demethylases, RNA demethylases and
prolyl-hydroxylases, the latter regulating the levels of HIF-1a. These enzymes oxidize a-
KG to succinate and may be inhibited because of structural similarity with its substrate
by succinate, fumarate and the oncometabolite 2-hidroxiglutarate (2-HG) (See Fig. 7,
Pavlova et al., 2022).

Redox Metabolism and Cancer

The accelerated metabolism of cancer cells leads to an increased rate of reactive oxygen
species (ROS) formation. ROS are molecules derived from oxygen capable of oxidizing
cell components. ROS include superoxide ion (02), hydrogen peroxide (H20z), hydroxyl
radical ('OH") and lipid peroxides (LOOH). Most cellular ROS derive from O,"~, which may
be passively generated by the activity of the ETC or actively produced by NADPH
oxidases. Superoxide dismutases (SOD) enzymes catalyze the conversion of two
molecules of O, into H20; and water. H,0, may react with free Fe?* to produce 'OH" by
the Fenton reaction. 'OH may cause lipid peroxidation by its reaction with
polyunsaturated fatty acids. These processes are involved in ferroptosis, a type of iron-
dependent cell death. However, ROS not only cause indiscriminate oxidative damage to
cell molecular components, but also have a role in cell signaling and homeostatic
regulation, which is mostly carried out by H,0,. H,0; has characteristics that allow it to
perform specific and regulated oxidation events, acting mainly by oxidizing accessible
cysteine residues in proteins to alter their function. H;0; is known to promote
oncogenesis by regulating several signaling pathways, like its indirect activation of the
PI3K/AKT pathway by oxidizing and inactivating phosphatases that negatively regulate
the pathway, like phosphatase and tensin homolog (PTEN), protein phosphatase 2 (PP2A)
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or protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), among others. ROS are also able to stabilize
HIFa subunits. All these activities of ROS may induce a reprogramming of metabolism.

Since cancer cells have a higher rate of ROS production and oxidative stress, and given
the fact that ROS may favor prooncogenic molecular changes, cancer cells need to tightly
regulate the redox balance to maintain optimal levels of ROS for the cell’s activities (see
Fig. 8, Sullivan and Chandel, 2014). Tumor cells rely on upregulated antioxidant systems
to this end, and they normally upregulate the nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (NRF2), a master regulator of the antioxidant response. Oncogenes like KRAS, B-RAF or
c-Myc induce NRF2 overexpression. NRF2 favors the expression of multiple proteins
involved in antioxidant function, like glutathione peroxidase 4 (GPX4), GSH biosynthesis
genes, XCT transporter or proteins involved in NADPH biosynthesis, which is needed to
recycle antioxidant proteins and cofactors.

Gliomas and Glioblastoma

Gliomas account for the most common malignancy affecting the central nervous system,
among them, glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent and lethal type,
characterized by high invasiveness, proliferation rates, resistance to apoptosis and short
survival times. New therapeutic options are needed, given that the only
chemotherapeutic treatment that has shown some modest effectiveness is the alkylating
agent temozolomide (TMZ), also known for inducing oxidative stress. However,
resistance to TMZ usually develops and compromise efficacy, which has been related to
upregulation of antioxidant defenses. Multiple combination treatments are being
assayed with TMZ in clinical studies looking to improve efficacy. In IDH-mutant
glioblastomas, IDH causes the accumulation of the oncometabolite D-2-hidroxyglutarate
(D-2-HG), which impairs a-KG-dependent dioxygenase function leading to an
hypermethylated phenotype. On the other hand, GIn metabolism is commonly
reprogrammed in GBM, and GAs (GLS isoenzymes) are usually overexpressed, as well as
the antiporter xCT. In a set of GBMSs, GIn import and GA function favors intracellular
generation of Glu, which among other things promotes antioxidant defense by both
direct providing of Glu for GSH synthesis, and export of Glu coupled to cystine import. In
fact, translocation of Glu to the extracellular space usually causes excitotoxicity to the
surrounding normal tissue by overactivating the NMDA receptor, which leads to cell
death and benefits tumor growth. Given the flexibility of GIn metabolism and its role in
favoring antioxidant capacity, therapies targeting GIn metabolism are being assessed in
combination with TMZ, including a combination of TMZ and a GA (GLS) inhibitor called
CB-839.

Glutaminase Isoenzymes

GAs catalyze oxidative deamidation of GlIn to Glu and ammonia. In humans, two genes
code for GAs: GLS and GLS2. GLS encodes two isoforms arising by alternative splicing,
named KGA and GAC, and both are referred to as GLS isoenzymes. GLS2 encodes two
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isoenzymes: the canonical GAB isoform, and LGA, the latter originated by an alternative
transcription start site, and both isoforms are referred to as GLS2 isoenzymes (see Fig.
13, Campos-Sandoval et al., 2015). GLS and GLS2 share high sequence homology in the
GA domains, but lower in the N and C-terminal regions, which has been related to
differential subcellular location and protein-protein interactions. In fact, GLS2 shows a
PDZ recognition domain in its C-terminal region. Besides, a nuclear localization of GLS2
has been reported, which may suggest that GAs perform functions beyond their catalytic
role in the mitochondria.

GA isoenzymes also differ in their kinetics and expression patterns: while GLS is
expressed ubiquitously, GLS2 expression is more specific, being restricted to the liver,
brain, pancreas and a few more tissues. Their role in cancer is also variable. GLS is
commonly considered as a prooncogenic factor, since it is usually overexpressed in
cancer cells compared to the normal ones, especially the GAC isoform. GLS expression is
induced by oncogenes such as c-Myc, which acts indirectly by targeting its negative
regulators miR23a/b. Several other miRNAs have been characterized as negative
regulators of GLS, and are downregulated in different types of cancer, including miR 153,
miR 1-3p, miR 137, miR 513c, miR 122 and miR 203. Additionally, oncogene c-Jun induces
GLS expression, and oncogenic signaling mediated by NF-kB and EGFR-MAPK cause GLS
phosphorylation to boost its activity.

GLS2 isoenzymes appear to have a more complicated role in cancer, having been
associated with context-dependent tumor suppression properties. GLS2 expression is
silenced in some cancers. In GBM, GLS2 is usually silenced by promoter
hypermethylation while GLS is overexpressed. In fact, GLS2 expression is directly induced
by tumor suppressor p53, and by p63 and p73. GLS2 function has been related to lower
activation of PI3K/AKT signaling in hepatocellular carcinoma (HCC) and GBM models. In
GBM cells, GLS2 expression was associated with lower proliferation capacity and its
effect on PI3K/AKT downregulation increased sensitivity to oxidative damage and TMZ
treatment. GLS2 expression has been also related to lower metastatic capacity by
binding and inactivating Racl. GLS2 also appears to have a role in epigenetic regulation
as it binds to Dicer to stabilize it, favoring miR 34a maturation and Snail repression.
However, there are also examples where GLS2 is overexpressed in cancer and has been
assigned an oncogenic role. Hence, in neuroblastoma, GLS2 expression was induced by
oncogene n-Myc and related to cell proliferation. In cervical cancers, GLS2 expression
increased radiotherapy resistance, and in luminal subtype breast cancer cell lines and
tumors, GLS2 overexpression was induced by GATA3 and related to cell proliferative
capacity (see Fig. 14).

Since GAs expression and function are commonly altered in cancer, the search and use
of inhibitors of their activity has been of interest. GA inhibitors are thought to potentially
improve efficacy of treatments, especially in combination with other classic or targeted
treatments. Nowadays there are two main types of inhibitors: GIn analogs and allosteric
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inhibitors. GIn analogs such as L-DON, acivicin and azaserin were tried decades ago and
showed efficacy, but also high toxicity, since they lack selectivity and inhibit not only GAs
but also amidotransferases. In the last years, JHU-083, a prodrug for L-DON was found.
JHU-083 showed efficacy and minimize toxicity since it is administered as an inactive
form and is activated in the tumor microenvironment. On the other hand, allosteric
inhibitors bind to GAs monomers and prevent the formation of an active tetramer. BPTES
is an allosteric inhibitor of GLS and stabilizes the formation of an inactive tetramer.
However, BPTES was poorly soluble and showed modest inhibitory capacity. A derivative
of BPTES, named CB-839 was later developed and showed much higher inhibitory
capacity and solubility, being orally bioavailable. CB-839 showed important antitumor
efficacy in several cell models and has been assayed in clinical trials in combination with
diverse treatments, including the tyrosine kinase inhibitor cabozantinib in renal cell
carcinoma and TMZ in GBM. However, results showed no improvement in these
combined treatments compared to monotherapy without CB-839. Nevertheless, CB-839
has shown efficacy in in combination treatments in some contexts. For example, its
combination with thymidylate synthase inhibitor 5-fluoro uracil showed improved
efficacy in colorectal cancer models only in the cases that cells have mutated PIK3CA.
Consequently, it remains important to find molecular signatures indicating CB-839
potential efficacy.

Compound 968 is another allosteric inhibitor that acts by binding between two GA
monomers, preventing oligomerization. 968 has been shown to inhibit both GLS and
GLS2 isoenzymes but has lower inhibitory potential than CB-839. For GLS2 specific
inhibitors, only alkyl benzoquinones have shown relevant inhibitory capacity and
specificity. Compound AV-1 is nowadays the most promising of these compounds,
showing antitumor efficacy in HCC and lung tumor cell lines.

The present PhD thesis has been focused in studying the differential functions of GA
isoenzymes in cancer, particularly in GBM. Genetically modified GBM cell lines cultured
in vitro for altering GA isoenzyme expression or treated pharmacologically to target their
activity were used as study models. The models were employed for analyzing GA
isoenzyme function on cell metabolism, redox balance and antioxidant defenses, as well
as in miRNA regulation.

Methods, Results and Discussion

Three published papers support this PhD thesis: one review article and two research
articles. A summary of the methodology employed, results obtained, and its discussion
is included below, organized by articles. An additional section containing unpublished
results and its discussion is also included after the papers that support the present PhD
thesis.
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Review article

Matés JM, Campos-Sandoval JA, De Los Santos-Jiménez J, Marquez J. Dysregulation of
Glutaminase and Glutamine Synthetase in Cancer. Cancer Lett. 2019 Dec 28;467:29-39.
doi: 10.1016/j.canlet.2019.09.011.

Due to its flexibility and ability to feed a great number of metabolic pathways, GIn
metabolism is commonly reprogrammed in cancer cells. GIn metabolism is involved in
ATP generation, synthesis of building blocks for anabolic purposes including amino acids,
nucleotides, lipids, and NADPH; and has an important role in the cell antioxidant defense
and redox regulation through biosynthesis of glutathione. GIn and its derived
metabolites also have a function in cell signaling. Glutaminases catalyze the conversion
of GIn to Glu and ammonia in the mitochondria and are commonly upregulated in Gin-
consuming tumors. On the other hand, glutamine synthetase (GS) allows ATP-dependent
GIn synthesis from Glu and ammonia. GAs and GS are determinant enzymes for GIn
metabolism adaptation in cancer.

Targeting GIn metabolism appears as a promising strategy for combination therapies due
to its involvement in multiple central molecular processes for tumor cells. In the last
years, novel improved GA allosteric inhibitors have been developed, showing higher
inhibitory capacity, selectivity, and solubility. GA inhibitors impairs glutaminolytic flux
thus affecting a broad number of pathways downstream of Gln, mimicking a nutrient-
starvation situation. In fact, treatment with GA inhibitor 968 induced autophagy as a
mechanism of resistance in NSCLC cells. Combination of 968 with autophagy inhibitor
chloroquine showed synergistic efficacy. GA targeting impacts mTORC1 functions, since
GIn and derived metabolites induce mTORC1 activation, and glutaminolysis can be
overactivated as a compensatory resistance mechanism to overcome impairment of
glucose metabolism caused by mTORC1 inhibition therapies. Combination of GA
inhibitors 968 or CB-839 and mTORC1 inhibitors PP242, AZD8055 or MLN128 showed
synergistic effects in several in vitro and in vivo models. GA inhibition also synergized
with oxidative stress inducer Dihydroartemisinin in HCC cells, and with DNA targeting
drug cisplatin in TNBC cells. Interestingly, in hypoxia-resistant gastric cancer in vitro and
in vivo models, GA and pyruvate kinase M2 inhibition showed synergistic antitumor
effects.

GS status in cancer cells is variable. In many tumors, GS expression is silenced, and GAs
are overexpressed, so they behave as net consumers of GIn. However, some tumors
overexpress GS and its inhibition showed anticancer efficacy. This complex interplay is
likely dependent on tumor nutrient availability, and GS activity may be considered in
many cases as a resistance mechanism to GIn deprivation. In some cancer models, GS
activity was essential to provide GIn for nucleotide de novo biosynthesis. Some
oligodendroglioma cells showed the need of GIn supply or GS activity for activating
mTOR and Wnt/ 3 -catenin pathways, and pancreatic cancer cells showed higher
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resistance to gemcitabine mediated by elevated mTOR activation when overexpressing
GS and LAT2, the latter importing several amino acids to the cell in antiport with Gin.
Gastric cancer models showed a synergistic decreased in oncogenic capacity when
treated with a combination of GIn transporter ASCT2 inhibitor benzyl-serine and GS
inhibitor L-methionine sulfoximine (MSO). Importantly, a metabolic interplay has been
noted in several tumors regarding GIn metabolism in the tumor microenvironment. In
acute lymphoblastic leukemia (ALL) and pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA), it was
found that adipocytes synthesize and secrete GIn through GS overexpression to be
consumed for tumor cells. In these cases, PDA cells induced adipocytes to silence GA
expression to maximize GIn synthesis and export. In ALL, GS expression in adipocytes
protected from asparaginase (ASNase) therapy, and HCC cells treated with ASNase
overexpressed GS as a resistance mechanism, which was overcome by GS inhibition with
MSO.

GIn metabolic reprogramming in cancer is complex and flexible, since it not only involves
cancer cells but also implies the metabolic coupling between them and tumor associated
cells. However, combination therapies targeting several key metabolic steps may
represent promising strategies to selectively target tumor cells and overcome resistance
mechanisms. GA and GS activities move GIn metabolism in opposite directions, but
targeting its differential expression in tumor and stromal cells may constitute a promising
therapeutic strategy.

Research article 1

de Los Santos-liménez J, Campos-Sandoval JA, Marquez-Torres C, Urbano-Polo N,
Brgndegaard D, Martin-Rufian M, Lobo C, Pefalver A, Gdmez-Garcia MC, Martin-Campos
J, Cardona C, Castilla L, da Costa Souza F, Cheng T, Segura JA, Alonso FJ, Curi R, Colquhoun
A, DeBerardinis RJ, Marquez J, Matés JM. Glutaminase Isoforms Expression Switches
microRNA Levels and Oxidative Status in Glioblastoma Cells. J Biomed Sci. 2021 Feb
20;28(1):14. doi: 10.1186/s12929-021-00712-y.

GA isoenzymes GLS and GLS2 differ in their kinetics, expression patterns and role in
cancer. While GLS is widely considered as a prooncogenic factor, GLS2 has been proven
to behave context-dependently, being associated with both tumor suppressive and
prooncogenic functions. Cancer cells display reprogrammed metabolism, redox balance,
and genetic and epigenetic regulation. In the last years, GAs have been reported to
perform non catalytical functions, including GLS2 stabilization of Dicer to promote
miRNA maturation. Besides, GLS2 function was associated with PI3K/AKT signaling
downregulation and sensibilization to oxidative stress in glioma cells. In view of all these
changes and activities by GAs, we wanted to analyze the relationship between GA
isoenzymes’ function and oxidative stress status, antioxidant systems and its impact on
miRNA regulation in GBM cells. We employed two GBM cell lines, T98G and LN229,
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genetically modified to silence GLS expression or to overexpress GLS2 (GAB isoenzyme),
otherwise silenced. A microarray for exploring the expression of 993 miRNAs was used
to discriminate GA-dependent alterations in miRNA expression in these models. Changes
in selected miRNAs were further analyzed by gRT-PCR. On the other hand, we analyzed
in these cell models a total of seven oxidative stress parameters, including total
antioxidant capacity (TAC), lipid peroxidation and protein carbonylation assays to
address GA isoenzyme function’ relationship with the cell overall antioxidant capacity,
and oxidative damage to lipids and proteins. Additionally, four assays for specific
antioxidant activities were carried out: quantification of total glutathione (GSH) levels,
glutathione reductase (GR) activity, global superoxide dismutase (SOD) activity and
catalase (CAT) activity.

Six miRNAs were shown to significantly change their expression upon altering expression
of GLS or GAB isoenzymes. MiRNA 21-5p, miRNA 92a-3p, miRNA 140-3p, miRNA 146a-
5p and miRNA 1260a were downregulated and miRNA 1246 was upregulated when GLS
was silenced in both cell lines. MiRNA 21-5p, miRNA 140-3p, miRNA 146a-5p, miRNA
1260a and miRNA 1246 were upregulated when GAB was overexpressed in both cell
lines. On the other hand, lipid peroxidation and protein carbonylation decreased in all
cases when GLS was silenced, or GAB was overexpressed. TAC and total GSH levels were
lower in GLS-silenced LN229 and T98G cells but higher in GAB overexpressing cells. GR
activity was higher in all GLS-silenced and GAB overexpressing models. SOD activity
decreased significantly in LN229 cells silencing GLS or overexpressing GAB but was higher
in T98G silencing GLS or overexpressing GAB. CAT activity was lower in all GAB
overexpressing models, but behave the opposite when silencing GLS: was elevated in
T98G-GLS(-) but lower in LN229-GLS(-).

GA isoenzymes’ functions demonstrated to be linked with these 6 miRNAs expression,
however, the mechanism by which they cause these changes remains as an open
guestion. GAs may be altering miRNAs expression by either catalytic or non-catalytic
activities. Of note, miRNA 1246 behave oppositely for GLS and GAB function, since it was
elevated in both cases when GLS was silenced and GAB was overexpressed, which may
point to a catalytic-independent mechanism, since its expression did not correlate with
global GA activity in the cell. Most of these miRNAs have been related to both tumor
suppressive and oncogenic functions in different types of cancer.

Apparently, GA activity of GLS and GAB isoenzymes correlate with the cell antioxidant
capacity, noted by TAC and GSH changes. In accordance with these changes, oxidation of
lipids and proteins decreased when GAB was overexpressed, attributable to higher
antioxidant capacity. But oxidative damage was also lower with GLS-silencing, despite
lower antioxidant capacity. These changes may be explained considering the lower
proliferative activity observed in GLS-silenced cells due to the lack of GIn-derived
substrates, which is likely to be limiting ROS production rate and therefore, oxidative
damage. Interestingly, GR activity was higher when GLS was silenced and when GAB was
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overexpressed, pointing to a differential function between GAs isoenzymes on GR
activity modulation. Results demonstrated that GAs expression affect SOD and CAT
activities. However, the pattern linking GA function with SOD and CAT seems to be more
complex and modulated by the molecular background of the cell, since it behaves
differently between cell lines with the same genetic modification. In conclusion, it was
found that GAs are related to miRNA expression and redox regulation, and some of the
results pointed to differential GA isoenzyme effect on these parameters.

Research article 2

De Los Santos-lJiménez J, Rosales T, Ko B, Campos-Sandoval JA, Alonso FJ, Marquez J,
DeBerardinis RJ, Matés JM. Metabolic Adjustments following Glutaminase Inhibition by
CB-839 in Glioblastoma Cell Lines. Cancers (Basel). 2023 Jan 15;15(2):531. doi:
10.3390/cancers15020531.

Many tumors use glutamine for both energy production and biosynthetic purposes. GAs
catalyze the oxidative deamidation of GIn into Glu and free ammonia in the
mitochondria, in the first step of glutaminolysis. In humans, two genes encode for GAs:
GLS and GLS2. GLS is widely expressed and considered as a prooncogenic factor,
encoding two isoforms named KGA and GAC. GLS isoenzymes are usually overexpressed
in tumors, including GBM. We analyzed the metabolic changes occurred after inhibiting
GLS activity in three GBM cell lines (LN229, T98G and U87MG) using the allosteric
inhibitor CB-839.

We employed a broad metabolomic approach for analyzing changes in the levels of
hundreds of metabolites, and we also performed isotope tracing experiments using U-
13C-labeled GIn and **N-labeled GIn in the amide group to ascertain the metabolic fates
of GIn carbon and nitrogen. In all cases, cells were treated with 1 uM CB-839 or vehicle
dimethyl sulfoxide (DMSO) for 24h. For isotope tracing experiments, following
treatment, cells were traced using stably labeled GlIn for 6 hours. After that, cells were
scraped, metabolites were extracted in methanol (U-'3C-GIn) or acetonitrile (*>N-GIn)
and dried to obtain a metabolite pellet. For carbon tracing, metabolites were derivatized
with tert-butyldimethylsilyl ether (TBDMS) and analyzed in a GC-MS system. For nitrogen
tracing, metabolites were analyzed in a LC-MS system. For metabolomics, after
treatment with CB-839 or DMSO, metabolites were extracted in methanol, dried, and
analyzed in a Quadrupole Time of Flight (Q-TOF) LC-MS platform.

Carbon tracing experiments showed that labeling in TCA cycle metabolites was
significantly lower compared to the control when treated with CB-839. Of note, carbon
tracing results also showed an important proportion of reductively generated citrate
from GIn in these cells, which was equally impaired by CB-839. Accordingly,
metabolomics showed lower levels of TCA cycle intermediates when treated with CB-
839, as well as lower levels of related amino acids such as aspartate and alanine. There
were also higher levels of purine biosynthesis intermediates inosine monophosphate or
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the adenosine  monophosphate  analogue  5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide (AICAR), and lower levels of uridine monophosphate (UMP), an
intermediate metabolite from pyrimidine synthesis. Nitrogen tracing experiments only
showed relevant changes in treated T98G cell line, in which significant lower labeling
from GIn amide group was observed for adenosine monophosphate (AMP), guanosine
monophosphate (GMP), cytidine monophosphate (CMP) and UMP. Interestingly,
metabolomics showed accumulation of methylated metabolites upon CB-839 treatment,
including trimethyl lysine and 5-methyl-cytosine.

Carbon tracing and metabolomics results stated that CB-839 treatment prevented GIn
anaplerosis with variable efficacy between the assayed cell lines. Metabolomics and
nitrogen tracing results point to an impairment in de novo purine and pyrimidine
biosynthesis pathways caused by CB-839, likely due to GA inhibition causing aspartate
depletion, which otherwise would probably be synthesized from GIn-derived Glu.
Additionally, higher abundances of methylated metabolites could be representative of
methylated proteins, including histones, and DNA. CB-839 could be impacting epigenetic
regulation in this way by altering the ratio between a-KG and succinate or fumarate. a-
KG is substrate of a set of demethylases which oxidize it to succinate, and these enzymes
can be inhibited by succinate or fumarate. Although overall succinate levels are lower
with CB-839, the latter caused a-KG to be proportionally lower to succinate, whose drop
is much smaller that other TCA cycle metabolites. Thus, CB-839 caused an imbalance in
succinate levels compared to other TCA cycle metabolites, a situation that may impact
o-KG dependent dioxygenase function. In conclusion, GLS inhibition by CB-839 caused a
great number of metabolites to change in these cells, showing the impact of GIn
metabolism in diverse essential pathways. Information about pathways affected by CB-
839 that can be limiting for cell survival and proliferation may be of interest to be
exploited therapeutically in future combination treatments.

Unpublished Results and its Discussion

To investigate the effects of GLS2 on cell metabolism and its potential relationship with
the previously reported context-dependent tumor suppressor role ascribed to GLS2, we
employed the glioblastoma cell line LN229 to generate two GLS2-overexpressing models
at different levels (see Fig. 16). We analyzed the GLS2 effect on cell proliferation in these
models, as well as its protective effect against treatment with CB-839. Additionally,
carbon tracing experiments using U-!3C-labeled GIn and metabolomics experiments
were performed in these models, also including the condition of treating them with the
GLS-specific inhibitor CB-839, looking for an experimental situation in which GA activity
of GLS is substituted for the activity of GLS2.

Results showed that GLS2 expression correlated with a higher cell doubling time, so
higher levels of GLS2 expression induced lower proliferation capacity (see Fig. 17, A).
However, cell proliferation was barely or no affected in the GLS2-expressing models
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when treated with CB-839 (Fig. 17, C and D). On the other hand, carbon tracing results
showed that GLS2 induced a higher contribution of GIn carbon to most of the TCA cycle
intermediates, having a higher carbon labeling in these metabolites with higher GLS2
expression (Fig. 20, A). CB-839 treatment decreased labeling in the model expressing
lower levels of GLS2 but has almost no effect in the model with higher GLS2 expression
(Fig. 20, B). This pattern was similar for oxidative-related labeling and reductive
carboxylation-related labeling, except for citrate. In this last case, GLS2 expression
induced lower oxidative labeling of citrate while importantly increasing reductive-
associated labeling (Fig. 22, A), and these changes were not affected by CB-839 (Fig. 22,
B), showing to be a dominant effect of GLS2 over GLS function.

Besides, metabolomics results showed that GLS2 caused a rise in the levels of AMP, while
lowering GMP and UMP (Fig. 30), so affecting nucleotide metabolism. Furthermore,
GLS2 caused the accumulation of methylated metabolites 3-methyladenine and N,N,N,-
thimethyllysine (Fig. 31), maybe reflecting higher levels of methylation in proteins and
nucleic acids. Regarding the TCA cycle and related metabolites, metabolomics results
showed that GLS2 expression correlated with higher levels of the four and five carbon
TCA cycle intermediates but caused much lower levels of the six carbon TCA cycle
metabolites citrate, aconitate and isocitrate (Fig. 26). Together with the carbon tracing
results, these results likely suggest that GLS2 is somehow limiting citrate synthesis, which
would be in accordance with hypothetical lower acetyl-CoA levels that would be limiting
for the condensation reaction with oxaloacetate to form citrate. We hypothesize that
GLS2 may be negatively impacting PDH activity to cause lower mitochondrial acetyl-CoA
levels. Higher pyruvate and alanine levels support this hypothesis, while lower levels of
acetyl-carnitine (Fig. 28) and N-acetyl-amino acids (Fig. 29) observed in the GLS2
expressing models may be reflecting lower acetyl-CoA levels. To test this hypothesis, a
PDH activity assay was performed in the GLS2 expressing models, and it was found that
PDH activity was reduced by GLS2 expression in more than a 50% (Fig. 33). These results
showing the relationship between GLS2 and PDH functions might have implications on
cell metabolism regarding bioenergetics, biosynthesis and epigenetic regulations, since
acetyl-CoA is crucially involved in the acetylation reactions of histones, and may be
potentially related to the context-dependent tumor suppressive role of GLS2.

It remains as an open question the mechanism by which GLS2 is causing lower PDH
activity, which may imply an indirect regulatory effect on PDH kinases or phosphatases.
Further research is needed to test this new GLS2 effect on PDH function in other cancer
and physiological models, but it is tempting to speculate this activity of GLS2 to be
related to its physiological functions in the organs and tissues where it is expressed,
specially in the liver, considering that it is a gluconeogenic organ.
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1. Cancer y Metabolismo

El cadncer estd actualmente considerado como un conjunto de enfermedades que
comparten una serie de caracteristicas comunes, implicando la transformaciéon maligna
de células del organismo en células cancerosas en las que se altera el control del ciclo
celular y tiene lugar una proliferacién descontrolada que lleva a la formacién de una
masa tumoral anormal, junto con la capacidad de invasién y colonizacién de otros
tejidos, diferentes a los de la aparicién del tumor primario. En cualquier caso, puede
decirse que la célula cancerosa se caracteriza por presentar alteraciones clave en los
circuitos de sefializacion a nivel molecular que llevan a la célula a escapar de la
programacion fisioldgica normal y el equilibrio homeostatico hacia una situacién
andmala, caracterizada por un estado de escasa diferenciacidon celular y una avida
actividad proliferativa. La transformacién maligna, desde una célula sana a una
cancerosa, constituye un proceso gradual en el que la célula acumula una serie de
alteraciones a nivel molecular, incluyendo mutaciones y cambios a nivel epigenético, que
llevardan a la adquisicion por parte de la célula malignizada de un conjunto de
capacidades adquiridas que la diferencian de las células sanas (Hanahan, 2022). Los
diferentes tipos de cdncer reconocidos actualmente son nombrados en funcion del
tejido u dérgano de origen. De hecho, las caracteristicas moleculares de las células del
tejido de origen tienen una importante influencia en las que tendra el tumor, ya que este
heredara una serie de caracteristicas epigenéticas que influirdn en los patrones de
expresion génicos. Con todo, existe igualmente una enorme heterogeneidad en cuanto
a los aspectos moleculares entre los tumores de un mismo tipo de cancer (Hoadley et
al., 2018; Yuneva et al., 2012).

Las mutaciones son alteraciones genéticas con una importancia fundamental, que en
muchos casos son responsables de la aparicién de la patologia o que promueven su
desarrollo. Modificaciones en determinados genes que alteren sus funciones
promueven un reordenamiento molecular que en ultima instancia altera la fisiologia de
la célula. A este respecto, se han definido dos categorias de genes atendiendo a las
consecuencias que tienen las mutaciones que alteran sus funciones sobre el desarrollo
del fenotipo maligno de la célula, debido a la actividad que lleva a cabo el gen: oncogenes
y genes supresores tumorales. El concepto de oncogén se refiere a aquel gen en el que
una mutacidon que otorga una ganancia de funcidén causa o promueve el fenotipo
maligno. Por ejemplo, mutaciones que causan una activacion constitutiva de una
proteina cuya funcion, de otra forma, estd regulada, como ocurre de forma comun con
proteinas implicadas en vias de seiializacién. Este tipo de alteraciones son dominantes,
ya que es suficiente la aparicion de un alelo mutado del gen para que tenga lugar el
cambio fenotipico en cuestion. Por otra parte, son genes supresores tumorales aquellos
en los que una mutacién de pérdida de funcidn promueve ese fenotipo maligno. En este
caso, dado que se trata de una mutacién que inactiva o minimiza la actividad del gen,
son alteraciones con un patrén recesivo, ya que, aunque aparezca la mutacién en uno
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de los alelos del gen, seguiria quedando otro alelo funcional que podria en la mayoria
de los casos suplir la funcion molecular por si solo. El cambio fenotipico apareceria
entonces cuando ambos alelos del gen se vieran afectados (Hanahan y Weinberg, 2011).

La concepcion del cancer como enfermedad en su conjunto ha cambiado mucho en los
ultimos afios. Como ejemplo ilustrativo, puede hablarse de la evolucion en las muy
conocidas publicaciones de Hanahan y Weinberg. En el aino 2000, Hanahan y Weinberg
proponen seis rasgos distintivos o “hallmarks” del cdncer, alteraciones fisiolégicas
esenciales que son responsables del fenotipo maligno, como son (i) la activacion
proliferativa descontrolada y a menudo independiente de factores de crecimiento,
mediante la cual la célula maligna, a diferencia de las células sanas en las que la divisién
celular es un proceso altamente regulado y controlado, activa constantemente un
programa proliferativo; (ii) la insensibilidad ante senales anti proliferativas, lo que
ocasiona que la célula cancerosa sea completamente auténoma en el control de la
proliferacion, no respondiendo ante sefiales moleculares externas que la regulen; (iii) la
resistencia o inhibicion de la apoptosis, mediante la cual la célula maligna consigue
evadir este mecanismo de control fundamental; (iv) la inmortalidad replicativa, por la
cual, a diferencia de las células normales en las cuales el nimero de divisiones celulares
es limitado, la célula maligna pone en marcha una serie de mecanismos que le permiten
dividirse de forma virtualmente indefinida; (v) la capacidad de promover y sostener la
angiogénesis, induciendo la aparicion de nuevos vasos sanguineos en el entorno de la
masa tumoral que sostienen su desarrollo al proveer al tumor de oxigeno y nutrientes, y
(vi) la metastasis y colonizacion de otros tejidos o localizaciones (Hanahan y Weinberg,
2000). Posteriormente, en 2011 estos autores proponen dos actividades capacitadoras,
que permiten la adquisicion de esos “hallmarks”, como serian (a) la inestabilidad
gendmica, un estado en la célula que acelera y favorece la aparicién de alteraciones
genéticas que a su vez propulsan la transformacion maligna, asi como (b) la inflamacién
sostenida, que igualmente favorece el desarrollo tumoral, dando importancia al
establecimiento de interacciones a nivel molecular entre las células tumorales y células
sanas asociadas, lo que, simplificando mucho, constituye el llamado microambiente
tumoral, que genera las condiciones para que el tumor se desarrolle y prolifere.
Igualmente, proponen dos “hallmarks emergentes” como son (1) la reprogramacion del
metabolismo energético y (2) la evasidn de la destruccidn por parte del sistema inmune,
lo que permite a la célula tumoral sobrevivir evitando la respuesta inmune del organismo
(Hanahan y Weinberg, 2011). De nuevo, en 2022, Hanahan propone cuatro nuevas
actividades esenciales, candidatas a ampliar la lista de “Hallmarks”: (i) la plasticidad
fenotipica de la célula malignizada, por la cual en la célula maligna se altera la expresidn
o la funcion de determinados factores de transcripcion, lo que promueve que la célula
adquiera un estado des diferenciado, (ii) la reprogramacion a nivel epigenético, que no
implica cambios a nivel de secuencia en el ADN, pero ocasiona cambios en la funcién de
una multitud de genes, (iii) la influencia del microbioma, reconociéndose un papel
modulador que puede ser pro o anti oncogénico por parte del microbioma e incluso
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hablandose de microbiomas intratumorales, y (iv) la importancia de las células
senescentes, tanto cancerosas como células sanas asociadas al tumor, que favorecen la
creaciéon del microambiente tumoral, creando unas condiciones que favorezcan el
desarrollo y progresién tumoral. Igualmente, en esta revision pasa a considerar los que
en 2011 propone como “hallmarks emergentes” como auténticos y consolidados
“hallmarks”, siendo estos la evasion de la destrucciéon por el sistema inmune, y la
reprogramacion del metabolismo energético, pero que ahora rebautiza dando un
enfoque mas amplio llamdandolo “reprogramacién metabdlica”, considerando la multitud
de actividades y rutas metabdlicas que cominmente se encuentran alteradas y que no
solo estan implicadas en la obtencidn de energia, sino en multitud de otros procesos
(Hanahan, 2022). La figura 1 sintetiza el conjunto de hallmarks considerados en la
actualidad. Actualmente la reprogramacién del metabolismo es considerada como un
requisito esencial para la supervivencia y proliferacion de la célula tumoral, que debe
cubrir tres aspectos fundamentales: la obtencion de energia metabdlica, la biosintesis
de nuevos componentes celulares y el mantenimiento en este contexto de una
homeostasis bioquimica, que provea de las condiciones moleculares necesarias,
incluyendo una adaptacion y optimizacidn del equilibrio redox celular (Cairns y Mak,
2016).
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Figura 1. Los “Hallmarks” del Cancer considerados en 2022. Este conjunto de rasgos adquiridos
capacita a la célula tumoral para el desarrollo de las actividades que la diferencian del tejido
sano. Figura tomada de Hanahan, 2022.

Son por tanto muchas las capas de complejidad asociadas al cdncer, ya que el proceso
de transformacion maligna desde una célula sana a una cancerosa no sigue un uUnico
itinerario ni cuenta siempre con los mismos actores moleculares implicados, sino que las
alteraciones subyacentes a la adquisicion de esas actividades esenciales o “hallmarks”,
propios de la célula cancerosa, pueden diferir mucho entre tipos de cancer, entre
diferentes tumores de un mismo tipo de cancer, e incluso entre regiones de un mismo
tumor. Por tanto, multiples cambios a nivel molecular pueden llevar a la aparicion de la
enfermedad o favorecer su desarrollo. Dado que la célula tumoral presenta unas
caracteristicas diferenciales respecto a las células normales, son necesarias una serie de
adaptaciones moleculares que permitan sostener tales actividades. A este respecto, la
reprogramacion metabdlica tiene una importancia principal, haciendo referencia al
conjunto de cambios metabdlicos que tienen lugar en las células cancerosas con
respecto a las células sanas, que permiten y favorecen la actividad de la célula tumoral
(Kim y DeBerardinis, 2019).

2. Reprogramacion Metabolica

La reprogramacion del metabolismo celular es causante de multitud de fenotipos,
incluyendo muchos patoldgicos. Los cambios en el metabolismo asociados a
enfermedades pueden ser fijos, como son aquellos causados por alteraciones genéticas,
o transitorios, como los causados por cambios en las condiciones del medio, por
ejemplo, alteraciones en el suministro de nutrientes u oxigeno (DeBerardinis y Keshari,
2022). El concepto de reprogramacion metabdlica o metabolismo del cancer nace de la
idea de que las células cancerosas presentan una serie de rasgos o alteraciones
metabdlicas que las diferencian de las células sanas, y que por tanto pueden representar
una vulnerabilidad diferencial de los tumores que potencialmente podria explotarse
terapéuticamente (DeBerardinis y Chandel, 2016; Faubert et al., 2020).

Esos cambios metabdlicos son clave para permitir la adquisicion de capacidades
esenciales para la célula cancerosa como son sostener la supervivencia y proliferacién
celular o evadir al sistema inmune, y otorgan a la célula tumoral una ventaja adaptativa.
Sin embargo, a menudo se establece la cuestién de si esta reprogramacién del
metabolismo siempre es consecuencia Unica de las mutaciones y otras alteraciones
genéticas acaecidas con anterioridad en la célula, o si también puede darse el caso de
qgue el orden de causalidad sea inverso, y sean alteraciones metabdlicas las que generen
las condiciones que favorezcan la aparicidn de un nimero de mutaciones en genes clave
y que, ocurrido esto, el conjunto de alteraciones moleculares impulse el desarrollo
tumoral (Faubert et al., 2020). Un ejemplo paradigmatico de cambios metabdlicos a
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consecuencia de alteraciones genéticas es el caso de mutaciones en oncogenes clasicos,
muy estudiados hasta la fecha, como MYC o KRAS, cuya actividad puede por si sola
ocasionar una reprogramacion en un conjunto de rutas metabdlicas de forma auténoma
en la célula. No obstante, se han encontrado también casos de tumores que carecen de
mutaciones recurrentes en oncogenes o supresores tumorales candnicos, pero que aun
asi muestran una reprogramacion del metabolismo que claramente los diferencian del
tejido sano. Este hecho sugiere como una posible hipdtesis que una perturbacion
metabdlica inicial pueda mimetizar una situacién de aparicién de alteraciones genéticas,
poniendo en marcha la sucesion de eventos moleculares que llevan a la transformacién
maligna de la célula (Faubert et al., 2020; Xu J et al., 2019). Por ejemplo, se ha
documentado que la acumulacién de succinato o fumarato, metabolitos intermediarios
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA, “Tricarboxylic acid cycle”), puede actuar
inhibiendo a las enzimas prolil-hidroxilasas citosélicas, lo que lleva a la estabilizacién de
HIF-1a (“Hypoxia-inducible factor-1a”). Esta situacién mimetiza fenotipicamente la que
se da cuando el tumor se encuentra en un microambiente hipdxico, o cuando ocurren
mutaciones activadoras de mTORC1 (“mammalian/mechanistic target of rapamycin
complex 1”) o mutaciones de pérdida de funcion en el supresor tumoral Von Hippel-
Lindau (VHL), que en condiciones normales media la degradacién de HIF-1a. En
cualquiera de esos casos se alcanza un estado pseudohipdxico en la célula, que puede
favorecer el desarrollo de caracteristicas pro-oncogénicas. Por ejemplo, HIF-1a induce la
accion un conjunto de genes implicados en glucdlisis, favoreciendo un fenotipo
hiperglucolitico (DeBerardinis y Chandel, 2016; Selak et al., 2005).

La progresion tumoral implica que se produzca una amplificacién clonal de las células
tumorales, y en ese proceso de intensa proliferacion celular suele tener lugar la aparicion
de nuevas mutaciones, originadas por la situacién de inestabilidad gendmica imperante.
Se ha comprobado que en multitud de tumores aparecen ciertas mutaciones que estan
presentes en todas las células que componen el tumor, siendo estas troncales y habiendo
sido heredadas por todas las células, mientras que hay otras que sélo aparecen en
algunas de ellas. Estas ultimas son mutaciones que se originaron en un momento dado
durante la proliferacién celular y que quedaron circunscritas a un linaje celular
determinado dentro del tumor. Por tanto, esto lleva a que aparezca una diversidad
celular en cuanto a alteraciones genéticas dentro del tumor, conteniendo diferentes
combinaciones de mutaciones que pueden tener un impacto diferencial en el
metabolismo. Ciertamente, el desarrollo tumoral estd sujeto a una presién de seleccién;
la generacion de diferentes linajes celulares con diferentes combinaciones de
alteraciones genéticas no deja de ser un proceso evolutivo que genera una variabilidad
intratumoral en cuanto a caracteristicas moleculares y metabdlicas, lo que en ultima
instancia incrementa la probabilidad de supervivencia general del tumor ante diferentes
situaciones de estrés, como pueden ser sin ir mas lejos la aplicacidn de tratamientos
terapéuticos. Esta variabilidad intrinseca de las células cancerosas, unida también a
variables del microambiente tumoral, como son la diferencial disponibilidad de oxigeno
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y nutrientes, la interaccidn con diferentes tipos celulares asociados al tumor y con la
matriz extracelular, genera una heterogeneidad en el tumor que lo dota de una gran
flexibilidad metabdlica. Es esencial tener esto en cuenta a la hora de disefiar un abordaje
terapéutico, pues si se disefia contra un determinado fenotipo metabdlico y este sélo
estd presente en parte del tumor, la efectividad se verd irremediablemente
comprometida. Una estrategia terapéutica prometedora debera explotar una
vulnerabilidad metabdlica que sea comun al conjunto del tumor, como puede ser el caso
de una creada por una mutacion troncal a todas las células tumorales, y lo
suficientemente esencial para estas de tal forma que las mutaciones subsecuentes o
cambios en las condiciones microambientales no supongan la aparicién de resistencias
(Faubert et al., 2020; Kim y DeBerardinis, 2019).

Los tumores normalmente presentan alteraciones en una serie de rutas metabdlicas
comunes, comunmente relacionadas con el metabolismo energético, biosintético y la
homeostasis redox. Estas son adaptaciones metabdlicas convergentes, esto es, que
pueden aparecer y desarrollarse a causa de alteraciones moleculares diversas, pero que
suelen encontrarse en diferentes tipos tumorales ya que son esenciales para las
actividades de la célula cancerosa y por tanto son seleccionadas positivamente
(DeBerardinis y Chandel, 2016).

Una de las primeras rutas metabdlicas alterada en la que suele pensarse al hablar de
adaptaciones metabdlicas convergentes es la glucélisis. Esta puede ser activada por
condiciones microambientales, como un entorno hipdxico, y también por condiciones
intrinsecas de la célula, como puede ser la activacién de diversos oncogenes como AKT
(PKB), RAS o c-Myc, o por mutaciones de pérdida de funcidn en supresores tumorales
como p53. Igualmente, el metabolismo de la glutamina (GIn) en tumores ha venido
cobrando mucha importancia al estar cominmente reprogramado, lo que también es
inducido por oncogenes como los antes mencionados (DeBerardinis y Chandel, 2016;
Elstrom et al., 2004; Flier et al., 1987; Shim et al., 1997). Por otra parte, son cambios
metabdlicos divergentes aquellos especificos de determinados tipos o subtipos
tumorales ya que son dependientes de unas condiciones o alteraciones moleculares
concretas y especificas. En cuanto a su potencial explotacion terapéutica, las
adaptaciones metabdlicas convergentes pueden parecer mas apropiadas dado que
aparecen en una mayoria de tipos tumorales y por tanto el tratamiento podria ser
aplicable a un espectro amplio de tumores, sin embargo, estas rutas metabdlicas son
muy centrales e igualmente necesarias en las células sanas y por tanto la ventana
terapéutica del tratamiento puede ser limitada, debido a la potencial toxicidad. Por otra
parte, dirigir tratamientos contra las adaptaciones divergentes podria tener la ventaja de
una mayor especificidad contra las células tumorales, pero la idoneidad del tratamiento
guedaria restringida a casos muy especificos al ser dependiente de una determinada
alteracién concreta. La reprogramacion del metabolismo en su conjunto es un fenédmeno
extremadamente diverso y a menudo flexible en funcidon del conjunto de cambios

32



Introduccién

concretos que posee en cada tipo de cancer, tumor, o regiones del tumor. La herencia
molecular del tejido de origen, las alteraciones moleculares concretas que adquieran las
células tumorales a lo largo del proceso de transformaciéon maligna, y las condiciones
microambientales a las que se vean expuestas serdn variables clave que determinaran
que en una determinada célula tumoral el metabolismo se reprograme de una u otra
forma (Kim y DeBerardinis, 2019).

Comunmente, la reprogramacion metabdlica comienza en el estadio de una lesidon
premaligna, una situacion de transiciéon entre la transformacion de células sanas en
tumorales, que crea las condiciones moleculares que soportan el desarrollo oncogénico.
Por ejemplo, en ratén se ha encontrado que la activacion del oncogén NRas, junto con
una versiéon mutante del regulador epigenético Ezh2 son elementos causales del
desarrollo de leucemia. El mutante de Ezh2 hiperactiva la expresion de BCAT1, una
transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada cuya expresién favorece la
acumulacién de leucina en la célula, lo que a su vez activa a la proteina sefializadora
mTOR, que constituye un nodo de sefializacién con capacidad de actuar como un sensor
de los niveles de factores de crecimiento y nutrientes, incluyendo aminoacidos, en
respuesta a los cuales sobre activa procesos que favorecen el crecimiento y la
proliferacion celular, como la biosintesis proteica o la biogénesis de ribosomas.
Igualmente, mutaciones activadoras en mTORC1 son comunes en tumores y ocasionaran
esta misma situacion (Faubert et al., 2020; Gu et al., 2019).

En los organismos pluricelulares, la viabilidad y supervivencia del organismo depende de
la coordinacidon armdnica entre las células que lo componen. Las células del organismo
se encuentran adaptadas a la realizacién de una serie de funciones concretas
(diferenciacién celular), de forma que las funciones fisioldgicas de la célula estan
finamente reguladas. Entre ellas, el control de la proliferacién celular es esencial ya que
normalmente las células del organismo se encuentran expuestas a niveles de nutrientes
gue permitirian la divisién celular. Esto es, a diferencia de los organismos unicelulares en
los que la disponibilidad de nutrientes dicta la puesta en marcha de la proliferacidn, en
organismos pluricelulares esto no ocurre, en aras de evitar un crecimiento aberrante que
comprometa la viabilidad del organismo. Un mecanismo de regulacion a ese respecto es
el control de la importacidon de nutrientes por factores de crecimiento, de modo que
aunque la célula tenga acceso a nutrientes ésta no los importa al interior celular a menos
que se produzca una sefalizacidn a ese respecto (Vander Heiden et al., 2009), ya que
existe una serie de proteinas clave implicadas en el transporte y primeros pasos del
metabolismo de los nutrientes cuya expresién o actividad esta regulada positivamente
por factores de crecimiento, o bien por determinadas interacciones entre la célulay la
matriz extracelular (Grassian et al., 2011; Schafer et al., 2009). En la célula cancerosa
normalmente se encuentra una sobre activacidon de los mecanismos moleculares de
adquisicion de nutrientes y rutas de biosintesis, por lo que la importacién de nutrientes
se produce de forma constitutiva. Por ejemplo, en el caso de la glucosa, las células
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normales no la importan a niveles suficientes como para sostener el crecimiento y
proliferacion celular a no ser que sean estimuladas por factores de crecimiento
especificos del tipo celular, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
o el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Existe una serie de receptores tirosina-
quinasa para estos y otros factores de crecimiento cuya sefializacion corriente abajo de
la union del ligando promueve el importe de glucosa a la célula. Comunmente, esta
sefializacion converge en un nodo de sefializacion comun: la ruta de PI3K/AKT(PKB). Por
tanto, mutaciones de ganancia de funciéon en proteinas implicadas en la ruta de
sefializacion de PI3K, o de pérdida de funcién en sus reguladores negativos PTEN o
INPP4B, consiguen que esta ruta esté constitutivamente activa sin la necesidad de
activacion por factores de crecimiento extracelulares, poniendo en marcha un programa
génico enfocado en maximizar la importacion de nutrientes y las rutas anabdlicas
(Goncalves MD et al., 2018; Lawrence et al., 2014; Pavlova y Thompson 2016). La sobre
activacion PI3K promueve tanto la expresion del transportador de glucosa GLUT1, como
su translocacién desde las endomembranas celulares a la membrana plasmatica de la
célula (Wieman et al., 2007). Por otra parte, AKT promueve un incremento en la actividad
enzimdtica de la hexoquinasa, la primera enzima de la glucdlisis que cataliza la
fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-fosfato, previniendo que pueda volver al salir del
interior celular (Deprez et al., 1999; Gottlob et al., 2001). AKT también estimula a la
fosfofructoquinasa, una enzima clave en la regulacién de la via glucolitica al catalizar una
reaccién irreversible. Por otra parte, el oncogén KRAS igualmente induce la
sobreexpresion del transportador de glucosa GLUT1 (Pavlova y Thompson, 2016). Estas
alteraciones genéticas dan lugar a una mayor tasa de importacion de glucosa en la célula
tumoral respecto a las células sanas, y por tanto, otorga una ventaja competitiva al
canalizar preferencialmente la importacién de la glucosa hacia el interior de las células
tumorales, consiguiendo un mayor suministro de glucosa que podra ser empleada para
la obtencidn de energia asi como en biosintesis, incrementado la capacidad proliferativa
de la célula (Ying H et al., 2012; Yun J et al., 2009). La figura 2 toma como ejemplo una
vision esquematica del metabolismo de la glucosa para ilustrar los cambios metabdlicos
que ocurren en cancer, inducidos por mutaciones en oncogenes o supresores tumorales,
y la evolucién de la concepcidn de la reprogramacién del metabolismo de la glucosa.
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Figura 2. El metabolismo de la glucosa y metabolismo mitocondrial como ejemplo representativo
de reprogramacidon metabdlica en cancer. (A) Vision clasica y generalizada de los cambios en el
metabolismo de la glucosa en cédncer, donde se viene considerando que la célula tumoral inactiva
la OXPHOS (rutas en azul) y sobreactiva la glucdlisis aerobia y generacién de lactato (rutas en
rojo). (B) Vision mas actualizada. El analisis metabdlico de la mayoria de los modelos
experimentales y tumores in vivo sugieren una sobreactivacion de ambos procesos, tanto
glucdlisis aerobia como OXPHOS, asi como la glutaminolisis, siendo comun la sobreexpresion de
la isoenzima glutaminasa GLS, en el contexto proliferativo de la célula tumoral. Figura modificada
de DeBerardinis y Chandel, 2016.

3. Metabolismo de la Glucosa en Cancer

La glucosa es un nutriente esencial, representando la principal fuente de carbono que
consumen las células de mamifero. Normalmente, en el organismo, las células
diferenciadas se encuentran en el un entorno aerdbico en el cual metabolizan la glucosa
por via glucolitica hasta piruvato en el citosol. El piruvato es importado a la mitocondria
donde es descarboxilado para dar acetil-CoA e ingresar al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA), donde el carbono procedente de la glucosa serd oxidado en
sucesivas reacciones para dar lugar a CO,. Estas reacciones de oxidacién estan acopladas
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a la reduccion de NAD* a NADH, un nucleétido que funciona como un par
aceptor/donador de electrones, y que una vez reducido donard electrones a la cadena
respiratoria mitocondrial o cadena de transporte de electrones (ETC, “Electron Transport
Chain”) para la creacion de un gradiente de protones entre ambos lados de la membrana
mitocondrial interna, que podra ser utilizado posteriormente por el complejo ATPsintasa
o complejo V, presente en dicha membrana, para la sintesis de Adenosina 5’-trifosfato
(ATP) a partir de ADP y fosfato inorganico, en el proceso de fosforilacién oxidativa
(OXPHOS, “Oxidative Phosphorylation”). En la OXPHOS, el O, funciona como aceptor
final de electrones. Es soélo en condiciones anaerdbicas, como por ejemplo puede ocurrir
en situaciones de ejercicio fisico en las fibras musculares, en las que el suministro de
oxigeno no es suficiente para sostener la OXPHOS, que el piruvato procedente de glucosa
es reducido a lactato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y secretado al medio
(fermentacidn lactica), en lugar de seguir un metabolismo oxidativo en la mitocondria.
Este “modo de funcionamiento” metabdlico es muchisimo menos eficiente
energéticamente en comparacién a la OXPHOS. Muchas células cancerosas se
caracterizan por la preferencia por la glucélisis y generacién de lactato en condiciones
aerobias, en detrimento de la oxidacidn completa de la glucosa hasta CO; y obtencién
de energia mediante OXPHOS. Las primeras observaciones de este fendmeno fueron
realizadas por Otto Warburg en la década de 1920, cuando documenté que el tejido
tumoral in vitro poseia un consumo incrementado de glucosa respecto al tejido sano, y
posteriormente, en 1956 describié esa preferencia por la glucélisis aerobia, condicién
que fue llamada “Efecto Warburg”, al cual consideré comun al metabolismo de todas las
células cancerosas. Warburg propuso que estos cambios metabdlicos eran consecuencia
de la existencia de mitocondrias disfuncionales incapaces de realizar OXPHOS, y creyd
gue esta era en Uultima instancia la causa de la enfermedad. Sin embargo, es claro
actualmente que el panorama no es tan simple y que existe una enorme heterogeneidad
metabdlica tanto entre tumores como en diferentes regiones de estos, habiéndose
probado que el Efecto Warburg ni ocurre en todas las células tumorales, ni en todas las
gue ocurre existen mitocondrias disfuncionales, sino que mas bien se considera al Efecto
Warburg como una “preferencia metabdlica” de ciertas células cancerosas. De hecho, en
la mayoria de los casos, la célula tumoral sigue oxidando glucosa en la mitocondria en
proporciones variables y necesita de una ETC funcional para proliferar. Actualmente hay
evidencias de que en ciertos tipos celulares sanos se produce glucdlisis aerobia cuando
son estimulados para proliferar, como en linfocitos y células endoteliales, pero que
siguen necesitando la actividad de la OXPHOS en la mitocondria (Diebold et al., 2019;
Fitzgerald et al., 2018; Frauwirth et al., 2002; Martinez-Reyes y Chandel, 2021; Warburg,
1956; Weinberg et al., 2010).

En cualquier caso, es claro que la gran mayoria de células tumorales se caracterizan por
un consumo incrementado de glucosa respecto al tejido normal, y desde hace décadas
esto se ha aprovechado desde el punto de vista clinico. Actualmente, es comun el
empleo de la sonda andloga a la glucosa (18F)Fluorodesoxiglucosa (18F-FDG), marcada
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radiactivamente, que tras su administracion al paciente permite obtener imagenes del
tumor por medio de tomografia de emision de positrones (PET, por sus siglas en inglés),
en base a la incorporacion diferencial de la sonda en el tumor respecto al tejido normal,
siendo indistinguible a este respecto de la molécula de glucosa (DeBerardinis y Keshari,
2022).

El efecto Warburg es un ejemplo muy ilustrativo de los cambios a nivel metabdlico que
pueden darse en la célula tumoral, y sigue siendo considerada una caracteristica
distintiva de los tumores, estando ademas regulado por oncogenes. La vision actual es
que diferentes células tumorales poseen distintas preferencias metabdlicas, pero desde
luego el metabolismo tumoral se caracteriza por ser extremadamente adaptable (Kim y
DeBerardinis, 2019; Pavlova y Thompson, 2016).

Para entender esa preferencia metabdlica por la glucdlisis aerobia es necesario ampliar
la perspectiva mas alld de la mera generacidn de ATP por parte del metabolismo de la
glucosa. En células que activan continuamente la proliferacion, se hace necesaria una
muy elevada tasa biosintética, ya que la célula necesita duplicar sus componentes para
poder dividirse. Por tanto, ademas de energia, la célula requiere aminodacidos,
nucledtidos, lipidos y otros componentes celulares en cuyas rutas de biosintesis la
glucosa participa (Vander Heiden y DeBerardinis, 2017). La figura 3 resume los
principales cambios en el metabolismo de la glucosa entre células quiescentes vy
proliferativas, asi como los diferentes destinos metabdlicos de los intermediarios de su
metabolismo.

Por ejemplo, el acetil-CoA derivado del piruvato glucolitico puede servir como sustrato
para la biosintesis de lipidos, como el palmitato, previa generacién de citrato en la
mitocondria y posterior exportacién al citosol, donde puede ser sustrato de la enzima
ATP Citrato Liasa (ACLY) para volver a generar acetil-CoA en el citosol, y oxalacetato.
Existen factores de crecimiento que activan esta conversién metabdlica mediante la
sefializacion de la ruta de PI3K/AKT (PKB). AKT activa a ACLY incrementando la
disponibilidad citosélica de acetil-CoA para la biosintesis de lipidos, por lo que
mutaciones activadoras en esta ruta de sefalizacién favorecerdn esta via biosintética
esencial en células tumorales al ser central en la biosintesis de multitud de lipidos, no
s6lo para generar nueva membrana, sino también permitiendo alterar la composiciéon
lipidica de la misma por una mas resistente al dafo oxidativo, como mecanismo de
adaptacion a las condiciones redox de la célula tumoral. A partir del acetil-CoA citosélico,
actuardn enzimas clave en la biosintesis lipidica como son la acetil-CoA Carboxilasa (ACC)
y la acido graso sintasa (FASN), que junto con ACLY suelen estar sobreexpresadas en
tumores. Igualmente, el acetil-CoA citosdlico es sustrato para la biosintesis de colesterol,
y por otra parte, los niveles de acetil-CoA extra mitocondrial son igualmente muy
relevantes en tanto participa como donador de grupos acetilo en la modificacién
postraduccional de proteinas. Particularmente, las enzimas histona acetil transferasas
(HATs) catalizan la transferencia de grupos acetilo desde acetil-CoA a determinados
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residuos de las histonas, lo que generalmente resulta en una induccién de la
transcripcién ya que reducen la interaccidn electrdnica entre las histonas y el ADN,
cargado negativamente, y por tanto promueven la accesibilidad al ADN. De este modo,
se ha visto que una sobre activaciéon de la ruta PI3K-AKT consigue incrementar la
expresion de determinados genes mediante el aumento de los niveles de acetil-CoA
extra mitocondriales por activacion de ACLY (Bauer et al., 2005; Berwick et al., 2002; Lee

et al., 2014; Pavlova y Thompson, 2016; Rysman et al., 2010).
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Figura 3. Reprogramacion del metabolismo de la glucosa. (a) principales cambios en el destino
metabdlico de la glucosa entre situaciones de quiescencia (azul) y proliferacidn celular (rojo) (b)
sintesis del metabolismo de la glucosa y algunas de las rutas metabdlicas a las que alimenta,
entre ellas, la ruta de las pentosas fosfato, biosintesis de hexosaminas, de acidos grasos o de
algunos aminodacidos no esenciales. Figura tomada de Pavlova y Thompson, 2016.

Igualmente, la glucosa-6-fosfato derivada de glucosa puede seguir la ruta metabdlica de
las pentosas fosfato (PPP), de la cual es metabolito intermediario la ribosa, esencial en
la biosintesis de novo de nucledtidos. El Efecto Warburg favorece que una mayor
cantidad de intermediarios glucoliticos pueda ser direccionado hacia la PPP, donde
ademas de ribosa-5-fosfato, también se genera NADPH. El NADPH es esencial en este
contexto celular, ya que muchas de las reacciones bioquimicas implicadas en biosintesis
son de naturaleza reductora, y por tanto requieren de la aportacion de electrones por
parte del NADPH, habiéndose comprobado que la disponibilidad de NADPH puede ser
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un factor limitante en la proliferacion tumoral, siendo avidamente consumido en
reacciones biosintéticas (Vander Heiden et al., 2009). En el ciclo TCA se genera en mayor
medida NADH que donara electrones a la ETC para la obtencién de energia metabdlica
(ATP), pero en un contexto de alta demanda biosintética la generacién de NADPH puede
ser incluso mds importante, siendo la rama oxidativa de la PPP una ruta principal a ese
respecto (Vander Heiden y DeBerardinis, 2017). De hecho, se ha comprobado que
enzimas clave de la PPP, como TKTL1 (Xu et al., 2009) y TALDO (Wang et al., 2011) estan
comunmente sobreexpresadas en tumores. Por otra parte, mutaciones activadoras del
oncogén Ras llevan a la sobreexpresion de enzimas implicadas en la biosintesis de la
ribosa-5-fosfato (Ying et al., 2012). El supresor tumoral p53 regula negativamente la PPP
al inhibir la actividad de la enzima limitante de la ruta, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD), habiéndose encontrado en tumores mutaciones inactivadoras de p53 que
anulan la represion de la funcion G6PD (Jiang et al., 2011).

Igualmente, otra via de generacion de NADPH es a partir de la reaccion catalizada por
ACLY en el citosol, a partir de la cual se genera, junto con acetil-CoA, oxalacetato. El
oxalacetato puede ser reducido a malato en el citosol acoplado a la oxidacién de NADH
a NAD*, y el malato puede ser sustrato de la enzima madlica 1 (ME1), que cataliza su
descarboxilacion oxidativa a piruvato, acoplada a la reduccién de NADP* a NADPH,
incrementando asi los niveles de NADPH (Pavlova et al., 2022). De hecho, ademas de la
relacion NADPH/NADP*, los niveles globales de este nucleétido estan regulados en
funcion de la demanda de la célula por medio de las isoenzimas NAD quinasas 1 (NADK1,
citosélica) y 2 (NADK2, mitocondrial), que catalizan la fosforilacion de NAD* a NADP*,
incrementando los niveles de este uUltimo. AKT fosforila a NADK1 incrementando su
actividad, por tanto, mutaciones que induzcan una activacién de la ruta PI3K/AKT
induciran por esta via un incremento en la disponibilidad de NADPH para propdsitos
biosintéticos (Hoxhaj et al., 2019).

Otro metabolito intermediario de la glucdlisis, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), puede
servir para sintetizar glicerol-3-fosfato por medio de la reaccién catalizada por la glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa 1 (GPD1), sirviendo el glicerol-3-fosfato en la biosintesis de
fosfolipidos, componentes esenciales de las membranas celulares (Pavlova y Thompson,
2016).

Ademads, los metabolitos intermediarios de la glucdlisis pueden servir para la biosintesis
de aminoacidos no esenciales, como es el caso del 3-fosfoglicerato, que sirve como
sustrato inicial de la ruta de biosintesis de novo de la serina, asi como en la biosintesis
de glicina, generacién de NADPH y de donadores de grupos metilo. El oncogén c-Myc
favorece el flujo metabdlico desde 3-fosfoglicerato hacia la biosintesis de serina y glicina
(Wahlstrom y Henriksson, 2015). La enzima limitante en la biosintesis de novo de serina
es la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (PHGDH), y suele encontrarse amplificada en
tumores de mama y melanoma, donde es considerada esencial. La serina tiene un papel
crucial en el metabolismo del ciclo del folato o metabolismo de un carbono, una ruta
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metabdlica indispensable para la célula al ser esencial en la biosintesis de glicina,
nucleodtidos, NADPH y reacciones de metilacidn en general, al producirse el metabolito
S-adenosil-metionina (SAM), considerado como un “donador de metilos universal”.
Enzimas implicadas en esta ruta metabdlica estdn muy comunmente sobreexpresadas
en células tumorales. La SAM se produce en el ciclo de la metionina, acoplado a su vez
al ciclo del folato, y funciona como donador de grupos metilo en reacciones de
metilacién de ADN y proteinas, incluyendo histonas, como las catalizadas por las enzimas
metilasas de ADN (DNMTs), que metilan nucleétidos de citosina en el ADN, y las histona
metiltransferasas (HMTs), implicadas en la metilacidn de residuos de lisina y arginina en
proteinas histdnicas. A ese respecto, se ha comprobado que los niveles de SAM pueden
influenciar el grado de metilacion de diferentes sustratos, incluyendo nucleétidos de
citosina en el ADN e Histonas, lo que tendrd una repercusion en la expresidon génica
(Locasale et al., 2011; Nilsson et al., 2014; Possemato et al., 2011). En cancer, un mayor
flujo metabdlico en el ciclo de la metionina resulta en mayores niveles de SAM, lo que
se relaciona con una hipermetilacidon de ADN e histonas, que consecuentemente causan
silenciamiento génico (Maddocks et al., 2013).

El oncogén c-Myc promueve la expresidn coordinada de varias proteinas que favorecen
el fenotipo de la glucdlisis aerobia, como son la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa
1 (PDK1), lactato deshidrogenasa A (LDH-A) y el transportador de monocarboxilatos
MCT1. PDK1 fosforila a una subunidad catalitica del complejo piruvato deshidrogenasa
(PDH) inhibiendo su actividad, y por tanto minimizando la tasa de conversién de piruvato
glucolitico a acetil-CoA en la mitocondria, y con ello, su entrada al ciclo TCA. LDH-A
reduce el piruvato a lactato, y MCT1 es un transportador implicado en la secrecion de
lactato fuera de la célula (Wahlstrom y Henriksson, 2015). Igualmente, la sefializacién de
la ruta TGF/B-catenina promueve la expresion de PDK1 y MCT1 (Pate et al., 2014),
mientras que la estabilizacidon de HIF-1a debido a un entorno hipdxico o alteraciones
pro-oncogénicas promueve la expresion del transportador GLUT1, asi como de PDK1 y
LDH-A (Kierans y Taylor, 2021; Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006).

Por tanto, el metabolismo de la glucosa dista mucho de estar constreiiido a la generacién
de ATP, siendo capaz de alimentar un conjunto de rutas metabdlicas centrales y estando
relacionado con distintos procesos celulares. En el contexto de las necesidades de la
célula tumoral, el Efecto Warburg puede conseguir mantener unos niveles elevados de
un conjunto de metabolitos derivados de la glucosa que sirven como punto de partida
de multitud de rutas metabdlicas y con ello favorecer la biosintesis de componentes
celulares y maximizar la capacidad proliferativa de la célula. Por tanto, el Efecto Warburg
puede constituir mas bien un modo metabdlico de funcionamiento déptimo en
situaciones de elevada actividad proliferativa, en lugar de ser consecuencia de defectos
mitocondriales. Es mads, actualmente existen argumentos que consideran que los niveles
de ATP no suelen ser en realidad limitantes para la proliferacién de muchas células
tumorales, lo que apoya la consideracién del Efecto Warburg, menos eficiente en cuanto
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a generacién de ATP, aunque también capaz de generarlo a una tasa mas alta en
comparacién a la OXPHOS, como una adaptacién del metabolismo ventajosa en un
contexto proliferativo en el cual, ademas, se da una sobre activacidon de los mecanismos
de importacion de glucosa a la célula tumoral haciendo dificil que la disponibilidad de
este metabolito sea limitante (Pavlova y Thompson, 2016; Vander Heiden et al., 2009;
Vander Heiden y DeBerardinis, 2017). La reduccion del piruvato glucolitico a lactato
puede tener efectos beneficiosos para la célula tumoral, ya que consigue que la via
glucolitica posea un balance redox neutro, sin generacién neta de NADH, y regenerando
NAD+ que permite mantener una alta tasa glucolitica para generacion de ATP vy
metabolitos intermediarios con distintos destinos metabdlicos, y no implicando la
generacion de NADH mitocondrial por oxidacién completa del carbono procedente de la
glucosa, lo que se piensa puede ser positivo en ciertos contextos en los que la ETC de la
célula tumoral estd sobrecargada y el oxigeno puede ser limitante para aceptar los
electrones, lo que provocaria generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dano
oxidativo (Luengo et al., 2021; Vander Heiden et al., 2009). Igualmente, la acumulacién
de lactato en el medio extracelular lleva a una acidificacién de este que parece promover
el establecimiento de un microambiente favorable para la tumorigénesis (Boedtkjer y
Pedersen, 2020).

La enzima piruvato quinasa cataliza el ultimo paso de la glucdlisis, convirtiendo el
fosfoenol piruvato en piruvato, acoplado a la generacion de ATP por fosforilacidn a nivel
de sustrato. Existen dos genes que codifican piruvato quinasa en humanos, PKLR, que
codifica dos isoformas, PKR (especifica de eritrocitos) y PKL (especifica de higado), y
PKM2, que puede dar lugar a dos isoenzimas por ayuste alternativo, PKM1, expresada
de forma ubicua en adultos, y la isoforma embrionaria PKM2. Se ha comprobado que las
células cancerosas tienen una preferencia por la expresién PKM2 en detrimento de la
expresion PKM1, que es la preponderante en tejido sano adulto, estando este cambio
favorecido por la actividad del oncogén c-Myc (Dang et al., 2013). PKM2, a diferencia de
PKM1, es altamente regulable y presenta una conformacién dimérica, de baja actividad,
y otra tetramérica, de alta actividad. PKM2 puede ser regulada por sefializacién tirosina-
guinasa dependiente de factores de crecimiento que promueven su estado dimérico,
mientras que metabolitos como la serina favorecen su estado tetramérico. Por el
contrario, PKM1 esta menos regulada y tiene mayor actividad, por lo que podria decirse
gue esta constitutivamente activada. El cambio de expresién en la célula tumoral de
PKM1 por PKM2, junto con una concomitante sefializacién oncogénica que mimetiza la
sefializacion dependiente de factores de crecimiento, resulta en una menor actividad
piruvato quinasa global y con ello, causa la acumulacién de los metabolitos
intermediarios de la glucdlisis, localizados corriente arriba en el metabolismo de la
accioén catalitica de la piruvato quinasa, por tanto incrementando la disponibilidad de
sustratos para rutas biosintéticas de nucledtidos, aminodcidos y lipidos. De hecho, se ha
comprobado que el silenciamiento en células tumorales de la isoenzima PKM2 y Ila
expresidon simultanea de la isoenzima PKM1 favorece un cambio metabdlico desde
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Efecto Warburg hacia OXPHOS (Chaneton et al., 2012; Christofk et al., 2008a; Christofk
et al., 2008b; Israelsen y Vander Heiden, 2013; Pavlova y Thompson, 2016; Vander
Heiden et al., 2009; Ye et al., 2012). La figura 4 ilustra esquematicamente el efecto de
algunas rutas de sefializacion y/o factores de transcripcién cuya funcidn suele estar
alterada en cdncer sobre varias rutas metabdlicas centrales, incluyendo el metabolismo
de la glucosa y de la GIn, asi como un conjunto de rutas biosintéticas.
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Figura 4. Algunas de las rutas de sefializacion mas cominmente alteradas en la regulacion del
metabolismo en céncer. La sefializacién oncogénica PI3K/AKT, c-Myc o HIF-1, esta Ultima
pudiendo estar mediada por mTORC1, activan la glucdlisis, mientras que p53 la regula
negativamente. Por otra parte, c-Myc induce igualmente glutaminolisis, asi como mTORC1, que
también promueve la biosintesis de lipidos, nucledtidos o proteinas. Figura tomada de
DeBerardinis y Chandel, 2016.

Al igual que multitud de metabolitos intermediarios de la glucdlisis pueden ser derivados
hacia diversas rutas biosintéticas, lo mismo ocurre con los metabolitos intermediarios
del ciclo TCA, que constituye una via metabdlica principal a este respecto. En el contexto
proliferativo de la célula tumoral con elevadas tasas biosintéticas, dichos metabolitos
estan siendo redirigidos constantemente hacia diferentes rutas de biosintesis y, por
tanto, deben existir también vias metabdlicas para reponerlos, que son llamadas vias
anapleréticas. El acetil-CoA generado en la mitocondria a partir del piruvato glucolitico
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por medio de la reaccién de la PDH entra al ciclo TCA, pero no es capaz de mantener los
niveles de los metabolitos del ciclo, ya que los dos carbonos del resto acetilo que aporta
seran completamente oxidados hasta CO; en las reacciones subsecuentes. Existen dos
nutrientes principales en este contexto celular que son capaces de “alimentar” al ciclo
TCA en las células tumorales: glucosa y Gln, y lo hacen en distintos puntos del ciclo. En
el caso de la glucosa, lo hard por medio de la carboxilacidn del piruvato generado por
glucdlisis, que puede ser sustrato de la enzima piruvato carboxilasa, generandose en esa
reaccion oxalacetato que ingresa al ciclo TCA. Por otra parte, en la mitocondria la GIn
puede ser sustrato de glutaminolisis y servir para generar glutamato (Glu), y este a su
vez el metabolito intermediario del ciclo TCA, alfa-cetoglutarato (a-KG), también llamado
2-oxoglutarato. Esta ultima representa una via anaplerdtica cuasi-universal para las
células cultivadas in vitro (Pavlova et al., 2022). Adicionalmente, la oxidacion de los
aminodacidos de cadena ramificada isoleucina y valina puede también constituir una via
anaplerdtica al generar metabolitos intermediarios del ciclo, aunque esto ocurre en
casos mas especificos (DeBerardinis y Chandel, 2016). El ciclo TCA y los posibles destinos
metabdlicos de sus metabolitos intermediarios serdn tratados en mayor detalle en el
apartado 4 de esta introduccion.

4. Reprogramacion del Metabolismo de la Glutamina en Cancer

El metabolismo de los tumores es, por lo general, extremadamente diverso, flexible y
adaptable, pero actualmente existe suficiente evidencia acerca de la importancia que
tiene para las células tumorales el suministro y utilizacién de la GiIn. La GIn es la fuente
preferida de incorporacion de nitréogeno en células animales (Bott et al., 2019), siendo el
aminodcido mas abundante en la sangre y el musculo, encontrdndose en
concentraciones de alrededor de 0,6 y 0,9 mmol/L en el plasma, mucho mas alta que las
concentraciones de otros aminoacidos. Se ha comprobado que, en contextos
proliferativos, como los que puede haber en heridas y, desde luego, en muchos tumores,
las concentraciones de GIn en el espacio extracelular son localmente mas bajas,
habiéndose estudiado el caso de modelos experimentales in vivo con aloinjertos de
tumores mamarios en los que la concentracién de GIn extracelular decrecié localmente
hasta el entorno de 100 uM (Edwards et al., 2021; Hensley et al., 2013; Marchesini et
al., 1983; Pavlova et al., 2022). Tras la glucosa, la GIn es considerado el nutriente mas
empleado por las células tumorales, y aunque esta dependencia de Gln es variable entre
tumores y células tumorales, y aln es necesario un mayor entendimiento de la gestion
del metabolismo de la GIn en tumores in vivo, la GIn es necesaria y avidamente
consumida por la mayoria de las células en proliferacién activa in vitro, incluyendo las
tumorales, observacion realizada por Harry Eagle ya en la década de 1950 (Eagle, 1955).
De hecho, ya en la década de 1970 se documentaron casos en los que la GIn es empleada
con preferencia sobre la glucosa para la generacion de ATP en células en cultivo (Reitzer
et al., 1979).
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La GIn presenta en su estructura dos atomos de nitrégeno, uno en el grupo amino y otro
en un grupo amido en la cadena lateral. Por ello, representa la principal forma de
transferencia de nitrégeno entre células en animales, asi como la principal fuente de
nitrégeno para la célula tumoral, que también puede emplear su esqueleto carbonado
en propdsitos bioenergéticos y biosintéticos. Estas caracteristicas convierten a la Gln en
un nutriente fundamental para muchas células cancerosas y su metabolismo tiene un rol
central, estando relacionado con una multitud de rutas metabdlicas clave al constituir
una fuente tanto de carbono como de nitréogeno reducido, sirviendo en el metabolismo
bioenergético, biosintético y en la regulacién redox. Ademds de su importancia como
nutriente, la GIn puede tener también un importante papel en sefializacion, habiéndose
comprobado que sus niveles influencian una serie de vias de sefializacion que
igualmente son de relevancia en la célula tumoral (Mdarquez et al., 2015).

La GIn es un aminoacido no esencial, y la mayoria de los tejidos sanos y de células
tumorales mantienen la capacidad de sintetizarla de novo. Sin embargo, en el contexto
altamente proliferativo de la célula tumoral, la GIn puede ser considerada un aminodcido
esencial condicional, ya que la célula necesita de su importacion para sostener su
actividad, dada la elevada demanda de GIn para propdsitos bioenergéticos y
biosintéticos. A este respecto, se ha acufiado el término “adicto a la GIn” (“glutamine-
addicted”), para hacer referencia a multitud tumores cuyo metabolismo es dependiente
del suministro de GIn (Hensley et al., 2013; Mdarquez y Matés, 2021; Yuneva et al., 2008).

La GIn puede servir para la obtencidn de energia al ser un sustrato anaplerético, esto es,
gue sus productos metabdlicos, via glutaminolisis, podrdan proveer de metabolitos
intermediarios del ciclo TCA que pueden ser oxidados y generar NADH y FADH, y con
ello, energia en forma de ATP mediante OXPHOS. Igualmente, la GIn podrd servir para la
biosintesis de un conjunto amplio de moléculas incluyendo nucleétidos de purina y
pirimidina, hexosaminas, lipidos y aminoacidos no esenciales, asi como podra participar
en la importacion de otros aminoacidos, tanto esenciales como no esenciales. El
metabolismo de la GIn estd igualmente relacionado con el control de la homeostasis
redox y, por otra parte, la GIn como tal tiene también funciones en procesos de
sefializacién celular (Altman et al., 2016; Vander Heiden y DeBerardinis 2017).

La GIn podra ser importada a la célula por medio de transporte facilitado, a través de
proteinas transportadoras como ASCT2/SLC1AS5 o SN2/SLC38AS5, y una vez en la célula,
el primer paso de su metabolismo consistird en la escision del grupo amido de su cadena
lateral, ya sea transfiriéndose este a otro metabolito aceptor, o liberandose en forma de
amonio. En el citosol, la GIn podra servir de forma directa para la biosintesis proteica, o
podrd participar como donador de su grupo amido en la ruta de biosintesis de
hexosaminas, concretamente de glucosamina-6-fosfato, o en las rutas de biosintesis de
novo de purinas o de pirimidinas, en las que es esencial al proveer los dtomos de
nitrégeno conformantes de los anillos de purina y pirimidina. Por otra parte, la GIn
citosélica puede participar en la importacion de un conjunto de aminoacidos a la célula,
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a través del heterodimero transportador SLC7A5/SLC3A2 o LAT1, que funciona como un
antiportador que acopla la exportacién de GIn al espacio extracelular a la importacién
de un conjunto de aminoacidos entre los que se incluyen leucina, isoleucina, valina,
metionina, tirosina, triptéfano o fenilalanina (Altman et al., 2016; Bhutia y Ganapathy,
2016; Nicklin et al., 2009; Yanagida et al., 2001).

La GIn podra igualmente ingresar a la mitocondria donde podra sufrir desamidacion para
dar Glu. Actualmente se desconoce el mecanismo molecular por el que es importada a
la mitocondria, habiéndose propuesto varias hipétesis al respecto. En la célula tumoral,
cobra especial relevancia a este respecto la reaccion catalizada por la enzima
glutaminasa, sobreexpresada en multitud de tumores, que cataliza la desamidacion
oxidativa de la GIn para dar Glu y amonio libre, constituyendo esta reaccién el primer
paso de la glutaminolisis (Matés et al., 2020; Scalise et al., 2017). El Glu derivado de GIn
podra igualmente seguir diferentes destinos metabdlicos, siendo clave en la biosintesis
de aminoacidos no esenciales al participar en un conjunto de reacciones de
transaminacion en las que el Glu dona el grupo amino a un alfa cetoacido, generando a-
KG y un aminodcido no esencial, como pueden ser el aspartato o la alanina, a partir de
oxalacetato o piruvato, respectivamente. Estas reacciones de transaminacion podran
ocurrir tanto en la mitocondria como en el citosol, existiendo enzimas aminotransferasas
localizadas en ambos compartimentos celulares. El a-KG también puede originarse a
partir de Glu por la reaccién de desaminacidon oxidativa catalizada por la enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH o GLUD) en la mitocondria, en la cual se libera el grupo
amino como amonio libre y se reduce NAD* a NADH. El Glu es la principal fuente de a-
KG, siendo este ultimo un metabolito intermediario del ciclo TCA, de forma que la
glutaminolisis puede “alimentar” al ciclo, contribuyendo a mantener los niveles de los
intermediarios metabdlicos del mismo. En situaciones de abundancia de glucosa la via
predominante de generacion de a-KG a partir de Glu es la de transaminacién, ya que el
metabolismo de la glucosa puede proveer de los a-cetoacidos que participan en las
mismas (por ejemplo, piruvato glucolitico para la generacion de alanina, u oxalacetato
generado por carboxilacion del piruvato para la generacién de aspartato). Sin embargo,
cuando el suministro de glucosa esta comprometido y, por tanto, su metabolismo esta
menos activo, la via predominante de generacidn de a-KG suele ser la reaccion catalizada
por la GDH, que permite ademads generar NADH para obtenciéon de ATP por OXPHOS
(Hensley et al., 2013; Yang et al., 2009).

Por otra parte, el Glu derivado de GIn se hace indispensable para la importaciéon de
cisteina a la célula a través del sistema antiportador xCT, que exporta Glu de la célula
acoplado al importe de cistina (dimero oxidado de cisteina) desde el compartimento
extracelular (Conrad y Sato, 2012). Es comun que en células tumorales xCT aparezca
sobreexpresado para maximizar la importaciéon de cisteina, que en este contexto puede
ser considerado un aminodcido esencial condicional, dada la dependencia de muchas
células tumorales de su suministro externo para la supervivencia y proliferacién celular.
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Las células tumorales suelen también incrementar la importacion de Gln a este respecto,
habiéndose comprobado que una importante proporcion de la Gln que ingresa a la célula
retorna al exterior celular en forma de Glu para servir en la entrada de cisteina (Collins
et al., 1998; Lo et al., 2008), y que la importacién de cisteina por este mecanismo puede
ser esencial para la proliferacion celular, ya que se ha observado que la deplecidn de GIn
o la inhibicién del transportador xCT suprimia el crecimiento en células derivadas de
tumores de mama triple negativos (TNBC), siendo por tanto procesos limitantes para la
proliferacion celular (Timmerman et al., 2013). Este proceso tiene enorme relevancia
tanto en la biosintesis proteica como en la regulacién redox, ya que tanto el Glu como la
cisteina son componentes del tripéptido antioxidante glutation (GSH), junto con la
glicina. En la figura 5 se detallan esquemdticamente las principales rutas del
metabolismo de la GIn. El GSH es el antioxidante mas abundante en la célulay posee una
funcién esencial en la proteccién y detoxificacidn frente a ROS, siendo normalmente la
cisteina el sustrato limitante en su sintesis. Se ha comprobado en modelos
experimentales con pérdida de funcién en el supresor tumoral KEAP1 son especialmente
dependientes de la glutaminolisis para la importaciéon de cisteina y la proteccién

antioxidante (Romero et al., 2017).
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Figura 5. Visién sintética del metabolismo de la GIn. La GIn puede proveer de su nitrégeno amido
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sustrato de las glutaminasas (GLS/GLS2) para dar Glu, que sirve en biosintesis de glutation o
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produce a-KG (AKG) por transaminacién o por la reaccion GDH (GLUD). El a-KG puede ingresar
al ciclo TCA sirviendo en la obtencidn de energia o en rutas biosintéticas. Figura tomada de Matés
et al., 2020b.

El metabolismo de la GIn estd comUunmente reprogramado en células cancerosas. El
oncogén c-Myc tiene una gran importancia en la regulacién del metabolismo de la Gin,
y favorece la expresiéon de los transportadores ASCT2 y SN2, asi como de enzimas
implicadas en la utilizacién de la GIn como la glutaminasa (isoenzima GLS) o la carbamoil
fosfato sintetasa 2 (CAD), un complejo enzimatico citosélico implicado en la biosintesis
de nucleétidos de pirimidina y con actividad amidotransferasa, que transfiere el grupo
amido de la GIn generando igualmente Glu. Estas actividades enzimaticas representan la
puerta de entrada del metabolismo de la GIn en la célula y favorecen la importacion de
GlIn al transformarla en Glu en el interior celular, consiguiendo mantener un gradiente
favorable para la entrada de mas GIn en la célula (Gao et al, 2009; Mannava et al, 2008;
Mdrquez et al., 2015; Pavlova y Thompson, 2016; Wise et al., 2008).

La sefializaciéon EGFR favorece la translocacion de ASCT2 a la membrana plasmatica para
incrementar la importaciéon de Gln, proceso que estara inducido, por tanto, por
mutaciones activadoras de esta via de sefalizacidn (Avissar et al., 2008). Igualmente, los
supresores tumorales de la familia de Rb regulan negativamente la importacion de Gln a
la célula, y las mutaciones que implican la pérdida de su actividad resultan en un
incremento de la expresién, via sefializacion mediada por E2F-3, de GLS y ASCT2,
promoviendo la importacion de GIn (Reynolds et al., 2014).

Por tanto, las mutaciones activadoras en oncogenes o de pérdida de funcion en
supresores tumorales suelen suponer una sobre activacion del metabolismo de la Gin,
de forma similar a como ocurre con el metabolismo de la glucosa, y de hecho estos
reguladores coordinan el metabolismo de ambos nutrientes. Por ejemplo, el oncogén c-
Myc coordina el metabolismo de glucosa y GIn (ver figura 6). La fructosa-6-fosfato, un
intermediario glucolitico y de la PPP, derivado de glucosa, es sustrato junto con la GIn de
la reaccidn inicial en la ruta de biosintesis de las hexosaminas, para dar glucosamina-6-
fosfato en la reaccién catalizada por la enzima fructosa-6-fosfato aminotransferasa 1
(GFPT1), en el citosol. Posteriormente, podra generarse N-acetil glucosamina, que en su
forma activada, UDP-N-acetil glucosamina, es sustrato de las reacciones de O y N-
glucosilacién de proteinas, y por tanto esencial en un contexto proliferativo, estando
relacionada también con los niveles de ciertos receptores de factores de crecimiento.
Los niveles de UDP-N-acetil glucosamina son directamente dependientes de los niveles
de GIn y fructosa-6-fosfato (Pavlova et al., 2022; Wellen et al., 2010).
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Figura 6. Principales cambios metabdlicos acaecidos en el metabolismo de glucosa y Gln en la
célula tumoral respecto a células normales. Oncogenes como MYC o supresores tumorales como
p53 estan implicados en la regulacion coordinada del metabolismo de ambos nutrientes, y
cambios en sus funciones favorecen la reprogramacion del metabolismo en céncer. Figura
tomada de Mdrquez et al., 2015.

Por otra parte, uno de los metabolitos intermediarios del ciclo TCA, el oxalacetato, esta
implicado en la sintesis de aminoacidos no esenciales como aspartato, e indirectamente,
asparagina. El Glu derivado de GIn participa en la reaccion de transaminacion catalizada
por la enzima aspartato aminotransferasa (AST), que transfiere el grupo amino del Glu
al oxalacetato, para dar a-KG y aspartato. El aspartato generado podra servir también en
la sintesis de asparagina por la accion de la enzima asparagina sintetasa (ASNS), que
transfiere al aspartato el grupo amido de la GIn, y que a menudo se encuentra
sobreexpresada en tumores. Ademas, el aspartato tiene un rol esencial en la biosintesis
de novo de nucledtidos, estando directamente implicado en la biosintesis del anillo de
purinas y pirimidinas (Altman et al., 2016; Sircar et al., 2012; Zhang et al., 2014).

Por tanto, el oxalacetato generado en el ciclo TCA se hace esencial en la biosintesis de
aspartato, constituyendo ésta una via de salida de los metabolitos del ciclo TCA, de forma
gue estos deben ser repuestos para mantener la actividad del ciclo e igualmente proveer
de sustratos para esta y otras rutas biosintéticas. Aqui la GIn tiene también un papel
esencial. La enzima glutaminasa genera Glu y amonio libre en la mitocondria a partir de
GlIn. Este Glu mitocondrial, por medio de reacciones de transaminacién, o por la accién
de GDH, dard lugar a a-KG que ingresa al ciclo TCA. De hecho, se ha comprobado que la
mayoria de las células en proliferacidn activa requieren de un suministro continuo de GIn
para alimentar al ciclo TCA, siendo esta via, la glutaminolitica, una ruta anaplerética
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principal (DeBerardinis et al., 2007). De hecho, en células tumorales con mutaciones en
c-Myc, la falta de GIn resulta en una deplecion de los metabolitos del ciclo TCA y
consiguiente induccién de muerte celular, lo que pudo ser rescatado mediante
suministro de a-KG (Wise et al., 2008; Yuneva et al., 2007).

La GlIn, por tanto, esta implicada en la biosintesis de aspartato y asparagina de varios
modos: actua directamente como donador del grupo amido en la sintesis de asparagina,
el Glu derivado de GIn actua como donador del grupo amino en la generacién de
aspartato, e igualmente, el a-KG generado a partir de dicho Glu, puede seguir el ciclo
TCA para generar oxalacetato, el otro sustrato implicado en la reaccion de
transaminacidn para generar aspartato.

La prolina es un aminoacido no esencial que puede ser sintetizado a partir de Glu, que a
su vez puede derivar de GIn. El Glu sirve para la formacidn del intermediario pirrolina-5-
carboxilato, y este es sustrato de la enzima pirrolina-5-carboxilato reductasa (PYCR1)
para producir prolina. La expresion de PYCR1 estd regulada por c-Myc, en coordinacién
con la regulacién que c-Myc ejerce sobre el metabolismo de la GIn. PYCR1 estd
comunmente sobreexpresada en tumores, mientras que la enzima prolina oxidasa (POX)
que media en la degradacién de prolina, ve su expresion reprimida por c-Myc via miR-
23b, e inducida por p53 (Donald et al., 2001; Liu et al., 2009; Liu et al., 2012).

El papel como sustrato anaplerdtico de la Gln tiene como consecuencia una serie de
actividades metabdlicas que en ocasiones son capaces de sustituir o complementar al
metabolismo de la glucosa. Por ejemplo, el aspartato generado por transaminacion a
partir de oxalacetato y Glu derivado de GIn puede ser exportado al citosol, donde sera
sustrato de una nueva reaccién de transaminacion, catalizada por la aspartato
transaminasa citosélica (GOT1), para dar lugar a oxalacetato citosdlico, que podra ser
reducido a malato para este ser sustrato de la enzima malica (ME1) citosdlica que
catalizara su descarboxilacion oxidativa a piruvato, con la generacidon concomitante de
NADPH que puede ser utilizado en reacciones de biosintesis. Dicho piruvato podra ser
reducido posteriormente a lactato por la LDH y excretado de la célula (Son et al., 2013;
Vander Heiden et al., 2009). Por otra parte, el a-KG generado a partir de GIn puede servir
para generar citrato mediante una reaccion de carboxilacion reductiva. Esta es una
reaccién no candnica catalizada por las isoenzimas isocitrato deshidrogenasas (IDH) en
las cuales se fija una molécula de CO; para dar isocitrato a partir de a-KG, ya ocurra esto
en el citosol (IDH1) o en la mitocondria (IDH2). En cualquier caso, el isocitrato podra
generar a su vez citrato, que podra servir para la biosintesis de acidos grasos y colesterol
en el citosol, mediante generacion de acetil-CoA citosdlico por la accion de ACLY. Esta
ruta puede ser especialmente relevante en determinados contextos moleculares en los
gue la generacién de acetil-CoA mitocondrial procedente de piruvato glucolitico esté
comprometida, como pueden ser ciertas situaciones hipdxicas en las que el
funcionamiento de la ETC queda comprometido por la deficiencia de O3, que inducen el
metabolismo reductivo. Esto también puede ocurrir en situaciones pseudohipodxicas,
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originadas por la actividad de determinados oncogenes o carencia de actividad de
supresores tumorales, como pueden ser mutaciones en VHL, o casos en los que
mutaciones activadoras de la ruta de sefializacion EGFR inducen carboxilacidn reductiva
al fosforilar aIDH1 en los residuos de tirosina Y42 y Y391, activdndola (Chen et al., 20193;
Chen et al.,, 2019b; Metallo et al, 2011; Wise et al., 2011). Igualmente, se ha
documentado que modelos de esferoides (cultivo in vitro 3D) de células de cancer de
pulmén en condiciones normodxicas requieren de la generacion de citrato reductivo por
IDH1 en el citosol a partir de a-KG generado desde GIn para el mantenimiento de la
homeostasis redox. El citrato generado en el citosol se importaba posteriormente a la
mitocondria pudiendo alli seguir un metabolismo oxidativo, via IDH2, con la generacién
de NADPH en la mitocondria, que servia para la detoxificacidon de las ROS mitocondriales.
Este modo de funcionamiento metabdlico no se observaba en estas mismas células
cultivadas en monocapa anclada al sustrato, siendo inducido por el crecimiento
independiente de sustrato (Jiang et al., 2016).

La generacidon de acetil-CoA citosélico procedente de GIn por esta via también podra
tener implicaciones en regulacién epigenética, ya que el acetil-CoA extra mitocondrial
puede participar en las reacciones de acetilacion de proteinas como donador del grupo
acetilo, incluyendo las modificaciones de histonas catalizadas por las enzimas histona
acetil transferasas (HAT). Por otra parte, el metabolismo anaplerdético de la GIn también
sera relevante a este respecto por otro mecanismo, dado el papel del a-KG como sustrato
de las enzimas de la familia de dioxigenasas dependientes de a-KG. Estas enzimas estan
implicadas en reacciones de desmetilacién de diversos sustratos, entre los que se
encuentran ADN, ARN vy proteinas, incluyendo histonas, lo que hace del a-KG un
componente esencial de los mecanismos de senalizacidon celulares y la regulaciéon
epigenética (Hensley et al., 2013). Dentro de las dioxigenasas dependientes de a-KG se
incluyen la familia TET de hidroxilasas/demetilasas de ADN, las histona demetilasas con
dominios Jumonji C (JmjC), las demetilasas de ARNm FTO y ALKBHS5, y una familia de
prolil-hidroxilasas que, entre otros, regulan los niveles de HIF-1la. Las reacciones
catalizadas por estas enzimas implican la oxidacidén de a-KG a succinato y, por tanto, los
niveles de a-KG seran sustancialmente relevantes de cara a la tasa de desmetilacién de
sustratos, y con ello, tendran un impacto sobre la expresién génica y la funcion proteica.
Estas enzimas son susceptibles de inhibicidon por similitud estructural con el a-KG por
parte de su producto de reaccién, succinato, y también por el fumarato y por el
oncometabolito 2-hidroxiglutarato (2-HG), por lo que los niveles de estos seran
igualmente moduladores de su actividad. Se han encontrado casos en los que
mutaciones en las enzimas que metabolizan succinato y fumarato, succinato
deshidrogenasa (SDH) o fumarato hidratasa (FH), respectivamente, causan una
acumulacién de estos metabolitos ocasionando un fenotipo de hipermetilaciéon, asi
como altos niveles de HIF-1a (Linehan et al., 2019; Pavlova y Thompson, 2016; Selak et
al., 2005). En la figura 7 se resumen los principales mecanismos epigenéticos
influenciados por la reprogramacion del metabolismo.
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Figura 7. Influencia de cambios metabdlicos sobre la regulacién epigenética, incluyendo (i) la

generacion de acetil-CoA disponible para reacciones de acetilacion por enzimas histona acetil
transferasas (HAT); (ii) la disponibilidad de a-KG como sustrato, o (iii) inhibicién por succinato,
fumarato o 2-hidroxiglutarato (2-HG), de reacciones de desmetilacién de nucleétidos de 5-metil
citosina en el ADN por enzimas como TET1/2, de desmetilacién de residuos de histonas por
enzimas como JHDM (Jumonji-domain histone demethylase), o de desmetilacién en nucledtidos
de 6-metiladenina en el ARN. Figura tomada de Pavlova et al., 2022.

La GIn es indispensable al proveer nitrégeno reducido para la biosintesis de novo de
nucledtidos, una ruta biosintética esencial en células en proliferacién activa, ya que estas
deben replicar su ADN para poder dividirse. La Gln dona su grupo amido en la
construccién del anillo tanto de purinas, como de pirimidinas, en diferentes pasos de
ambas rutas metabdlicas. En el caso de las purinas, tres moléculas de GIn son necesarias
para la sintesis de nucledtidos de guanina, y dos para nucledtidos de adenina. En cuanto
a las pirimidinas, dos moléculas de GIn donardn su grupo amido en la sintesis de
nucledtidos de citosina, y una serd necesaria para sintetizar nucleétidos de timina o
uracilo. En muchos casos, la GIn también sera indispensable para la célula tumoral en la
biosintesis de nucledtidos por otro motivo: la generacidon de aspartato derivado de Glu
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u oxalacetato glutaminoliticos. El oncogén c-Myc favorece la importacién de GiIn a la
célula, y también promueve la biosintesis de novo de nucleétidos, al inducir la expresién
de una serie de enzimas implicadas en la ruta. La expresidn de la enzima fosforribosil
pirofosfato sintetasa 2 (PRPS2) es también inducida por c-Myc. La PRPS2 utiliza como
sustratos ribosa-5-fosfato procedente de la PPP y pirofosfato para generar fosforribosil
pirofosfato (PRPP), esencial en las rutas de biosintesis de novo de purinas y pirimidinas,
asi como en las rutas de reciclaje de nucledtidos (Cunningham et al., 2014). Igualmente,
c-Myc induce la expresidn de CAD, implicado en la iniciacion de la ruta de biosintesis de
pirimidinas que presenta varias actividades enzimaticas, entre ellas, la actividad
amidotransferasa por la cual transfiere el grupo amido de la Gln en una primera reacciéon
para generar carbamoil fosfato. CAD, entre otros, utiliza también aspartato como
sustrato para empezar a sintetizar el anillo de pirimidina (Eberhardy y Farnham, 2001).
La actividad CAD es también inducida por sefalizacion MAPK y por sefializacion mTOR.
Altos niveles de GIn pueden inducir la actividad de mTOR por medio de proteinas
sensoras de los niveles de aminoacidos que a su vez activan a mTOR. La GIn puede
mediar esta activacién tanto por si misma como a través de la importacidon de otros
aminoacidos o su biosintesis. Esto se ha comprobado también en algunas células
tumorales que emplean el transportador LAT1 para importar a la célula un conjunto de
aminodcidos en antiporte con GIn, entre ellos leucina, un potente activador de mTOR;
de esta forma, la GIn puede inducir sefalizacion mTOR, impulsando la actividad de un
conjunto de dianas de esta via de sefalizacién, entre las que se encuentra CAD (Duran
et al., 2012; Jewell et al., 2015; Nicklin et al., 2008).

Otras enzimas como la timidilato sintasa (TS) o las inosina monofosfato deshidrogenasa
1y 2 (IMPDH1/2) son igualmente inducidas por c-Myc. Mutaciones inactivadoras de p53
también activan la expresién de enzimas implicadas, entre ellas IMPDH1 y 2, la
guanosina monofosfato sintetasa (GMPS), o las enzimas de la ruta de reciclaje de
pirimidinas desoxicitidina quinasa (DCK) o timina quinasa (TK1) (Kollareddy et al., 2015).

La GIn no sdlo sirve en la biosintesis de proteinas como aminoacido conformante de las
mismas, sino que los niveles de GIn tienen una funcién reguladora de la expresién al
funcionar como indicadores de la disponibilidad de aminodacidos. En condiciones de
bajos niveles de aminoacidos/Gln, los ARN transferentes aceptores de Gln (tRNAS")
guedan selectivamente descargados de Glin, lo que lleva a la deplecién preferente de
proteinas ricas en regiones de poliglutamina, al minimizarse la traduccion de estas. Entre
estas proteinas se encuentran proteinas reguladoras de la transcripcidon como la proteina
de unién a la caja TATA (TBP, “TATA-binding protein”), la subunidad 12 del complejo
mediator, o el co-activador transcripcional CBP. Adicionalmente, los tRNAs descargados
pueden activar a la quinasa GCN2, lo que resulta en una reduccién de la traduccién
(Pavlova et al., 2020). Por todo ello, la GIn per se posee un papel en regulaciéon a
diferentes niveles y su abundancia puede inducir una senalizaciéon protumorigénica.
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El metabolismo de la GIn por parte de la célula tumoral tiene igualmente una importante
repercusidon en la modulacion de la actividad del sistema inmune frente al tumor. Las
células T efectoras son protagonistas en la respuesta inmune antitumoral, y los bajos
niveles de nutrientes que suelen encontrarse en el espacio extracelular del
microambiente tumoral pueden limitar su funciéon. En respuesta a una induccién
antigénica, los linfocitos T son activados y requieren de la puesta en marcha de un
programa anabdlico que permita la proliferacidn y diferenciacién a células T efectoras,
encargadas de llevar a cabo el atague inmune al tumor. Las células T requieren de la
disponibilidad de aminodcidos no esenciales como serina y alanina, y su activacién es
particularmente dependiente de los niveles de glucosa y GlIn, siendo extremadamente
sensibles a la deplecion de glucosa y GIn en el microambiente tumoral, asi como a las
condiciones de estrés oxidativo que suelen darse en este entorno. Particularmente, la
metabolizacidn de GIn en la mitocondria por parte de las glutaminasas, comunmente
sobreexpresadas en tumores, ha demostrado tener un papel inmunosupresor al
favorecer el flujo de entrada de Gln a la célula tumoral y, por tanto, bajos niveles de GIn
en el medio extracelular. De hecho, se comprobé que la pérdida de la funciéon
glutaminasa en células tumorales de mama triple negativas, por delecion del gen GLS,
incrementd en un orden de magnitud los niveles de Gln extracelulares, lo que favorecié
la actividad antitumoral de los linfocitos T y su capacidad infiltrativa en el tumor
(Edwards et al., 2021; Pavlova et al., 2022).

5. Metabolismo Redox y Cancer

Junto con la reprogramacion del metabolismo energético y biosintético, los cambios en
la regulacién del balance redox celular constituyen una alteracién clave en la
reprogramacion metabdlica de la célula tumoral (DeBerardinis y Chandel, 2016).

El metabolismo oxidativo conlleva la aparicion concomitante de moléculas con
capacidad oxidante. En el caso de la célula tumoral, el acelerado metabolismo
bioenergético y biosintético suelen ocasionar una acumulacion de moléculas oxidantes
y, por tanto, la aparicién de estrés oxidativo, habiéndose observado esto en multitud de
tumores y células tumorales en cultivo (Szatrowski y Nathan, 1991). Las ROS, son un
conjunto diverso de moléculas que contienen dtomos de oxigeno reactivos en su
estructura, presentando electrones desapareados y, por tanto, con una elevada
capacidad oxidante. Las ROS son tanto subproductos del metabolismo celular oxidativo
como moléculas activamente producidas en la célula, teniendo importantes funciones
homeostaticas, como es su implicacion en sefalizacidon celular y procesos de
diferenciacidn; y siendo también relevantes ya que pueden causar dafio oxidativo a los
componentes celulares. Las principales ROS son el perdxido de hidrogeno (H203), el
radical superdxido (O27), los radicales hidroxilo (‘OH") y los hidroperdxidos de lipidos
(LOOH). La mayoria de las ROS intracelulares derivan de la transferencia de un electrén
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al oxigeno molecular para formar el radical superdxido, O;, que a su vez puede ser
sustrato en la reaccion catalizada por las enzimas superéxido dismutasas (SOD), que
transforman dos iones superdxido en una molécula de perdxido de hidrégeno y una
molécula de agua. El H20>, a su vez, puede aceptar un electrén procedente del Fe?* libre,
generando Fe®, y dar lugar al radical hidroxilo ‘'OH" por la reaccién de Fenton. Dicho
radical puede dar lugar a LOOH en presencia de acidos grasos poliinsaturados. Por otra
parte, el nitrégeno también puede combinarse con el oxigeno para dar lugar a las
especies reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés), entre las que se cuenta el
oxido nitrico (‘NO), o el peroxinitrito (ONOO") (Harris y DeNicola, 2020; Sies, 2017;
Winterbourn, 1995).

Las ROS, destacando O;~, ‘'OH y LOOH, podran causar daiio oxidativo a componentes
celulares como lipidos, proteinas o ADN, lo que potencialmente resultara en una pérdida
de integridad en las membranas celulares, cambios en la funciéon o actividad de las
proteinas, y dafio y generacion de mutaciones en el ADN, respectivamente, esto ultimo
pudiendo causar inestabilidad gendmica. Por tanto, las ROS pueden tener un efecto
protumorigénico al oxidar bases nitrogenadas del ADN, principalmente de guanina, para
dar lugar a 8-oxoguanina. En consecuencia, los mecanismos de reparacion del ADN
podran corregir este dafio oxidativo, proceso que puede dar lugar a la aparicion de
errores que lleven a la generacidon de mutaciones. Las ROS, por otra parte, poseen
también una serie de funciones fisiolégicas normales en el mantenimiento de la
homeostasis in vivo, que pueden igualmente verse desreguladas y reprogramadas en el
caso de la célula cancerosa, como pueden ser sus funciones a nivel de sefializacién
celular, adscritas principalmente al H,O; (Harris y DeNicola, 2020; Martinez-Reyes y
Chandel, 2021).

En células con elevada actividad proliferativa, como las tumorales, puede ocurrir que la
cadena transportadora de electrones se encuentre sobrecargada y su actividad
sobrepase a la tasa de generacidn de ATP por parte del complejo enzimatico ATP sintasa,
lo que lleva a una elevada tasa de generacién de ROS en la mitocondria. La funcién de
las ROS en la célula es compleja y altamente dependiente del tipo de ROS generada, ya
gue estas difieren en sus caracteristicas, asi como de sus niveles: si bien unos muy altos
niveles de ROS podran ser perjudiciales para la célula tumoral, dado el dafio oxidativo
gue generaran a los componentes celulares y por tanto pudiendo comprometer la
viabilidad celular, existira también un intervalo de concentraciones de ROS que podran
beneficiar a la célula, creando un entorno redox favorable para la tumorigénesis,
pudiendo llevar a cabo una importante funcion en sefializacién celular, en muchos casos,
induciendo una sefializacidon protumorigénica. Por tanto, los niveles de ROS en la célula
habran de estar altamente regulados, y esto se hard por medio de la regulacién de su
tasa de generacidn, asi como de su tasa de degradacion, interviniendo aqui diversos
sistemas antioxidantes capaces de detoxificar ROS. La figura 8 muestra los efectos que
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diferentes niveles de ROS pueden tener en la célula, asi como diferentes mecanismos de
generacion y detoxificacién de ROS (Pavlova et al., 2022; Sullivan y Chandel, 2014).

ROS

Tumorigenic Levels
Cytostatic
> <€
Oncogenes * SODs
ROS Mitochondrial ® * Nrf2 ROS
generators mutations * Catalase scavengers
Hypoxia * GSH/GPX
Tumor suppressor * PRXs
loss

Figura 8. Niveles variables de ROS en la célula podran tener efectos protumorigénicos o
antitumorales, dependiendo del caso, y son modulados por distintos mecanismos generadores
de ROS en la célula y por la actuaciéon de mecanismos antioxidantes que detoxifican ROS. La
célula tumoral utiliza estos mecanismos para regular los niveles de ROS en un rango éptimo para
el desarrollo oncogénico. Figura tomada de Sullivan y Chandel, 2014.

Existen mecanismos enzimaticos cuya funcién es la generacion de ROS en la célula, como
son las enzimas NADPH oxidasas, que utilizan O, y NADPH para producir O;". Estas
enzimas fueron por primera vez descubiertas en fagocitos, donde se observé que tenian
una funcién en la eliminacién de patégenos fagocitados al generar un enorme estrés
oxidativo local en el fagosoma (estallido respiratorio). Sin embargo, posteriormente se
encontrd que estas enzimas se expresaban también en multiples tejidos donde estaban
igualmente implicadas en funciones no inmunes. El anidn superdxido es poco estable y
puede convertirse rdpidamente en H,O, por la accién de las enzimas SOD,
principalmente las SOD1 (citoplasmatica) y SOD2 (mitocondrial), o bien hacerlo
espontaneamente. La carga negativa del O, previene que pueda atravesar las
membranas celulares. En la célula, el O, reacciona con complejos Fe-S resultando en la
liberacién de hierro, asi como puede reaccionar con -NO para dar lugar a peroxinitrito.
El ONOO  puede reaccionar con proteinas causando oxidacién o nitracion de
aminodacidos, con el ADN pudiendo inducir rupturas de doble hebra, o con lipidos
ocasionando peroxidacién de lipidos. Por tanto, las ROS no son Unicamente
subproductos téxicos del metabolismo, sino que existen actividades enzimaticas
dedicadas a su generacion, dada su importancia en una serie de procesos biolégicos. En
el caso del cancer, es conocida la actividad de oncogenes que inducen la funcion NADPH
oxidasa para favorecer un incremento protumorigénico de ROS en la célula tumoral
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(Brown y Griendling, 2009; Harris y DeNicola, 2020; Jiang et al., 2011; Keyer e Imlay,
1996).

No obstante, la principal fuente de ROS a nivel celular es la mitocondria, habiéndose
observado que la mitocondria puede llegar a convertir hasta el 1% del oxigeno que
consume en radicales superdxido, aunque en condiciones normales esa tasa es mas baja,
habiéndose estimado alrededor del 0,1% (Handy y Loscalzo, 2012; Quinlan et al., 2012).
La ETC no es un sistema perfecto y su actividad conlleva una cierta tasa de generacién
de superdxido, que serd mayor si el funcionamiento de la ETC estd comprometido, como
puede ocurrir en la célula tumoral. Esta situacion puede darse cuando la mitocondria no
esta sintetizando ATP, de forma que la disponibilidad de ADP en la matriz mitocondrial
resulta limitante para el flujo completo de electrones a través de la ETC, situacion que
igualmente correlaciona con una elevada relacion NADH/NAD* en la mitocondria. Los
complejos |, Il y lll de la ETC podran generar iones superdxido con capacidad de participar
en sefalizacion celular, por medio de la transferencia de un unico electrén al oxigeno
molecular en una reaccién no enzimatica. Los complejos | y Il generan iones superdxido
en la matriz mitocondrial, mientras que el complejo Ill puede hacerlo a ambos lados de
la membrana mitocondrial interna, lo que puede favorecer que las ROS generadas
tengan un mads fécil acceso al citoplasma, y con ello, una mayor implicacién en procesos
de sefializacion celular entre otros. Se ha visto que las ROS generadas por el complejo 1l
son necesarias en una serie de procesos incluyendo la inmunidad adaptativa, la
diferenciacidn celular o la deteccidn de los niveles de oxigeno (Chandel 2021; Harris y
DeNicola, 2020; Muller et al., 2004; Murphy, 2009; Sullivan y Chandel, 2014). En la figura
9 se resumen los principales tipos de ROS en la célula, asi como los principales actores
moleculares implicados en sus mecanismos de generacidén y mecanismos antioxidantes.
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Figura 9. Principales ROS en la célula y sus mecanismos de generacién. La ETC en la mitocondria
y las enzimas NADPH oxidasas son las principales fuentes de generacion de ROS, particularmente
de iones superdxido, que podran dar lugar por diferentes mecanismos al resto de ROS,
incluyendo perdxido de hidrégeno, radicales hidroxilo, lipidos peroxidados o peroxinitrito. Figura
tomada de Harris y DeNicola, 2020.

El perdxido de hidrégeno es descrito como la principal ROS causante de oxidacién de
proteinas, ejerciendo a bajas concentraciones una funcion reguladora y a altos niveles
induciendo estrés oxidativo. El efecto sobre la funcién de la proteina dependera del
grado de oxidacidn llevado a cabo por las ROS. Un alto grado de oxidacién podra llevar a
la generacién de cambios irreversibles, como la generaciéon de acidos sulfénicos en
residuos de cisteina, que implican una pérdida de la funcién de la proteina. Sin embargo,
una oxidacidon moderada podra alterar la funcion de la proteina produciendo cambios a
nivel molecular, como la formacién de puentes disulfuro, acidos sulfénicos o acidos
sulfinicos, que son tipicamente reversibles, y que son los preponderantes en sefializacién
celular y regulacién de la funcién proteica (Harris y DeNicola, 2020).

Ya en la década de 1990 se comprobd que el H,0; podia actuar inhibiendo la funcién de
enzimas fosfatasas para con ello promover la sefializacién dependiente de factores de
crecimiento (Bae et al., 1997; Sundaresan et al., 1995). El H,0; posee la capacidad de
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difundir a través de las membranas celulares y es mas estable que los radicales hidroxilo
y superodxido, lo que hace que tenga un rol mas selectivo en seiializacidon que estos
ultimos, y que pueda ejercer sus efectos en lugares mas distantes del sitio de generacién.
Un mecanismo principal de sefializacién del H,0; es a través de su capacidad de oxidar
los grupos tiol (Cys-SH) o tiolato (Cys-S°) de la cadena lateral de residuos de cisteina en
proteinas para generar el grupo acido sulfénico (Cys-SOH) (Finkel, 2003; Finkel, 2012);
muchos residuos de cisteina tienen una funcién reguladora, y esta modificacion puede
modular la actividad de la proteina y/o sus interacciones, o si se trata de residuos de
cisteina localizados en el sitio activo de una enzima, la oxidacidn ocasionara una
inhibicidn de su actividad, teniendo esto especial relevancia en proteinas implicadas en
cascadas de sefializacion. El H,0, es capaz de oxidar selectivamente determinados
residuos para lograr un efecto sefalizador concreto, consiguiendo en células tumorales
llevar a cabo un efecto sefalizador redox que induzca proliferacidn, supervivencia e
invasion, como es la oxidacién de residuos de cisteina reactivos presentes en PTEN que
llevan a su inactivacion y, con ello, a pérdida de la represidn, o activacién constitutiva,
de la via de sefializacion de PI3K-AKT. Igualmente, otras fosfatasas son también objeto
de oxidacion e inactivacion por parte del H,0,, como la proteina fosfatasa 2A (PP2A) o la
proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), que funcionan desfosforilando a AKT en
diferentes residuos para inactivarla. De este modo, el H,0; elimina la represién de AKT
e igualmente impulsa la sefalizaciéon de la via de PI3K/AKT por este mecanismo (Sullivan
y Chandel, 2014); por otra parte, SHP2, y otras proteinas fosfatasas de las MAPK son
también dianas de oxidacion del H,0,, lo que promovera la sefializacidon pro oncogénica
de estas rutas (Kamata et al., 2005; Tonks, 2006; Tsutsumi et al., 2017). De hecho, se ha
comprobado que minimizar los niveles de H,0; en células tumorales mediante inhibicidn
de la ETC o de las NADPH oxidasas, puede resultar en un efecto antitumoral (Konaté et
al., 2020; Martinez-Reyes y Chandel, 2021). Igualmente, las ROS son capaces de
estabilizar a las distintas subunidades de HIFa, incluyendo HIF-1a, mediante la
inactivacién de la enzima prolil hidroxilasa PHD2, implicada en su degradacién. Por este
mecanismo, las ROS pueden inducir una reprogramacién del metabolismo, como
consecuencia de la activacién de la transcripcion de un conjunto de genes diana de HIF-
la. Estos residuos de cisteina reactivos, y por tanto las proteinas que los contienen,
estaran sujetos a una regulacién redox, pudiendo ser oxidadas por ROS, o reducidas por
moléculas antioxidantes (Manford et al., 2020; Sullivan y Chandel, 2014; Xiao et al.,
2020).

Los antioxidantes celulares son todas aquellas moléculas, ya sean enzimas o cofactores,
capaces de participar en la eliminacién de ROS. El H,0, puede ser detoxificado a agua y
oxigeno molecular por la reaccion de la enzima catalasa (CAT), una oxidorreductasa que
utiliza como cofactores el grupo hemo y el manganeso. El H,0, puede también dar lugar
a agua por la reaccion de reduccion catalizada por las enzimas peroxirredoxinas (PRDXs),
acoplada a la oxidacién de un residuo de Cys del centro catalitico de la enzima. Las
enzimas tiorredoxinas (TXNs) y sulfarredoxinas (SRXs), catalizaran la reduccién de dicho
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residuo de Cys de las PRDXs para regenerar la PRDX activa, oxidando sus propios residuos
de Cys del centro catalitico en el proceso. Las TXNs estaran implicadas en la reduccién
de puentes disulfuro (S-S) formados en las PRDXs, mientras que las SRXs reduciran
grupos acido sulfinico, con mayor grado de oxidacidn. Existen diferentes isoenzimas de
PRDXs y TXNs localizadas en distintos compartimentos celulares (Cox et al., 2009; Lu y
Holmgren, 2014; Trujillo et al., 2007). A su vez, existen enzimas implicadas en la
reduccion de las TXNs para regenerar la enzima activa, estas son las tiorredoxina
reductasas 1y 2 (TXNRD1/2), que acoplan la reduccién de los residuos de Cys de las TXNs
a la oxidacién de NADPH (Arner, 2009).

Por otra parte, el antioxidante celular mas abundante es el tripéptido GSH, formado por
los aminodcidos Glu, cisteina y glicina. Es sintetizado en dos reacciones consecutivas, la
primera es la reaccion de condensacion de Glu y cisteina para dar el dipéptido y-
glutamilcisteina, catalizada por la subunidad catalitica glutamato-cisteina ligasa (GCLC) o
también llamada gamma glutamilcisteina sintetasa, constituyendo esta la reaccion
limitante de la biosintesis de GSH. La segunda reaccidn es la adicidon de glicina para
formar el tripéptido, catalizada por la enzima glutatién sintetasa (GSS). En la mayoria de
los contextos, la Cys constituye el sustrato limitante de la tasa de biosintesis de glutatién
(Lu, 2009), aunque esto puede variar especialmente en el caso de algunas células
tumorales, en los que la glicina (DeNicola et al., 2015) o el Glu pueden resultar limitantes.
Este ultimo caso se ha encontrado en células de glioma que albergan mutaciones en
IDH1 y por ello acumulan el oncometabolito D-2-HG, que se observo era capaz de inhibir
a las aminotransferasas BCAT1 y BCAT2, que utilizan a-KG y aminodcidos de cadena
ramificada (BCAAs) como sustrato, pudiendo generar Glu y el correspondiente a-
cetoacido de cadena ramificada, en una reaccion reversible de transferencia del grupo
amino. Por tanto, en este contexto molecular la generacién de Glu por transaminacién
guedaba comprometida y el Glu se hacia limitante para la biosintesis de GSH, entre otros
procesos (McBrayer et al., 2018). El GSH es utilizado como cofactor en la detoxificaciéon
de ROS en reacciones catalizadas por las enzimas de las familias de las GSH-S-
transferasas (GSTs) y las GSH-peroxidasas (GPXs). Las GPXs catalizan la reduccion de
hidroperdxidos acoplada a la oxidacién de los grupos tiol de dos moléculas de GSH
(reducido), que pasan a formar un dimero (GSSG) unidos por un puente disulfuro (S-S),
previa oxidacion de un grupo selenol de un residuo de selenocisteina de la enzima que
es reducido por las dos moléculas de GSH que se oxidan. El dimero GSSG podra ser
reciclado de nuevo por la acciéon de la enzima glutatién reductasa (GR o GSR), que
regenera las dos moléculas de GSH por medio de la oxidacién de NADPH (Ingold et al.,
2018; Lu, 2013). Existen diferentes isoenzimas GPX que varian en su localizacién y
preferencia por el sustrato, particularmente, la GPX1 se localiza en el citoplasma de
practicamente todas las células de mamifero y detoxifica preferencialmente el H;0;
generando H;0. Por otra parte, GPX4 tiene preferencia por la detoxificacién de LOOHs,
dando lugar a grupos alcohol en los correspondientes lipidos (LOHs), y por ello teniendo
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un importante rol en la proteccidn frente a la ferroptosis (Margis et al., 2008; Yang et al.,
2014).

La generacidon de peroxidos de lipidos puede inducir ferroptosis, un tipo de muerte
celular dependiente de hierro causada por la peroxidaciéon de fosfolipidos, dada la
funcion esencial del hierro en la generacion de radicales hidroxilo por la reaccién de
Fenton. El estrés oxidativo puede ocasionar la peroxidacion de acidos grasos
poliinsaturados conformantes de fosfolipidos, ocasionando la acumulacién de
fosfolipidos peroxidados que podra resultar en una pérdida irreversible de la
organizacion estructural de membrana, e igualmente podra dar lugar a la formacién de
un conjunto de subproductos toxicos altamente reactivos, como el malondialdehido
(MDA) o el 4-hidroxinonenal (4-HNE), que ejercen efectos citotdxicos dirigidos contra
diversos componentes celulares incluyendo otros lipidos, proteinas y el ADN, todo ello
resultando en muerte celular (Anandhan et al., 2020; Tang et al., 2020). Al respecto de
la ferroptosis, existen una serie de puntos clave a nivel molecular implicados en la
prevencion o induccién de esta: laimportacidn de cisteina (en forma del dimero oxidado,
cistina) a la célula por medio del sistema xCT, la biosintesis de GSH, y la funcién
antioxidante de GPX4, fundamental en la detoxificacion de LOOHs y, por tanto,
previniendo su acumulacién y que se desencadene la ferroptosis. Este mecanismo
antioxidante constituye la via mas conocida de proteccion celular frente a la ferroptosis,
pero se han ido documentado otros mecanismos paralelos. La figura 10 sintetiza este y
otros mecanismos implicados en el control de la induccion de ferroptosis (Jiang et al.,
2021). La ferroptosis puede tener una enorme importancia en el contexto de la célula
tumoral, en la cual existe una elevada generacién de ROS y por tanto, una situacion de
estrés oxidativo. La célula tumoral deberd poner en marcha mecanismos moleculares
gue prevengan el daio oxidativo excesivo y permitan la supervivencia celular. A este
respecto, suelen sobre activar al factor de transcripcion NRF2 o “factor nuclear eritroide
similar al factor 2” (“nuclear factor erythroid 2-related factor 2), considerado un
regulador clave de la respuesta antioxidante celular al inducir la expresiéon de un
conjunto de genes implicados que contienen una secuencia “ARE” (Antioxidant Response
Element) en su promotor, reconocida por NRF2. Entre estos se incluyen, entre muchos
otros genes, aquellos involucrados en la generacion de NADPH, el antiportador de
cistina-glutamato xCT, genes de biosintesis de glutation, metabolismo del hierro,
reduccién de TXNs y PRDXs dependiente de GSH y sistemas antioxidantes per se, como
GPX4 (Anandham et al., 2021; Dodson et al., 2019; Habib et al., 2015; Ye et al., 2014).
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Figura 10. Sintesis de mecanismos moleculares protectores frente a la ferroptosis. (A) Via
candnica de control frente a la ferroptosis, que implica la importacion de cistina en antiporte con
Glu, biosintesis de GSH, accién de la GPX4 y reciclaje de GSSG a GSH por medio de GSR. (B) El
ciclo ubiquinol/ubiquinona o (C) la biosintesis de escualeno y la biosintesis de
tetrahidrobiopterina (BH4) y dihidrobiopterina (BH2) por accién de GCH1, se han encontrado
como mecanismos independientes de proteccion frente al dafio oxidativo y ferroptosis. Figura
tomada de Jiang et al., 2021.

Por tanto, es un rasgo comun en las células cancerosas incrementar la produccién
metabdlica de NADPH y GSH, asi como sobreactivar NRF2 para incrementar la expresién
de proteinas antioxidantes (Harris et al., 2015). En condiciones normales, NRF2 estd
continuamente siendo marcado para su degradacion proteolitica por la proteina KEAP1,
un supresor tumoral que funciona como un regulador negativo de NRF2 y previene de
esta forma la induccién de los genes cuya expresién es dependiente de NRF2. En células
tumorales son habituales mutaciones inactivadoras en KEAP1, o mutaciones de ganancia
de funcion en NRF2, como lo son las deleciones observadas en cancer de pulmén de la
region de union de KEAP1 a NRF2, que generan un NRF2 resistente a la regulacion por
KEAP1 (Goldstein et al., 2016). Por otra parte, la sefializacidon prooncogénica de versiones
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mutantes de ganancia de funcion de los oncogenes KRAS, B-RAF y c-Myc inducen la
sobreexpresion NRF2 (DeNicola et al., 2011).

Otro importante mecanismo de respuesta antioxidante es la induccidn de la expresién
del “regulador de la glucdlisis y la apoptosis inducido por TP53” (TIGAR, por sus siglas en
inglés), una enzima fosfatasa cuya expresién activa la via oxidativa de la PPP,
incrementando la produccién de NADPH para promover la funcién de los sistemas
antioxidantes (Martinez-Reyes y Chandel, 2021).

El balance redox, controlado por la tasa de generacién de ROS y la funcién de
antioxidantes puede tener efectos tanto pro tumorigénicos como antitumorales,
dependiendo del contexto, niveles y actores moleculares implicados. Por ejemplo, la
activacion NRF2 minimiza la degradaciéon del factor pro metastdsico BACHI,
promoviendo la metastasis. lgualmente, la expresion TIGAR aumenta durante la
iniciacion de tumores pancreaticos para prevenir el dafio oxidativo causado por ROS en
este estadio, pero posteriormente disminuye para favorecer la migracién, invasién y
capacidad metastdsica mediada por sefializaciéon MAPK. Por tanto, la regulacién de los
niveles y tipos de ROS podra variar en el tiempo para optimizar las capacidades de la
célula tumoral en diferentes estadios del desarrollo oncogénico (Cheung et al., 2020; Lee
et al., 2014; Lignitto et al., 2019; Martinez-Reyes y Chandel, 2021; Wiel et al., 2019). La
figura 11 resume un conjunto de rutas metabdlicas que se encuentran reprogramadas
para favorecer la sobreactivacion de mecanismos antioxidantes.
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Figura 11. El metabolismo de la célula tumoral se reprograma en su conjunto para maximizar la
funcién antioxidante, incrementando la produccion de GSH y NADPH, elementos indispensables
para la actuacién de sistemas antioxidantes que suelen estar también sobreexpresados, como
GPX4. Figura tomada de Pavlova et al., 2022.
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6. Gliomas y Glioblastoma

Los gliomas son el tipo mds comun de tumor maligno en el sistema nervioso central
(SNC), representando mas del 80% de estos. Los gliomas pueden originarse en el SNC a
partir de células troncales o progenitoras, o a partir de células diferenciadas como
precursores de oligodendrocitos, neuronas o, mas comunmente, astrocitos. De entre
ellos, el glioblastoma multiforme (GBM), tradicionalmente clasificado por la OMS como
astrocitoma de grado IV, es el mas comun y letal, y se encuentra entre los tipos de cancer
con peor prondstico, con un muy bajo porcentaje de supervivencia a 5 afos, de tan sélo
el 5,5% (Campos-Sandoval 2021; Essemen et al., 2022; Stupp et al.,, 2005). La
clasificacion actual de la OMS referente a los tumores del sistema nervioso central divide
a los glioblastomas en cuanto a su estatus IDH, distinguiendo asi glioblastomas IDH-wild
type y glioblastomas IDH-mutante (Louis et al., 2016). Estan caracterizados por una
elevada capacidad proliferativa, potente induccidén angiogénica, infiltracién difusa, alta
resistencia a la apoptosis y gran inestabilidad gendmica. El tratamiento actual, que
consiste fundamentalmente en cirugia seguida de radioterapia y quimioterapia,
presenta una baja efectividad, con un tiempo de supervivencia medio que oscila entre
los 12-15 meses (An et al., 2018; Furnari et al., 2007).

Se han ido documentando multitud de alteraciones genéticas y epigenéticas en los
glioblastomas, como son aquellas que ocasionan una ganancia de funcién en el receptor
tirosina quinasa del factor de crecimiento epidérmico, EGFR, bien por amplificaciones de
este, mutaciones puntuales o deleciones, siendo entre estas ultimas la mas comun la
expresion de una version mutante truncada con activacion constitutiva, llamada
EGFRVIII. En cualquier caso, la sobreactivacion de EGFR lleva a la activacién de rutas de
sefializacidon relacionadas con la proliferacion celular y un reordenamiento metabdlico
que favorece el fenotipo maligno, como son la ruta de RAS/RAF/MAPK, JAK/STAT,
PLC/PKC y PI3K/AKT (PKB), estando esta ultima alterada en el 80% de los gliomas.
Adicionalmente, se han descrito nuevas funciones de senalizacion exclusivas de EGRFvIII
distintas de las propias de EGFR. Igualmente, son comunes mutaciones de pérdida de
funcién en supresores tumorales como PTEN, implicando esto la pérdida de la regulacién
negativa de la via de PI3K/AKT, o en CDKN2A, que codifica una proteina inhibidora de las
guinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (CDK4 y CDK6), y por tanto actia regulando
negativamente la activacion del ciclo celular (An et al., 2018; Essemen et al., 2022;
Furnari et al., 2015; Sunayama et al., 2010).

Por otra parte, también suelen aparecer mutaciones de pérdida de funcién en el
supresor tumoral TP53, asi como mutaciones en las isoenzimas IDH1 y 2. Estas enzimas
catalizan la descarboxilacidn del isocitrato a a-KG en condiciones normales. La isoenzima
IDH2, mitocondrial, esta directamente implicada en el ciclo TCA. Las versiones mutantes
de estas enzimas encontradas en un porcentaje significativo de los gliomas, y también
en leucemia mieloide aguda (AML), colangiocarcinoma y condrosarcoma, son de
ganancia de funcion y se caracterizan por convertir el a-KG en el metabolito D-2-
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hidroxiglutarato (D-2-HG), de otro modo muy escaso (Dang et al., 2009). Se ha
documentado que el D-2-HG también puede ser generado a partir de a-KG por la enzima
PHGDH, implicada en la biosintesis de serina, en lineas celulares de cancer de mama, asi
como en tumores mamarios de forma independiente a la generacién por parte de IDH
mutantes (Fan et al., 2015). El D-2-HG es actualmente considerado un oncometabolito,
siendo generado de forma dependiente a determinadas mutaciones protumorigénicas,
y que interfiere en la actividad de enzimas implicadas en la regulacién epigenética,
particularmente las dioxigenasas dependientes de a-KG. Estas enzimas han sido
previamente descritas con en el apartado 4 de esta introduccion, y se incluyen en este
grupo enzimas con actividad demetilasa de histonas y de nucledtidos presentes en el
ADN y ARN. El D-2-HG actua como inhibidor competitivo del a-KG en su sitio de unién a
la enzima (Faubert et al., 2020; Figueroa et al., 2010). Esta actividad causa que el D-2-HG
ocasione un fenotipo de hipermetilacién gendmica prooncogénico, impidiendo de este
modo la expresidn de programas génicos relacionados con la diferenciacion celular
(DeBerardinis y Keshari, 2022), habiéndose comprobado cémo la inhibicién de la IDH1
mutante en células de glioma (Rohle et al., 2013) o la IDH2 mutante en células de
leucemia (Wang et al., 2013) inducen la diferenciacién celular y minimizan la
proliferacion. De hecho, se han publicado muy recientemente los resultados de un
ensayo clinico en fase lll utilizando un inhibidor de las IDH mutantes llamado Vorasidenib
en pacientes con gliomas de grado 2, caracterizados por mutaciones en las IDH, donde
el fdrmaco consiguid incrementar el tiempo de supervivencia a mas del doble respecto
al grupo control (Mellinghoff et al., 2023).

Este fenotipo hipermetilado asociado a la inhibicidn de las dioxigenasas dependientes
de a-KG también se ha relacionado con el enantiémero L del 2-hidroxiglutarato (L-2-HG),
cuya acumulacién es independiente de la actividad de las IDH mutantes, siendo
consecuencia de alteraciones en la especificidad por el sustrato causados por bajo pH en
ciertas deshidrogenasas, como la lactato y malato deshidrogenasas, que de forma
promiscua utilizan a-KG como sustrato; o pudiendo dicha acumulacién estar producida
también por mutaciones inactivadoras de la enzima L-2-HG deshidrogenasa (L2ZHGDH),
implicada en la detoxificacion del L-2-HG convirtiéndolo en a-KG, habiéndose
encontrado este Ultimo caso en carcinoma de células renales (Engqvist et al., 2014;
Pavlova et al., 2022). Igualmente, el D-2-HG inhibe también a las demetilasas de 6-metil
adenina (m°®A) de ARN, FTO y ALKBHS5, que son también dioxigenasas dependiente de a-
KG. Esto ocasiona hipermetilacion de ARNm que resulta en una activacién de la
traduccidn, y por tanto, incremento de la sintesis proteica, relacionada con el desarrollo
oncogénico. Esta situacién mimetiza, en tanto al fenotipo hipermetilado de ARNm, a la
causada por una sobreactivacidon oncogénica o por factores de crecimiento del nodo de
sefializacion mTORC1, que induce metilacion de ARNm al activar a la metilasa de m°A
WTAP, y/o incrementar los niveles del donador de grupos metilo SAM via c-Myc, de
forma que SAM incrementa la actividad de la metilasa METTL16 (Kim y Lee, 2021; Villa
et al., 2021).
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En cualquier caso, las opciones terapéuticas en glioblastoma son actualmente muy
limitadas debido a la escasa efectividad que han mostrado la mayoria de las estrategias,
y el tratamiento de eleccidn es el mismo en todos los casos: maxima reseccion quirdrgica
posible seguido de radioterapia, y quimioterapia de mantenimiento con el agente
alquilante temozolomida (TMZ). La TMZ es el Unico farmaco que ha mostrado una cierta
eficacia en GBM, aunque muy modesta, incrementando levemente el tiempo medio de
supervivencia (Fisher y Adamson, 2021; Tan et al., 2020). La TMZ induce metilaciones en
el ADN, pero se ha demostrado que adicionalmente causa un incremento en los niveles
de ROS celulares, ocasionando la oxidacion de las bases nitrogenadas componentes del
ADN. En respuesta a esos dafios en el ADN, se activa el supresor tumoral LKB1, que a su
vez activa la sefializacion mediada por AMPK, fosforilando a p53 e induciendo esta a las
proteinas pro apoptéticas Noxa y Bax; paralelamente, el tratamiento con TMZ inhibe
también a mTORC1, causando una bajada en los niveles de la proteina anti apoptética
Bcl-2, todo ello llevando a una induccion apoptética. Sin embargo, en la mayoria de los
casos suele acabar apareciendo resistencia al tratamiento con TMZ, por lo que es
necesario y urgente explorar nuevas opciones terapéuticas. Algunos de los mecanismos
de resistencia propuestos consisten en la sobreexpresién por parte de la célula tumoral
de sistemas antioxidantes que prevengan la acumulacién de ROS y el dano oxidativo a
los diferentes componentes moleculares de la célula. Es por ello, que existe interés en
explorar la efectividad de tratamientos combinados incluyendo TMZ y farmacos
prooxidantes (Cockfield y Schafer, 2019; Kim et al., 2014; Reczek y Chandel, 2017; Zhang
et al,, 2010).

En condiciones fisioldgicas normales, los astrocitos expresan de forma casi exclusiva en
cerebro la enzima glutamina sintetasa (GS), que sintetiza Gln a partir de Glu y amonio
hidrolizando ATP. La GIn sintetizada serd exportada al espacio extracelular para que
pueda ser captada por las neuronas, que la utilizaran para la generacién de Glu,
necesario para las sinapsis glutamatérgicas. En la generaciéon de Glu en neuronas las
enzimas glutaminasas tienen una importancia principal. Por tanto, existe un
acoplamiento metabdlico entre estos tipos celulares al respecto del metabolismo de la
GIn (Marquez et al., 2017b).

En glioma, no obstante, el metabolismo de la GIn y el Glu se encuentra normalmente
reprogramado, comportandose un porcentaje importante de los gliomas como
sumideros de GlIn, siendo muchas células tumorales de glioma adictas a la GIn. Esto
puede ocurrir entre otras cosas porque en la célula tumoral se silencia a la enzima GS,
gue en muchos casos se expresaba en el tejido sano de origen, y el tumor pasa a ser un
consumidor neto de GIn, que importa desde el espacio extracelular. La expresidén GS varia
enormemente entre gliomas, existiendo el caso de tumores que mantienen una
considerable expresidon GS y dependen de la actividad piruvato carboxilasa para sostener
el ciclo TCA a partir del metabolismo de la glucosa, y de otra importante proporcion que
silencia GSy utilizan la GIn como sustrato anaplerético. En estos ultimos casos, el elevado
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consumo de GIn ha podido ser aprovechado clinicamente para el marcaje con el analogo
de GIn 4-(18)F-(2S, 4R)-fluoroglutamina (18F-FGIn), que ha mostrado mejores resultados
para la obtencién de imagenes mediante PET en glioma que el tipicamente utilizado
marcaje con (18F) Fluorodesoxiglucosa (18F-FDG), ya que este ultimo presenta en estos
tumores el problema de un elevado ruido de fondo dado el ya de por si alto consumo de
glucosa que tiene lugar en condiciones fisiolégicas normales en cerebro (Marin-Valencia
et al.,, 2012; Marquez et al., 2017a; Venneti et al., 2015).

Otro cambio comun al respecto de la reprogramacion del metabolismo de la GIn en
gliomas, implicado en el cambio hacia ser consumidores netos de Gln, es la pérdida de
la capacidad de importar Glu extracelular al dejar de expresar sus transportadores, que
se expresan de forma normal en células gliales. Este cambio metabdlico implicara que el
Glu serd generado intracelularmente a partir de GIn previamente importada,
principalmente por medio de las enzimas glutaminasas, habiéndose comprobado que
las isoenzimas GLS se encuentran comunmente sobreexpresadas en glioma, mientras
que las isoenzimas GLS2 suelen estar silenciadas. El antiportador xCT se encuentra
también sobreexpresado en una importante proporciéon de los gliomas; la mayor
actividad glutaminasa y mayores niveles de xCT proveen a la célula tumoral de glioma
de unas ventajas esenciales: el Glu generado desde Gln sera exportado a través de xCT
con el concomitante importe de cistina, que protegera del estrés oxidativo al participar
en la sintesis de GSH, y favorecerd la biosintesis proteica (mecanismo explicado con
mayor detalle en el apartado 5 de esta introduccidn). Al mismo tiempo, el Glu exportado
se acumulara en el espacio extracelular y en muchos casos podra ejercer un papel
excitotoxico sobre las células sanas circundantes, a través de la sobre activacion del
receptor de NMDA, lo que podra resultar en la muerte de este tejido sano favoreciendo
el crecimiento del tumor. Los principales cambios metabdlicos en el metabolismo de la
GIn/Glu que tienen lugar en glioma se sintetizan en la figura 12. Esta reprogramacion del
metabolismo de la GIn se ha considerado relevante a nivel terapéutico por varios
motivos, destacando entre ellos su papel en la proteccidn frente al estrés oxidativo ya
que estd implicado en la biosintesis de GSH. Considerando que se hipotetizan
mecanismos de resistencia a la TMZ que estdan mediados por la sobreexpresién de
sistemas antioxidantes, se ha considerado de interés terapéutico la combinacién de
tratamientos dirigidos contra el metabolismo tumoral de la GIn y TMZ, como es por
ejemplo el uso combinado en ensayos clinicos del inhibidor de GLS, CB-839, y TMZ
(Campos-Sandoval et al., 2021; Groot et al., 2005; Groot y Sontheimer, 2011; Marquez
et al,, 2017a).
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Figura 12. Cambios comunes en la reprogramacion del metabolismo de la GIn/Glu en la célula

tumoral de glioma. La glutaminolisis suele estar sobreactivada para favorecer procesos
biosintéticos, bioenergéticos y de control redox. La célula suele exportar Glu al sobreexpresar
XCT, lo que favorece el crecimiento del tumor al dafiar al tejido sano circundante. Figura tomada
de Marquez et al., 2017a.

7. Isoenzimas Glutaminasa

Las enzimas glutaminasas (GAs, EC 3.5.1.2, L-glutamina amidohidrolasa) tienen un
importante papel en el metabolismo de los aminodcidos, llevando a cabo la reaccién de
desamidacion oxidativa de la GIn para dar Glu e ion amonio (NH4*) libre. La reaccion
catalizada por la enzima presenta caracteristicas comunes a la catalizada por las enzimas
amidotransferasas, que transfieren el grupo amido de la cadena lateral de la GIn a un
sustrato aceptor, que en el caso de las GAs es la molécula de agua, para asi formar el ion
amonio. Las GAs se expresan en la gran mayoria de tejidos de mamiferos, llevando a
cabo una funcion esencial para el funcionamiento de estos (Marquez et al., 2016).

Particularmente en el cerebro, la actividad GA es también imprescindible para la
generacion de Glu, que serd empleado como neurotransmisor en las sinapsis
glutamatérgicas. Las GAs son las principales enzimas productoras de Glu en el cerebro,
asi como las principales enzimas consumidoras de GIn en neuronas, por ello
consideradas esenciales en la generacién del Glu presindptico. La funcion GA tiene una
importancia esencial en cerebro al formar parte indispensable del ciclo Glu/GIn entre
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neuronas y astrocitos: en neuronas, la actividad GA genera Glu que sirve como
neurotransmisor y es segregado al espacio extracelular, desde donde sera captado por
los astrocitos, en los cuales se expresa la enzima GS que sintetizara Gln a partir de Glu y
amonio acoplado a la hidrdlisis de ATP. Esa GIn sintetizada sera de nuevo exportada al
espacio extracelular para que pueda ser reimportada por las neuronas, cerrando el ciclo
(Marquez et al., 2017b).

En humanos, existen cuatro isoenzimas GA codificadas por dos genes paralogos: GLS y
GLS2, que presumiblemente aparecieron a raiz de una duplicacién génica a partir de un
ancestro comun (Pérez-Gémez et al., 2003). Cada uno de los dos genes codifica a su vez
dos isoenzimas, el gen GLS codifica la isoenzima tipo rifidon (KGA, “Kidney-type
glutaminase”) y la isoenzima glutaminasa C (GAC), y ambas son referidas genéricamente
como GLS o como glutaminasa tipo rifién, para hacer referencia a cualquier enzima GA
codificada por el gen GLS. Por otra parte, GLS2 codifica la isoenzima glutaminasa B (GAB)
y la isoenzima tipo higado (LGA, “Liver-type glutaminase”), y ambas enzimas son
referidas genéricamente como GLS2 o glutaminasa tipo higado. Las diferentes
isoenzimas GA varian en sus caracteristicas cinéticas, regulaciéon y sus patrones de
expresion en diferentes tejidos, e igualmente existe un debate abierto acerca de las
diferencias entre ellas en cuanto a su localizacién subcelular e importancia en cancer. Las
isoenzimas GLS son las primeras que se descubrieron, particularmente KGA, y es
considerada la GA “clasica” y mas profundamente estudiada, habiéndose cristalizado y
determinado su estructura tridimensional. Por otra parte, las isoenzimas GLS2 fueron
descubiertas mas recientemente y existe menos informacidon acerca de las mismas,
habiéndose conseguido solo un conocimiento parcial de su estructura tridimensional,
centrado en dominios concretos de la proteina producida en algunos organismos
modelo (Campos-Sandoval et al., 2015; Marquez et al., 2016).

En humanos, el gen GLS estd localizado en el cromosoma 2 (2932-q34), consta de 19
exones y una expansién aproximada de 82kb. Los dos transcritos codificados por GLS
surgen por ayuste alternativo: el transcrito KGA, mas largo, esta conformado por la uniéon
de los exones 1-14 y 16-19, y genera un polipéptido de 669 aminodcidos, mientras que
el transcrito GAC, mas corto, esta formado por los exones 1-15, y genera un polipéptido
de 598 aminoacidos. Por tanto, el exdon 15 es exclusivo del transcrito GAC, difiriendo
principalmente ambas isoformas en el extremo C-terminal, siendo idénticos en ambas
isoformas la regién N-terminal y los dominios con actividad GA. La figura 13 muestra las
diferencias en cuanto a composicion de exones de las cuatro isoenzimas codificadas por
los genes GLS y GLS2. La proteina KGA fue aislada por primera vez en rifién de rata,
mientras que GAC fue identificada por primera vez en una linea celular humana de
cancer de colon. Las isoformas GLS presentan en su extremo N-terminal una secuencia
de 16 residuos que predicen su localizacién en la mitocondria. Las GAs son enzimas
oligoméricas. En su estado inactivo, las isoformas GLS (KGA y GAC) se encuentran
formando un homodimero. Su activacién puede conseguirse in vitro mediante la adicién
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de fosfato inorganico (Pi), un activador de la enzima, que favorece el establecimiento de
una conformacion tetramérica con actividad enzimatica. La isoforma GAC muestra una
mayor actividad catalitica que KGA, especialmente en presencia de Pi. Por otra parte, la
actividad de la isoforma KGA es fuertemente inhibida por el producto de la reaccién que
1999; Katt et al., 2017; Matés et al., 2018).
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Figura 13. Genes humanos GLS y GLS2 y las isoformas GA que codifican, detallando Ia
composicion de exones de cada isoenzima y su extensién. Figura tomada de Campos-Sandoval

et al., 2015.

Por otra parte, el gen GLS2 humano se localiza en el cromosoma 12 (12q13.3) y consta
de un total de 18 exones, expandiéndose aproximadamente 18 kb (Campos-Sandoval et
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al., 2015). Los dos transcritos originados a partir de GLS2 se producen por un inicio
alternativo de la transcripcién y el uso de un promotor alternativo (Martin-Rufiadn et al.,
2012). La isoforma candnica GAB se aislo por primera vez a partir de la linea celular
humana de cancer de mama ZR-75, y esta conformada por la unién de los 18 exones del
gen, para dar una proteina de 602 aminoacidos (Gomez-Fabre et al., 2000), mientras que
la isoforma LGA es mas corta, al tener un sitio de inicio de la transcripcion localizado en
el intron 1 del gen, siendo resultado de la unién de los exones 2-18, dando lugar a un
polipéptido de 565 aminoacidos, y habiéndose aislado por primera vez a partir de higado
de rata (Smith y Watford, 1990). A diferencia de las isoformas GLS, las isoenzimas GLS2
son activadas por bajos niveles de fosfato y la inhibicién por su producto, Glu, es mucho
menor. Ademas, las isoformas GLS2 son activadas por su otro producto de reaccién,
amonio (NH4*), de forma muy variable entre ellas: LGA es fuertemente activada,
mientras que en GAB la activacién por amonio es mucho menor (Matés et al., 2020a).
Por dltimo, las isoenzimas GLS tienen mayor afinidad por su sustrato, Gln, que las
isoenzimas GLS2 (Campos-Sandoval et al., 2015). La tabla 1 contiene las principales
diferencias entre las cuatro isoenzimas GA en cuanto a composicion y tamaino de los
transcritos y proteinas, y en cuanto a diferencias en su actividad catalitica.

La localizacion subcelular de las GAs sigue siendo actualmente objeto de debate. En la
mayoria de los casos, la evidencia apunta hacia una localizacién fundamentalmente
mitocondrial, especialmente en el caso de las isoformas GLS, aunque existen algunos
reportes de localizacion citoplasmatica de alguna de las isoformas (Aoki et al., 1991). Por
otra parte, el caso de GLS2 es mds complejo, y adicionalmente a su localizacién
mitocondrial, existen reportes acerca de resultados que sugieren que también puede
localizarse en el nucleo, lo que podria suponer una implicaciéon de la proteina en
regulacion génica (Lopez de la Oliva et al., 2021). Igualmente, las isoenzimas GA
muestran diferentes patrones de expresién en condiciones fisioldgicas normales. Las
isoenzimas GLS suelen expresarse de forma ubicua, en la mayoria de los tejidos. En el
caso de las isoenzimas GLS2, su expresidon es mads especifica, estando restringida
principalmente al higado, pero encontrandose también en cerebro, pancreas y células
del sistema inmune (Aledo et al., 2000; Campos-Sandoval et al., 2015; Pérez-Gomez et
al., 2005). De hecho, se ha comprobado que existen tejidos donde ambas isoenzimas,
GLS y GLS2, estan co-expresadas en relacion variable, habiéndose encontrado esto en
higado y cerebro de ratén, rata y humano (Martin-Rufian et al., 2012). En el caso del
cerebro humano, se encontraron evidencias de la expresién de tres de las cuatro
isoenzimas GA: KGA, GAB y LGA. Las isoenzimas GLS2 aparecen expresadas tanto en
neuronas como en glia (Cardona et al., 2015; Marquez et al., 2017b; Olalla et al., 2008).

Tabla 1. Resumen de las principales caracteristicas diferenciales en cuanto a estructura y
actividad catalitica entre las isoenzimas GA humanas. Tomada de Matés et al., 2020a.
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Gene GLS GLS GLS2 GLS2
Isoform name KGA GAC GAB LGA
Transcript length (nts) 4348 3183 2408 2026
No. Exons 18 15 18 17
Protein name GLS GLS GLS2 GLS2
Protein length (aas) 669 598 602 565
Approximate subunit molecular mass (kDa) 68 and 66 58 63 56
P1 dependence High High Low Low
Ammonia activation No No Very low Strong
Glutamate inhibition Strong Strong Moderate No

7.1. Isoenzimas Glutaminasa y Reprogramacion Metabdlica en Cancer

En cancer, el metabolismo de la GIn se encuentra comunmente reprogramado para
satisfacer las necesidades de la célula tumoral. Las GAs son actores clave a este respecto,
y suelen ver alterados sus patrones de expresién en células cancerosas. Las GAs catalizan
en la mitocondria el primer paso de la glutaminolisis, por tanto, la reaccién en que estan
implicadas supone la puerta de entrada metabdlica a un conjunto de rutas relacionadas
con la obtencién de energia, biosintesis, regulacion redox e incluso regulacién
epigenética. Igualmente, la reaccién GA consigue promover en la célula tumoral un
incremento en la tasa de importacion de Gin, al crear un “sumidero” de GIn que es
transformada por las GAs en Glu, consiguiendo asi mantener un gradiente que impulse
la entrada de mas Gln a la célula, y al mismo tiempo creando un gradiente de Glu que
puede ser exportado tanto de la mitocondria, como de la propia célula, para permitir la
entrada de otros metabolitos. Esto es especialmente relevante en el caso de la
importacién de cistina a la célula tumoral por medio del sistema antiportador xCT.
Ademas de las GAs, las enzimas amidotransferasas también utilizan GlIn para generar
Glu, transfiriendo el grupo amido de la GIn a un sustrato aceptor, como en el caso de la
biosintesis de nucledtidos, hexosaminas o asparagina. Por tanto, la generacién de Glu a
partir de GIn no es exclusiva de las GAs, sin embargo, en el contexto proliferativo de las
células tumorales y debido a sus caracteristicas y localizaciéon subcelular, las GAs han
demostrado ser en muchos casos las principales responsables de la generacién de Glu a
partir de GIn, dado que la generacidén y excrecidn de amonio por la célula tumoral suele
ser mucho mayor que la tasa de incorporacion del grupo amido en biomasa (Muir et al.,
2017; Wise et al., 2008).

Por todo ello, las células tumorales suelen sobreexpresar las GAs para maximizar la tasa
de conversién de GIn en Glu, y generalmente, maximizar la glutaminolisis. De hecho, ya
en la década de 1960 se observd una correlacion entre una mayor actividad GA y una
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mas elevada tasa proliferativa y mayor grado de desdiferenciacion en hepatomas y otros
tumores (Linder-Horowitz et al., 1969; Matés et al., 2020b).

No obstante, los cambios en la expresion de las GAs en cancer también suelen diferir
entre isoenzimas, y el caso mas frecuentemente encontrado es el de la sobreexpresiéon
de GLS en las células tumorales, lo que suele asociarse con mayor capacidad
proliferativa, llevando esto a considerar la sobreexpresion de GLS como un rasgo
protumorigénico. Particularmente, la isoforma GAC es la principal GA sobreexpresada
en tumores, mostrando expresién preferencial sobre KGA, y habiéndose correlacionado
una mayor expresion GAC con un peor prondstico (Matés et al., 2018; Matés et al.,
2020b; Van den Heuvel et al.,, 2012). De hecho, se documentd que silenciar GLS en
células de carcinoma de ascitis de Ehrlich (EATC) en un modelo in vivo de ratdn,
conseguia minimizar la capacidad proliferativa y tumorigénica de estas (Lobo et al.,
2000). Como se ha comentado anteriormente, GAC fue por primera vez identificada en
células de cancer de colon, y se ha encontrado en modelos tumorales de cancer de colon
que el alelo G de CCAT2, un ARN no codificante largo (IncRNA), interacciona con CFIim,
un componente de un complejo proteico implicado en la maduracién del ARNm, para
favorecer el ayuste transcripcional GAC, por tanto, promoviendo que la expresion GLS se
redireccione hacia la generacion del transcrito GAC, y por ello estando implicado en la
sobreexpresion de GAC, cominmente observada en este tipo de tumores (Redis et al.,
2016).

En 2009 se establecidé que GLS era una diana transcripcional indirecta del oncogén c-
Myc, implicado entre otras cosas en una reprogramacion del metabolismo de la Glny la
glucosa. La actividad de c-Myc promueve la glutaminolisis y el empleo de la GIn como
nutriente tanto a nivel bioenergético como biosintético. En condiciones normales, la
expresion GLS esta regulada negativamente a nivel postranscripcional por accidn de los
micro ARNs (miRNAs o miR) 23a y 23b, que se unen a la regién no traducida en 3’ (3’-
UTR, “untranslated region”) del ARNm de GLS promoviendo su degradacion. El oncogén
c-Myc reprime a nivel transcripcional a los miRNAs 23a/b, promoviendo con ello la
expresion GLS (Gao et al., 2009; Wise et al., 2008). De igual modo, se ha comprobado
gue la activacion de mTORC1 lleva a la sobreexpresién de GLS, estando mediada por un
incremento en la expresién de c-Myc (Csibi et al., 2014). De forma similar a la regulacién
por c-Myc, se observé que en células de leucemia humanas, NF-kB, a través de su
subunidad p65, induce la represién transcripcional del miR 23a y con ello, induce la
expresion GLS (Rathore et al., 2012). En el caso de los gliomas, y especialmente en
glioblastoma, se ha observado que existe en muchos casos una sobreexpresion de GLS,
ademas de un silenciamiento en GLS2, en el tumor en comparacién con el tejido sano,
lo que también ocurre en lineas celulares de glioma. Ademas, se encontré que ese
patrén de expresién era inverso para el miR 153, estando reprimido en glioma, y pudo
comprobarse que ejercia un papel de regulaciéon negativa sobre GLS. De hecho, muchos
gliomas lo reprimian como parte de la reprogramacion metabdlica del metabolismo de
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la GIn y la induccion de la sobreexpresion GLS (Liu et al., 2017). Igualmente, se ha
identificado a los miR 1-3p y miR 137 como reguladores negativos de GLS en distintos
modelos tumorales en los que estos miR estaban silenciados en comparacién al tejido
sano, y se les asocié una funcion supresora tumoral. Particularmente en el caso del miR
137, se identificd a HSF1 como un factor prooncogénico que inducia la expresion de GLS
en células de cancer colorrectal mediante la represién del miR 137, el cual también
regula negativamente al transportador de GIn ASCT2 (Li et al., 2018; Zhang et al., 2018).
Adicionalmente, otros miRNAs se han identificado como reguladores negativos de GLS,
gue reprimen su expresion por medio de la unién al extremo 3’-UTR del transcrito, y que
solian encontrarse silenciados en tumores respecto al tejido normal, relaciondandose su
expresién con menor tasa proliferativa, mayor induccién de apoptosis y mayor tasa
glutaminolitica. Este es el caso de los miR 513c (neuroblastoma), miR 122 (carcinoma
hepatocelular, HCC) y el miR 203 (melanoma) (Chang et al., 2017; Sengupta et al., 2020;
Xia et al., 2017).

Por otra parte, la sefializaciéon prooncogénica de las proteinas Rho GTPasas resulta en la
activacion del factor de transcripcidn c-Jun, considerado un oncogén. Se ha comprobado
gue GLS es una diana transcripcional directa de c-Jun, el cual se une al promotor de GLS
para inducir su expresion (Lukey et al., 2016). La sefalizacién corriente abajo de las Rho
GTPasas igualmente induce la actividad GLS por mediacion de NF-kB, que a su vez induce
la actuacion de la subunidad € de la proteina quinasa C (PKCe), que fosforila a GLS en la
Ser314, una diana de fosforilacion identificada como esencial para su actividad catalitica,
y cuyos niveles de fosforilacién correlacionan con un peor prondstico en tumores de
pulmén (Han et al., 2018). La sefializacién EGFR-MAPK también activa a GLS a nivel
postraduccional por medio de fosforilacion, habiéndose comprobado que la accién de
fosfatasas implicadas en la via de sefializacién, como PP2A, la previenen (Thangavelu et
al., 2012).

Por tanto, dado el patrén de sobreexpresidon GLS observado en muchos tumores y células
tumorales, y estando su expresién inducida por oncogenes, se ha llegado a considerar
GLS como un factor prooncogénico, habiéndose disefado y estudiado a tal efecto un
conjunto de inhibidores farmacolégicos dirigidos contra las GAs, especialmente GLS,
como una forma de explotar terapéuticamente la dependencia sobre la glutaminolisis
de multitud de células tumorales (Matés et al., 2018).

El caso de la funcidon de GLS2 en cancer es mas complejo y dependiente del contexto.
GLS2 aparece silenciada respecto al tejido normal en tumores originados en el higado,
en el que en condiciones fisioldgicas suele tener una expresiéon preponderante, asi como
en tumores de colon y glioblastoma, habiéndose encontrado en estos casos un
incremento en la metilacidon del promotor de GLS2. En estos tipos tumorales GLS2 ha
sido propuesto como un posible supresor tumoral. En estos tumores parece observarse
un cambio en la relacién GLS/GLS2, maximizandose ésta y convirtiéndose GLS en la GA
predominante en el tumor. En multitud de lineas celulares de glioma, GLS2 aparece
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hipermetilado y sus niveles de expresion son casi indetectables, mientras que GLS a
menudo aparece sobreexpresada (Szeliga et al., 2016; Zhang et al., 2013).

GLS2 comparte un alto nivel de homologia de secuencia con GLS en los dominios
cataliticos, sin embargo, los dominios de los extremos N y C terminales muestran
mayores diferencias, particularmente en los exones 1 y 18, asi como en el exén 19 de
GLS, lo que se ha relacionado con posibles diferencias en localizacion subcelular e
interaccion proteina-proteina (Mdarquez et al., 2015). De hecho, GLS2 presenta en la
region C-terminal, en su exdn 18, secuencias de reconocimiento de dominios PDZ
(PSD95\DIg\z01), implicados en la interaccidn entre proteinas (De la Rosa et al., 2009).
Todo ello puede suponer que las isoenzimas puedan ejercer funciones diferenciales, y
especialmente en el caso de GLS2, esta pueda ejercer funciones mas alla de su actividad
catalitica (Olalla et al., 2001). A ese respecto, se encontré en modelos de HCC que GLS2
interaccionaba con la proteina Dicer para estabilizarla y favorecer la maduracion del miR
34a, lo que lleva a reprimir la expresion de Snail, minimizando la capacidad tumorigénica
de estas células (Kuo et al., 2016).

La regulacion de la expresion de GLS2 es notablemente diferente de la regulacién de GLS.
GLS2 ha sido identificada como una diana de regulacion de supresores tumorales como
p53, p63 0 p73 (Giacobbe et al., 2013; Hu et al., 2010; Suzuki et al., 2010; Velletri et al.,
2013). En el caso de p53, se ha encontrado en lineas celulares de cdncer humanas que
ésta se asocia fisicamente al promotor de GLS2 para inducir su expresion en respuesta a
estrés oxidativo o dafio en el ADN. En estos mismos modelos, sobreexpresar GLS2
reducia la capacidad proliferativa de la célula (Suzuki et al., 2010). Igualmente, la
expresion de GLS2 incrementaba los niveles de glutatidon y disminuia los niveles de ROS,
protegiendo frente al dafio oxidativo (Hu et al., 2010). Estos hechos sugieren la
posibilidad de que la funcion GLS2 forme parte de la respuesta supresora tumoral
coordinada por p53.

Por otra parte, la funcién GLS2 parece estar relacionada con la regulacidn de vias de
sefializacién clave en células tumorales. En células de HCC en las que GLS2 aparecia
silenciada debido a hipermetilacion del promotor, se comprobd que restaurar la
expresion de GLS2 reducia la activacién de la via de sefializacién de PI3K/AKT, que
comunmente estd activada de forma constitutiva en este tipo de tumores, lo que se
relaciond con una menor capacidad proliferativa independiente de anclaje al sustrato,
asi como un menor crecimiento del tumor en modelos de ratdn con aloinjertos de estas
células (Liu et al., 2014). De forma similar, en células de glioblastoma humanas en las
gue GLS2 se encuentra silenciada, la sobreexpresion de GLS2 ocasiond una menor
capacidad proliferativa, asi como sensibilizo a las células frente al dafio oxidativo y frente
al tratamiento con TMZ, lo cual igualmente estaba relacionado con una menor actividad
de la via de PI3K/AKT. En GBM, el silenciamiento de GLS2 por hipermetilacion del
promotor del gen es un mecanismo comun, e independiente del estatus de p53
(Majewska et al., 2019; Szeliga et al., 2009; Szeliga et al., 2012). En modelos celulares in
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vitro de cancer de mama, los niveles de expresiéon de GLS2 seguian una correlacion
inversa con respecto a la induccion de la transicion epitelio-mesénquima (EMT,
“epithelial to mesenchymal transition”), un proceso de crucial importancia en la
adquisicion de capacidad metastasica de los tumores. La expresidon del factor de
transcripcién FOXC2, implicado en la coordinacion molecular de la EMT, reprimia la
expresion GLS2, y la inhibicion FOXC2 conseguia restaurarla. Igualmente, los pacientes
de tumores mamarios con mayores niveles de expresion GLS2 se asociaban con una
mayor supervivencia (Ramirez-Pefia et al., 2019).

Adicionalmente, se ha encontrado que GLS2 es capaz de interactuar con la proteina Rho
GTPasa Racl, que ejerce una funcidén de sefializacion moduladora del citoesqueleto
relacionada con un conjunto de procesos celulares, y que suele estar sobreactivada en
varios tipos de tipos de cancer, al promover la capacidad metastasica, asi como la
angiogénesis (Bid et al., 2013). Racl se encuentra unida a nucledtidos de guanina, de
forma que esta inactiva cuando se une a GDP, y puede activarse al interaccionar con un
factor de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF), cuya acciéon une GTP a Racl, para
activarla. Se ha comprobado que la unién de GLS2 a Rac1 previene la asociacion de Racl
con el GEF y por ello la mantiene en su forma inactiva, unida a GDP. Esta funcion de GLS2
demostré ser independiente de su actividad enzimatica, y se asocid con una menor
capacidad metastasica (Zhang et al., 2016). De hecho, existen estudios que asocian la
funcién GLS2 con procesos de diferenciacién celular. Por ejemplo, se ha observado un
incremento de la expresion GLS2 mediada por p63 en la diferenciacion de queratinocitos
humanos primarios cultivados in vitro, mientras que el silenciamiento de GLS2
minimizaba la diferenciacién celular (Giacobbe et al., 2013).

No obstante, también existen casos de tumores y lineas celulares tumorales en las que
GLS2 aparece sobreexpresada y su actividad se ha correlacionado con las capacidades
prooncogénicas de la célula tumoral, favoreciendo la proliferacion y supervivencia. Este
hecho deja clara la complejidad de la regulacién de la funcién de las GAs en cancer,
particularmente de las isoenzimas GLS2, y la importancia del contexto en cuanto al
efecto, supresor tumoral o prooncogénico, que pueda tener su funcioén.

Por ejemplo, en células de neuroblastoma se encontré que la expresién de GLS2
dependia del oncogén n-Myc, de forma que GLS2 estaba sobreexpresada en células con
amplificacién de n-Myc, y favorecia la proliferacion celular. Silenciar GLS2 llevaba a
minimizar la proliferacién y supervivencia de las células tumorales tanto in vitro como in
vivo (Xiao et al., 2015). Igualmente, GLS2 aparecia sobreexpresada en una importante
proporcion de carcinomas cervicales, en los que la sobreexpresion GLS2 correlacionaba
con resistencia a radioterapia (Xiang et al., 2013). Por otra parte, en lineas celulares
humanas de cdncer de mama de subtipo luminal, asi como en muestras de tumores
humanos, GLS2 aparecia sobreexpresada, en parte debido a su induccién transcripcional
por el factor de transcripcion GATA3. En este subtipo tumoral, GLS2 demostrd tener un
rol protumorigénico, y su inhibicion minimizaba la capacidad proliferativa de la célula
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tumoral. Por el contrario, en lineas celulares y muestras de tejidos del subtipo basal, GLS
era la GA preponderante (Lukey et al., 2019). La figura 14 auna algunos de los mas
importantes reguladores de la actividad de las isoenzimas GLS y GLS2, asi como
elementos regulados por GLS2, incluyendo factores de transcripcidn, vias de sefializacion
y miRNAs. Igualmente, se incluyen los mds relevantes compuestos inhibidores de su

actividad enzimatica.
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Figura 14. Sintesis de los principales elementos moleculares implicados en la regulacidn de las
isoenzimas glutaminasa GLS y GLS2, asi como de elementos moleculares que son diana de la
funcién GLS2 e inhibidores conocidos mas relevantes. En recuadros azules se muestran factores
de transcripcion/vias de sefializacion, en recuadros amarillos microRNAs reguladores, y en
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recuadros naranjas compuestos quimicos implicados en la inhibicidn de las isoenzimas. Figura
de elaboracidn propia.

7.2. Isoenzimas Glutaminasa como Diana Terapéutica en Cancer

Como va se ha tratado en apartados anteriores, la reprogramacién del metabolismo de
la GIn es un rasgo comun a multitud de tipos tumorales, que lo maximizan aprovechando
la versatilidad metabdlica de la GIn para satisfacer un conjunto de rutas centrales
implicadas en aspectos clave para la célula tumoral. Por tanto, en las tUltimas décadas se
han venido haciendo esfuerzos en la direccion de explotar terapéuticamente la
reprogramacion del metabolismo de la GIn, ante la consideracion de que tratamientos
dirigidos contra rasgos metabdlicos del tumor podrian ser mas eficaces que otros
tratamientos cldsicos, al ser potencialmente mas selectivos y minimizar los efectos
secundarios, esto es, los efectos negativos sobre el tejido sano. No obstante, la
flexibilidad y adaptabilidad del metabolismo tumoral ha venido ocasionando una
efectividad limitada de este tipo de tratamientos, acompanada de la posible aparicién
de resistencias dado que la mayoria de procesos metabdlicos o no son verdaderamente
imprescindibles para la célula tumoral, y por tanto pueden existir otras rutas metabdlicas
compensatorias, o bien el proceso, aunque esencial, no puede ser explotado
terapéuticamente en su totalidad debido a la dependencia de las células sanas del
mismo. En cualquier caso, la dependencia de GIn por parte del tumor en su conjunto no
es ni mucho menos universal, y requiere de un estudio molecular de cada caso que
provea de informacion acerca de posibles vulnerabilidades metabdlicas asi como de un
prondstico de la eficacia potencial del tratamiento (Rao y DeBerardinis, 2019). Aun asi,
existe un importante nimero de tumores “adictos a la GIn” para los que este tipo de
tratamientos dirigidos podria resultar eficaz. Las GAs juegan un papel central en el
metabolismo de la GIn en una gran proporcién de estos tumores. Por ello, se han venido
disefiando compuestos que actien como inhibidores de las enzimas GAs, que
potencialmente pueden proveer de una herramienta terapéutica eficaz en muchos
casos, especialmente en combinacidén con otros tratamientos antitumorales, ya sean
dirigidos contra otras dianas metabdlicas, o tratamientos quimioterapicos “clasicos”.
Este ultimo enfoque combinatorio es el que ha cobrado mas fuerza en los Ultimos afios
ya que tiene la potencialidad de que dosis reducidas de farmacos combinados consigan
idealmente un efecto sinérgico, o bien aditivo, pero que en cualquier caso minimice los
efectos secundarios, y maximice la eficacia antitumoral, al estar disefiada la combinacién
de farmacos contra un conjunto de caracteristicas moleculares determinadas del tumor.
Los tratamientos dirigidos contra las GAs tienen relevancia a este respecto, ya que el
metabolismo corriente abajo de la glutaminolisis es importante en la célula tumoral en
un conjunto de procesos que suelen estar incrementados en las células tumorales, de
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forma que estas tienen mayor dependencia por los mismos que las células normales,
agrandando asi la ventana terapéutica (Matés et al., 2020a).

En cuanto a los inhibidores de la actividad GA, los primeros se identifican en la década
de 1950, cuando aparecen moléculas que son andlogos estructurales de la GIn, y que
compiten con esta por la unién a las enzimas para las que es sustrato. Este es el caso de
los considerados como antibiéticos L-DON (6-diazo 5-oxo L-norleucina), azaserina (O-(2-
diazoacetil)-L-serina) y acivicina (acido (2S)-Amino[(5S)-3-cloro-4,5-dihidro-1,2-oxazol-
5-il] etanoico), moléculas segregadas por bacterias del género Streptomyces, que actian
como inhibidores irreversibles no sdlo de las GAs, sino también de las amidotransferasas
(Magill et al., 1957; Yang et al., 2021).

Estos antimetabolitos de Gln mostraban una elevada efectividad antitumoral, pero al
mismo tiempo ejercian efectos citotdxicos en las células sanas (neurotoxicidad, toxicidad
gastrointestinal y mielosupresién), que limitaban mucho la dosis y con ello su uso
terapéutico, ya que inhibian la funcidon de un conjunto de enzimas amplio, que es
igualmente necesario para el tejido sano (Earhart et al., 1990; Lynch et al., 1982). En el
afo 2016 se consigue sintetizar un conjunto de profarmacos del DON, entre los que se
encuentra el llamado JHU083, que destaca por ser el mas estable. Estos constituyen
andlogos del DON que soslayan en gran medida los efectos citotdxicos hacia el tejido
sano al ser administrados y distribuidos por la circulacidon en forma inactiva, y que son
metabolizados en el microambiente tumoral para generar la molécula de DON activa, de
forma que ejerzan su accién inhibitoria en el entorno del tumor, minimizando el dafio al
tejido sano. El JHUO83 ha mostrado efectividad antitumoral en modelos tumorales de
ratén, en los que reducia el uso de GIn y también de glucosa por parte de las células
tumorales, incrementando los niveles de ambos nutrientes en el espacio extracelular del
TME (Rais et al., 2016).

Por otra parte, surgieron otro conjunto de inhibidores que no eran analogos del sustrato,
sino inhibidores alostéricos. Estos si son inhibidores especificos de las enzimas GAs, y
consisten en moléculas capaces de unirse a las GAs en los dominios de interaccién para
prevenir la formacidon de oligdmeros activos (homotetramero de GA). Destacan dos
inhibidores alostéricos principales: el BPTES (bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-
il)etil sulfuro), y el compuesto 968, descubiertos y caracterizados en la primera decena
del nuevo siglo (Robinson et al., 2007; Wang et al., 2010).

El BPTES es una molécula simétrica que se asocia en la interfaz de la unidn entre dos
homodimeros de GA, estabilizando una conformacién tetramérica no activa
enzimaticamente en la que dos moléculas de BPTES se intercalan en la estructura
(Robinson et al., 2007). El BPTES es un inhibidor selectivo de las isoenzimas GLS, no
mostrando una capacidad de inhibicién relevante ante GLS2. El tratamiento con BPTES
mostré actividad antitumoral en modelos tumorales de linfoma, glioma, mama,
pancreas, pulmén y rifidn; sin embargo, tenia poca estabilidad metabdlica, baja
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solubilidad vy, por ello, insuficiente biodisponibilidad, asi como una potencia inhibitoria
moderada (Gross et al., 2014; Seltzer et al., 2010; Shukla et al., 2012).

La consecucion de estructuras cristalinas del tetrdmero GLS asociados a BPTES ha
facilitado en los ultimos afios el disefio de inhibidores derivados de BPTES con mejores
caracteristicas (Gross et al., 2014; Huang et al., 2018). De estos, el mas prometedor es el
llamado compuesto CB-839 o Telaglenastat, que destaca por presentar una inhibicién
mucho mas potente y mayor solubilidad, lo que le permite ser biodisponible por via oral
(Gross et al., 2014). El CB-839 ha mostrado efectividad antitumoral ante un panel de
lineas celulares de mama triple-negativas (TNBC) cultivadas in vitro y en modelos in vivo
de ratén xenoinjertados, pero no frente a lineas que expresaban el receptor de
estrégenos. Este Udltimo es un subtipo tumoral conocido por sobreexpresar
frecuentemente la isoenzima GLS2, insensible frente a la inhibicién por CB-839, lo que
podria estar relacionado con la resistencia frente al inhibidor. La sobreexpresiéon GAC
correlacioné con una mayor sensibilidad frente al CB-839, aunque este se demuestra
eficaz inhibiendo a ambas isoformas GLS (Gross et al., 2014; Katt et al.,, 2017). No
obstante, posteriores ensayos con CB-839 han mostrado una efectividad limitada en su
uso en monoterapia. Con todo, el CB-839 es el Unico inhibidor de GA hasta la fecha que
ha sido probado en ensayos clinicos, existiendo ensayos en fase | que mostraban una
potencial utilidad terapéutica como parte de tratamientos combinatorios. Sin embargo,
el CB-839 fue utilizado en varios ensayos clinicos de fase Il que estudiaban tratamientos
combinatorios en distintos tipos de tumores (por ejemplo, con el inhibidor tirosina
quinasa cabozantinib en carcinoma de células renales, o con TMZ en glioma), no
mostrando un incremento significativo en la eficacia del tratamiento combinado en
comparacién a la monoterapia sin CB-839. Este panorama muestra la necesidad de
encontrar una firma molecular del tumor que pueda funcionar como un indicador fiable
de la potencial efectividad terapéutica de un tratamiento combinado que incluya al
inhibidor CB-839, que sigue siendo probado hasta el momento actual en tratamientos
combinados con diversos farmacos en multitud de modelos tumorales. Asi, estudios en
modelos de ratén xenoinjertados con células de cancer colorrectal humanas mostraron
que el tratamiento combinado de 5-fluoro uracilo (5-FU), que actua inhibiendo la
actividad timidilato sintasa (TS), y CB-839 mostraban mayor efectividad que la
monoterapia con 5-FU en los casos en que la célula tumoral albergaba una versién
mutante de PIK3CA, que codifica la subunidad catalitica p110a de PI3K, ya que en estos
casos el CB-839 conseguia incrementar la capacidad inhibitoria del 5-FU sobre la TS. De
hecho, el CB-839 mostraba efectividad al inhibir el crecimiento del tumor cuando la
mutacion estaba presente, pero no frente a la versién no mutada (Campos-Sandoval et
al., 2021; Yang et al., 2021; Zhao et al., 2020). Por otra parte, se han desarrollado
derivados del CB-839 que modifican el grupo azufrado para sustituir el atomo de azufre
por un atomo de selenio, y que mostraron mayor capacidad de acumulacién en el tumor,
inhibicién sobre GLS y generacion de ROS, llamados CPD20 y CPD23 (Chen et al., 2019;
Matés et al., 2020).
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De forma similar, el compuesto inhibidor CPD3B o Hexylselen, que contiene dos atomos
de selenio en su estructura, mostrd eficacia antitumoral frente a un panel de lineas
celulares tumorales in vitro, asi como frente a modelos de tumores in vivo, minimizando
la toxicidad hacia el tejido sano. EI CPD3B inhibe principalmente a GLS, pero también
tiene actividad inhibitoria sobre las enzimas GDH, TXNRD1/2 y el complejo
amidotransferasa GatCAB, resultando todo ello en la induccién de apoptosis (Ruan et al.,
2019).

Por otra parte, el 968 actua asociandose en la unién de dos mondémeros de GA para
prevenir la formacion del tetrdmero activo (Katt et al., 2012). El 968 ha mostrado
efectividad inhibitoria frente a todas las isoenzimas GA, tanto GLS como GLS2, teniendo
de hecho tres veces mayor capacidad de inhibicidn frente a las isoformas GLS2 en
comparacioén a las isoformas GLS (Lukey et al, 2019; Stalnecker et al., 2015; Wang et al.,
2010). La figura 15 muestra las estructuras quimicas de los principales inhibidores de GLS
hasta el momento actual.
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Figura 15. Estructura quimica de algunos de los inhibidores mas relevantes de las isoformas GLS
(KGA y GAC), incluyendo tanto analogos del sustrato (DON, Acivicina), como inhibidores
alostéricos (BPTES, CB-839, 969, CPD-3B y CPD-20). Figura tomada y modificada de Matés et al.,
20109.

En cuanto a inhibidores selectivos de las isoenzimas GLS2, sdlo las alquil benzoquinonas
producidas por la planta Ardisia virens o Ardisia kusukuensis se han mostrado
prometedores en cuanto a selectividad y capacidad inhibitoria, entre los que destaca el
compuesto AV-1 o ardisianona, la cual fue capaz de inhibir la proliferacién de lineas
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celulares humanas de HCC o de tumores de pulmon (Katt et al., 2017; Lee et al., 2014;
Yu et al.,, 2013).

La presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la funcién de las isoenzimas
GA sobre diferentes aspectos del metabolismo y la regulacién en la célula tumoral. Este
ha sido un esfuerzo de investigacion basica, con la potencialidad de que en un futuro
esta informacién pueda ser relevante en clinica. De hecho, actualmente se explora la
modulacion de la funcién GA como opcidn terapéutica, especialmente empleando en
ensayos clinicos inhibidores de GAs en combinacidn con otros tratamientos, en diversos
tipos de cancer. Como se ha venido detallando en esta introduccidn, las isoenzimas GA
se han asociado en diferentes tipos de cancer y sus modelos de estudio con funciones
pro-oncogénicas o supresoras tumorales, especialmente esto ultimo en el caso de GLS2,
gue son contexto dependiente. Igualmente, y sobre todo en el caso de GLS2, estudios
recientes han documentado funciones que van mas alla de la actividad catalitica, lo que
sugiere un posible papel multifuncional de las isoenzimas GA, que afade si cabe mayor
complejidad al estudio de su papel en el marco de la célula tumoral. En esta tesis se han
empleado modelos de células de glioblastoma cultivadas in vitro, modificadas
genéticamente para alterar la expresidon de las diferentes isoenzimas GA, asi como
tratamientos farmacoldgicos con inhibidores de su actividad catalitica, para el estudio de
sus funciones en glioblastoma. Particularmente, se ha analizado el impacto que tiene la
funcién o falta de funcién de las GAs sobre el metabolismo de la célula tumoral desde
una aproximacién metaboldmica, el estado de estrés oxidativo y sistemas antioxidantes,
y su relacion con elementos de regulacidén epigenética, como es la expresion de varios
miRNAs, habida cuenta de las funciones cataliticas y no cataliticas previamente descritas
en la bibliografia, incluyendo la de GLS2 como un estabilizador de la proteina Dicer.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

Las isoenzimas glutaminasa poseen funciones cataliticas y no cataliticas, que pueden
impactar en un conjunto diverso de procesos celulares, y estas difieren entre isoenzimas.

Las glutaminasas son potenciales dianas terapéuticas que explotar en cancer, y la
modulacion de sus funciones puede ser de interés clinico en determinados contextos
moleculares.

En funcién de las hipdtesis de estudio anteriores, se han propuesto los siguientes
objetivos para la presente tesis doctoral:

1. Analizar y descubrir nuevas funciones de GLS y GLS2, asi como el impacto de
estas sobre diferentes elementos moleculares, incluyendo regulacidn
epigenética y del balance redox.

2. Estudiar el impacto de la funcién glutaminasa sobre el metabolismo en células
de glioblastoma, buscando identificar rutas metabdlicas afectadas que limiten las
capacidades prooncogénicas de la célula tumoral.
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Hypothesis and Aims

Hypothesis:

Glutaminase isoenzymes have both catalytic and non-catalytic functions, which differ
among isoenzymes, and may impact several cell processes.

Glutaminases represent potential therapeutic targets to exploit in cancer, and the
modulation of their functions may be of clinical interest in some molecular contexts.

Based on these hypotheses, the following aims have been proposed:

1. To analyze and discover new functions of GLS and GLS2, as well as the
relationship of their functions with several molecular elements, including
epigenetic regulation and redox balance.

2. To study the impact of glutaminase function on the metabolism of glioblastoma

cells, looking for identifying metabolic pathways that limit the oncogenic
capacities of the cell.
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Material y Métodos

Quimicos

El inhibidor CB-839 se obtuvo de SelleckChem (Houston, TX, USA). El dimetil-sulféxido
(DMSO0), dimetil-alfa-cetoglutarato (DMKG), azul tripan, Hoesch, yoduro de propidio,
clorhidrato de metoxiamina, piridina y tert-butildimetilsilil éter (TBDMS) se obtuvieron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los derivados marcados isotépicamente U-3C-
GlIn y N-GIn se obtuvieron de Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, USA).
Los antibidticos G418 (geneticina), puromicina, ampicilina y kanamicina se obtuvieron
de Panreac Applichem (Barcelona, Espafia/ Darmstadt, Alemania). Los vectores para
transfeccién pcDNA3 y pcDNA3-GLS2 se compraron a Genscript Biotech (Piscataway, NJ,
USA). El reactivo de transfeccion lipofectamina™ 3000 se comprd a Invitrogen (Grand
Island, NY, USA). Salvo que se especifique lo contrario, los reactivos de uso comun y las
sales para la generacion de soluciones y demas se obtuvieron de Sigma-Aldrich o Panreac
Applichem.

Cultivo bacteriano, transformacion y aislamiento de pldsmidos de interés

La cepa de Escherichia coli DH5a se utilizd para amplificar los diferentes plasmidos de
interés utilizados para la generacién de los modelos de estudio. Como norma general, se
trabajé en un entorno aséptico utilizando mechero bunsen o cabina de flujo laminar. Se
partio de stocks bacterianos en glicerol almacenados a -80°C. Se generaron células
competentes para transformacién mediante tratamiento con CaCly, y posteriormente se
procedidé a transformar con el ADN plasmidico de interés mediante choque térmico,
utilizando 50-100 ng de ADN plasmidico, y seguido de cultivo en placas de petri con
medio LB Agar suplementadas con ampicilina 50 pg/mL. En cada ocasion, se sembraron
tres placas con diferentes densidades celulares, buscando la aparicion de colonias
individuales, y se incubd toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se picaron colonias
individuales y se inocularon en tubos de centrifuga estériles con 5 mL de medio LB
suplementado con ampicilina 50 pg/mL para su cultivo liquido. Las bacterias se dejaron
crecer toda la noche en agitacién a 37°C. Pasado ese tiempo, las células se centrifugaron
y se aislo el ADN plasmidico utilizando el kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit Il (Omega
Biotek, Norcross, GA, USA). La pureza y concentracién del ADN plasmidico aislado se
analizé en un sistema Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Igualmente, el ADN plasmidico aislado se analizd6 mediante digestion simple o doble con
enzimas de restriccidn, seguida de electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v) utilizando
como marcaje SYBR™ Safe (ThermoFisher Scientific), y posterior visualizacién en un
sistema de imagen ChemiDoc™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y andlisis del patréon de
fragmentos de restriccidn generados.

Cultivos celulares y modelos de estudio

La linea celular de glioblastoma (GBM) humana LN229 fue cultivada en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), alto en glucosa (4,5 g/L), suplementado con suero
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fetal bovino (FBS) al 10%, L-GIn 4 mM, 100 1.U. penicilina y 100 pg/mL estreptomicina.
Las lineas celulares de GBM humanas T98G y U87MG fueron cultivadas en medio
esencial minimo de Eagle (MEM), suplementado con FBS al 10%, L-GIn 2 mM, 100 I.U.
penicilina y 100 pg/mL estreptomicina. Todas las células se mantuvieron en condiciones
de normoxia y 5% de CO,. El modelo LN229 silenciado en GLS (LN229-GLS(-)), fue
generado por transfeccidon con un vector lentiviral expresando un shRNA dirigido contra
GLS (ambas isoenzimas, KGA y GAC), conteniendo el gen de resistencia a puromicina. Se
seleccionaron transfectantes estables, que fueron luego mantenidos en cultivo
utilizando medio suplementado con puromicina 1 pg/mL. Como control, se utilizaron
células LN229 transfectadas de forma estable con el cDNA de la proteina verde
fluorescente (GFP), empleando también puromicina como antibidtico de seleccién. El
modelo T98G silenciado en GLS (T98G-GLS(-)) fue generado por transfeccidn transitoria
utilizando lipofectamina™ 3000 y una combinacién 1:1 de dos siRNAs comerciales
dirigidos contra GLS en dos regiones distintas (NM_014905, sitio de inicio de secuencia
alrededor de 1072 y 780, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Como control se utilizé
transfeccién con un siRNA control, no dirigido contra ninguna diana (Merck) en las
mismas condiciones. Para la generacidon de modelos de sobreexpresion GLS2 (GAB) de
LN229 y T98G, se transfectaron las células utilizando lipofectamina™ 3000 y un vector
pcDNA3 conteniendo el cDNA completo de GLS2 y el gen de resistencia a neomicina.
Como control se transfectaron las células con el mismo vector, pcDNA3, vacio. Las células
transfectadas fueron seleccionadas con G418 a 0,75 pug/mL (LN229) 0 0,5 pug/mL (T98G).
Tras 48-72h de seleccidn, las células supervivientes del cultivo policlonal fueron aisladas
en pocillos de placas de 96 para aislar células individuales buscando generar poblaciones
monoclonales con expresién estable de la proteina. La expresion de GAB y el
silenciamiento de GLS en los respectivos modelos fue verificada periédicamente a nivel
de proteina mediante inmunotransferencia Western y a nivel de ARN mensajero
mediante extraccion de ARN total seguido de RT-g-PCR.

Adicionalmente, a lo largo de esta tesis y de forma puntual, se emplearon también otras
lineas celulares con propdsitos concretos, como la optimizacién de protocolos o su uso
como controles. Entre estas se incluyen la linea celular embrionaria de rifndn humano
HEK 293T, o la linea celular de rifién de mono Cos7.

Para analizar la tasa proliferativa de los diferentes modelos celulares y condiciones
experimentales, se realizd rutinariamente curva de crecimiento o ensayo del tiempo de
duplicacién y contaje de células utilizando azul tripan como método de tincién vital. En
el ensayo de tiempo de duplicacidn, las células se sembraron en pocillos a una densidad
apropiada y se dejaron crecer durante 72 h, pasadas las cuales el numero de células se
contd, y volvid a sembrarse de nuevo el mismo nimero inicial de células. El proceso se
repitié 3-4 veces y en funcion del nimero de duplicaciones en cada ciclo, se calculé el
tiempo de duplicacién.
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Ensayo de viabilidad celular

Para analizar la viabilidad celular en diferentes condiciones experimentales, se empleé
doble tincién celular con Hoesch 1 pug/mL (para tefiir células totales) y yoduro de
propidio 1 ug/mL (para tefiir las células inviables), seguido de incubacién durante 30 min
a 37°C. Posteriormente, se procedié a la obtencion de imagenes y analisis de datos
utilizando para ello el citémetro de placa Celigo Image Cytometer (Nexcelom Bioscience,
Lawrence, MA, USA).

Extraccion y cuantificacion de proteina

Las células fueron lavadas utilizando tampdn fosfato salino (PBS) frio 3 veces y se anadié
tampdn de lisis RIPA (150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% dioxicolato sédico, 0,1% SDS, 50
mM Tris-HCl, pH 8.0, suplementado con inhibidores de proteasas). Las células se
rasparon y fueron centrifugadas a 12000g, 15 min, 4°C. Se recogié el sobrenadante y se
ensayo o guardo a -80°C.

Para cuantificar proteina total, se utilizé el kit Pierce™ BCA Protein Assay (ThermoFisher
Scientific), en formato de microplaca, empleando 25 pL de muestra o patrén de albumina
sérica bovina (BSA), y 200 pL de reactivo BCA. En general, la cantidad de proteina total
fue empleado como método de normalizacién para los diferentes ensayos, salvo que se
indique lo contrario.

Inmunotransferencia Western

Los extractos de proteina se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Un volumen de
muestra equivalente a 20 ug de proteina se cargd y resolvid mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida-SDS de porcentaje variable (por defecto, al
10%). Tras ello, las muestras fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o PVDF.
Las membranas fueron bloqueadas utilizando leche en polvo desnatada al 5% o BSA al
5% en TBST (tampdn Tris suplementado con Tween-20), durante 1 hora a temperatura
ambiente (RT) en agitacién. Para la detecciéon de GLS, las membranas se incubaron
durante toda la noche a 4°C en agitacidn, con anticuerpos especificos de isoenzima (KGA
0 GAC) en BSA al 5% en TBST, disefiados contra un péptido de la regidon C-terminal y
obtenidos en conejo, donados por el laboratorio del Prof. Norman P. Curthoys. Para la
deteccién de GLS2 (GAB), se utilizaron anticuerpos comerciales (ab 113509, Abcam,
Cambridge, UK). Como control de carga se utilizé un anticuerpo comercial contra B-
actina (MAB1501, Merck). Tras la incubacidén, las membranas se incubaron 1 h a RT en
agitacion con soluciones de anticuerpo secundario conjugados a peroxidasa de rabano
(HRP) en TBST. Se utilizaron anticuerpos generados en cabra contra la fraccién
cristalizable (Fc) de anticuerpos de conejo (A0545, Merck) o generados en conejo contra
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Fc de raton (A9044, Merck), dependiendo del anticuerpo primario utilizado. Las bandas
se visualizaron en un sistema de imagen ChemiDoc™ (Bio-Rad), empleando el reactivo
quimioluminiscente (ECL) SuperSignal™ West Pico (ThermoFisher Scientific). Los datos
de imagen se analizaron utilizando el software ImagelLab (Biorad).

Extraccion de ARN, microarray y RT-q-PCR

Para la extraccidon de ARN total se utilizd Trizol™ (Invitrogen), o bien el kit miRCURY RNA
isolation kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La concentracién y pureza de acidos nucleicos
se evalud utilizando un sistema Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific). Para la
identificacion de miRNAs con expresion alterada mediante microarray, las muestras de
ARN puro se empaquetaron y enviaron en hielo seco a la empresa Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Alemania), que realizé la evaluacidn de la calidad del ARN, marcaje,
microarray y analisis de datos. Los cambios de expresion de miRNAs fueron verificados
mediante RT-g-PCR. Para ello, se aislé ARN total conteniendo los miRNAs, y 1 ug de ARN
total se retrotranscribio a ADN usando el kit miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR,
Universal cDNA Synthesis Kit Il (Qiagen). Para la PCR cuantitativa se utilizé el fluoréforo
ExiLENT SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) y oligonucléotidos especificos para los miRNAs
diana, y se analizd en un termociclador CFX96 Real-Time System C1000 Thermal Cycler
(Bio-Rad) con el siguiente programa: desnaturalizacidn inicial de 10 min 95°C, seguido
de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, y 1 min a 60°C. Como normalizador enddégeno se
utilizé el ARN pequefio nuclear U6. Los datos se analizaron de acuerdo con el método
del 2-24Ct,

Cuantificacion de glutation total (GSH)

Los niveles de GSH totales se analizaron utilizando el kit glutathione assay kit (#STA-312)
de Cell Biolabs (San Diego, California, USA). Aproximadamente 3,5x10° células cultivadas
en placas de 100 mm de diametro se lavaron tres veces con PBS frio y fueron
mecanicamente lisadas en PBS. Tras centrifugar, el sobrenadante se dividid en dos
alicuotas, una utilizada para cuantificar proteina y otra en la que se afiadié un volumen
de acido metafosférico al 10% para dejarlo al 5% y centrifugando, para obtener un lisado
desproteinizado. El sobrenadante se diluyd al menos 1:10 y se utilizé en microplacas para
el ensayo, afladiendo 100 pL de muestra o estandar de GSSG conocido por pocillo, junto
con 25 plL de solucidon glutation reductasa, 25 pL de solucion NADPH y 50 uL de buffer
conteniendo DTNB. Se midié la absorbancia en lectura cinética cada 60 s durante 10 min
en un lector espectrofotométrico de placas (Eon, Biotek Instruments, Winooski, VT, USA)
a 405 nm. La concentracién de GSH se dedujo por comparacién con la curva estandar y
normalizé respecto a la cantidad de proteina total.
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Ensayo de actividad glutation reductasa (GR)

La actividad GR se analizé utilizando el kit Glutathione Reductase Assay kit (#STA-812) de
Cell Biolabs. Aproximadamente 3,5x10° células se lavaron tres veces con PBS frio, fueron
mecdnicamente lisadas en buffer de ensayo y centrifugadas. El ensayo se realizé en
microplaca, empleando 100 pL de sobrenadante procedente de las muestras o curva
estandar de enzima GR por pocillo, 25 pL de solucion NADPH, 25 pL de solucidon GSSG y
50 pL de tampdn conteniendo DTNB. Se midid la absorbancia en lectura cinética cada 60
s durante 10 min en un lector espectrofotométrico de placas Eon, (Biotek Instruments).
La tasa de reciclaje de GSH corresponde a la actividad GR de cada muestra, que se calculd
por comparacién con el estdndar y normalizé respecto al contenido de proteina total.

Ensayo de actividad catalasa (CAT)

La actividad CAT se determind utilizando el kit Catalase Assay kit (#STA-341) de Cell
Biolabs. Aproximadamente 3,5x10° células se lavaron tres veces con PBS frio, se rasparon
en PBS 1 mM EDTA frio y se lisaron mecdnicamente. Tras centrifugar, se realizd ensayo
de actividad en microplaca empleando 20 pL de sobrenadante o curva estdndar de
enzima catalasa por pocillo, a los que se afiadieron 50 pL de H,02 12 mM y se incubd por
1 min. La reaccion se detiene afiadiendo 50 puL de solucidon conteniendo azida sédica. 5
uL de la reaccién anterior se transfieren a un nuevo pocillo y se afiaden 250 pL de
reactivo colorimétrico, y tras incubar por 40-50 min se mide espectrofotométricamente
a 520 nm. La actividad CAT es inversamente proporcional a la cantidad de restante tras
la incubacion de 1 min, y se calcula por comparacién con la curva estandar y normaliza
respecto a la cantidad de proteina total.

Ensayo de actividad superdxido dismutasa (SOD)

La actividad SOD se cuantificd usando el kit SOD assay kit #STA-340 de Cell Biolabs.
Aproximadamente 3,5x10° se lavaron con PBS frio y se rasparon en tampén de lisis (10
mM Tris, pH 7.5, 150 mM, NaCl, 0,1 mM EDTA). Las muestras se lisaron mecdnicamente
y centrifugaron. El sobrenadante se utilizé para ensayo en microplaca, afadiendo 70 uL
de muestra o estandar de concentracion de enzima SOD conocida por pocillo, y
afadiendo soluciones de xantina y cromdgeno, junto con enzima xantina oxidasa para
un volumen final de 100 pL por pocillo. La reaccién de la xantina por la xantina oxidasa
genera iones superoxido, y la enzima SOD y el cromdgeno compiten por el supéroxido
como sustrato. De ese modo, la actividad SOD es inversamente proporcional a la
absorbancia a 490 nm de la reaccién, medida espectrofotométricamente. La actividad
SOD se calcula por comparacién con la curva estandar de SOD y se normalizd respecto a
la cantidad de proteina total.
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Ensayo de capacidad antioxidante total (TAC)

La TAC se cuantificé utilizando el kit #STA-360 de Cell Biolabs. Este método calcula la TAC
celular como la capacidad de reducir iones Cu?* a Cu* por diversos antioxidantes
celulares, el Cu* reacciona con un cromégeno y es medido espectrofotométricamente a
490 nm. Aproximadamente 3,5x10° células se lavaron tres veces con PBS frio, fueron
mecdnicamente lisadas en PBS y se centrifugaron. El ensayo se realizé en microplaca,
utilizando 20 uL de sobrenadante o estandar de acido urico, junto con 180 pL de tampdn
de reaccidn conteniendo el cromdgeno, y 50 pL de una solucién de Cu?*. Tras incubar 5
min a RT, la reaccidn se para afladiendo 50 uL de solucion con azida sédica y se mide
espectrofotométricamente a 490 nm. La TAC se calcula como equivalentes de acido Urico
al comparar con la curva estandar de concentraciones conocidas de acido Urico, y se
normaliza respecto a la cantidad de proteina total.

Cuantificacion de los niveles de peroxidacion lipidica (TBARS)

Los niveles de peroxidacidon de lipidos se midieron analizando el contenido de las
muestras en sustancias que reaccionan con el dcido tiobarbiturico (TBARS), como son los
subproductos de la peroxidacion de lipidos malondialdehido (MDA) o 4-hidroxi nonenal
(4-HNE), utilizando el kit #STA-330 de Cell Biolabs. Al menos 3,5x10° células se
emplearon para el ensayo. Estas se lavaron con PBS frio y se resuspendieron a una
densidad aproximada de 2x107 células/mL en PBS suplementado con hidroxitolueno
butilado, para evitar oxidaciéon inespecifica de lipidos durante el procesamiento de las
muestras. Las células se lisaron mecanicamente, y se utilizaron 100 uL de homogenizado
completo por reaccion, a los que se les afiaden 100 pL de solucién SDS al 10%. Tras
mezclar, se incuba 5 min a RT y se afiaden 250 uL de solucidn de acido tiobarbiturico 5,2
mg/mL pH 3.5. La mezcla de reaccién se incuba a 95°C por 50-60 min para favorecer la
reaccion del acido tiobarbiturico con las TBARS, lo que genera un complejo coloreado
gue absorbe a 532 nm. Pasado el tiempo de incubacién, las muestras se enfrian a RT y
se centrifugan 15 min a 3000 rpm. El sobrenadante es utilizado para lectura
espectrofotométrica a 532 nm o fluorimétrica, habiéndose empleado preferentemente
esta Ultima ya que posee mayor sensibilidad. Para ello, se transfieren 150 uL de
sobrenadante a pocillos de una placa negra de 96 pocillos y se mide en un lector de
placas fluorimétrico utilizando una longitud de onda de 540 nm para la excitacién y de
590 nm para la emisidn. Los niveles de TBARS se cuantifican por comparacién con un
estandar de MDA de concentraciones conocidas y se normalizan respecto a la cantidad
de proteina total.
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Cuantificacion de grupos carbonilo de proteinas

El dafio oxidativo a proteinas entendido como generacion de grupos carbonilo se analizé
utilizando el kit Protein carbonyl fluorometric assay STA-307 de Cell Biolabs. Al menos
7x10° células fueron empleadas para el ensayo. Las células se lavaron con PBS frio, se
resuspendieron en aproximadamente 500 plL de tampon de muestra, se lisaron
mecanicamente y se centrifugd. El sobrenadante se transfirié a nuevos tubos y se ajusté
la concentracién de proteina total a 10 mg/mL (previa cuantificacién de proteina). Se
transfieren 50 uL de muestra a nuevos tubos, donde se afaden 50 uL de solucién
conteniendo fluoresceina 5-tiosemicarbazida (FTC), y se incuba durante toda la noche a
RT y protegido de la luz. Al dia siguiente, se afiaden 400 pL de una solucion de acido
tricloroacético al 20% a cada tubo para precipitar la proteina, incubando en hielo por 10
min. Tras esto, se centrifuga, se descarta el sobrenadante y el pellet de proteina se
resuspende en 1 mL de acetona, volviendo a centrifugar. El lavado con acetona se repite
un total de tres veces. Tras el ultimo lavado, se descarta el sobrenadante y se deja
evaporar la acetona por aproximadamente 1 hora. Entonces, se afiaden 50 uL de
solucién de solubilizacion de proteina y se deja disolver la proteina durante 10 min a RT,
tras ello, se diluye con tampdn de ensayo a un volumen final de 500 L, se centrifuga y
se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo. Se toma una alicuota para cuantificar
proteina total y otra de 100 pL se transfiere a pocillos de una placa negra de 96 pocillos
y se mide en lector de placas fluorimétrico utilizando una longitud de onda de 480 nm
para la excitacion y de 530 nm para la emision. El contenido en grupos carbonilo se
calcula por comparacién con un estandar de FTC y normaliza respecto al contenido de
proteina total tras redisolver la proteina.

Metabolomica

Las células en cultivo se trataron con el inhibidor CB-839 o vehiculo (DMSO) durante 24h.
Pasado ese tiempo, se lavd con solucién salina normal fria y se afiadié 1 mL de metanol
al 80% a -20°C. Las células se rasparon en frio y se transfirid el volumen a tubos de
microcentrifuga. Las muestras se sometieron a tres ciclos de
congelacion/descongelacion entre nitrogeno liquido y bafio a 37°C. Los tubos se
centrifugaron 15 min 17000g a 4°C y el sobrenadante se transfirié a nuevos tubos. Las
muestras se desecaron toda la noche en un concentrador de vacio Speed-Vac SPD1030
(ThermoFisher Scientific). Los precipitados que contienen los metabolitos se
redisolvieron, y se analizaron en un sistema de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF LC-MS) (Agilent
Technologies, 6550 iFunnel, Santa Clara, CA, USA). Los datos se revisaron manualmente
y la abundancia de metabolitos se normalizo respecto a la cuenta total de iones (TIC) de
cada muestra. Cada experimento de metaboldmica incluyé tres placas independientes
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por condicion experimental. Cada experimento se realizd dos veces de forma
independiente.

Marcaje isotdpico utilizando U-*3C-Gin

Las células se trataron con CB-839 o DMSO durante 24 h. Pasado ese tiempo, se lavé dos
veces con PBS y se trazé anadiendo medio de cultivo suplementado con GIn marcada en
todos sus carbonos (U-13C-GlIn), e incubando en condiciones estandar de cultivo por 6 h.
Pasado ese tiempo, las muestras se procesaron tal como se describe en el subapartado
“Metaboldmica”, hasta la obtencién del precipitado conteniendo los metabolitos. En
este caso, los metabolitos se redisolvieron en clorhidrato de metoxiamina al 1% disuelto
en piridina y se incubé 15 min a 70°C. Tras esto, los metabolitos se derivatizaron con
TBDMS incubando 1 h a 70°C. Pasado ese tiempo, 1 uL de solucion se inyectd y analizd
en un sistema de cromatografia de gases (Agilent 7890A, Agilent Technologies) acoplado
a espectrometria de masas (Agilent 5975C, Agilent Technologies). Los datos se revisaron
manualmente, y la abundancia de cada isotopdlogo se refirié a la abundancia total del
metabolito, obteniendo las fracciones de isotopdlogos para cada metabolito analizado.
En cada experimento, se utilizaron tres placas independientes por condicidn. El
experimento se realizo tres veces de forma independiente.

Marcaje isotdpico utilizando *>N-GIn

Las células fueron tratadas y trazadas con medio suplementado con Gln marcada con *°N
en el grupo amido por 6 h. Pasado ese tiempo, las placas se lavaron tres veces con
solucidn salina fria, y se afiadid 0,5 mL de acetonitrilo al 80% por placa. Las muestras se
procesaron como se describe en el subapartado “Metabolémica”, y se analizaron en un
sistema de LC-MS QTRAP 6500 (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Los datos se revisaron
manualmente, y la abundancia de cada isotopdlogo se refirié a la abundancia total del
metabolito, obteniendo las fracciones de isotopdlogos para cada metabolito analizado.
En cada experimento, se utilizaron tres placas independientes por condicion. El
experimento se realizo tres veces de forma independiente.

Ensayo de actividad piruvato deshidrogenasa (PDH)

La actividad PDH se cuantificé utilizando el kit Pyruvate Dehydrogenase (PDH) Enzyme
Activity Microplate Assay Kit ab109902 (Abcam). Las células fueron cultivadas en placas
de 150 mm de didmetro, utilizando al menos 2x107 células por condicién. Cuando las
células alcanzaron un 80% de confluencia, el medio fue retirado vy las placas se pusieron
en hielo, donde se lavaron tres veces con PBS frio. Tras ello, se anadieron 3 mL de PBS
suplementado con NaF 10 mM por placa y se rasparon las células, transfiriéndolas a
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tubos de centrifuga. Las células se centrifugaron a 300xg, 5 min a 4°C, y el pellet se
resuspendié en 500 uL de PBS NaF 10 mM frio. Se tomd una pequeiia alicuota de la
suspension y se diluyd 1:25 en tampdn de lisis RIPA. Se cuantificd la proteina total
mediante el método del BCA y se diluyé la suspension celular utilizando PBS NaF 10 mM
para ajustar la concentracion de proteina a 15 mg/mL. Tras ello, se afiadié una décima
parte del volumen de la suspensidn de solucién de detergente, se mezcld y se incubd en
hielo por 10 min. A continuacién, se volvié a centrifugar a 1000xg, 10 min a 4°C, y se
transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo. El extracto se diluyé utilizando tampdn de
ensayo para dejarlo a una concentracién de proteina final entre 2-5 mg/mL (el ensayo
se optimizé encontrado este rango de concentracion como éptimo para la cuantificacién
de la actividad PDH en los modelos celulares empleados), y la muestra se cargé en la
placa de 96 pocillos suministrada con el kit, utilizando 200 pL de extracto por pocillo.
Este método emplea una placa de 96 pocillos, los cuales poseen anclados un anticuerpo
monoclonal contra PDH que permite la inmovilizacién en los pocillos del complejo PDH
intacto, que retiene la actividad enzimatica. Las muestras se incubaron a RT durante 3 h
para permitir la unién del complejo PDH a los pocillos, y tras ello, se descarté el volumen
de los pocillos y estos se lavaron dos veces usando solucién estabilizadora. Tras ello, se
afiadieron 200 plL de la mezcla de reaccion e inmediatamente se procedid a lectura
cinética de la placa a 450 nm en un espectrofotdmetro lector de placas, cada 30 s durante
30 min. Los datos se analizaron obteniendo la tasa de incremento de absorbancia por
min, y esta se refirié a los mg de proteina total cargados en el pocillo. El ensayo se realizé
cuatro veces independientes, utilizando dos réplicas técnicas por condicion
experimental. Como control positivo, y durante el proceso de optimizacién de las
condiciones del ensayo, se utilizd paralelamente la linea celular HEK293T, por presentar
una elevada cantidad y actividad PDH.

Andlisis estadistico

En todos los casos, salvo que se indique lo contrario, se realizaron al menos tres
experimentos independientes con al menos dos replicas técnicas por condicién
experimental. lgualmente, salvo que se indique lo contrario, los graficos muestran la
media * error estandar de la media (SEM), en forma de barras de error. Como norma
general, se utilizd la prueba estadistica t de Student para la comparacion del grupo
experimental respecto al grupo control. La significancia estadistica es como sigue: * p <
0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, ns: no significativo. Para la realizacion
de la mayoria de los graficos de barras o puntos y el analisis estadistico, se utiliz6 el
software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Alternativamente,
se utilizd Microsoft Excel para el analisis de datos. En el caso de la metabolédmica, los
heatmaps muestran los valores VIP (VIP scores) para los metabolitos que cambian
significativamente, representandose los 50 metabolitos con mayor cambio significativo.
Los heatmaps fueron generados utilizando la herramienta web Metaboanalyst mediante
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analisis PLS-DA. lgualmente, y de forma independiente, para los resultados de
metaboldmica, los resultados del triplicado se analizaron mediante t de Student y se
calculé el promedio de las veces de cambio (Fold Change) de cada experimental respecto
a su control, que se representd en las graficas. Salvo que se indique expresamente lo
contrario, todos los resultados mostrados de metabolémica son estadisticamente
significativos de acuerdo con los analisis anteriores, para ambos experimentos
independientes.
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Tres articulos ya publicados avalan la presente tesis doctoral, un articulo de revision, y
dos articulos experimentales. Estos trabajos se relacionan mas adelante, y comprenden
el grueso de la metodologia empleada, los resultados obtenidos, y la discusidén de estos,
estando recogidos en los apartados 1, 2 y 3 de Resultados y Discusién. Adicionalmente,
se incluye un cuarto apartado (4) donde se muestran y discuten un conjunto de
resultados no publicados todavia, obtenidos durante la presente tesis doctoral. Por otra
parte, durante el desarrollo de la tesis se ha participado como coautor en otros tres
articulos de revisidn ya publicados que no avalan la tesis, y se relacionan como anexos
en esta memoria.

1. Primer articulo:

Matés JM, Campos-Sandoval JA, De Los Santos-Jiménez J, Marquez J. Dysregulation of
glutaminase and glutamine synthetase in cancer. Cancer Lett. 2019 Dec 28;467:29-39.
doi: 10.1016/j.canlet.2019.09.011.

2. Segundo articulo:

de Los Santos-liménez J, Campos-Sandoval JA, Marquez-Torres C, Urbano-Polo N,
Brgndegaard D, Martin-Rufian M, Lobo C, Pefialver A, Gdmez-Garcia MC, Martin-Campos
J, Cardona C, Castilla L, da Costa Souza F, Cheng T, Segura JA, Alonso FJ, Curi R, Colguhoun
A, DeBerardinis RJ, Marquez J, Matés JM. Glutaminase isoforms expression switches
microRNA levels and oxidative status in glioblastoma cells. J Biomed Sci. 2021 Feb
20;28(1):14. doi: 10.1186/512929-021-00712-y.

3. Tercer articulo:

De Los Santos-Jiménez J, Rosales T, Ko B, Campos-Sandoval JA, Alonso FJ, Marquez J,
DeBerardinis RJ, Matés JM. Metabolic Adjustments following Glutaminase Inhibition by
CB-839 in Glioblastoma Cell Lines. Cancers (Basel). 2023 Jan 15;15(2):531. doi:
10.3390/cancers15020531.

4. Resultados no publicados y su discusion
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1. Dysregulation of Glutaminase and Glutamine Synthetase in Cancer

Matés JM, Campos-Sandoval JA, De Los Santos-Jiménez J, Marquez J. Dysregulation of
glutaminase and glutamine synthetase in cancer. Cancer Lett. 2019 Dec 28;467:29-39.
doi: 10.1016/j.canlet.2019.09.011.

Besides fast glucose catabolism, many types of cancers are characterized by elevated
glutamine consumption. Medical oncology pursuits to block specific pathways, mainly
glycolysis and glutaminolysis, in tumor cells to arrest cancer development. This strategy
frequently induces adaptive metabolic resistance that must be countered. Combination
therapy is an anticancer synergistic tool to overcome both cancer growth and resistance
mechanisms. Dysregulation of glutaminase and glutamine synthetase are key events that
allow anabolic adaptation of tumors. Several specific drugs that inhibit metabolic
enzymes dealing with glutamine metabolism have been able to eliminate some
neoplasms. Targeting the tumor microenvironment can be also another essential factor
to be taken into account when single or combined cancer metabolic therapy fails.
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2. Glutaminase Isoforms Expression Switches microRNA Levels and
Oxidative Status in Glioblastoma Cells

de Los Santos-liménez J, Campos-Sandoval JA, Marquez-Torres C, Urbano-Polo N,
Brgndegaard D, Martin-Rufidn M, Lobo C, Pefialver A, Gémez-Garcia MC, Martin-Campos
J, Cardona C, Castilla L, da Costa Souza F, Cheng T, Segura JA, Alonso FJ, Curi R, Colquhoun
A, DeBerardinis RJ, Mdarquez J, Matés JM. Glutaminase isoforms expression switches
microRNA levels and oxidative status in glioblastoma cells. J Biomed Sci. 2021 Feb
20;28(1):14. doi: 10.1186/512929-021-00712-y.

Abstract

Background: Glutaminase isoenzymes GLS and GLS2 play apparently opposing roles in
cancer: GLS acts as an oncoprotein, while GLS2 (GAB isoform) has context specific
tumour suppressive activity. Some microRNAs (miRNAs) have been implicated in
progression of tumours, including gliomas. The aim was to investigate the effect of GLS
and GAB expression on both miRNAs and oxidative status in glioblastoma cells.

Methods: Microarray profiling of miRNA was performed in GLS-silenced LN229 and GAB-
transfected T98G human glioblastoma cells and their wild-type counterparts. Results
were validated by real-time quantitative RT-PCR. Oxidative status and antioxidant
enzymes were determined by spectrophotometric or fluorescence assays in GLS-silenced
LN229 and T98G, and GAB-transfected LN229 and T98G.

Results: MiRNA-146a-5p, miRNA-140-3p, miRNA-21-5p, miRNA-1260a, and miRNA-92a-
3p were downregulated, and miRNA-1246 was upregulated when GLS was knocked
down. MiRNA-140-3p, miRNA-1246, miRNA-1260a, miRNA-21-5p, and miRNA-146a-5p
were upregulated when GAB was overexpressed. Oxidative status (lipid peroxidation,
protein carbonylation, total antioxidant capacity, and glutathione levels), as well as
antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, and glutathione reductase) of
silenced GLS glioblastoma cells and overexpressed GAB glioblastoma cells significantly
changed versus their respective control glioblastoma cells. MiRNA-1246, miRNA-1260a,
miRNA-146a-5p, and miRNA-21-5p have been characterized as strong biomarkers of
glioblastoma proliferation linked to both GLS silencing and GAB overexpression. Total
glutathione is a reliable biomarker of glioblastoma oxidative status steadily associated to
both GLS silencing and GAB overexpression.

Conclusions: Glutaminase isoenzymes are related to the expression of some miRNAs and
may contribute to either tumour progression or suppression through certain miRNA
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3. Metabolic Adjustments following Glutaminase Inhibition by CB-839 in
Glioblastoma Cell Lines

De Los Santos-Jiménez J, Rosales T, Ko B, Campos-Sandoval JA, Alonso FJ, Marquez J,
DeBerardinis RJ, Matés JM. Metabolic Adjustments following Glutaminase Inhibition by CB-
839 in Glioblastoma Cell Lines. Cancers (Basel). 2023 Jan 15;15(2):531. doi:
10.3390/cancers15020531.

Simple Summary: Glioblastoma multiforme is the most common primary brain tumor.
Unfortunately, it is also one of the cancer types that has the worst morbidity and mortality
ratios, so new targets and treatments need to be found. The metabolism of glutamine is
fundamental for the proliferation of many tumor cells, including glioblastomas. Glutaminase
isoenzyme GLS is one of the responsible enzymes for the pro-oncogenic pathways that induce
metabolic reprogramming and leads to altered levels of some amino acids and other key
intermediary metabolites in glioblastoma. Using the clinically approved GLS inhibitor CB-839
(Telaglenastat), we found significant changes in glutamine metabolism, including both the
oxidative and reductive fates of GIn-derived alpha-ketoglutarate in the tricarboxylic acid cycle,
in three glioblastoma cell lines. One of them, the T98G glioblastoma cell line, showed the
greatest modification of metabolite levels involved in the de novo biosynthetic pathways for
nucleotides, as well as a higher content of methylated and acetylated metabolites.

Abstract: Most tumor cells can use glutamine (GIn) for energy generation and biosynthetic
purposes. Glutaminases (GAs) convert Gln into glutamate and ammonium. In humans, GAs are
encoded by two genes: GLS and GLS2. In glioblastoma, GLS is commonly overexpressed and
considered prooncogenic. We studied the metabolic effects of inhibiting GLS activity in T98G,
LN229, and U87MG human glioblastoma cell lines by using the inhibitor CB-839. We
performed metabolomics and isotope tracing experiments using U-13C-labeled Gln, as well as
15N-labeled GIn in the amide group, to determine the metabolic fates of GlIn carbon and
nitrogen atoms. In the presence of the inhibitor, the results showed an accumulation of GIn
and lower levels of tricarboxylic acid cycle intermediates, and aspartate, along with a
decreased oxidative labeling and diminished reductive carboxylation-related labeling of these
metabolites. Additionally, CB-839 treatment caused decreased levels of metabolites from
pyrimidine biosynthesis and an accumulation of intermediate metabolites in the de novo
purine nucleotide biosynthesis pathway. The levels of some acetylated and methylated
metabolites were significantly increased, including acetyl-carnitine, trimethyl-lysine, and 5-
methylcytosine. In conclusion, we analyzed the metabolic landscape caused by the GLS
inhibition of CB-839 in human glioma cells, which might lead to the future development of
new combination therapies with CB-839.
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De forma adicional a los tres articulos ya publicados que avalan esta tesis, y que se relacionan
mas arriba, se ha querido incluir en esta memoria el presente apartado, que contiene la
descripcidén de un conjunto de resultados obtenidos durante el periodo de realizacién de la
tesis, pero no publicados aun, asi como una breve discusién de estos, por considerarlos de
relevancia para los objetivos planteados en esta tesis.

4.1. Modelos de Sobreexpresion GLS2 en LN229

Tras realizar transfeccion utilizando el vector pcDNA3-GLS2 o pcDNA3 vacio, seleccidn,
aislamiento de células individuales, crecimiento clonal, escalado y seleccion, la expresion de
GLS2 se analizd6 mediante extraccion de proteina e inmunotransferencia Western
periddicamente, para comprobar la sobreexpresion de GLS2 y la estabilidad de esta en el
tiempo. Se obtuvieron varias poblaciones monoclonales que efectivamente sobreexpresaban
GLS2 a niveles detectables mediante Western-Blot y de forma estable en el tiempo.
Particularmente, se seleccionaron dos de ellos porque poseian distintos niveles de
sobreexpresion GLS2, de forma que pudiera buscarse un efecto de “dosis-respuesta” en los
parametros estudiados en relacion con los niveles de expresion GLS2 (ver figura 16).
Nomenclatura: LN229, linea LN229 wild-type; LN-EV, LN229 transfectada con el vector pcDNA3
vacio, y sometida al mismo procedimiento que los clones de sobreexpresién GLS2,
funcionando como control de estos, al considerarse el control mds apropiado ya que es
cultivada en las mismas condiciones que los modelos de sobreexpresién (incluyendo G418
como antibidtico de seleccién), posee el vector con el que se transfectd, y ha sufrido un
numero de divisiones similar, al haber estado sometido igualmente al proceso de aislamiento,
seleccion y amplificacidn clonal; LN-GLS2(+) HI, poblacidn monoclonal con sobreexpresién
GLS2 estable a alto nivel; LN-GLS2(+) LO, poblacién monoclonal con sobreexpresion GLS2
estable a niveles mas bajos.

LN229 LN-EV  LN-GLS2(+) HI LN-GLS2(+) LO

GLS2

Actin ‘-—-— ‘

Figura 16. Imagen representativa de inmunotransferencia Western-Blot. Se utilizaron anticuerpos
especificos para GLS2 (ver seccion Material y Métodos), cuya banda se muestra con un tamafio
aparente de 62 kDA. La deteccién de GLS2 es muy notable para los modelos de sobreexpresion,
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mientras que los niveles de GLS2 son indetectables mediante esta técnica en los controles LN229 y LN-
EV. Se utilizaron anticuerpos anti-B-actina como control de carga. La comprobacién de la
sobreexpresion GLS2 se realizd6 multiples veces, de forma periddica cada 2-3 semanas que las células
se encontraban en cultivo. La sobreexpresidn GLS2 siguié en todas las ocasiones el mismo patrén
mostrado arriba, demostrandose estable en el tiempo.

4.2. Efecto de GLS2 sobre la Proliferacion Celular y Tratamiento con Inhibidores de
Glutaminasa

Se compard la tasa proliferativa de los modelos de sobreexpresién GLS2 con su control,
mediante ensayo de tiempo de duplicacion, consistente en la siembra y contaje celular
utilizando azul tripdn como método de tincidn vital. Esta comparacién se realizé tratando o sin
tratar con el inhibidor de glutaminasa (GLS) CB-839. Los resultados se muestran en la figura
17,y se encontrd que la expresion de GLS2 se relaciona con una menor capacidad proliferativa
siguiendo un patrén dosis-respuesta, de forma que el modelo con menor expresion GLS2, LN-
GLS2(+) LO, incrementa su tiempo de duplicacién medio en un 20% respecto al control,
mientras que el modelo con mayor expresion GLS2, LN-GLS2(+) HI, lo aumenta un 40%,
teniendo un tiempo de duplicacién medio de 41 horas frente a las 30 horas del control (figura
17, A). lgualmente, las células se trataron con CB-839 1 uM o vehiculo (DMSO) durante el
tiempo de cultivo. El control LN-EV mostré un incremento del tiempo de duplicacion medio
del 93,3% (58 horas frente a 30 para las células tratadas con DMSO) (figura 17, B). Sin embargo,
LN-GLS2(+) LO apenas muestra un incremento del tiempo de duplicacidon del 9% cuando se
incluye CB-839 (figura 17, C), mientras que LN-GLS2(+) HI no muestra diferencia alguna en la
capacidad proliferativa al tratarse con CB-839 (figura 17, D).
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Figura 17. Tiempo de duplicacién medio, en horas, de los modelos celulares LN-EV (control), LN-GLS2(+)
LO y LN-GLS2(+) HI. El panel A muestra las diferencias en tiempo de duplicacién de estos modelos. (B)
Diferencias en tiempo de duplicacion del control LN-EV cuando el inhibidor CB-839 esta presente en el
medio de cultivo o no. (C) Tiempo de duplicacidn de LN-GLS2(+) LO con o sin CB-839. (D) Tiempo de
duplicacién de LN-GLS2(+) HI con o sin CB-839. Los asteriscos muestran la significancia estadistica de
acuerdo con una comparacion mediante t de Student, como sigue: ***: p-value < 0,001; **** p-value
< 0,0001; ns: no significativo.

Igualmente, se utilizé ensayo de viabilidad celular empleando doble tincién con Hoesch y
yoduro de propidio y obtencién de imagenes mediante citdmetro de placa. En este caso, se
analizé la viabilidad de las células tratadas con CB-839 en un rango de concentraciones entre
1 nMy 10 uM, en comparacion con células tratadas con vehiculo (DMSOQ). El primer dia, se
sembraron 5 placas incluyendo cada una todas las condiciones experimentales, y cada dia se
tiferon y analizaron las células de una placa. Cada condicidon experimental se incluyd por
cuadruplicado. El nimero de células promedio de cada condicion experimental se refirid al
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numero de células promedio de esa condicién experimental el dia 1, expresdndose como las
veces de cambio (Fold-Change, FC) del nimero de células. Los resultados, ilustrados en la
figura 18, muestran que el CB-839 minimiza la proliferacion/viabilidad celular con un patrén
dosis-respuesta en el control LN-EV (A), mientras que las diferencias se atentdan en gran
medida para LN-GLS2(+) LO (B) y son practicamente inexistentes para LN-GLS2(+) HI (C).
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Figura 18. Se muestran las veces de cambio del nimero de células viables tratadas o no con CB-839 a
lo largo de 5 dias, para los tres modelos de estudio. El nimero de células viables se atenta conforme
aumenta la concentraciéon de CB-839 utilizado en el control LN-EV (A), mientras que el efecto se mitiga
cuando se expresa GLS2, siendo mucho menor en LN-GLS2(+) LO (B), o inexistente para LN-GLS2(+) Hl

(C).

Adicionalmente, este mismo ensayo de viabilidad celular se realizé tratando los tres modelos,
junto con la linea wild-type, con un rango mas amplio de concentraciones de CB-839 durante
72 h, buscando establecer la concentracidon inhibitoria 50 (IC50) del inhibidor en esas
condiciones, definida como la concentracion de CB-839 necesaria para originar una bajada de
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la viabilidad celular al 50% respecto al control tratado con vehiculo. La figura 19 muestra estos
resultados, y puede observarse que la viabilidad cae para LN229 y LN-EV, calculandose una
IC50 para CB-839 de 47,39 nM y 33,28 nM, respectivamente, mientras que la viabilidad se
mantiene alrededor del 100% para los modelos con expresion GLS2, no pudiendo calcularse la
IC50.

1.5
— LN229
— LN-EV Control CB-839 1C50 (72h)
% — LN-GLS2(+) HI LN229 47.38 nM
_é‘ — LN-GLS2(+) LO LN-EV 33.28 nM
2 LN-GLS2(+) HI | -
> LN-GLS2(+) LO | -
r T T T 1
-4 2 0 2 4 6

LOG[CB-839] (nM)

Figura 19. (A) Se representa la ratio de viabilidad obtenida al referir el nimero promedio de células
viables de cada condicién experimental respecto al nimero promedio de células viables del control,
referida al logaritmo decimal de la concentracidon de CB-839. (B) Tabla donde se resume la IC50 de CB-
839 calculada para cada modelo en las condiciones experimentales. La IC50 no pudo calcularse para
los modelos con expresidén GLS2 ya que siempre se mantuvo por encima del 50%.

Los niveles de expresién de GLS2 correlacionan con un incremento en el tiempo medio de
duplicacién de la célula y, por tanto, con una menor capacidad proliferativa in vitro. Ademas,
este fenotipo ocasionado por GLS2 es dominante sobre GLS, ya que la funcién GLS en los
modelos de sobreexpresion estd intacta, coexistiendo la expresion de ambas isoenzimas GA
(Fig. 17, A). Cabria pensar que alterar la actividad GA global de la célula (esto es, la actividad
enzimdtica GA de todas las isoenzimas, GLS y GLS2) al sobreexpresar GLS2 podria afectar
negativamente a otras rutas causando un desequilibrio homeostatico de la regulacion
metabdlica que desemboque en una menor capacidad proliferativa. Sin embargo, las
condiciones experimentales de sobreexpresion GLS2 junto con inhibicién especifica de GLS
mediante CB-839 pueden aportar informacién acerca de esto: los modelos de sobreexpresion
GLS2 poseen una mayor actividad GA global, y cuando son tratados con CB-839, esta se reduce
de nuevo al inhibir a las isoenzimas GLS. El tratamiento de estos modelos con el inhibidor CB-
839 o0 aumenta levemente el tiempo de duplicacion (LN-GLS2(+) LO, Fig. 17, C), probablemente
porgue en este caso los niveles de expresién GLS2 no son suficientes como para compensar la
inhibicidn de la actividad GLS presente en la célula; o no lo modifica (LN-GLS2(+) HI, Fig. 17,
D), por lo que los cambios en el tiempo de duplicacion no correlacionan con la actividad
glutaminasa global de la célula, ya que en ese caso cabria esperar que al inhibir GLS mediante
CB-839 en los modelos de sobreexpresion, el tiempo de duplicacién bajase y volviera a
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aproximarse al del control. Por tanto, aunque se desconoce el mecanismo o mecanismos
implicados, cabria pensar que este efecto antiproliferativo de GLS2 sea dependiente de
funciones especificas de isoenzima, y posiblemente causado por funciones no cataliticas de
GLS2. Este efecto antiproliferativo de GLS2 ya se ha venido documentando en diferentes casos
y modelos de estudio, habiéndose adjudicado a GLS2 una posible funcidn supresora tumoral,
dependiente del contexto (Matés et al., 2020b). En gliomas, GLS suele aparecer
sobreexpresada y GLS2 silenciada, siendo comun que su promotor aparezca hipermetilado
(Szeliga et al., 2016; Zhang et al., 2013). Este hecho hablaria en favor de que en el contexto
molecular de muchas células de glioma, la funcién de GLS2 resulte en una actividad
antitumoral. De hecho, GLS2 es diana transcripcional de supresores tumorales, entre ellos p53,
y por ello podria participar en el programa molecular inducido por p53 y dirigido a
contrarrestar la capacidad proliferativa (Hu et al., 2010; Suzuki et al., 2010). Este efecto de
GLS2 puede estar relacionado con multiples mecanismos independientes de la funcién
enzimdtica descritos previamente para GLS2, como su efecto inhibitorio de la ruta de
sefalizacion de PI3K/AKT (Liu et al., 2014; Majewska et al., 2019). Por otra parte, la expresion
de GLS2 hace resistentes a los modelos de sobreexpresion frente al tratamiento con CB-839,
gue se ha demostrado muy especifico de isoenzima. En estos modelos, la actividad GA de GLS2
consigue insensibilizar a las células frente al efecto antiproliferativo/antitumoral de CB-839, lo
que puede observarse en las figuras 18 (A, By C), en las que se observa el efecto de dosis-
respuesta de CB-839 sobre la viabilidad/proliferacion celular en el control, y como este se
atenda en los modelos de sobreexpresion, reduciéndose considerablemente el efecto en LN-
GLS2(+) LO y practicamente mitigdndose en LN-GLS2(+) HI. También, la figura 19 muestra tras
72 h de incubacién cdmo los modelos de sobreexpresién GLS2 ofrecen resistencia a CB-839,
manteniendo el 100% de viabilidad, mientras que los modelos control LN229 y LN-EV
demuestran ser sensibles al tratamiento. Los modelos de sobreexpresion tienen también un
patrén de dosis-respuesta respecto de los niveles de expresién GLS2, ya que el modelo LN-
GLS2(+) HI expresa GLS2 a niveles suficientes como para compensar por completo el efecto
antiproliferativo de la inhibicion farmacoldgica de GLS, mientras que en el modelo LN-GLS2(+)
LO ese rescate no llega a ser completo. Estos resultados hablan de la selectividad del inhibidor
CB-839 y de los niveles de expresion GLS2 como un posible predictor de la eficacia del
tratamiento con inhibidores selectivos de GLS.

4.3. Trazado Isotdpico con U-13C-GIn en Modelos con Sobreexpresion GLS2

Los modelos LN-EV, LN-GLS2(+) LO y LN-GLS2(+) HI se trazaron con Gln marcada en el carbono
para analizar la contribucion del carbono procedente de Gln en los metabolitos del ciclo TCA 'y
metabolitos relacionados, buscando conocer el efecto de expresar GLS2 sobre el destino
metabdlico del carbono de la GIn. Los modelos de sobreexpresién GLS2 igualmente mantienen
la expresidn de GLS, por lo que adicionalmente se incluyd la condicidon experimental de tratar

123



Resultados no publicados y discusion

a estos modelos con el inhibidor CB-839, que inhibird selectivamente a GLS y no a GLS2,
buscando recrear una situacién en la que la actividad glutaminasa GLS se “sustituye” por la
actividad GLS2. Los resultados, recogidos en la figura 20, muestran que la sobreexpresién GLS2
incrementa el marcaje m+4 procedente de Gln en los metabolitos del ciclo TCA. En el caso de
LN-GLS2(+) HI, la marca m+4 en citrato se comporté de forma opuesta al resto de metabolitos,
reduciéndose en este modelo respecto al control, y al modelo LN-GLS2(+) LO. En el caso de los
modelos de sobreexpresion GLS2 tratados con CB-839, el modelo LN-GLS2(+) LO +CB-839, no
muestra diferencias respecto al control LN-EV no tratado en la marca m+4 de fumarato,
malato, aspartato y citrato. En el caso de LN-GLS2(+) HI +CB-839, el marcaje se reduce
cuantitativamente, pero sigue siendo significativamente mayor respecto al control en
succinato, fumarato, malato y aspartato, mientras que la reducciéon en el marcaje en citrato
m+4 no se modifica con CB-839.
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Figura 20. (A) Fraccion de isotopdlogos m+4 promedio respecto al total del metabolito para succinato,
fumarato, malato, aspartato y citrato en los modelos LN-EV, LN-GLS2(+) LO y LN-GLS2(+) HI no tratados.
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En (B) se muestran las fracciones de isotopdlogos de estos metabolitos cuando LN-GLS2(+) LO y LN-
GLS2(+) HI fueron tratados con CB-839. Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo
con una comparaciéon mediante t de Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-
value < 0,001.

El incremento en el marcaje de '3C procedente de Gln marcada en succinato m+4, fumarato
m+4, malato m+4 y aspartato m+4 (figura 20, A) es esperable dado el incremento en la
actividad GA total de la célula debido a la expresion de GLS2, que “aporta” actividad GA
adicional a la de GLS. En este escenario, se tendra una mayor tasa de conversién de Gln en Glu,
que hereda todos los carbonos marcados de la U3C-GlIn, y que a su vez puede convertirse en
a-KG por aminotransferasas o GDH. El a-KG ingresa al ciclo TCA conservando los 5 carbonos
marcados de la Gln, y podra ser sustrato del complejo a-KG deshidrogenasa (a-KGDH), que
descarboxila el a-KG liberando uno de los carbonos marcados en forma de CO,, para dar
succinil-CoA y este a su vez succinato, que hereda por tanto 4 de los 5 carbonos marcados. En
sucesivas reacciones oxidativas, el succinato generado dara lugar por la acciéon de SDH a
fumarato, este a su vez podra ser sustrato de FH para dar malato, y este podra dar oxalacetato
por la reaccion catalizada por la malato deshidrogenasa. El oxalacetato sirve como aceptor de
un grupo amino procedente de Glu en reacciones de transaminacion, para producir aspartato.
Los metabolitos antes mencionados, que son generados por via oxidativa en el ciclo TCA desde
o-KG derivado de GIn, conservaran cuatro carbonos marcados. Este patron de herencia de
atomos de carbono marcados desde Gln se sintetiza en la figura 21.
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Figura 21. Esquema simplificado de herencia de carbonos marcados (azul) de la GIn por via oxidativa
en el TCA desde a-KG derivado de GIn. Figura tomada de De los Santos Jiménez et al., 2023.

Por tanto, el incremento en la proporcion de estos metabolitos con la marca m+4 para un
mismo tiempo de incubaciéon con Gln marcada, indica que una mayor cantidad de carbono
procedente de GlIn esta siendo dirigido hacia la sintesis de estos metabolitos por este camino
metabdlico, lo cual es légico si existe una mayor actividad GA. Igualmente, el oxalacetato
generado puede aceptar el resto acetilo aportado por acetil-CoA mitocondrial,

125



Resultados no publicados y discusion

preponderantemente generado a partir de piruvato en la reaccidn catalizada por PDH, para
dar citrato, en la reaccion catalizada por la citrato sintasa. El citrato posee 6 carbonos, y por
tanto, si es generado por esta via heredard cuatro carbonos marcados, procedentes del
oxalacetato, y dos no marcados, procedentes del acetil-CoA. Los resultados de trazado
isotépico no mostraron diferencias en el citrato m+4 para LN-GLS2(+) LO, y mas
sorprendentemente, mostraron una bajada del 50% respecto al control (0,4 a 0,2) en la marca
m+4 en citrato para LN-GLS2(+) HI. Este resultado fue inesperado ya que cabia pensar que el
mayor flujo de carbono desde GIn marcada hacia el ciclo TCA, originado por una mayor
actividad GA en los modelos de sobreexpresién, ocasionaria un aumento generalizado en el
marcaje de todos los metabolitos del ciclo TCA. Sin embargo, los resultados mostraron
inequivocamente que el marcaje m+4 sélo aumentaba en los modelos de sobreexpresién GLS2
en los intermediarios de cuatro carbonos del ciclo TCA, mientras que se reducia para el citrato
en LN-GLS2(+) HI. El tratamiento de estos modelos con CB-839 buscaba conseguir una
situacion experimental en la que la Unica isoenzima GA con actividad relevante fuera GLS2.
Dada la alta capacidad de inhibicion de CB-839, que suele presentar una IC50 en el rango de
nanomolar (Gross et al., 2014), la concentracién de 1 uM empleada conseguiria inhibir
eficazmente casi por completo la actividad enzimatica de GLS, quedando GLS2 como la
principal GA activa. Estos resultados (Fig. 20, B), mostraban una bajada en el marcaje m+4 para
succinato, fumarato, malato y aspartato en LN-GLS2(+) LO, tendiendo a volver a los niveles de
marcaje del control, mientras que estos se modificaban poco o nada en el modelo LN-GLS2(+)
HI, de forma que la expresidon GLS2 de este modelo era capaz de mantener la contribucién del
carbono de GIn hacia el ciclo TCA. En el caso del citrato m+4, el marcaje en LN-GLS2(+) HI no
se modifica, ni siquiera a nivel cuantitativo, cuando se aplica CB-839, manteniéndose el
marcaje en el 20% (0,2). Este hecho apunta a que la bajada en el marcaje m+4 del citrato
inducida por la expresidon GLS2 es causada especificamente por esta isoenzima, y no por un
cambio en la actividad GA total.

Por otra parte, en la figura 22 se muestran los resultados en estas mismas condiciones para el
marcaje m+3 o m+5, que permite distinguir la generacidén de estos metabolitos a partir de Gin
por medio de la via de carboxilacidén reductiva. En este caso, el comportamiento es similar al
de la marca asociada a la generacion por via oxidativa del ciclo TCA en fumarato, malato y
aspartato, incrementandose el marcaje m+3 con la sobreexpresion GLS2, siendo mayores las
diferencias en LN-GLS2(+) HI. En el caso del citrato, la marca m+5 se incrementa en gran
medida en el modelo LN-GLS2(+) HI, que es el Unico que muestra diferencias significativas
respecto al control, de forma que en este modelo la fraccidon de citrato marcado m+5 (0,35)
pasa a ser mayor que la fraccidon con marca asociada a la via oxidativa, citrato m+4 (0,20). La
adicion de CB-839 reduce cuantitativamente las diferencias respecto al control en LN-GLS2(+)
LO, aunque el marcaje sigue siendo significativamente mas alto en el caso del fumarato, malato
y aspartato. El CB-839 no causa diferencias significativas en el caso de LN-GLS2(+) HL.

La figura 22 muestra el enriquecimiento de varios metabolitos del ciclo TCA en la marca
asociada a la via de carboxilacién reductiva: el a-KG derivado de GIn marcada puede seguir
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otro camino metabdlico independiente de la reaccién de a-KGDH, el de la de carboxilacién
reductiva.
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Figura 22. (A) Fraccién de isotopdlogos m+3 y m+5 promedio respecto al total del metabolito para
fumarato, malato, aspartato y citrato en los modelos LN-EV, LN-GLS2(+) LO y LN-GLS2(+) HI no tratados.
En (B) se muestran estas fracciones para estos metabolitos cuando LN-GLS2(+) LO y LN-GLS2(+) HI
fueron tratados con CB-839. Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con una
comparacién mediante t de Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value <
0,001.

El a-KG puede ser sustrato de las IDH en una reaccion no candnica de carboxilacion en la que
acepta una molécula de CO,, para dar isocitrato. El isocitrato a su vez puede generar, previa
formaciéon de aconitato, citrato. Estos intermediarios de 6 atomos de carbono generado por
esta via reductiva heredan 5 carbonos marcados desde la GIn, y por ello puede distinguirse el
citrato generado por via oxidativa (m+4) del generado por via reductiva (m+5). Igualmente, el
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citrato puede salir de la mitocondria y generar de oxalacetato y acetil-CoA en la reaccién
catalizada por ACLY. En este caso, el oxalacetato generado hereda 3 carbonos marcados, ya que
el acetil-CoA hereda dos de los carbonos marcados. Ese oxalacetato puede servir para generar
aspartato por transaminacion, o malato y sucesivamente fumarato, por la via reductiva. Estos
metabolitos heredardn igualmente 3 carbonos marcados y podran distinguirse de los
generados por la via oxidativa, que poseen la marca m+4. Esta disposicion se sintetiza en la
figura 23, que representa el nimero de dtomos de 3C heredados por estos metabolitos por
via reductiva desde GlIn.
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Figura 23. Esquema de herencia de carbonos marcados (rojo) simplificado por via de carboxilacién
reductiva del a-KG derivado de GIn marcada. Este esquema no muestra todas las reacciones ni
distingue entre los compartimentos celulares implicados. Figura tomada de De los Santos-Jiménez et
al., 2023.

De esta forma, la sobrexpresién GLS2 causé igualmente un incremento en la marca m+3 de
fumarato, malato y aspartato, que fue mayor en el modelo LN-GLS2(+) HI (Fig. 22, A). Este
resultado era esperable por los mismos motivos que los argliidos en el caso del marcaje
oxidativo: una mayor expresion GLS2 favorecera una mayor generacién de Glu a partir de
glutamina, y por tanto, una mayor contribucion de carbono desde Gln a a-KG, que podra seguir
tanto la via oxidativa como la reductiva. No obstante, en el caso del citrato m+5 en LN-GLS2(+)
HI, el aumento en el marcaje es proporcionalmente mucho mayor, casi triplicdndose, pasando
a estar la marca m+5 del 12% al 35% del citrato. En este caso, la expresién GLS2 causa que la
marca m+5 pase a ser la preponderante para el citrato, en detrimento de la marca m+4, que
en el control (LN-EV) es claramente muy superior (0,4 frente a 0,1 para citrato m+4 y citrato
m+5, respectivamente). Este resultado sugiere que GLS2 podria estar de alguna forma
favoreciendo la via de carboxilacion reductiva, al ocasionar ese cambio radical en la via de
generacion de citrato desde GIn. El tratamiento con CB-839 origind una muy leve bajada en el
marcaje reductivo de estos metabolitos (Fig. 22, B).
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4.4. Andlisis Metaboldmico en Modelos con Sobreexpresion GLS2

Se realizaron estudios metabolédmicos en los modelos con sobreexpresién GLS2, buscando
obtener una visién global de los cambios metabdlicos inducidos por la funcién de GLS2,
comparando LN-GLS2(+) HI é LN-GLS2(+) LO con el control LN-EV. Igualmente, se incluyé la
condicion de tratar a los modelos de sobreexpresidon GLS2 con el inhibidor CB-839, de forma
que la actividad GLS esté inhibida y la actividad glutaminasa preponderante en la célula pase
a ser Unicamente la actividad GLS2. La figura 24 muestra un heatmap donde se representan
los 50 metabolitos con mayor cambio significativo de acuerdo con sus VIP scores, en la
comparaciéon de LN-GLS2(+) HI vs LN-EV. Los niveles de un total de 122 metabolitos
relacionados con multitud de rutas metabdlicas cambiaron de forma significativa en este
modelo con respecto a su control, entre los que se incluyen aminodcidos, metabolitos
intermediarios del ciclo TCA, glucdlisis, ruta de las pentosas fosfato, nucledtidos y bases
nitrogenadas, metabolitos metilados, etc.
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Figura 24. Heatmap donde se muestran los VIP scores obtenidos utilizando la herramienta web
metaboanalyst para los 50 metabolitos con mayor cambio entre LN-GLS2(+) HI y LN-EV.

Por otra parte, la figura 25 muestra igualmente un heatmap representando los 50 metabolitos
con mayor cambio significativo con base en sus VIP scores, en la comparaciéon de LN-GLS2(+)
HI tratado con CB-839 1 uM por 24h vs LN-EV (no tratado). Esta condicién experimental busca
comparar los efectos de sustituir la actividad glutaminasa GLS por GLS2 en el experimental,
mientras que el control LN-EV apenas posee expresion GLS2, pero si tiene una elevada
expresion GLS, que se encuentra activa. En esta comparacién, se obtuvo un cambio
significativo en los niveles de 112 metabolitos.
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muestran los VIP scores obtenidos utilizando la herramienta web

metaboanalyst para los 50 metabolitos con mayor cambio significativo entre LN-GLS2(+) HI tratada con

CB-839 1 pM y LN-EV.

A continuacion, se presentan una serie de figuras que agrupan algunos de los resultados de
metabolédmica mas relevantes por rutas metabdlicas o procesos relacionados, incluyendo
también resultados de la comparacién de LN-GLS2(+) LO vs LN-EV, para una mas clara

interpretacioén de estos.
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4.4.1. Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos

Los resultados (figura 26) muestran que la expresién de GLS2 causé una disminucidn en los
niveles de glutamina respecto al control tanto en LN-GLS2(+) HI como en LN-GLS2(+) LO, siendo
mayor esta bajada en el primero. lgualmente, Glu, succinato y aspartato, aumentaron
significativamente en ambos modelos, siendo cuantitativamente mayor el aumento en el
modelo con mayor expresion de GLS2. Adicionalmente, el oxoglutarato (a-KG), fumarato y
malato aumentaron significativamente también en el modelo LN-GLS2(+) HI (Fig. 26, A). Por
ultimo, ambos modelos de expresién GLS2 mostraron una bajada significativa de los
metabolitos de 6 carbonos del ciclo TCA: citrato, cis-aconitato e isocitrato, que fue mayor en
el modelo con mayores niveles de GLS2.

A LN-GLS2(+) HI/LN-EV B LN-GLS2(+) LO/LN-EV
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Figura 26. Se muestran las veces de cambio (Fold Change, FC) para metabolitos del ciclo TCA y
relacionados, en la comparacién del modelo LN-GLS2(+) HI vs LN-EV (A) o LN-GLS2(+) LO vs LN-EV (B).
Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con una comparacion mediante t de
Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001; ****: p-value < 0,0001.

Los resultados obtenidos para los niveles de intermediarios del ciclo TCA y metabolitos
relacionados entre los dos modelos de sobreexpresidon son congruentes entre si, observandose
un efecto de dosis-respuesta en cuanto al nivel de expresion GLS2 entre los dos modelos (Fig.
26, Ay B). De ese modo, los niveles de GIn disminuyen mas cuanto mayor es la expresion de
GLS2, y consecuentemente los de Glu aumentan mdas con mayor expresion GLS2. Este
resultado es esperable ya que estos modelos presentan mayor actividad GA y por tanto mas
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Gln esta siendo transformada en Glu por unidad de tiempo. Igualmente, el a-KG (oxoglutarato)
derivado de Glu esta aumentado, asi como los metabolitos del ciclo TCA corriente abajo del a-
KG en las subsecuentes reacciones de oxidacion del ciclo: succinato, fumarato, malato o
aspartato, que puede formarse por transaminacion desde oxalacetato, generado este ultimo
desde malato por la enzima malato deshidrogenasa. Sin embargo, los resultados mostraron
una deplecion inesperada de los intermediarios de 6 atomos de carbono del ciclo TCA: citrato,
aconitato e isocitrato, cuyos niveles eran mas bajos en el modelo con mayor expresion de
GLS2. Cuando se tratd con CB-839 a los modelos de sobreexpresion (figura 27), se observé que
apenas se modificaban los niveles de los metabolitos en LN-GLS2(+) HI respecto al control (Fig.
27, A), pero si que variaban significativamente al tratar con CB-839 al modelo LN-GLS2(+) LO
(Fig. 27, B), de forma que dejaba de haber diferencias significativas, retornando a los niveles
del control, para GlIn, Glu, succinato, fumarato y aspartato. No obstante, los niveles de citrato,
aconitato e isocitrato no se ven afectados por la adiciéon de CB-839, tanto en LN-GLS2(+) HlI
como en LN-GLS2(+) LO, siendo la bajada en estos respecto al control similar a la observada en
estos modelos sin tratar (Fig. 26).
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Figura 27. Se muestran las veces de cambio (FC) para metabolitos del ciclo TCA y relacionados, en la
comparacién del modelo LN-GLS2(+) HI +CB-839 1 uM vs LN-EV (A) o LN-GLS2(+) LO +CB-839 1 uM vs
LN-EV (B). Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con una comparacion
mediante t de Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001; ****: p-
value < 0,0001; ns: no significativo.

Todos estos datos tomados en su conjunto indican que GLS2 induce en estos modelos una
deplecién de los intermediarios de 6 carbonos del ciclo TCA, comportandose los niveles de
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estos de forma opuesta a como lo hacen el resto de los metabolitos del ciclo, que se
encuentran aumentados como cabria esperar. Ademas, este efecto de GLS2 es dominante
sobre GLS, ya que GLS sigue activa (Fig. 26) y aun asi los niveles de estos metabolitos bajan
alrededor de un 80% en el modelo LN-GLS2(+) HI (Fig. 26, A), y ese cambio en sus niveles no
se ve afectado por la inhibicién de GLS mediante CB-839 en ninguno de los modelos (Fig. 27).
Estos hallazgos metaboldmicos, junto con los resultados de trazado isotépico previamente
presentados en el subapartado 4.3., parecen apuntar en su conjunto a que la expresiéon de
GLS2 induce un bloqueo en el punto del ciclo en que el oxalacetato se condensa con el acetil-
CoA para producir citrato, denotado por los bajos niveles de citrato y metabolitos derivados
corriente abajo del mismo, y por la bajada en la marca oxidativa, m+4, en el citrato cuando se
expresa GLS2. De hecho, en un primer momento los resultados de trazado isotdpico,
especialmente los de LN-GLS2(+) HI, parecian sugerir que GLS2 podria inducir de algin modo
una reversion del metabolismo del ciclo TCA desde la via oxidativa preponderante en
condiciones normales hacia la de carboxilacién reductiva, denotado por la bajada en citrato
m+4 y la gran subida en citrato m+5. No obstante, la integracién de los resultados de trazado
isotopico con U-13C-GIn y los de metabolémica sugieren otra interpretacion: GLS2 parece
bloquear de algin modo la sintesis de citrato en el sentido oxidativo del ciclo, lo que explica
tanto la bajada (80%) en los niveles de citrato (Fig. 26, A), como la bajada en la fraccién del
isotopodlogo citrato m+4 (Fig. 20, A). De acuerdo con esta hipdtesis, el incremento en la fraccién
de citrato m+5 (Fig. 22, A) podria explicarse considerando que los niveles globales de citrato
son mucho mas bajos en la célula en LN-GLS2(+) HI, de forma que, si el flujo de generacion de
citrato por via reductiva no estd siendo afectado, la proporcién de citrato reductivo, esto es,
con marca m+5, aumentara. En este escenario, probablemente la cantidad total de citrato m+5
seria similar entre LN-GLS2(+) Hl y el control LN-EV. Sin embargo, la proporcién de citrato m+5
sobre el total de citrato en la célula seria significativamente mas alta en el modelo de
sobreexpresidon debido a que el nivel total de citrato es mucho mas bajo, dado el bloqueo de
su sintesis por via oxidativa.

Los resultados de metabolémica en LN-GLS2(+) HI muestran que el resto de los metabolitos
del ciclo (a-KG, succinato, fumarato, malato), asi como el aspartato se acumulan. El oxalacetato
es dificilmente detectable por espectrometria de masas, de ahi que no haya podido analizarse,
pero si se poseen datos sobre los niveles de malato, inmediatamente corriente arriba en el
ciclo TCA, y aspartato, generado por transaminacion desde oxalacetato, por lo que con gran
probabilidad los niveles de oxalacetato estén también aumentados. Los resultados sugieren
por tanto que el paso que estaria inhibido por la expresién de GLS2 seria el de sintesis de
citrato a partir de oxalacetato y acetil-CoA. Una posible hipdtesis para explicar este resultado
es que la generacién de acetil-CoA en la mitocondria podria estar viéndose comprometida y
resultando limitante para esta reaccioén, la catalizada por la enzima citrato sintasa. En las
condiciones de cultivo experimentales, casi todo el acetil-CoA mitocondrial procede del
metabolismo glucolitico, ya que en las condiciones de cultivo la glucosa y la glutamina son los
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principales nutrientes suministrados a la célula, por lo que cabria pensar que la reaccion
afectada por GLS2 podria ser la catalizada por la enzima PDH, que genera acetil-CoA en la
mitocondria a partir de piruvato glucolitico: la inhibicidn de la enzima PDH originaria menores
niveles de acetil-CoA en la mitocondria que limitarian la sintesis de citrato, y a su vez, de
aconitato e isocitrato, mientras que el resto de metabolitos del ciclo no se verian afectados ya
gue el metabolismo de la GIn puede alimentar al ciclo TCA en otro punto de entrada, mediante
la generacion de a-KG. De hecho, los resultados de metaboldmica apuntan en esta direccion
también por otros motivos. La figura 28 muestra una acumulacién de piruvato en el modelo
LN-GLS2(+) HI respecto al control, asi como de alanina, aminoacido que es generado por
transaminacion desde piruvato con la participacion de Glu. La acumulacidn de piruvato es
congruente con una hipotética inhibicion de la actividad PDH. Adicionalmente, los niveles de
acetil-CoA no pudieron cuantificarse por limitaciones técnicas de los experimentos de
metaboldmica realizados, sin embargo, si pudieron cuantificarse los niveles de acetil-carnitina
(Fig. 28).

LN-GLS2(+) HI/LN-EV
2.5- o

Fold Change

*k%k

Figura 28. Niveles de piruvato, alanina y acetil-carnitina en el modelo LN-GLS2(+) Hl, expresados como
el FC entre LN-GLS2(+) HI y LN-EV. Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con
una comparacion mediante t de Student, como sigue: **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001.

Las carnitinas son parte fundamental de un sistema de lanzadera que permite la translocacién
a través de los sistemas de membrana (y por tanto, entre compartimentos celulares) de restos
acilo, entre ellos, el acetilo. En condiciones fisioldgicas normales, el sistema de carnitinas es
esencial en el metabolismo lipidico, y en cancer se ha considerado como un sistema de esencial
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importancia para favorecer la plasticidad del metabolismo tumoral. El acetil-CoA no puede
atravesar libremente la membrana mitocondrial, sino que para ello puede reaccionar con la
carnitina libre en la reaccidn catalizada por la enzima carnitina acetiltransferasa, que transfiere
el resto acetilo para dar acetil-carnitina y HS-CoA libre. De hecho, este mecanismo es
fundamental en determinadas situaciones como cuando el flujo metabdlico por el ciclo TCA
estd comprometido y el acetil-CoA se acumula en la mitocondria secuestrando la CoA e
impidiendo que participe en otras reacciones para las que es necesaria. En esa situacion, la
transferencia del acetilo a la carnitina permite liberar a la CoA mitocondrial para otras
reacciones metabdlicas (Melone et al., 2018; Pietrocola et al., 2015). Igualmente, esta funcion
tiene relevancia en las reacciones de acetilaciéon de proteinas, entre ellas, la acetilacién de
histonas, ya que la acetil carnitina permite exportar el acetilo generado en la mitocondria a
partir de piruvato al citosol y posteriormente al nucleo para alli regenerar el acetil-CoA, que
sirve como donador de grupos acetilo en estas modificaciones epigenéticas catalizadas por las
HAT (Madiraju et al., 2009). De ese modo, y dado que existe ese equilibrio entre acil-CoA y acil-
carnitina, los niveles de acetil carnitina podrian funcionar como indicadores de los niveles de
acetil-CoA. Asi, los niveles de acetilcarnitina son significativamente mas bajos (50%) en el
modelo LN-GLS2(+) HI, apoyando igualmente los hipotéticos bajos niveles de acetil-CoA en la
mitocondria.

Por otra parte, muchos de los los aminoacidos acetilados en su grupo amino (N-acetil-
aminodacidos) proceden de proteinas que han sido acetiladas en el extremo amino terminal y
posteriormente se han degradado, liberando esos aminoacidos (Ree et al., 2018). Otros son
generados activamente en su forma de aminodcido libre en reacciones de acetilacién, como
el N-acetil aspartato, de gran importancia en cerebro. En cualquier caso, el donador del acetilo
es siempre el acetil-CoA. En LN-GLS2(+) HI y LN-GLS2(+) LO, los niveles de diversos N-acetil
aminodacidos son significativamente mas bajos (Fig. 29).



Resultados no publicados y discusion

A LN-GLS2(+) HI/LN-EV B LN-GLS2(+) LO/LN-EV
1.0 1.0+
0.8 % %

S o)

§ 0.6 ok %

3] 3

g} g}

2 3

Figura 29. FC para los niveles de diversos N-acetil-aminodcidos, en la comparacion del modelo LN-
GLS2(+) Hl vs LN-EV (A) y LN-GLS2(+) LO vs LN-EV (B). Los asteriscos muestran la significancia estadistica
de acuerdo con una comparacion mediante t de Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value <
0,01; ***: p-value < 0,001.

Como ejemplo, entre otros muchos, los niveles de N-acetil aspartato son mucho mas bajos en
los modelos de expresidon GLS2, aun cuando los niveles de aspartato (Fig. 26) en estos modelos
son mas altos que en el control; otro ejemplo es la N-acetil metionina, significativamente mas
baja (Fig. 29) aun cuando los niveles de metionina libre son mas altos en LN-GLS2(+) HI (FC =
1,23, no mostrados). El mismo patron se tiene en LN-GLS2(+) LO, siendo menores las
diferencias, que de nuevo correlacionan con el nivel de expresién GLS2 entre los dos modelos.
Estos resultados podrian indicar que los niveles de acetil-CoA estarian siendo limitantes en
estas reacciones de acetilacién. Este resultado apoya también, aunque de forma indirecta, la
hipdtesis de una menor tasa de generacion de acetil-CoA inducida por GLS2. Igualmente, y
como antes se mencionaba, esta hipotética bajada en los niveles de acetil-CoA cuando GLS2
se expresa podria estar también afectando a la regulacién epigenética, potencialmente
impactando la tasa de acetilacidén de histonas en el ndcleo por limitacidén del sustrato donador
del grupo acetilo, acetil-CoA. De hecho, el citrato citosdlico es una importante fuente de acetil-
CoA extramitocondrial, producido por la reaccién catalizada por ACLY. Este acetil-CoA puede
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ser igualmente importado al nucleo para participar en reacciones de acetilacion. Por tanto, el
cambio metabdlico inducido por la expresiéon de GLS2 podria influenciar la regulacién
epigenética de forma indirecta por este mecanismo.

4.4.2. GLS2 y el Metabolismo de los Nucledtidos

La expresion de GLS2 influencid igualmente los niveles de diversos nucleétidos. Los resultados
de metabolédmica mostraron cambios significativos en los niveles de adenosina monofosfato
(AMP), guanosina monofosfato (GMP) y uridina monofosfato (UMP), que se ilustran en la
figura 30. El modelo LN-GLS2(+) HI muestra una acumulacién de AMP respecto al control,
mientras que los niveles de GMP y UMP son mas bajos (Fig. 30, A). El tratamiento de este
modelo con CB-839 indujo una bajada cuantitativa del nivel de AMP con respecto al modelo
sin tratar, pero seguia acumulandose respecto al control (Fig. 30, B), mientras que produjo que
los niveles de GMP y UMP sufrieran una bajada cuantitativa adicional. Por otra parte, el
modelo LN-GLS2(+) LO mostraba igualmente una acumulacion significativa de AMP (Fig. 30,
C), menor que la del modelo LN-GLS2(+) HI, nuevamente correlacionando con el nivel de
expresion GLS2 de cada modelo. En LN-GLS2(+) LO no se tuvieron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de GMP y UMP, aunque cuantitativamente los niveles de estos
sugieren una tendencia a la baja. Cuando LN-GLS2(+) LO se tratdé con CB-839 (Fig. 30, D), la
acumulacién de AMP respecto al control se redujo levemente, mientras que se observé una
bajada significativa en los niveles de GMP y UMP.
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Figura 30. Cambios en los niveles de adenosina monofosfato (AMP), guanosina monofosfato (GMP) y
uridina monofosfato (UMP) expresado como las veces de cambio (FC) respecto al control (LN-EV) en el
modelo LN-GLS2(+) HI (A), LN-GLS2(+) HI +CB-839 1 uM (B), LN-GLS2(+) LO (C) y LN-GLS2(+) LO +CB-839
1 uM (D). Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con una comparacion
mediante t de Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001; ****: p-

value < 0,0001; ns: no significativo.

Por tanto, en todas las condiciones experimentales la expresion de GLS2 indujo un aumento
considerable de los niveles de AMP. Este incremento puede explicarse porque GLS2 esté
favoreciendo la tasa de biosintesis de novo de AMP al causar unos mayores niveles de
aspartato (Fig. 22), que es esencial en la ruta de biosintesis de purinas. El aspartato es
necesario como sustrato en varias reacciones diferentes de la ruta de sintesis de purinas, por
lo que es légico pensar que mayores niveles de aspartato favorezcan una mayor tasa de sintesis
de los productos finales de la ruta. Sin embargo, el otro metabolito final de esta ruta de
biosintesis, GMP, muestra niveles mas bajos. Este hecho diferencial podria explicarse
considerando que la inosina monofosfato (IMP), un nucledtido intermediario de esta ruta de
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biosintesis, actia como sustrato de dos reacciones diferentes que bifurcan la ruta hacia la
sintesis de los dos productos finales antes mencionados, AMP y GMP. La IMP puede aceptar
aspartato para sintetizar adenilosuccinato, que a su vez podra servir para sintetizar AMP. Por
otra parte, la IMP puede servir para sintetizar xantosina monofosfato (XMP), y esta a su vez
aceptar el grupo amido de la GIn para dar GMP. La sintesis de GMP desde IMP no requiere
aspartato, sino GIn, entre otras cosas. Puede hipotetizarse que la IMP esté siendo dirigida
preferencialmente en esta situacion hacia la sintesis de AMP en detrimento de GMP, ya que el
aspartato, necesario para sintetizar AMP estd en exceso, mientras que la GIn, necesaria para
sintetizar GMP, se encuentra mds baja en la célula cuando GLS2 se sobreexpresa. Esta
hipotética explicacién consideraria que el efecto de GLS2 sobre los niveles de AMP y GMP es
meramente debido a que en los modelos de expresidn GLS2 se incrementa la actividad GA
global de la célula, no siendo considerada una actividad especifica de isoenzima. Esta
interpretacién esta apoyada por el resultado obtenido cuando se trata con CB-839 (Fig. 30, B
y D), que causa que el aumento en los niveles de AMP sea menor que sin la adicién de CB-839,
y que se tenga una mayor bajada en GMP. Esto, igualmente, podria explicarse porque la
inhibicién de GLS por CB-839 causaria una disminucién de la actividad GA total de la célula 'y
con ello supone una menor acumulacién de aspartato en el modelo LN-GLS2(+) HI (Fig. 27, A)
o restaura los niveles de aspartato y de glutamina a los del control, en el caso del modelo LN-
GLS2(+) LO +CB-839 (Fig. 27, B). Sin embargo, en este ultimo caso los niveles de AMP siguen
siendo claramente mas altos, y los de GMP mas bajos que los del control (Fig. 30, D), aun
cuando en esta condicion experimental no se observan cambios significativos en los niveles de
GIn ni de asparato (Fig. 27, B). Este hecho sugiere que el cambio en los niveles de estos
nucledtidos de purina pueda no ser debido Unicamente a cambios en su tasa de biosintesis,
sino que pueden estar influidos también por otras causas. Una hipdtesis alterativa y
compatible con la anterior, es que la expresidn de GLS2 esté afectando negativamente al
metabolismo bioenergético. De hecho, los resultados antes presentados en el subapartado
4.4.1., sugieren que GLS2 afectaria al ciclo TCA causando un ciclo incompleto por la depleciéon
de citrato, aconitato e isocitrato, lo que podria impactar sobre la OXPHQOS vy, por tanto,
biosintesis de ATP. Consecuentemente, podria especularse que parte del AMP que se acumula
en los modelos de expresidn GLS2 sea consecuencia de un desequilibrio en las tasas de sintesis
e hidrdlisis de ATP, lo que aumentaria los niveles de AMP en detrimento de los de ATP (no
analizados).

Por otra parte, la bajada en los niveles de UMP, un nucledtido intermediario de la ruta de
biosintesis de pirimidinas, en LN-GLS2(+) HI fue sorprendente considerando que el aspartato
se encuentra en exceso en estas condiciones, siendo necesario como sustrato en la reaccion
inicial de la ruta de sintesis de novo de pirimidinas, catalizada por CAD. Sin embargo, los niveles
de GIn intracelulares son mas bajos en este modelo, y la GIn es igualmente sustrato de CAD y
por tanto necesaria en la sintesis de pirimidinas al proveer el grupo amido. Por otra parte, la
reaccion de CAD requiere de ATP. Si hipotéticamente este modelo presentase menores niveles
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de ATP por los motivos antes expuestos, esto supondria también una limitacién en esta ruta
de biosintesis (Pavlova y Thompson, 2016). En cualquier caso, los resultados concernientes a
GMP y UMP en los modelos de sobreexpresion GLS2 resultan interesantes considerando que
tanto un aumento en la expresién de GLS2, como una inhibicidn de la actividad GLS por CB-
839, favorecen una bajada de los niveles de estos metabolitos respecto al control, lo que
podria implicar que GLS y GLS2 llevan a cabo funciones opuestas al respecto. De hecho, en el
caso del modelo LN-GLS2(+) LO, los niveles de expresién GLS2 por si solos no son suficientes
como para causar una bajada estadisticamente significativa en los niveles de GMP y UMP, pero
la combinacién de la expresion GLS2 de este modelo y la inhibicién de GLS por CB-839 si lo

consiguen.

4.4.3. GLS2 y Metabolitos Metilados

Ambos modelos de expresidn GLS2 mostraron una acumulacién en los metabolitos metilados
3-metiladenina (3MA) y N,N,N-trimetil lisina (3melys) con respecto al control, que fue mayor
en el modelo LN-GLS2(+) HI. Ademas, el tratamiento de estos modelos con CB-839 incrementd
muy notablemente la acumulacién de ambos metabolitos metilados (Figura 31). Por otra
parte, los niveles del metabolito S-adenosil metionina (SAM) aparecen significativamente
incrementados respecto al control en el modelo LN-GLS2(+) HI, mientras que la adicion de CB-
839 no altera estas diferencias (Figura 32).

A 3-Methyladenine N,N,N-Trimethyllysine
2.5+ *¥

(3,
J

o ul Kok o 204
= o
£ 517
O o
T 2 T 1.0
2 2

Yy & & Ny NN
N N > O D D N

D WY D WY ERC R

AT A o AR CMC A

[ o & & & & 9

$ x(’ Q \x(" \§ x(’ \§ X

9O N\ X QD

A X 3 A

NS 3 S S

141



Resultados no publicados y discusion

Figura 31. Veces de cambio (FC) en los metabolitos metilados 3-metil-adenina (A) y N,N,N-trimetil-lisina
(B) para LN-GLS2(+) LO, LN-GLS2(+) LO +CB-839 1 puM, LN-GLS2(+) HI y LN-GLS2(+) HI +CB-839 1 pM.
Los asteriscos muestran la significancia estadistica de acuerdo con una comparacion mediante t de
Student, como sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001; ****: p-value < 0,0001.

Los metabolitos metilados 3MA y 3melys pueden reflejar, respectivamente, un incremento en
los niveles de metilacion globales de acidos nucleicos y proteinas, incluyendo histonas, ya que
la metilacidn de estos sustratos puede producirse en estas macromoléculas y ser liberados tras
su degradacion.

Generalmente, se considera que la 3MA aparece como resultado de errores en reacciones de
metilacion del ADN o incluso espontdaneamente. En cualquier caso, esta modificacidon es
considerada como un dafo inespecifico al ADN que puede inducir la accién de enzimas de
reparaciéon como son las alquil-ADN glicosilasas (alkyl-DNA glycosilases o también llamadas 3-
methyladenine DNA glycosylases). Estas enzimas reconocen estas modificaciones y llevan a
cabo su accidn por medio del mecanismo de reparacién por escisiéon de base (base excision
repair), liberando en este caso 3-metiladenina (Wyatt et al., 1999).

Multiples residuos de lisina presentes en las histonas son dianas de metilacion en su cadena
lateral, reacciones llevadas a cabo por las enzimas lisina metil transferasas (KMTs) que tienen
un importante papel en la regulacién epigenética al modificar las propiedades quimicas de las
histonas, lo que en la mayoria de los casos promueve el estado heterocromatico y por tanto la
represion transcripcional. De hecho, la liberacidn de 3melys por degradacion proteolitica de
histonas es considerada la principal fuente de este metabolito libre (Maas et al., 2020).

Los resultados muestran que tanto la expresion de GLS2 como la inhibicién de GLS por CB-839
promueven el incremento de 3MA y 3melys, sugiriendo de nuevo funciones diferenciales de
las isoenzimas GA al respecto de los niveles de estos metabolitos metilados.
Sorprendentemente, el modelo LN-GLS2(+) HI mostrd un incremento en los niveles de SAM,
gue funciona como un metabolito donador de metilos en multitud de reacciones de metilacién
de diversos sustratos, incluyendo de proteinas y acidos nucleicos. El aumento de los niveles de
SAM no se modificé al inhibir GLS, sino que parecia depender Unicamente de la expresién de
GLS2.
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Figura 32. Cambio en los niveles del metabolito donador de metilos S-adenosil-metionina (SAM) en LN-
GLS2(+) LO, LN-GLS2(+) LO +CB-839 1 uM, LN-GLS2(+) HI y LN-GLS2(+) HI +CB-839 1 uM. Los asteriscos
muestran la significancia estadistica de acuerdo con una comparacién mediante t de Student, como
sigue: *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,01; ***: p-value < 0,001; ****: p-value < 0,0001; ns: no

significativo.

No estd claro como GLS2 podria inducir un incremento en los niveles de SAM, pero la mayor
disponibilidad de este sustrato en las reacciones de metilacién podria explicar, al menos
parcialmente, el incremento en los niveles de estos metabolitos metilados, que a su vez
pueden ser indicativos de mayores tasas de metilacién de histonas y ADN. No obstante, el
tratamiento con CB-839 indujo una acumulacién adn mayor de 3MA y 3melys, y como se ha
comentado ya, los resultados muestran que CB-839 no modificé significativamente los niveles
de SAM, por lo que cabe pensar que este efecto sea ocasionado por un mecanismo
independiente. Resultados mostrados previamente en esta tesis y ya publicados en De los
Santos-Jiménez et al., 2023, mostraron que el tratamiento con CB-839 de las lineas de glioma
LN229, T98G y U87MG inducian igualmente la acumulacién de 3MA, 3melys y, en el caso de
T98G, también una gran acumulacion de 5-metil citosina. No obstante, en este caso, la
hipdtesis mas plausible que se encontré fue que CB-839 causaba un desequilibrio en los
niveles relativos de a-KG y succinato, lo que podria incidir en la actividad de las demetilasas
dependientes de a-KG, inhibiendo su funcién. En ese caso, se comprobd que las tres lineas
celulares tratadas con CB-839 mostraban un cambio significativo en la ratio a-KG/succinato, y
la reduccién de esa relacién correlacionaba con mayores niveles de metabolitos metilados. Sin
embargo, los resultados de metaboldmica obtenidos para los modelos de expresion GLS2 no
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muestran ese desequilibrio en los niveles de a-KG y succinato en ningulin caso, tampoco cuando
se afiadia CB-839. Por tanto, debe existir otro mecanismo por el cual la inhibicién de GLS
origine el incremento de 3MA y 3melys.

Por otra parte, la 3MA es conocido por ser un agente inhibidor de la autofagia, que consigue
este efecto actuando mediante la inhibiciéon de PI3K (Wu et al., 2010). El aumento de los
niveles de 3MA en los modelos de expresién GLS2 es particularmente interesante
considerando que en los Ultimos afios se ha reportado en modelos de HCCy de GBM que GLS2
tiene un papel de regulacién negativa sobre la ruta de PI3K/AKT, que se ha relacionado con la
funcién supresora tumoral de GLS2 y que correlacionaba con una menor capacidad
proliferativa y sensibilidad frente a estrés oxidativo (Liu et al., 2014; Majewska et al., 2019).
Aunque se necesita de una mas profunda investigacién, y una mayor confirmacién de que el
incremento observado en los niveles de 3MA inducidos por GLS2 es relevante de cara a sus
funciones inhibitorias sobre PI3K, estos resultados sugieren un posible mecanismo por el cual
GLS2 induce una menor activacion de la ruta de PI3K/AKT y, en determinados contextos, ejerce
efectos antitumorales.

4.5. Ensayo de Actividad Piruvato Deshidrogenasa (PDH)

Con base en los resultados de metabolémica presentados en el subapartado 4.4.1., y la
hipdtesis descrita en el mismo, se buscé cuantificar la actividad enzimatica piruvato
deshidrogenasa (PDH) en el modelo de sobreexpresién GLS2, LN-GLS2(+) HI. La figura 33
muestra los resultados de actividad PDH en el control LN-EV y el modelo LN-GLS2(+) Hl,
expresados como miliunidades de densidad éptica a 450 nm por minuto y miligramo de
proteina total. Los resultados muestran una disminucién significativa de la actividad PDH en el
modelo LN-GLS2(+) HI del 53,2%.
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Figura 33. Actividad piruvato deshidrogenasa (PDH) en el modelo LN-EV (control) y LN-GLS2(+) HI,
expresado como el cambio en miliunidades de densidad dptica a 450 nm por minuto y miligramo de
proteina total. Los asteriscos indican la significancia estadistica obtenida mediante t de Student: **: p-
value < 0,01. Se realizaron cuatro experimentos independientes, con dos réplicas técnicas por
condicién.

Los resultados de actividad PDH muestran que la expresidon de GLS2 induce una bajada
significativa en la actividad enzimatica de PDH de mas del 50% con respecto a su control. Este
resultado explica la bajada en los niveles de citrato, aconitato e isocitrato, encontrada en los
modelos de expresion GLS2 y confirma la hipdtesis propuesta a ese respecto en el apartado
4.4.1. de esta tesis: GLS2 minimiza la actividad PDH, con las consecuencias metabdlicas que
eso conlleva. Esta nueva actividad de GLS2, descrita por primera vez, puede encontrarse
relacionada con el papel de GLS2 como un supresor tumoral contexto-dependiente.

Se necesita mayor investigacion al respecto de los mecanismos implicados en este efecto de
GLS2 sobre la actividad PDH, que puede ser mds o menos directo. PDH constituye un complejo
enzimatico altamente regulado por multitud de elementos moleculares. A ese respecto, la
menor actividad PDH inducida por GLS2 podria ser consecuencia de una menor expresion de
alguna o algunas de las subunidades conformantes del complejo enzimatico, o de cambios en
la expresion o actividad de las enzimas piruvato deshidrogenasa quinasas (PDKs). Se conocen
cuatro isoenzimas humanas (PDK1-4) que fosforilan a PDH en diferentes residuos, como son
la Ser232, la Ser293 y la Ser300, de la subunidad PDHE1q, lo que resulta en la inhibicién de la
actividad del complejo enzimatico. Adicionalmente, la Y301 de PDHE1a constituye otra diana
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de fosforilacidn, la cual inhibe la actividad al bloquear la unién del piruvato. Por otra parte,
otro posible mecanismo serian los cambios en los niveles de expresién o de actividad de las
enzimas piruvato deshidrogenasa fosfatasas (PDPs), de las que en humanos se conocen dos
isoenzimas (PDP1,2) que desfosforilan a PDH en los residuos antes mencionados favoreciendo
con ello su actividad (Patel et al., 2006; Saunier et al., 2016); o bien, la actividad PDH podria
encontrarse modulada por alguno de los productos del metabolismo de la GIn corriente abajo
de la reaccion catalizada por GLS2.

Clasicamente, la inhibicion de la actividad PDH ha sido considerado un rasgo prooncogénico,
dada la consideracion de que la célula cancerosa favorece la glucdlisis aerobia y generacion de
lactato (efecto Warburg) en detrimento del metabolismo mitocondrial. PDH es un nodo
metabdlico clave en la conexién de la glucdlisis y el ciclo TCA y la OXPHOS, y su inhibicion
favorece el fenotipo del efecto Warburg. No obstante, es ampliamente conocido actualmente
la necesidad del metabolismo mitocondrial de la mayoria de los tumores y células tumorales,
como previamente se describe en la introduccién de esta tesis, por lo que anticipar el efecto
protumorigénico o antitumoral de la modulacion de la actividad PDH no es una tarea sencilla.
Por todo ello, no es descartable que, en determinados contextos moleculares, como el de los
modelos de estudio aqui utilizados, la accidon de GLS2 sobre la actividad de PDH pueda tener
efectos antitumorales, pudiendo estar también relacionado con la menor capacidad
proliferativa de estos modelos al expresar GLS2.

Igualmente, es necesaria una mayor investigacién sobre la relacién entre GLS2 y PDH en otros
contextos tumorales y, sobre todo, en condiciones fisioldgicas normales. La expresion de GLS2
esta restringida a determinados tejidos u érganos, y fue descrita por primera vez en higado.
Dado que el higado constituye un drgano gluconeogénico, es tentador especular que una
funcién de modulacién de GLS2 sobre la actividad PDH pueda estar relacionada con sus
funciones homeostaticas en un contexto fisioldgico normal, y que esta actividad de GLS2
pueda formar parte de un programa metabdlico enfocado en favorecer la sintesis de glucosa
en situaciones que lo requieran. Esta hipdtesis, aunque especulativa, consideraria que GLS2
favoreceria en este contexto el flujo glutaminolitico mientras minimiza la actividad PDH,
consiguiendo direccionar el metabolismo de la GIn hacia la generacién de oxalacetato, el cual
constituye un sustrato gluconeogénico al ser sustrato de enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) que puede generar por esta reaccion el intermediario glucolitico
fosfoenolpiruvato (Chung et al.,, 2015). De esta forma, GLS2 actuaria previniendo que el
oxalacetato y el piruvato sean dirigidos hacia el ciclo TCA al minimizar la actividad PDH, y por
tanto, la direccionalidad neta de este “modo” metabdlico seria la de dirigir los catabolitos de
la GIn hacia la biosintesis de glucosa.
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Conclusiones

Conclusiones:

En relacidn con el objetivo 1:

- Tanto GLS como GLS2 estdn relacionadas con la expresion de varios miRNAs en células
de glioblastoma, de forma que su funcién estd indirectamente relacionada con la
regulacién ejercida por estos.

- La funcién de GLS y GLS2 maximiza la defensa antioxidante celular, principalmente
favoreciendo la sintesis de GSH. GLS2 minimiza el dafio oxidativo a lipidos y proteinas,
y favorece la actividad GR.

- Los mecanismos por los cudles GLS y GLS2 afectan tanto a miRNAs como a algunos de
los elementos antioxidantes se desconocen, pero algunos de estos elementos varian
de forma opuesta entre GLS y GLS2, denotando diferencias en la funcién de las
isoenzimas sobre estos parametros.

En relacidn con el objetivo 2:

- Lavia glutaminolitica es una ruta metabdlica de importancia principal en las células de
glioblastoma analizadas, y la inhibicidn de las glutaminasas repercute sobre multiples
vias metabdlicas y procesos celulares.

- La inhibicién farmacolégica de GLS por CB-839 minimiza la anaplerosis de forma
variable en células de glioblastoma, afectando tanto a la via oxidativa del ciclo TCA
como a la de carboxilacidn reductiva.

- CB-839 induce un desequilibrio en los niveles de succinato respecto al resto de
metabolitos del ciclo TCA, con potenciales repercusiones en regulacién epigenética. De
hecho, CB-839 favorece la acumulacion de metabolitos metilados, indicando
potencialmente un mayor grado de metilacion en ADN y proteinas. Igualmente, CB-839
induce la acumulacidn de metabolitos acetilados, pudiendo alterar los niveles de
acetilacion al desequilibrar los niveles de acetil-CoA, denotado por el aumento en los
niveles de acetil-carnitina. Este potencial impacto sobre la regulacién epigenética
también se encuadra en la relacién de la funcidén glutaminasa y regulacién epigenética
enmarcada en el objetivo 1.
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Restaurar la expresion de GLS2 en células de glioblastoma causa una menor capacidad
proliferativa, pero al mismo tiempo protege a las células del efecto antiproliferativo de
CB-839.

GLS2 incrementa el flujo de carbono desde GIn hacia el ciclo TCA. Sin embargo, GLS2
induce una deplecidn de los metabolitos de 6 carbonos del ciclo, al causar una bajada
en la actividad de PDH y con ello, una menor generacion de acetil-CoA mitocondrial, lo
cual puede afectar a diversas rutas metabdlicas, asi como a la regulacidn epigenética.

La funcion de GLS2 se ha relacionado con el metabolismo de nucledtidos, alterando los
niveles de AMP, GMP y UMP. Igualmente, GLS2 indujo la acumulaciéon de metabolitos
metilados y mayores niveles de SAM. Por ello, la funcidon GLS2 podria estar relacionada
con la regulacion epigenética al alterar las tasas de metilacidon de proteinas y acidos
nucleicos.
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Conclusions

Based on aim 1:

- Both GLS and GLS2 are related to the expression of several miRNAs in glioblastoma
cells, implying GLS and GLS2 functions are indirectly associated with the regulation
carried out by these miRNAs.

- Both GLS and GLS2 function maximize the cell antioxidant defense, mainly by
promoting GSH biosynthesis. GLS2 minimizes oxidative damage to lipids and proteins
and elevates GR activity.

- The molecular mechanisms by which GLS and GLS2 affect miRNAs expression and
regulation of some of the antioxidant-related elements are unknown. However, some
of these parameters behave oppositely with GLS and GLS2, so apparently, they depend
on isoenzyme-specific functions.

Based on aim 2:

- The glutaminolytic pathway is essentially important in the glioblastoma cells analyzed,
since glutaminase inhibition affects multiple metabolic pathways and cellular
processes.

- GLS inhibition by CB-839 minimizes anaplerosis in a variable fashion among the cell
lines assayed, affecting both the oxidative metabolism in the TCA cycle and the
reductive carboxylation pathway.

- CB-839 induces an imbalance in the levels of succinate related to other TCA cycle
intermediates, potentially influencing epigenetic regulation. In fact, CB-839 caused
accumulation of methylated metabolites, likely indicating higher methylation levels of
DNA and proteins. Similarly, acetylated metabolites were observed when GLS was
inhibited, so it may be affecting overall acetylation levels though disbalancing acetil-
CoA levels, denoted by higher acetyl-carnitine levels observed. All these changes may
be impacting epigenetics, and are related as well to glutaminase function relationship
with epigenetics included in aim 1.

- Nucleotide biosynthesis is strongly affected by GLS inhibition, likely through depletion
of aspartate. Nucleotide biosynthesis may be limiting for tumor cell proliferation, which
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suggest potential efficacy of treatments combining CB-839 and targeting of enzymes
involved in these pathways.

- Restoring GLS2 expression in glioblastoma cells caused lower proliferative capacity but
protected against the antiproliferative effect of CB-839 treatment.

- GLS2 increased the flux of carbon from GIn to the TCA cycle, but caused a depletion of
the levels of the 6-carbon intermediates, which was a consequence of GLS2 causing
lower activity of PDH and, therefore, lower mitochondrial acetyl-CoA production. This
effect of GLS2 may be impacting diverse pathways and epigenetic regulation.

- GLS2 function was related to nucleotide metabolism, altering the levels of AMP, GMP
and UMP. Besides, GLS2 caused accumulation of methylated metabolites and SAM,
which may be impacting epigenetics by altering methylation rates of proteins and
nucleic acids.
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Anexos

1. Metabolic Reprogramming of Cancer by Chemicals that Target Glutaminase
Isoenzymes

Matés JM, Campos-Sandoval JA, de Los Santos-Jiménez J, Segura JA, Alonso FJ, Marquez J.
Metabolic Reprogramming of Cancer by Chemicals that Target Glutaminase Isoenzymes. Curr
Med Chem. 2020;27(32):5317-5339. doi: 10.2174/0929867326666190416165004. PMID:
31038055.

Abstract: Background: Metabolic reprogramming of tumours is a hallmark of cancer. Among
the changes in the metabolic network of cancer cells, glutaminolysis is a key reaction altered
in neoplasms. Glutaminase proteins control the first step in glutamine metabolism and their
expression correlates with malignancy and growth rate of a great variety of cancers. The two
types of glutaminase isoenzymes, GLS and GLS2, differ in their expression patterns and
functional roles: GLS has oncogenic properties and GLS2 has been described as a tumour
suppressor factor.

Results: We have focused on glutaminase connections with key oncogenes and tumour
suppressor genes. Targeting glutaminase isoenzymes includes different strategies aimed at
deactivating the rewiring of cancer metabolism. In addition, we found a long list of metabolic
enzymes, transcription factors and signalling pathways dealing with glutaminase. On the other
hand, a number of chemicals have been described as isoenzyme-specific inhibitors of GLS
and/or GLS2 isoforms. These molecules are being characterized as synergic and therapeutic
agents in many types of tumours.

Conclusion: This review states the metabolic pathways that are rewired in cancer, the roles of
glutaminase isoforms in cancer, as well as the metabolic circuits regulated by glutaminases.
We also show the plethora of anticancer drugs that specifically inhibit glutaminase isoenzymes
for treating several sets of cancer.
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2. Glutaminases Regulate Glutathione and Oxidative Stress in Cancer

Matés JM, Campos-Sandoval JA, de Los Santos-Jiménez J, Marquez J. Glutaminases
regulate glutathione and oxidative stress in cancer. Arch Toxicol. 2020 Aug;94(8):2603-
2623. doi: 10.1007/s00204-020-02838-8. Epub 2020 Jul 18. PMID: 32681190.

Targeted therapies against cancer have improved both survival and quality of life of
patients. However, metabolic rewiring evokes cellular mechanisms that reduce
therapeutic mightiness. Resistant cells generate more glutathione, elicit nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NRF2) activation, and overexpress many anti-oxidative
genes such as superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, and thioredoxin
reductase, providing stronger antioxidant capacity to survive in a more oxidative
environment due to the sharp rise in oxidative metabolism and reactive oxygen species
generation. These changes dramatically alter tumour microenvironment and cellular
metabolism itself. A rational design of therapeutic combination strategies is needed to
flatten cellular homeostasis and accomplish a drop in cancer development. Context-
dependent glutaminase isoenzymes show oncogenic and tumour suppressor properties,
being mainly associated to MYC and p53, respectively. Glutaminases catalyze
glutaminolysis in mitochondria, regulating oxidative phosphorylation, redox status and
cell metabolism for tumour growth. In addition, the substrate and product of
glutaminase reaction, glutamine and glutamate, respectively, can work as signalling
molecules moderating redox and bioenergetic pathways in cancer. Novel synergistic
approaches combining glutaminase inhibition and redox-dependent modulation are
described in this review. Pharmacological or genetic glutaminase regulation along with
oxidative chemotherapy can help to improve the design of combination strategies that
escalate the rate of therapeutic success in cancer patients.
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3. Antioxidant Responses Related to Temozolomide Resistance in
Glioblastoma

Campos-Sandoval JA, Goémez-Garcia MC, Santos-liménez JL, Matés JM, Alonso FJ,
Marquez J. Antioxidant responses related to temozolomide resistance in glioblastoma.
Neurochem Int. 2021 Oct;149:105136. doi: 10.1016/j.neuint.2021.105136. Epub 2021
Jul 16. PMID: 34274381.

Glioblastoma remains one of the most challenging and devastating cancers, with only a
very small proportion of patients achieving 5-year survival. The current standard of care
consists of surgery, followed by radiation therapy with concurrent and maintenance
chemotherapy with the alkylating agent temozolomide. To date, this drug is the only one
that provides a significant survival benefit, albeit modest, as patients end up acquiring
resistance to this drug. As a result, tumor progression and recurrence inevitably occur,
leading to death. Several factors have been proposed to explain this resistance, including
an upregulated antioxidant system to keep the elevated intracellular ROS levels, a
hallmark of cancer cells, under control. In this review, we discuss the mechanisms of
chemoresistance -including the important role of glioblastoma stem cells-with emphasis
on antioxidant defenses and how agents that impair redox balance (i.e.: sulfasalazine,
erastin, CB-839, withaferin, resveratrol, curcumin, chloroquine, and hydroxychloroquine)
might be advantageous in combined therapies against this type of cancer.
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