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La respuesta celular a la hipoxia está fundamentalmente controlada por los factores de 

respuesta a hipoxia HIF1α y HIF2α. En particular la isoforma HIF2α - pero no HIF1α - 

se ha implicado en promover proliferación celular en respuesta a hipoxia en ciertos 

escenarios biológicos. Uno de los genes implicados en esta respuesta proliferativa es 

el transportador de aminoácidos LAT1 (SLC7A5). Este transportador es un 

heterodímero compuesto por LAT1 - cuya expresión es inducida transcripcionalmente 

por la isoforma HIF2α - unido a la subunidad CD98. En primer lugar - con el fin de 

estudiar en que región de HIF2α podría localizarse esta especificidad para inducir 
SLC7A5 - generamos proteínas quiméricas de los factores de transcripción HIF en las 

que los dominios de unión a ADN/heterodimerización de HIF1α se fusionaron al 

dominio de transactivación de HIF2α y viceversa. Observamos que el dominio de 

transactivación de HIF2α es más relevante para la inducción de genes dependientes 
de HIF2α como el transportador de aminoácidos SLC7A5. Por otro lado, la inducción 

de los genes dependientes de HIF1α en células WT8, como CAIX y BNIP3 es más 

dependiente de ambas regiones tanto la de unión a ADN/heterodimerización como la 

de transactivación.  

Al margen de esta caracterización de naturaleza más molecular, nos planteamos la 

posible participación del eje HIF2α-LAT1 en eritropoyesis teniendo en cuenta que una 

respuesta proliferativa bien conocida a la hipoxia es la expansión de los precursores 

eritroides con el fin de elevar la oxigenación sanguínea en condiciones de hipoxia. En 

este trabajo hemos demostrado que el heterodímero LAT1/CD98 se expresa en 

condiciones basales en precursores eritroides en el bazo, así como en reticulocitos 

circulantes, pero no en eritrocitos maduros.  Además, la expresión de LAT1/CD98 en 

precursores eritroides se induce en diferentes modelos de anemia tales como el 

tratamiento con fenilhidrazina o flebotomía, aunque esta inducción no depende de la 

isoforma HIF2α. Para conocer el papel de LAT1 (SLC7A5) en eritropoyesis generamos 
ratones deficientes en Slc7a5 específicamente en el linaje eritroide para ser analizados 

tanto en condiciones basales como en condiciones de estrés eritropoyético asociado a 
la anemia. Los resultados indican que los animales deficientes en Slc7a5 en el linaje 

eritroide no presentan deficiencias en número de células rojas circulantes, pero si una 

disminución del tamaño y el volumen corpuscular medio generándose una disminución 
del hematocrito. En esta misma línea la deficiencia de LAT1 (SLC7A5) disminuye los 

niveles de hemoglobina circulante, así como de la hemoglobina corpuscular media. 

Estas alteraciones de las células rojas circulantes presentan consecuencias 

funcionales ya que estos ratones muestran niveles elevados de eritropoyetina (EPO)
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circulante (hiper-eritropoietinemia) lo que parece ser un signo de compensación a la 

hipoxemia derivada del menor tamaño y contenido en hemoglobina de las células rojas 
circulantes tras la inactivación de Slc7a5 en el linaje eritroide.    

Por lo tanto, nuestros estudios han desvelado un nuevo papel fisiopatológico de LAT1, 

aspecto que permanece aún bastante desconocido ya que una gran mayoría de los 

estudios sobre LAT1 se han circunscrito a su papel en proliferación autónoma de 

células tumorales y la biología del cáncer. Por último, consideramos que este estudio 

podría generar nuevas perspectivas clínicas para el tratamiento de la anemia y en 

particular aquellas que limitan el tamaño de los eritrocitos como es el caso de la 

anemia microcítica.  
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Cellular response to hypoxia is largely controlled by the hypoxia-inducible transcription 

factors HIF1α and HIF2α. In particular, HIF2α - but not HIF1α - isoform drives cellular 

proliferation in some particular biological settings when oxygen becomes limited. The 

amino acid carrier LAT1 (SLC7A5) has been involved in this proliferative response. 

This amino acid carrier is composed by LAT1 - that is transcriptionally induced by the 

HIF2α isoform - and the CD98 subunit. In order to investigate which HIF2α region is 

required to explain its specific effect on SLC7A5 we generated chimeric proteins of the 

HIF transcription factors where HIF1α (or HIF2α) DNA binding/heterodimerization 

domain were fused to HIF2α (or HIF1α) transactivation domain. We show that HIF2α 

transactivation domain is more relevant to promote HIF2α-dependent gene 
transcription including the induction of SLC7A5 (LAT1). In contrast HIF1α-dependent 

specific induction of genes such as CAIX or BNIP3 is more dependent of both 

binding/heterodimerization and transactivation domains of HIF1α. 

In addition to this molecular characterization, we also assessed the possible role of 

HIF2α-LAT1 molecular axis in erythropoiesis taking into account that this biological 

process requires the proliferation of erythroid precursors to increase tissue oxygenation 

in hypoxic conditions. In this study we first demonstrate that LAT1/CD98 heterodimer is 

expressed in splenic erythroid precursors as well as in circulating reticulocytes, but not 

in mature erythrocytes. Moreover, surface LAT1/CD98 expression in erythroid 

precursors is further induced in anemic conditions induced by phenylhidrazine 
treatment or phlebotomy.  Erythrocyte Slc7a5-deficient mice do not show differences in 

the number of circulating red blood cells in baseline or in anemic conditions when 

compared with control mice. However, circulating red blood cells in these mice are 

smaller with a reduced mean corpuscular volume leading to reduced hematocrit. 
Moreover, erythroid LAT1 (SLC7A5) deficiency reduces circulating hemoglobin as well 

as mean corpuscular hemoglobin. As a consequence, erythrocyte Slc7a5-deficient 

mice have elevated levels of circulating erythropoietin (EPO), which can be considered 

as a chronic compensation to the hypoxemia derived from the dysfunctional (smaller) 

circulating erythrocytes.  

Overall, our studies reveal a new physiopathological role of LAT1, an aspect that is 

relevant taking into consideration that the vast majority of studies about LAT1 were 

restricted to its role in cancer biology. Finally, we consider that this study might 

generate new clinical perspectives for anemia treatment and, in particular, those that 

limit the size of erythrocytes such as microcytic anemia. 
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ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNT: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Traslocator, traslocador nuclear del 
receptor para aril hidrocarburos 

BFU-E: Burst-forming units-erythroid, unidades formadoras de ráfagas eritroides 

bHLH: basic helix-loop-helix, hélice-bucle-hélice básico 

BNIP3: BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3 

CAIX: Carbonic Anhydrase IX, anhidrasa carbónica IX  

CBP: cre Binding Protein, proteína de unión a cre 

CCND1/2: Ciclina D1/2 

ccRCC: clear cell Renal Cell Carcinoma, carcinoma renal de célula clara 

CD71: Cluster of differentiation 71, cúmulo de diferenciación 71 

CFU-E: Colony-forming units-erythroid, unidades formadoras de colonias eritroides 

CMP: Common mieloid progenitor, precursor mieloide común 

CTAD: C-terminal transactivation domain, dominio de transactivación C-terminal 

DMT1: Divalent metal transporter 1, transportador de metales divalentes 1 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoadsorción ligado a 
enzimas 

EPO: Eritropoyetina 

EPOR: Erythropoietin receptor, receptor de eritropoyetina 

FIH: Factor inhibiting HIF, factor de inhibición de HIF 

FSC: Forward scatter, dispersión delantera 

GFP: Green Fluorescent Protein, proteína fluorescente verde 

GLUT1: Glucose transporter 1, transportador de glucosa 1 

GYPA: Glycophorin A, glicoforina A 

HIF: Hypoxia-Inducible Factor, factor inducible por hipoxia 

HRE: Hypoxia-Response Element, elemento de respuesta a hipoxia 

HSC: Hematopoietic stem cell, célula madre hematopoyética 

LAT1: large neutral amino acid transporter 1, transportador de aminoácidos grandes 
neutros 1 (en el texto se refiere a la proteína) 

MCH: Mean corpuscular hemoglobin, hemoglobina corpuscular media 

MCV: Mean corpuscular volumen, volumen corpuscular medio 
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MEP: Megakaryocyte–erythroid progenitor, precursor eritroide-megacariocítico 

mTORC: Mammalian Target Of Rapamycin Complex, Complejo diana de la rapamicina 
en mamíferos 

NDRG1: N-myc downstream regulated gene 1, gen regulado por N-myc 

NTAD: N-terminal transactivation domain, dominio de transactivación N-terminal 

OCT-4: Octamer-binding transcription factor 4, factor de transcripción de unión de 
octámeros 4 

ODDD: Oxygen-dependent Degradation Domain, dominio de degradación dependiente 
de oxígeno 

PAS: Per- proteína del periodo circadiano, Arnt – proteína translocadora del receptor 
nuclear Ah, Sim – proteína single-minded 

PCR: Polymerase chain reaction, reacción en cadena de la polimerasa 

PDK1: Pyruvate dehydrogenase kinase 1, Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 

PGK1: Phosphoglycerate kinase, fosfoglicerato quinasa 1  

PGM1: Phosphoglucomutase 1, fosfoglucomutasa 1 

PHD: Prolyl Hydroxylase Domain containing protein, proteína que contiene un dominio 
prolil hidroxilasa 

PHZ: Phenylhydrazine, fenilhidrazina 

SLC7A5: Solute Carrier Family 7 Member 5, Transportador de solutos familia 7 
miembro 5 (en el texto se refiere al gen) 

STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, transductor de señal y 
activador de la transcripción 3 

TGFA: Transforming growth factor Alpha, factor de crecimiento transformante alfa 

USF2: Upstream Stimulatory Factor 2, factor estimulante aguas arriba 2 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor, factor de crecimiento endotelial vascular 

VHL: Von Hippel-Lindau 

YAP1: Yes-associated protein 1, proteína de asociación 1 
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1. Adaptación celular a la hipoxia. 
 
1.1. Factores de Transcripción Inducibles por Hipoxia (HIF). 

Las células pueden estar sometidas a diferentes tensiones de oxígeno a consecuencia 

de (i) la exposición a la altitud, donde se produce una hipoxia generalizada debido a la 

disminución de oxígeno atmosférico, (ii) en situaciones donde la falta de aporte de 

oxígeno es de carácter local (zonas internas de tumores sólidos, áreas isquémicas o 

depósitos de tejido adiposo) o (iii) en condiciones fisiopatológicas que cursan con una 

disminución de la presión parcial de oxígeno (PO2) arterial como anemias o 

enfermedades pulmonares. Por ello, las células están equipadas con sistemas de 

detección de oxígeno para crear una respuesta adaptativa cuando el oxígeno se 
encuentra limitado. Los factores inducibles por hipoxia HIF (del inglés: hipoxia-

inducible factor) son reguladores centrales de esta respuesta celular a las 

fluctuaciones de oxígeno. Los factores HIFs son heterodímeros compuestos por 

subunidades α/β. Se han identificado tres subunidades alfa (HIF1α, HIF2α y HIF3α) 

inducibles y una subunidad beta (HIF1β, también llamada receptor nuclear 

translocador de aril hidrocarburos, ARNT) (Kaelin & Ratcliffe, 2008). Tanto las 

subunidades α como las β presentan un dominio básico hélice-giro-hélice (bHLH) 

necesario para la unión al ADN y un dominio PER-ARNT-SIM (PAS) implicado en la 

heterodimerización entre las isoformas α y β (Jiang et al., 1996; Wang et al., 1995). La 

subunidad α es sobre la que recae la regulación en hipoxia ya que es inestable en 

condiciones de normoxia y se estabiliza en condiciones de hipoxia mientras que la 

subunidad  presenta una expresión constitutiva que no se regula por la tensión de 

oxígeno (Wang et al., 1995). El mecanismo de estabilización de las subunidades HIFα 

se encuentra regulado por tres enzimas con actividad prolil hidroxilasa denominadas 
PHD1, PHD2 y PHD3 (del inglés: prolyl hydroxylase domain-containing proteins). 

PHD1, PHD2 y PHD3 pertenecen a la superfamilia de oxigenasas dependientes de ion 

ferroso (Fe2+) y 2-oxoglutarato (también llamado α-cetoglutarato), cuya actividad - 

como cualquier hidroxilasa - es absolutamente dependiente de oxígeno ya que lo usan 

como cosustrato (Figura 1) (Kaelin & Ratcliffe, 2008). En condiciones de normoxia, las 

prolil hidroxilasas (PHD-1, -2 y -3) utilizan el oxígeno para hidroxilar residuos de prolina 

críticos en HIF1α (P402 y P564) y HIF2α (P405 y P531) incluidos en la región que 

abarca de 401 a 603 en HIF1α y de 405 a 570 en HIF2α que se denomina ODDD (del 
inglés: oxygen-dependent degradation domain) (Huang et al., 1998; Klinger et al., 

2011). Estas prolinas hidroxiladas son reconocidas por el factor von Hippel-Lindau 

(VHL) perteneciente al complejo multiproteíco ubiquitina ligasa E3, que poliubiquitina 
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las subunidades α que son posteriormente degradadas por el proteasoma (Ivan et al., 

2001; Jaakkola et al., 2001). Por lo tanto, en condiciones de normoxia las subunidades 

HIFα son degradadas mediante el sistema PHD-VHL. Por el contrario - en condiciones 

de hipoxia cuando el suministro de oxígeno está limitado - las PHDs no tienen 

suficiente oxígeno para hidroxilar los residuos de prolina de las subunidades HIFα, lo 

que desencadena su estabilización ya que no pueden ser reconocidas por VHL. Por lo 

tanto, de esta manera, alterando el sistema PHD-VHL en normoxia puede llegarse a 

inducir el sistema HIF. En este sentido inhibidores farmacológicos de estas PHDs así 

como la inactivación genética de las PHDs o VHL desencadenan la estabilización de 

los factores de transcripción HIFα en condiciones de normoxia (Figura 1) (Aragonés et 

al., 2008, 2009; Fraisl et al., 2009; Jaakkola et al., 2001; Rankin et al., 2005). 

Tras su estabilización las subunidades HIFα heterodimerizan con la subunidad HIFβ 

donde se unen a regiones promotoras - o reguladoras de la transcripción - de más de 

300 genes, que presentan secuencias consenso RCGTG para la unión de los 

heterodímeros HIFα/β denominados elementos de respuesta a hipoxia (HRE) (Figura 

1). La regulación de los factores HIF no solo está controlada por la estabilización de 

las subunidades HIFα sino también por mecanismos que regulan su actividad 

transcripcional. Este fenómeno está controlado por otra hidroxilasa denominada factor 

de inhibición de HIF (FIH). FIH es capaz de hidroxilar un residuo de asparagina situado 
en el dominio de transactivación CTAD (del inglés: C-terminal transactivation domain) 

(en posición 803 para HIF1α y 847 para HIF2α) en presencia de oxígeno (Hewitson et 

al., 2007; Lando et al., 2002; Mahon et al., 2001), lo que impide la interacción de los 

coactivadores transcripcionales p300 y CBP. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, 

FIH no tiene oxígeno suficiente para hidroxilar estos residuos de asparagina lo que 

facilita la interacción de p300 y CBP a CTAD. Por lo tanto, la regulación de HIF en 

condiciones de hipoxia tiene lugar tanto por la estabilización de las subunidades α 

como por la potenciación de su actividad transcripcional (Figura 1).  

Un aspecto relevante que debe comentarse sobre las actividades PHDs y FIH es su 

sensibilidad al oxígeno que permite que el sistema PHD/FIH/HIF se active en hipoxia 

moderada (cuando aún hay oxígeno remanente) y sin necesidad de alcanzar 

situaciones de anoxia.  
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Figura 1. Mecanismo de regulación de las subunidades HIFα. Cuando el oxígeno está disponible 
(panel izquierdo), las enzimas PHDs pueden acceder a este sustrato para hidroxilar las subunidades HIFα 

en dos residuos de prolina críticos, que posteriormente serán reconocidos por VHL. Entonces, las 

subunidades HIFα serán ubiquitinadas por VHL y degradadas por la vía del proteasoma. Sin embargo, 
cuando el oxígeno se vuelve limitante (panel derecho), las PHDs no tienen suficiente sustrato para 

realizar su función, por lo que las subunidades HIFα no son hidroxiladas y VHL no puede reconocerlas. 

Entonces, las subunidades HIFα se acumulan y activan para promover la transcripción génica. Este 
mismo panel derecho se refiere a las células que son deficientes para VHL (indicado por una cruz roja 

que tacha VHL), donde las subunidades HIFα se acumulan incluso en condiciones de normoxia 

(escenarios pseudohipóxicos) ya que, en ausencia de VHL, dichas subunidades no pueden ser 
ubiquitinadas ni degradadas, a pesar de que la disponibilidad de oxígeno sea la adecuada, y, como 

consecuencia, las vías dependientes de HIF están activas de manera constitutiva. 

 

En este sentido, la afinidad de las PHDs por el oxígeno es baja cuando se compara 

con otras actividades enzimáticas ya que las PHDs presentan una Km de 100 a 250 µM 

(Ehrismann et al., 2007; Koivunen et al., 2004). Esto permite que en condiciones de 

hipoxia moderada el oxígeno “salga” fácilmente de los centros activos de las PHDs y 

permita la activación del sistema HIF (Gnaiger et al., 1998; Ward, 2008). Por otro lado, 

FIH tiene mayor afinidad por el oxígeno que las PHDs, con una Km en torno a 90 µM, 

de manera que tiene que haber menor disponibilidad de oxígeno para inhibir a FIH que 

a las PHDs. Además, la hidroxilación de la asparagina inhibe el dominio CTAD, pero 
mantiene operativo el dominio de transactivación NTAD (del inglés: N-terminal 

transactivation domain) (Dayan et al., 2006; Koivunen et al., 2004). Por lo tanto, esta 

regulación permite que el sistema HIF se active ya en condiciones de hipoxia 
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moderadas o fisiológicas pero que su actividad pueda aún elevarse más, conforme se 

alcanzan condiciones de hipoxia más severas. 

  

1.2. Diferencias funcionales entre las isoformas HIF1α y HIF2α. 

Los factores HIF controlan numerosos procesos biológicos de respuesta a hipoxia 

tales como la angiogénesis, la eritropoyesis o la reprogramación metabólica (Kaelin & 

Ratcliffe, 2008; Semenza, 2012) (Figura 1) pero no todas estas respuestas son 

igualmente controladas por las isoformas HIF1α y HIF2α. En este sentido debe 

mencionarse que algunos de los genes controlados por HIF pueden ser regulados 
igualmente por ambas isoformas HIF1α y HIF2α, como es el caso de VEGF-A (del 

inglés: Vascular Endothelial Growth Factor A) implicado en la respuesta angiogénica 

en respuesta a hipoxia, necesario para restaurar el flujo sanguíneo en los focos 

hipóxicos. Sin embargo, otros genes y acciones biológicas están preferente o 

exclusivamente controladas por la isoforma HIF1α o la isoforma HIF2α. En este 

contexto una de las funciones más estudiadas de las proteínas HIFs es la 
reprogramación metabólica que se caracteriza por disminuir la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) y por lo tanto el consumo de oxígeno mitocondrial con el fin de ahorrar 

oxígeno en condiciones de hipoxia y simultáneamente potenciar la glucólisis 

anaerobia, por lo tanto, independiente de oxígeno (Aragonés et al., 2009; Menendez-

Montes et al., 2016). La inducción de una buena parte de la enzimas glucolíticas se ha 

asociado exclusivamente con la isoforma HIF1α, que estimula el flujo glucolítico 

mediante la inducción transcripcional de enzimas como hexoquinasa 2 (HK2), aldolasa 

A (ALDA), Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  (GAPDH), fosfoglicerato quinasa 

1 (PGK1), enolasa 1 (ENO1) (Hu et al., 2003; Hu et al., 2007; Iyer et al., 1998; 

Semenza et al., 1994). De hecho, los genes que codifican enzimas glucolíticas tales 
como PGK1, PDK1, ALDA, etc., están controlados exclusivamente por HIF1α en 

diferentes modelos celulares, lo que indica el papel protagonista de HIF1α en la 

potenciación del flujo glucolítico en condiciones de hipoxia (Hu et al., 2003; Hu et al., 

2007; Iyer et al., 1998; Menendez-Montes et al., 2016; Semenza et al., 1994). Otra 

función biológica donde se aprecian las diferencias entre las isoformas HIF1α y HIF2α 
es en el control de la proliferación celular que - por su relación con la hipótesis 

planteada en esta tesis - se tratará específicamente en el siguiente apartado. Por 
último, otra respuesta central a la hipoxia es la potenciación de la eritropoyesis la 

cual está controlada fundamentalmente por la isoforma HIF2α y que de nuevo por su 
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relevancia en esta tesis le dedicamos más abajo una sección completa en esta 
introducción.  

1.3. HIF2α como activador de la proliferación autónoma de célula. 

Como se ha mencionado anteriormente una de las funciones fundamentalmente 

reguladas por HIF2α - y no por HIF1α - es la potenciación de la proliferación autónoma 

celular. A continuación, detallamos los escenarios biológicos donde HIF2α se ha 

implicado en promover estas respuestas pro-proliferativas.  

a) Carcinoma renal de célula clara: Uno de los escenarios biológicos donde más 

ampliamente se ha estudiado el papel de las isoformas HIF1α y HIF2α en proliferación 
autónoma de célula es el carcinoma renal de célula clara (ccRCC, del inglés: clear cell 

renal cell carcinoma) que se caracteriza por la pérdida de VHL y la consecuente 

estabilización de HIF en condiciones de normoxia (Gordan et al., 2008; Gordan, et al., 

2007). En este sentido, se han descrito funciones antagónicas para las isoformas 

HIF1α y HIF2α en proliferación celular en ccRCC. HIF1α es capaz de reprimir la 

proliferación de las células tumorales en diferentes escenarios biológicos (Carmeliet et 

al., 1998; Gordan et al., 2007; Hubbi et al., 2013; Shen et al., 2011), incluidos ccRCC 

donde actúa como un supresor tumoral, mientras que HIF2α favorece la proliferación y 
la progresión de células de carcinoma renal deficientes en VHL (Gordan et al., 2008; 

Gordan, et al., 2007). En este contexto es importante mencionar la relación de las 

proteínas HIFs con el factor pro-proliferativo c-Myc, el cual es un proto-oncogén que 

actúa como factor de transcripción modulando la expresión de genes relacionados con 

el ciclo celular (Nilsson & Cleveland, 2003). En esta línea, c-Myc se ha identificado 

como factor de transcripción que promueve el ciclo celular mediante la activación de 

genes como ciclina D2 (CCND2) y E2F2 así como reprimiendo a los inhibidores de 

quinasas dependientes de ciclina (CDKN1A y CDKN1B o p21 y p27 respectivamente) 

(Adhikary & Eilers, 2005). HIF1α y HIF2α manifiestan efectos opuestos en cuanto a su 

interacción con c-Myc. HIF1α interrumpe la unión al ADN de c-Myc uniéndose a Sp1 lo 

que provoca el desplazamiento de c-Myc del complejo con el factor de transcripción 

Sp1 (Koshiji et al., 2004, 2005; To et al., 2006). Además, se ha observado que HIF1α 

se une a MAX bloqueando la interacción c-Myc/MAX que provoca una menor unión de 

c-Myc al promotor de sus genes diana (Gordan et al., 2007). Sin embargo, HIF2α 

estabiliza la unión al ADN de c-Myc aumentando la estabilización del complejo c-

Myc/MAX que amplifica el efecto de c-Myc sobre los reguladores del ciclo celular 

(Gordan et al., 2007). Al margen de las acciones de HIF1α como represor de c-Myc 

también se han descrito algunos genes que se han visto inducidos preferentemente 
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por HIF1α, en células tumorales renales, deficientes en VHL, como la anhidrasa 

carbónica 9 (CAIX) implicada en la regulación del pH asociado al aumento de 

glucólisis y BNIP3 (del inglés: BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3) implicado en 

la protección celular mediada por autofagia. Por otro lado, HIF2α - 

independientemente de sus acciones sobre c-Myc - induce otros genes que se han 
implicado en su función pro-proliferativa. HIF2α induce ciclina D1 (CCND1) 

específicamente en las células ccRCC la cual es clave para la formación de tumores 

sólidos vía HIF2α en carcinoma renal (Figura 2) (Raval et al., 2005; Schietke et al., 
2012; Zhang et al., 2013). Además HIF2α induce el factor TGFA (del inglés: 

Transforming Growth Factor Alpha) el cual activa el receptor para el factor de 

proliferación epitelial EGF (EGFR) que permite la proliferación de las células de 
carcinoma renal (Smith et al., 2005). Además, HIF2α induce la expresión de GLUT1 

(del inglés: Glucose Transporter 1) el cual está implicado en facilitar la entrada de 

glucosa a las células ccRCC y potenciar así su capacidad protumoral (Chan et al., 

2011; Meléndez-Rodríguez et al., 2018). Por último, destacar - y de especial relevancia 

en esta tesis - la capacidad de HIF2α para inducir el transportador de aminoácidos 
LAT1 (del inglés: L-Type Amino Acid Transporter 1) o SLC7A5 (del inglés: Solute 

carrier family 7 member 5) el cual permite la entrada de aminoácidos esenciales como 

leucina que permite la activación de mTORC1 y el crecimiento de tumores ccRCC 

(Elorza et al. 2012). Cabe destacar que estas vías parecen ser especialmente 
relevantes en condiciones in vivo, donde la masa tumoral se caracteriza por un menor 

suministro de oxígeno y nutrientes además de un peor acceso a factores de 

crecimiento e incluso a condiciones de estrés intratumorales. En este escenario HIF2α 

juega un papel central en la supervivencia y progresión de tumores ccRCC 

favoreciendo simultáneamente la expresión del transportador de glucosa GLUT1, el 

transportador de aminoácidos SLC7A5 y el factor proangiogénico VEGFA que facilitan 

el suministro de oxígeno y nutrientes al tumor (Shinojima et al., 2007; Zhang et al., 

2013). Además, HIF2α potencia genes antioxidantes implicados en aliviar el estrés 

oxidativo y de retículo producido en el tumor favoreciendo su supervivencia (Bertout et 

al., 2009).  

b) Cuerpo carotídeo: Otros escenarios donde HIF2α induce proliferación es el cuerpo 

carotídeo, el cual es un órgano neuroendocrino situado en la bifurcación de la yugular 

e implicado en la potenciación de la respiración cuando la presión parcial de oxígeno 

sanguínea disminuye (Macias et al., 2018; Ortega-Sáenz & López-Barneo, 2020). En 

este sentido la hipoxia induce la proliferación de las células glómicas que expresan 

tirosina hidroxilasa (TH) en el cuerpo carotídeo vía HIF2α. Estás células TH positivas 
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liberan serotonina que activa la inervación aferente que controla la ventilación (Fielding 

et al., 2018; Hodson et al., 2016; Macias et al., 2018). Por lo tanto, esta respuesta 

proliferativa aumenta el tamaño del cuerpo carotídeo y permite, por tanto, aumentar el 

potencial del cuerpo carotídeo para facilitar la ventilación y así contribuir a la respuesta 

compensatoria a la hipoxia sistémica (Figura 2). Los mecanismos implicados no se 

conocen en detalle, aunque un trabajo reciente ha implicado a la activación del eje 

HIF2α-mTORC1 en este proceso proliferativo (Macias et al., 2018), lo que podría 

sugerir que el eje de acción HIF2α-SLC7A5-mTORC1 - identificado inicialmente en 

carcinoma renal - podría ser operativo también en el cuerpo carotídeo en condiciones 

de hipoxia.  

c) Epitelio bronquial (células Club y cuerpos neuroepiteliales): Otra localización 

anatómica donde se han observado eventos proliferativos en respuesta a hipoxia vía 

HIF2α es en el epitelio bronquial (Figura 2). En particular esta respuesta proliferativa 

se ha encontrado especialmente confinada en las células Club del epitelio bronquial 

(Torres-Capelli et al., 2016). Además, se ha demostrado que HIF2α también es capaz 

de activar mTORC1 en el epitelio bronquial en condiciones hipóxicas. Por lo tanto, de 

nuevo es posible que el eje HIF2α-mTORC1 pueda estar conservado en diferentes 

escenarios proliferativos iniciados por HIF2α y por lo tanto un eje central para estas 

respuestas proliferativas (Torres-Capelli et al., 2016). Además, la respuesta 

proliferativa a la hipoxia en pulmón se ha observado también en los cuerpos 
neuroepiteliales (NEBs). En este sentido ratones deficientes en Phd1 y Phd3 - y por lo 

tanto con una mayor actividad HIF - cursan con una marcada hiperplasia de los NEBs 

(Pan et al., 2012; Pan et al., 2016).  

d) Pericitos cerebrales.  Por último, un estudio reciente ha descrito otro evento 

proliferativo mediado por HIF2α en pericitos cerebrales (Figura 2). En este sentido la 
inactivación de las Phds en estas células murales promueve su proliferación la cual 

desaparece cuando HIF2α se inactiva simultáneamente. Por lo tanto, la activación de 

HIF2α es suficiente para promover la proliferación de los pericitos cerebrales (Urrutia 

et al., 2021) que aumenta la vascularización cerebral encaminada a facilitar la 

oxigenación cerebral en condiciones de hipoxia. 
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Figura 2. Funciones de HIF2α relacionadas con la proliferación autónoma de célula en diferentes 
escenarios biológicos. El esquema representa los escenarios en los que HIF2α controla la proliferación 

en (i) células de carcinoma renal, (ii) células de cuerpo carotídeo que permite la potenciación de la 

ventilación en condiciones de hipoxia, (iii) células del epitelio bronquial asociada a una función biológica 
aún desconocida y (iv) en pericitos cerebrales asociada a la expansión del lecho capilar neurovascular.   

 

1.4. Diferencias de las regiones N y C-terminales presentes en HIF1α y 
HIF2α. 

Una pregunta establecida en el campo de HIF que permanece bastante desconocida 

es cuál es la base molecular que explica la especificidad de las acciones de HIF1α y 

HIF2α y por tanto qué regiones de dichas isoformas confieren dicha especificidad. Las 

proteínas HIFs presentan dos grandes regiones N y C-terminal que a su vez se 

subdividen en varios dominios funcionales. Estas regiones se distinguen por su 

cercanía a su extremo N o C-terminal. La región N-terminal comprende el dominio 

hélice-giro-hélice básico (bHLH) y el dominio PER-ARNT-SIM (PAS) (Hu et al., 2007; 

O’Rourke et al., 1999) implicadas en la heterodimerización con la subunidad β y la 

unión a ADN. HIF1α y HIF2α muestran un alto grado de semejanza de aminoácidos en 

esta mitad N-terminal donde comparten un 83 y un 70% de identidad de secuencia en 

sus regiones de unión a ADN y de dimerización, respectivamente (Figura 5A, 

Resultados). Sin embargo, las regiones C-terminales de estas proteínas presentan una 

identidad de secuencia de aminoácidos menor que la región N-terminal (Figura 5A, 

Resultados) (Hu et al., 2007). Está región comprende el dominio de transactivación N-

terminal (NTAD) (incluido en el dominio ODDD donde se encuentran las prolinas 
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críticas para su estabilización) y el dominio de transactivación C-terminal (CTAD) 

mencionado anteriormente donde interaccionan FIH y los reguladores p300/CBP. Si 

debe mencionarse que FIH interacciona fundamentalmente con HIF1α mientras que la 

interacción con HIF2α es más débil (Bracken et al., 2006; Koivunen et al., 2004). Por 

último, las subunidades HIF1α y HIF2α presentan cierta homología en la región entre 

NTAD y CTAD que se denomina el dominio de inhibición (IH) (Hu et al., 2007; 

O’Rourke et al., 1999). Como se ha mencionado anteriormente los genes que codifican 

para las enzimas glucolíticas (p.ej. PGK1) se regulan únicamente por HIF1α. Además, 

reguladores del pH celular (p.ej. CAIX) necesarios para contrarrestar el aumento de pH 

asociado a la potenciación de la glucólisis también se regulan específicamente por 
HIF1α. La especificidad de HIF1α por PGK1 se atribuye principalmente a su dominio 

NTAD en las líneas celulares HEK293T y Hep3B (Hu et al., 2007). Sin embargo, 

ambas regiones bHLH-PAS y NTAD/CTAD parecen ser necesarias para otros genes 
dependientes de HIF1α como CAIX en la línea celular de carcinoma renal 786-O (Lau 

et al., 2007; Pawlus et al., 2013). En cuanto a HIF2α los dominios NTAD/CTAD son los 

responsables de la inducción específica del inhibidor del activador del plasminógeno-1 

(PAI1) y CITED2  (del inglés: Cbp/p300-interacting transactivator 2) en algunas líneas 

celulares como Hep3B (Hu et al., 2007), como también PHD3 en la línea celular 786-O 

(Lau et al., 2007). Además, se ha descrito que las isoformas de HIF presentan 

distribuciones de unión al ADN diferentes entre ellas. HIF1α se ha visto 

mayoritariamente asociado con las modificaciones de histonas H3K4me3 (marca de 

elementos reguladores relacionados principalmente con promotores y sitios de 

comienzo de la transcripción) y H3K9ac (marca de elementos reguladores activos 

preferentemente en promotores), mientras que HIF2α se asocia especialmente con 

H3K4me1 (marca conocida por estar asociada a potenciadores y otros elementos 

reguladores distales) y H3K27ac (marca de promotores y potenciadores activos) 

(Smythies et al., 2019). Por lo tanto, parece que HIF1α se une preferentemente a 

regiones reguladoras de promotores y HIF2α se une principalmente a regiones de 

potenciadores más alejadas del inicio de transcripción de los genes que regula. Por lo 

tanto, las proteínas HIF no solo presentan especificidad por genes concretos sino 

también por regiones no codificantes diferentes. Asimismo, se han propuesto también 

factores de transcripción asociados a cada isoforma de HIF añadiendo así una mayor 

selectividad por los genes diana de cada isoforma. En este sentido el transductor de 

señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) puede ser reclutado al promotor de 
genes diana de HIF1α como CAIX o PGK1 (Pawlus et al., 2014; Pawlus et al., 2013). 

Por otro lado, USF2 (del inglés: upstream stimulatory factor 2) se ha asociado 

mayoritariamente a los genes dependientes de HIF2α como EPO y PAI1. En esta 
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línea, se ha observado una interacción física entre USF2 y las regiones NTAD y CTAD 

de HIF2α (Pawlus et al., 2012; Pawlus et al., 2013). Los estudios referentes a las 

regiones de HIF1α y HIF2α implicadas en su especificidad de acción son aún limitados 

y restringidos a un número particular de genes y por lo tanto este es un aspecto que 

requiere aún mayor grado de investigación.  

 

2. Metabolismo de aminoácidos. 
 
2.1. Aminoácidos y mTORC1 

La célula es capaz de sintetizar una parte de los aminoácidos existentes denominados 

aminoácidos no esenciales. Sin embargo, existe otro grupo de aminoácidos para los 

que la célula no dispone de la maquinaria enzimática para sintetizarlos y que por tanto 

es necesario importarlos a través de transportadores de membrana específicos para 

satisfacer el correcto funcionamiento de la célula. Estos aminoácidos esenciales son 

generados por bacterias, así como células vegetales y por lo tanto las células animales 

deben captarlos procedentes de la dieta. Ambos tipos de aminoácidos esenciales y no 

esenciales son obviamente necesarios para la síntesis de proteínas, pero también - 

como es el caso del aspartato – esenciales para la síntesis de biomoléculas tales 

como las bases púricas y pirimidínicas necesarias para la síntesis de ADN. Por lo 

tanto, el aporte óptimo de aminoácidos esenciales juega un papel importante en el 

control de la proliferación celular no solo para mantener la síntesis de proteínas, sino 

también para controlar directamente rutas centrales del anabolismo celular. Además, 

el aporte de aminoácidos induce rutas de señalización centrales en el control de la 

síntesis de proteínas y la proliferación celular como es el caso de mTOR (del inglés: 
mammalian Target of Rapamycin). mTOR es una serina/treonina quinasa que actúa 

como regulador central de la síntesis de proteína celular. La activación de mTOR 

desencadena una cascada de señalización que deriva en la fosforilación de la proteína 

ribosomal S6 y del efector del complejo de iniciación de la traducción 4EBP que facilita 

la síntesis proteica. Además, fosforila las proteínas ULK que desencadenan inhibición 

de la autofagia (Saxton & Sabatini, 2017). mTOR pertenece a la familia de las 

quinasas relacionadas con la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) e interacciona con 

numerosas proteínas para formar dos complejos denominados mTORC1 (del inglés: 

mTOR complex 1) y mTORC2. En concreto mTORC1 está compuesto por 6 proteínas 

diferentes que acompañan a esta subunidad catalítica mTOR las cuales son: Raptor 
(del inglés: regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin), esencial 
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para la actividad catalítica de mTOR (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002), mLST8 (del 
inglés: mammalian lethal with sec-13 protein 8) relacionado con la regulación del 

complejo mTORC1 mediada por aminoácidos y estabiliza la unión de Raptor a mTOR 
(Kim et al., 2003), Deptor y PRAS40 (del inglés: proline rich AKT substrate 40 kDa) 

reguladores negativos de mTOR (Peterson et al., 2009; Sancak et al., 2007) y el 

complejo Tti1/Tel2 importantes para el ensamblaje y mantenimiento del complejo 

(Kaizuka et al., 2010). El complejo proteico mTORC1 es capaz de integrar múltiples 

vías de señalización relacionadas con el estatus energético de la célula, el estrés 

celular, los factores de crecimiento, la tensión de oxígeno y de manera relevante del 

aporte y concentración intracelular de aminoácidos.  

En cuanto a la regulación de mTORC1 mediada por aminoácidos, inicialmente se 

sugirió que la activación de mTOR dependía principalmente de los niveles de leucina 

intracelulares (Beugnet et al., 2003; Christie et al., 2002; Hara et al., 1998). 

Posteriormente, estudios más recientes demuestran que mTOR es sensible también a 

otros aminoácidos como arginina, glutamina y serina (Carroll et al., 2016; Fan et al., 

2016; Jewell et al., 2015; Wang et al., 2015). La regulación de mTORC1 mediada por 
aminoácidos se lleva a cabo a través de las proteínas Rag GTPasas (del inglés, ras-

related GTP-binding protein) que se dividen en RagA, B, C y D. RagA o B forma 

heterodímeros estables con RagC o D lo que permite la generación de 4 posibles 

dímeros (Sekiguchi et al., 2001). El complejo Rag se encuentra constitutivamente 

anclado a la membrana de endosomas tardíos o lisosomas a través del complejo 
MP1–p14–p18 (también llamado del inglés, Ragulator) (Sancak et al., 2010) donde se 

encuentra el activador de mTORC1, Rheb. En ausencia de aminoácidos, RagA o B se 

encuentran cargados con GDP, mientras que RagC o D contiene GTP, siendo esta 

conformación incapaz de reclutar a mTORC1 a la superficie del lisosoma. La entrada 

de aminoácidos produce un cambio conformacional de los dímeros de GDP a GTP en 

RagA o B y de GTP a GDP en el caso de RagC o D, lo que permite que RagA o B sea 

capaz de reclutar a mTORC1 a la superficie de los lisosomas (Sancak et al., 2008). 

Además de las proteínas Rag se ha evidenciado la participación de la v-ATPasa que 
es necesaria para el anclaje del Ragulator a la membrana del lisosoma, a través de un 

mecanismo de hidrólisis de ATP por la entrada de aminoácidos en el lisosoma (Zoncu 

et al., 2011). Una vez en el lisosoma, mTORC1 es capaz de activarse tras interactuar 

con la forma activa de Rheb. Al margen de estos mecanismos ejecutores para la 

activación de mTORC1 se ha evidenciado que la leucil-ARNt sintetasa (LRS) - que 

cataliza la reacción de ligación de leucina al ARNt - funciona como un mecanismo 

sensor inicial de leucina que determina la activación de mTORC1. En este sentido LRS 
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actúa como una proteína activadora de GTPasa (GAP) que produce el cambio 

conformacional de lo dímeros de Rag (Han et al., 2012) y por lo tanto desencadena la 

activación de mTORC1. 

 

2.2. El transportador de aminoácidos LAT1/CD98 (SLC7A5/SLC3A2). 

Para la captación de aminoácidos, la célula, requiere de transportadores específicos 

en su membrana plasmática. Hasta la fecha se conocen más de 400 genes de 

transportadores diferentes agrupados en función de su estructura en 60 familias 
denominadas SLC (del inglés, solute-linked carrier) (Schumann et al., 2020), de los 

cuales 11 son transportadores de aminoácidos que se clasifican en función del 

sustrato y su dependencia del ión Na+ (Bröer & Palacín, 2011; McCracken & Edinger, 

2013). Por la relevancia en este estudio nos centraremos inicialmente en el 

transportador de aminoácidos LAT1 (SLC7A5) el cual es central para la captación de 

leucina extracelular y la posterior activación de mTORC1 por los mecanismos 

descritos en el apartado anterior. [Nota previa: A lo largo de este trabajo nos referimos 

a SLC7A5 y LAT1 indistintamente. SLC7A5 se refiere al gen que codifica LAT1 como 

proteína]. Este transportador heterodimérico está compuesto por SLC7A5 (LAT1) 

como cadena ligera (40 kDa) y por SLC3A2 (CD98hc o 4F2hc) como cadena pesada 

(80-85 kDa). CD98 es una glicoproteína de membrana multifuncional tipo II compuesta 
por un dominio transmembrana y un gran ectodominio N-glicosilado (Devés & Boyd, 

2000; Fort et al., 2007), necesaria para la estabilización de la cadena ligera LAT1 en la 

membrana plasmática. CD98 es capaz de asociarse con otros transportadores de 

aminoácidos además de LAT1 facilitando así su anclaje a la membrana plasmática. 

Estos otros transportadores asociados a CD98 son LAT2, γ-LAT1, γ-LAT2, xCT y Asc-

1 transportando los aminoácidos que se detallan en la Figura 3 (Bassi et al., 2001; 

Fotiadis et al., 2013; Fukasawa et al., 2000; Pineda et al., 1999; Sato et al., 1999; 

Torrents et al., 1998). CD98 se conecta a través de un puente disulfuro a la cadena 

ligera LAT1, compuesta por 12 dominios transmembrana (Singh & Ecker, 2018) con un 

elemento estructural característico denominado LeuTAa [LeuT (transportador de 
Leucina) de Aquifex aeolicus], que consiste en cinco hélices transmembrana en la 

mitad N-terminal de la proteína que se repiten con pseudosimetría binaria en la mitad 

C-terminal (Yamashita et al., 2005). LAT1 transporta aminoácidos grandes neutros que 

incluyen aminoácidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina), aminoácidos 

aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina) e histidina, metionina y glutamina (De La 

Ballina et al., 2016; Kanai et al., 1998). En línea con lo comentado anteriormente de 
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todos estos aminoácidos la leucina es esencial para explicar la inducción de mTORC1 

vía LAT1, pero, dado que se trata de un transporte antiporte, necesita sacar glutamina 

al exterior para que la leucina pueda ser tomada por la célula. En este sentido Nicklin 

et al. mostraron que es necesaria la acción conjunta con el transportador de glutamina 

SLC1A5 (ASCT2) que provee de glutamina intracelular a LAT1 que es intercambiada 

por leucina extracelular que activa mTORC1 (Figura 3) (Nicklin et al., 2009).  

 

Figura 3. Transportadores de aminoácidos asociados a CD98 y los aminoácidos que transportan. 
Transportadores antiporte asociados a CD98. En el caso de LAT1 se representa su cooperación con 

ASCT2 que permite la entrada de glutamina (Q) que es exportada por LAT1 para mediar la entrada de 

aminoácidos de cadena ramificada (L,I,V), aromáticos (F,W,Y) e histidina (H) y metionina (M). La entrada 

de leucina es necesaria para la activación de mTORC1. AAº, aminoácidos neutros; AA+, aminoácidos 
polares. A, alanina; C, cisteína; E, ácido glutámico; F, fenilalanina; G, glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, 

lisina; L, leucina; M, metionina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; W, 

triptófano; Y, tirosina. 

 

2.3. Distribución tisular y mecanismos implicados en la inducción de 
LAT1/CD98. 

Durante el desarrollo embrionario se ha localizado la expresión de LAT1 en la médula 

espinal, así como en el tubo neural en formación en el embrión. Además, los 

embriones con deficiencia total de Slc7a5 presentan defectos en estas estructuras 

neurales (Poncet et al., 2014, 2020). En estadio adulto la expresión basal de LAT1 es 

especialmente notable en cerebro siendo el tejido donde se expresa de manera más 

marcada. En particular la expresión de LAT1 está confinada en las membranas 

apicales y basolaterales de células endoteliales de la barrera hematoencefálica 

(Kageyama et al., 2000; Tărlungeanu et al., 2016). Esta expresión basal de LAT1 es 

relevante para el aporte de aminoácidos al tejido cerebral y en este sentido la 

inactivación de LAT1 especifica en endotelio en ratones desencadena un fenotipo 
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compatible con el autismo así como una actividad motora retardada (Kageyama et al., 

2000; Tărlungeanu et al., 2016). En esta misma línea se han identificados pacientes 

con autismo que presentan mutaciones en homocigosis que disminuyen la actividad de 

LAT1 (Kageyama et al., 2000; Tărlungeanu et al., 2016). La expresión basal de LAT1 

también se ha localizado en placenta, bazo, testículos y colon (Fotiadis et al., 2013; 

Kanai et al., 1998). En la placenta, LAT1 se distribuye en las superficies maternal y 

fetal del sincitiotrofoblasto (Ohgaki et al., 2017). Sin embargo, su contribución relativa 

tanto en placenta como en bazo, testículos y colon es desconocida. Por último, en 

otros tejidos como hígado, pulmón o riñón, su expresión es más baja llegando a ser 

casi indetectable, en condiciones basales (Tărlungeanu et al., 2016).  

Independientemente de la expresión de SLC7A5 (LAT1) en algunos tejidos, esta 

puede incrementar en ciertos escenarios biológicos. Especialmente relevante es el 
caso del cáncer, donde se ha observado que SLC7A5 se encuentra sobreexpresado 

en multitud de líneas celulares tumorales y tumores humanos (Cormerais et al., 2016; 

Elorza et al., 2012; Fuchs & Bode, 2005; Kaira et al., 2008; K. Kobayashi et al., 2008; 

Sampedro-Núñez et al., 2020). Efectivamente, la expresión de LAT1/CD98 se asocia a 

la proliferación celular y sirve como marcador de pronóstico en cáncer pulmonar de 

células no pequeñas, cáncer de mama, próstata y tumores neuroendocrinos 

gastroenteropancreáticos (Furuya et al., 2012; Imai et al., 2010; Kaira et al., 2009; 

Sakata et al., 2009; Sampedro-Núñez et al., 2020). Se han descrito algunos 
mecanismos implicados en la sobreexpresión de SLC7A5 en tumores. SLC7A5 

presenta un sitio de unión canónico de c-Myc que se ha mostrado relevante para 

controlar su expresión en líneas celulares de cáncer pancreático MIA y Paca-2 

(Hayashi et al., 2012). Además, un estudio reciente ha descrito un bucle de 

retroalimentación positiva en el que SLC7A5 y c-Myc amplifican su expresión 

mutuamente en linfoma Burkitt y células de neuroblastoma (Yue et al., 2017). Por otro 
lado, se ha descrito también que SLC7A5 puede ser inducido por EZH2, ATF4 o Notch 

en líneas celulares de cáncer de pulmón, próstata y leucemia linfoblástica aguda, 

respectivamente (Dann et al., 2015; Grzes et al., 2017; Wang et al., 2011, 2013). 

Además, se ha localizado un sitio de unión para el receptor de aril hidrocarburos 
(AHR) en el intrón 2 del gen de SLC7A5 que promueve su expresión en líneas 

celulares de cáncer de mama y epitelio bronquial (Le Vee et al., 2016; Tomblin et al., 
2016). SLC7A5 también puede inducirse por los activadores transcripcionales de la vía 

Hippo, YAP y TAZ en hepatocarcinoma para la activación de mTORC1 (Hansen et al., 

2015; Park et al., 2016). Además, la regulación de LAT1 ha sido estudiada en 

escenarios proinflamatorios. En este sentido, se ha observado que la activación de 
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linfocitos T por la interleuquina-2 (IL-2) y la migración de fibroblastos vía la 
interleuquina-17 (IL-17) requiere la inducción de SLC7A5 en estos tipos celulares 

(Sinclair et al., 2013; Yu et al., 2018). Recientemente, también se ha evidenciado la 

contribución de LAT1 en la inflamación asociada a la psoriasis empleando ratones 
deficientes en Slc7a5 o tratados con el inhibidor de LAT1 (JPH203), así como en 

muestras de piel de pacientes con psoriasis. A nivel molecular las citoquinas 

proinflamatorias IL-23 e IL-1β inducen la expresión de LAT1 que controla la expansión 

y activación de las células T IL-17+ γδ y TH17 las cuales son células inflamatorias 

protagonistas en las lesiones características de las psoriasis (Cibrian et al., 2020). En 

este contexto, también se ha observado que el marcador de linfocitos T, CD69, se 

asocia en superficie con LAT1/CD98. Este, a través de la entrada de triptófano, 

aumenta la activación del receptor de aril hidrocarburos (AhR) contribuyendo al 

desarrollo de psoriasis mediante la secreción de IL-22 y IL-23 (Cibrian et al., 2016). 

Por otro lado, como ya se ha descrito anteriormente, el factor de respuesta a hipoxia 
HIF2α es esencial para la inducción de SLC7A5 en carcinoma renal de célula clara 

(Betsunoh et al., 2013; Elorza et al., 2012; Higuchi et al., 2019). Esta activación de 

LAT1 es esencial para entender las funciones de HIF2α como oncoproteina en 

carcinoma renal de célula clara (Elorza et al. 2012). Además, este eje de acción 

HIF2α-LAT1-mTORC1 se ha confirmado en otros escenarios como líneas celulares de 

neuroblastoma (Onishi et al., 2019) y cáncer cervical (Corbet et al., 2014). También se 

ha observado la inducción de LAT1 en diferentes líneas celulares de cáncer de mama 

expuestas a hipoxia (Morotti et al., 2019) y en líneas celulares de glioblastoma, siendo 

en este último caso no mediado exclusivamente por HIF2α sino también vía HIF1α 

(Zhang et al., 2020), lo que sugiere que HIF1α puede influir en la expresión de 
SLC7A5 en ciertos contextos biológicos aunque no parece ser lo habitual. Además, la 

inducción de SLC7A5 no solo se ha evidenciado en células tumorales sino en otros 

escenarios biológicos hipóxicos como en el epitelio pulmonar - posiblemente asociada 

a la sobreactivación de mTORC1 y proliferación del epitelio bronquial dependiente de 

HIF2α mencionada anteriormente - así como en el hígado, aunque en este último caso 

no asociada a proliferación (Elorza et al. 2012).  En esta misma línea, estudios más 

recientes han evidenciado que HIF2α puede inducir mTORC1 implicando mecanismos 
alternativos. HIF2α reprime la actividad de DEPTOR (del inglés: DEP domain-

containing mTOR-interacting protein) indirectamente a través de un represor 

transcripcional dependiente de HIF llamado Dec1 (también llamado BHLHe40, Stra13), 

lo que permite la activación de mTORC1. En este sentido DEPTOR se encuentra 
reprimido en células de ccRCC deficientes en VHL con actividad constitutiva de los 
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factores HIF (Doan et al., 2019). Por último, HIF2α, pero no HIF1α, induce la expresión 
del transportador de glutamina SLC1A5 así como su variante mitocondrial en líneas 

celulares de cáncer pancreático (Yoo et al., 2019). La absorción de glutamina también 

juega un papel en la activación mTORC1 a través de la generación de α-cetoglutarato 

por glutaminólisis (Durán et al., 2012). El silenciamiento de la variante mitocondrial de 
SLC1A5 reprime la biosíntesis de α-cetoglutarato dependiente de glutamina lo que 

reduce la actividad de mTORC1 (Yoo et al., 2019). Además, en otros modelos 

celulares - como se ha mencionado anteriormente - SLC1A5 contribuye en la 

activación de mTORC1, facilitando la entrada de glutamina necesaria para mantener la 

función transportadora de SLC7A5 (Nicklin et al., 2009). Por lo tanto, HIF2α puede 

activar mTORC1 a través de los transportadores de aminoácidos SLC7A5 y SLC1A5, 

así como reprimiendo DEPTOR vía Dec1. Es posible que todos estos mecanismos 

actúen coordinadamente para asegurar la respuesta proliferativa dependiente de 
HIF2α, no solo en células de carcinoma renal deficientes en VHL sino también, en 

otros contextos biológicos como cuerpo carotídeo, epitelio bronquial u otros escenarios 

hipóxicos en los que tiene lugar una respuesta proliferativa. 

 

3. Eritropoyesis. 
 
3.1. Diferenciación eritroide.  

La eritropoyesis es el proceso biológico que permite la generación de glóbulos rojos 

(eritrocitos) a partir de células madre hematopoyéticas. Este tipo celular presenta una 

elevada tasa de regeneración, con una producción aproximada de 2x106 eritrocitos por 

segundo donde alrededor del mismo número son eliminados y reciclados (Dzierzak & 

Philipsen, 2013; Higgins, 2015). Durante las tres primeras semanas de gestación la 

eritropoyesis tiene lugar en el saco vitelino, posteriormente acontece en el hígado y en 

menor grado el bazo. A partir del séptimo mes, la médula ósea, se convierte en el 

órgano eritropoyético principal hasta el nacimiento y, posteriormente, en el adulto 

(Tavian & Péault, 2005). La eritropoyesis es el resultado de un proceso de 

diferenciación hematopoyético que comienza a partir de células madre 
hematopoyéticas (HSC, del inglés: hematopoietic stem cells) con capacidad de 

autorrenovación indefinida (Doulatov et al., 2012; Eaves, 2015). Las células madre 

hematopoyéticas pueden dar lugar a precursores linfoides o mieloides. Estos a su vez 

pueden diferenciarse en precursores que tendrán ya un destino concreto que discurre 

por un escalonado proceso de expansión y maduración (Zivot et al., 2018). Uno de 

estos precursores mieloides puede diferenciar hacía progenitor megacariocítico-
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eritroide (MEP, del inglés: megakaryocyte–erythroid progenitor) y este a su vez en el 

primer progenitor comprometido únicamente hacia la línea eritroide que se denomina 
BFU-E (del inglés: burst-forming unit-erythroid), definido así por su capacidad de 

formar grandes colonias en medios de cultivo semisólidos (Figura 4) (Gregory & 

Eaves, 1977; Iscove et al., 1974). A partir de estas células surgen las CFU-E (del 
inglés: colony-forming unit-erythroid), un progenitor más diferenciado que, a diferencia 

de las BFU-E, se define por formar pequeñas colonias en cultivos semisólidos (Figura 

4) (Gregory & Eaves, 1977; Stephenson et al., 1971). Posteriormente los CFU-E se 

diferencian a proeritroblasto - primer precursor eritroide reconocible morfológicamente 

- y sucesivamente a eritroblasto basófilo, policromático y ortocromático que 

progresivamente van perdiendo tamaño celular (Chen et al., 2009). La fase final del 

desarrollo eritroide culmina con la diferenciación de los eritroblastos ortocromáticos 

que condensan la cromatina y expelen el núcleo celular convirtiéndose en eritroblastos 

enucleados que se denominan reticulocitos. Estos reticulocitos aún contienen  ARN de 

su estadio anterior pero progresivamente lo van perdiendo hasta convertirse en 

eritrocitos maduros que adquieren una forma bicóncava a través de un extenso 

remodelado de la membrana (Figura 4) (Gifford et al., 2006).  

Cada estadio de maduración eritroide se define por la presencia en membrana de 

marcadores de superficie (algunos de ellos definidos por un CD, del inglés: cluster of 

differentiation) característicos. Estos marcadores varían a lo largo del desarrollo 

eritropoyético definiendo así poblaciones discretas. Los primeros progenitores 
eritropoyéticos responden particularmente a la citoquina SCF (del inglés: stem cell 

factor) a través de su receptor c-KIT (CD117) necesarios para la supervivencia de los 

primeros progenitores hematopoyéticos. c-KIT funciona como marcador de superficie 

para estos primeros estadios. La expresión del receptor c-KIT se mantiene en células 

BFU-E y CFU-E donde actúa sinérgicamente con el receptor de EPO (EPOR) (ver 

también más adelante) para mantener la supervivencia de estas células (Figura 4) 

(Bunn, 2013; Dzierzak & Philipsen, 2013; Uoshima et al., 1995; Wu et al., 1995). 

Además, los estadios de BFU-E y CFU-E se han caracterizado por presentar 

marcadores en superficie tales como CD34+, CD36+, CD45+ y CD71+, (Li et al., 

2014). Es especialmente relevante para este estudio el marcador de superficie CD71 

que se define como receptor de transferrina 1 (TfR1) necesario para el importe de 

hierro, por endocitosis, acomplejado a su proteína transportadora transferrina (Tr), 

para evitar así especies reactivas del oxígeno (ROS) generadas por el hierro libre 

(Qian et al., 2002). CD71 comienza expresándose en BFU-E donde tiene una 

expresión moderada y continua de manera más elevada en el resto de los estadios de 
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diferenciación posteriores desde CFU-E a reticulocito perdiéndose finalmente en los 

eritrocitos maduros (Figura 4) (Chen et al., 2009). Existe otro marcador de precursores 

eritroides relevante para este estudio que es la glicoforina de superficie GYPA 

(CD235a), en humanos, o Ter119 en ratones, el cual no se expresa en los primeros 

estadios de diferenciación (BFU-E y CFU-E), comienza a expresarse de manera 

modesta en proeritroblastos y se expresa de manera intensa en el resto de estadios de 

diferenciación incluido el estadio de eritrocito maduro (Figura 4) (Chen et al., 2009; Hu 

et al., 2013). Por lo tanto, basado en los marcadores CD71 y Ter119 podemos definir 

tres grandes grupos de precursores eritroides que serían por orden de diferenciación 

(1) CD71+/Ter119- que incluye BFU-E, CFU-E y proeritroblastos aunque estos últimos 

ya empiezan a expresar algo de Ter119, (2) CD71+/Ter119+ que incluye eritroblasto 

basófilo, policromático, ortocromático y reticulocito y (3) CD71-/Ter119+ que incluye 

eritrocitos maduros (Figura 4) (Chen et al., 2009). 

 

Figura 4. Diferenciación del linaje eritroide. El esquema representa los diferentes estadios de 

diferenciación del linaje eritroide desde HSC hasta el eritrocito maduro. En la parte inferior se indican los 

marcadores de superficie más comúnmente usados para identificar los diferentes estadios de 
diferenciación eritroide. Las células en los estadios de CFU-E y proeritroblasto son las más sensibles y 

dependientes de la presencia de EPO. La barra nítida indica alta expresión del marcador, la barra 

difuminada indica una más baja expresión. Las células estromales peritubulares FOXD1+ del riñón son las 

productoras de EPO renal en respuesta a hipoxia por la acción de HIF2α. Abreviaturas en inglés: HSC, 
hematopoietic stem cell; CMP, common myeloid progenitor; MEP, megakaryocyte-erythroid progenitor; 

BFU-E, burst-forming unit, erythroid; CFU-E, colony-forming unit, erythroid, EPOR, erythropoietin receptor. 
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3.2. Regulación de la eritropoyesis por la isoforma HIF2α 

En condiciones basales se renuevan cada día alrededor del 1% de los eritrocitos 

siendo la médula ósea el productor principal de eritrocitos en los mamíferos adultos en 

condiciones basales. Sin embargo, la tasa de eritropoyesis puede llegar a aumentar en 

otros órganos como el bazo en respuesta a la falta de aporte de oxígeno (hipoxia) en 

condiciones de estrés eritropoyético (Paulson et al., 2011; Socolovsky, 2007). La 

respuesta al estrés eritropoyético comienza con un menor suministro de oxígeno al 

riñón que activa la producción de EPO exclusivamente mediada por HIF2α y no por 

HIF1α. Por lo tanto escenarios fisiopatológicos como la exposición a la hipoxia en 

altura, la anemia aguda o la pérdida de sangre (flebotomía), provocan una marcada 

reducción del oxígeno en circulación que desencadena la estabilización de HIF2α que 
aumenta la expresión renal de EPO, y por consiguiente la generación de nuevos 

eritrocitos para restablecer el aporte de oxígeno adecuado a los tejidos (Criswell et al., 

2000; Gruber et al., 2007; Hickey et al., 2010). La producción de EPO renal tiene lugar 

en su mayor parte por las células peritubulares del riñón que se caracterizan por 

expresar el marcador FOXD1 (Figura 4), y en menor medida por los hepatocitos 

también exclusivamente por la isoforma HIF2α (Chavez et al., 2006; Gruber et al., 

2007; Haase, 2013; Kapitsinou et al., 2010; Rankin et al., 2007; Warnecke et al., 

2004). En este sentido la inactivación de Epo o Hif2α empleando líneas de animales 

FOXD1 cre resultan en una reducción no solo del hematocrito en condiciones de 

hipoxia o anemia sino incluso en condiciones basales (H. Kobayashi et al., 2016;  

Rankin et al., 2007; Warnecke et al., 2004). Esta reducción incluso en condiciones 

basales se debe al hecho de que las células FOXD1 presentan ya un cierto grado de 

hipoxia basal que mantiene una cierta activación de HIF2α que regula la producción de 

EPO y el hematocrito en condiciones fisiológicas basales. Obviamente en condiciones 

de hipoxia sistémica o anemia, esta hipoxia basal se acentúa promoviendo una mayor 
inducción de HIF2α y transcripción del gen de EPO en las células FOXD1 positivas y 

un incremento subsiguiente del hematocrito (Rankin et al., 2007; Warnecke et al., 

2004). EPO actúa por medio de receptores de superficie (EPOR) que a su vez activan 

rutas de señalización vía JAK2 como: STAT5, MAPK y/o PI3K/AKT (Elliott & Sinclair, 

2012; Wu et al., 2012). La respuesta a EPO en superficie varía progresivamente 

durante la diferenciación eritroide siendo - como ya se mencionó anteriormente - 

parcial en los BFU-E y máxima, en los CFU-E (Bunn, 2013; Dzierzak & Philipsen, 

2013). Posteriormente a CFU-E y conforme se va completando la diferenciación 

eritroide se pierde la capacidad de respuesta a EPO hasta el estadio de proeritroblasto 

basófilo donde es mínima (Iscove et al., 1974; Sawada et al., 1990; Shih et al., 2018). 
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Como hemos comentando anteriormente  durante el estrés eritropoyético, en modelos 

murinos, la eritropoyesis vía EPO recae sobre el bazo y el hígado (Ji, 2020; Paulson et 

al., 2011; Socolovsky, 2007). Precisamente, una de las evidencias más notables del 

estrés eritropoyético, en modelos murinos, es una marcada esplenomegalia asociada 

a la expansión de los progenitores eritropoyéticos en el bazo (Hickey et al., 2007; Miró-

Murillo et al., 2011; Weitz-Hamburger et al., 1975). En este sentido otro regulador 

importante en la respuesta al estrés eritropoyético es la proteína BMP4 (del inglés; 
Bone Morphogenetic Protein 4) que actúa de manera coordinada con EPO en el bazo 

en la expansión de los progenitores BFU-E. Es importante destacar que BMP4 es 

también un gen dependiente de HIF2α pero a diferencia de EPO su inducción se ha 

detectado fundamentalmente en el bazo en condiciones de estrés eritropoyético (Hao 

et al., 2019; Perry et al., 2007; Wu & Paulson, 2010). Algunos estudios han localizado 

la expresión de BMP4 en macrófagos esplénicos en línea con evidencias adicionales 

que demuestran que los macrófagos esplénicos pueden dar soporte a los precursores 

eritroides para su expansión en condiciones de estrés eritropoyético (Chow et al., 

2013; Hao, Xiang, et al., 2019). Por último, en esta misma línea otros estudios han 

desvelado que HIF2α se expresa en el endotelio tanto en el bazo como en la médula 

ósea donde desencadena la inducción de la proteína de adhesión VCAM1 (del inglés: 
Vascular Cell Adhesion Molecule 1) que interacciona con su ligando VLA-4 en 

eritroblastos participando así en su diferenciación (Fujiwara et al., 2017; Yamashita et 

al., 2008). 

Por último, debe mencionarse que HIF2α también favorece la captación de hierro 

necesaria para el incremento de la síntesis de la hemoglobina asociada a la 

eritropoyesis. En este sentido HIF2α induce la expresión del transportador de metales 

divalentes 1 (DMT1, también llamado SLC11A2), que permite la entrada de hierro en 

los enterocitos. Asimismo, HIF2α también controla la expresión de la citocromo b 

reductasa duodenal 1 (dCytB), enzima que reduce el hierro férrico a su forma ferrosa 

(Fe2+) antes de ser adquirido desde la luz del intestino hasta las células intestinales 

mediante DMT1 (Mastrogiannaki et al., 2009, 2012; Shah et al., 2009). Otras proteínas 

relacionadas con la eritropoyesis y metabolismo del hierro reguladas por la respuesta 

a la hipoxia son la transferrina (importante para el transporte de hierro sérico en su 

forma férrica (Fe3+)) y su receptor de alta afinidad TfR1 (también llamado CD71) 

(Rankin et al., 2007; Tacchini et al., 1999). HIF2α también controla la enzima hemo-

oxigenasa 1 (HO-1) (Lee et al., 1997), necesaria para la degradación de los grupos 

hemo, y la ferroportina 1 (FPN, también llamado SLC40A1) que permite la salida del 
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hierro desde el citoplasma de los enterocitos a través de la membrana basolateral 

(Taylor et al., 2011). 
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El objetivo principal de este trabajo de tesis es evaluar el papel de LAT1 en 

eritropoyesis y determinar si LAT1 está regulado por HIF2α de manera autónoma de 

célula, localizando, además, la región de HIF2α que le confiere especificidad por 
SLC7A5 (LAT1). 

PARTE I 

1. Determinar el papel de las regiones N-terminal y C-terminal de HIF1α y HIF2α 

en la especificidad de su actividad transcripcional. Comparar la especificidad 
transcripcional de HIF1α y HIF2α en modelos in vitro e in vivo.   

 

PARTE II 

2. Evaluar la expresión del transportador de aminoácidos LAT1/CD98 en células 

del linaje eritroide tanto en condiciones fisiológicas como en condiciones de 

estrés eritropoyético en anemia, así como explorar el posible papel de HIF2α 

en su expresión. 

 

3. Evaluar el papel de LAT1/CD98 en eritropoyesis en condiciones fisiológicas y 

de estrés eritropoyético empleando animales deficientes en LAT1 

específicamente en el linaje eritroide. 
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1. Líneas celulares, medios de cultivo y reactivos 

Para este estudio se utilizaron las líneas celulares humanas HEK-293T (células 

embrionarias de riñón) y WT8 derivadas de la línea celular de adenocarcinoma renal 
humano de célula clara 786-O, en las que se ha restablecido VHL de forma estable 

(vector pRc/CMV-HA-VHL). Estas células WT8 fueron amablemente cedidas por el Dr. 

Willian Kaelin (Instituto Dana-Farber, Boston, MA, EEUU). Las dos líneas celulares se 

mantuvieron en medio DMEM (HyClone, GE HealthCare) suplementado con 100 

unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 20 mM de Hepes y 10% de 

suero fetal bovino (FBS, Cultek). De manera rutinaria, las células se mantuvieron a 

37ºC al 5% de CO2/95% de aire (condiciones de normoxia).  

 

2. Construcciones de plásmidos de ADN 

Para generar transfectantes estables para la expresión de HIF1α y HIF2α en células 

WT8, usamos los vectores lentivirales pBabe-puro-HIF1α (P402A/P564A) y pBabe-

puro-HA-HIF2α (P405A/P531A) formas estables de HIF1α y HIF2α, carentes de los 

residuos de prolina susceptibles de hidroxilación por las PHDs y que por tanto no 

pueden ser degradadas, siendo constitutivamente activas con independencia de la 

concentración de oxígeno (Yan et al., 2007). Para generar las versiones quiméricas 

HIFα se insertó un nuevo sitio de restricción XbaI en el aminoácido 411 de HA-HIF1α-

P402A/P564A y en el aminoácido 414 de HA-HIF2α-P405A/P531A, donde se introdujo 

un cambio de nucleótido T>C que permitía generar el sitio XbaI sin modificar el marco 

de lectura. Para ello, la mitad N-terminal de HA-HIF1α-P402A/P564A (1 a 411) se 

amplificó usando un oligonucleótido “sentido” donde se introdujo también un sitio de 

restricción ApaI (sentido, 5´-TTCTCTAgggccc(ApaI)GGCCGGAT-3´) y un 

oligonucleótido “antisentido” en el que se introdujo un sitio de restricción XbaI 

(antisentido, 5´-TCGTTGCTGCCAAAAtctaga(XbaI)GATATGATTGTGTCTCC-3´). La 

mitad C-terminal de HA-HIF1α-P402A/P564A (412 a 826) se amplificó usando un 

oligonucleótido “sentido” donde se introdujo un sitio de restricción XbaI (sentido, 5´-

GGAGACACAATCATATCtctaga(XbaI)TTTTGGCAGCAACGA-3´) y un oligonucleótido 

“antisentido” en el que se introdujo un sitio de restricción XbaI (antisentido, 5´-

TAACTGACACACATtctaga(XbaI)GGGTCGACCACTGT-3´). La mitad N-terminal de 

HA-HIF2α-P405A/P531A (1 a 414) se amplificó usando un oligonucleótido “sentido” 

donde se introdujo un sitio de restricción ApaI (sentido, 5´-

TTCTCTAgggccc(ApaI)GGCCGGAT-3´) y un oligonucleótido “antisentido” en el que se 

introdujo un sitio de restricción XbaI (antisentido, 5´-
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GTTCTGATTCCCGAAAtctaga(XbaI)GAGATGATGGCG-3´). La mitad C-terminal de o 

HA-HIF2α-P405A/P531A (415 a 870) se amplificó usando un oligonucleótido “sentido” 

donde se introdujo un sitio de restricción XbaI (sentido, 5´-

CGCCATCATCTCtctaga(XbaI)TTTCGGGAATCAGAAC-3´) y un oligonucleótido 

“antisentido” en el que se introdujo un sitio de restricción XbaI (antisentido, 5´- 

TAACTGACACACATtctaga(XbaI)GGGTCGACCACTGT-3´). Los amplicones 

resultantes de las amplificaciones se clonaron en el vector de clonación pCR™2.1-

TOPO™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Tras la confirmación del correcto 

ensamblaje y sentido de lectura de los amplicones en el vector de clonación por 

secuenciación, se clonaron sucesivamente las mitades de cada quimera en un vector 

de expresión lentiviral pLVX-Puro, con resistencia bacteriana a ampicilina y resistencia 

eucariota a puromicina. Para ello, las regiones N-terminales de HA-HIF1α-

P402A/P564A y HA-HIF2α-P405A/P531A se cortaron con las enzimas de restricción 

ApaI y XbaI para clonarlos en el vector de expresión lentiviral pLVX-Puro. Finalmente, 

la región C-terminal de HA-HIF1α-P402A/P564A se cortó con la enzima de restricción 

XbaI para ser clonada en el vector de expresión pLVX-Puro que contenía la región N-

terminal de HA-HIF2α-P405A/P531A. Del mismo modo, la región C-terminal de HA-

HIF2α-P405A/P531A se cortó con la enzima de restricción XbaI para ser clonada en el 

vector de expresión pLVX-Puro que contenía la región N-terminal de HA-HIF1α-

P402A/P564A.  

 

3. Infecciones lentivirales 

Para la sobrexpresión en WT8 de las diferentes construcciones de ADN generadas fue 

necesario transfectar los plásmidos generados y sus correspondientes plásmidos 

empaquetadores en células HEK-293T. Para ello, se sembraron las células HEK-293T 

en placas de cultivo p100 y cuando alcanzaron la confluencia deseada se 

transfectaron usando Lipofectamina 2000 (11668019, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) 

en medio OPTI-MEM (11058-021, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) con 

3,9 µg de pLP1, 2,7 µg de pLP2, 3,3 µg de VSVg y 9,9 µg de cada vector pLVX-Puro 

con las construcciones o vacío. A las 4 horas de la transfección se cambió el medio 

OPTI-MEM por medio DMEM fresco. Los sobrenadantes de los cultivos de estas 

células se recogieron a las 24 horas tras la transfección, se filtraron por filtros con un 

tamaño de poro de 0,45 µm y se añadieron a los cultivos de WT8 añadiendo polibreno 

a una concentración final de 8 µg/mL. Las células HEK-293T se reconstituyeron con 

medio DMEM fresco y se repitió el paso anterior durante los dos días siguientes.  
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4. Inmunodetección de proteínas por Western Blot 

Las células se lisaron en tampón Laemmli (2% SDS, 10% glicerol, 5% 2-

mercaptoetanol, 62 mM Tris-HCl pH 6,8 y 0,004% de azul de bromofenol). Las 

proteínas contenidas en estos lisados se resolvieron en geles de poliacrilamida-SDS al 

8% o 10% y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,45 µm. 

Las membranas se bloquearon con TBS-T (50mM Tris HCl, pH7,6, 150mM NaCl, 0,1% 

Tween-20) y 5% de leche en polvo desnatada y se incubaron al menos 16 horas a 4ºC 

en cámara húmeda con los anticuerpos primarios correspondientes: HIF2α (ab199, 

Abcam, Cambridge, UK); HIF1α (610959, BD Transduction Laboratories, Franklin 

Lakes, NJ, EEUU); β-actina (A3854, Sigma, Saint Louis, MO, EEUU). Tras la 

incubación, las membranas se lavaron con TBS-T para eliminar el exceso de 

anticuerpo primario y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los 

respectivos anticuerpos secundarios. La unión del anticuerpo se detectó mediante 

quimioluminiscencia potenciada (Clarity, BioRad, Hercules, CA, EEUU; y SuperSignal 

West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU) y 

se visualizó en un analizador de imagen luminiscente digital (Image Quant LAS4000 

Mini; GE Healthcare, Chicago, IL, EEUU). 

 

5. Extracción de ARN y PCR en tiempo real 

La extracción de ARN se realizó siguiendo el método del isotiocianato de guanidina 

usando TRIsure (BIO-38032, Bioline USA, Inc., Cincinnati, OH, EEUU). El ARN 

extraído (1 µg) fue retrotranscrito usando la enzima Improm-II antisentido transcriptase 

(Promega, Madison, WI, EEUU). Las amplificaciones de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) se llevaron a cabo usando el kit Power SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) en el termociclador QuantStudio5 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) y los datos de amplificación se 

analizaron usando el QuantStudio5 Design and Analysis Software v1.4 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EEUU), normalizando los valores de expresión génica a 

los del ARN ribosómico 28S. Los oligonucleótidos usados en este estudio se incluyen 

en la siguiente Tabla 1. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos sentido y antisentido del ADNc de cada gen analizado en este estudio 
por PCR a tiempo real (RT-PCR) tanto en humano como en ratón. 

 

6. Modelos animales 

Sistemas cre-LoxP 

Para este estudio se han utilizado dos modelos animales diferentes clasificados en 

base a la localización y activación de la recombinasa cre. Por un lado, usamos el 
sistema UBC-cre-ERT2, que se caracteriza por expresar de forma ubicua la 

recombinasa cre y por ser un sistema inducible por tamoxifeno, que permite la 
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traslocación de la recombinasa cre al núcleo (Ruzankina et al., 2007). Por otro lado, 
hemos empleado el sistema ErGFPcre que expresa la proteína de fusión GFPcre 

localizada en el promotor endógeno del receptor de eritropoyetina (EpoR) lo que 

permite la localización y manipulación genómica de las células progenitoras eritroides 

(Heinrich et al., 2004).  

Los ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP se generaron cruzando los ratones 

C;129SVhlhtm1Jae/J (stock no. 4081, Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, EEUU), 

que contienen dos sitios LoxP flanqueando el promotor y el exón 1 del locus murino de 
Vhl (Haase et al., 2001), con los ratones B6.Cg-Ndor1Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb/1J (UBC-

cre/ERT2) (stock no. 008085, Jackson Laboratories), que expresan de forma ubicua la 
recombinasa cre (cre-ERT2) (Ruzankina et al., 2007). Después los ratones UBC-cre-

ERT2 VhlLoxP/LoxPHif1αLoxP/LoxP se generaron usando los ratones B6.129-Hif1αtm3Rsjo/J 

(stock no. 007561, Jackson Laboratories) que contienen dos sitios LoxP flanqueando 
el exón 2 del locus murino de Hif1α (Ryan et al., 1998). Estos ratones se cruzaron con 

los ratones B6.Cg-Ndor1Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb/1J, como se describe anteriormente, para 
generar los ratones UBC-cre-ERT2 Hif1αLoxP/LoxP, que se cruzaron más tarde con los 

ratones C;129S-Vhltm1Jae/J para generar ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif1αLoxP/LoxP 

y sus correspondientes controles. Los ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif2αLoxP/LoxP se 

generaron a través de los cruces apropiados usando los ratones Epas1 tm1Mcs/J (stock 

no. 008407, Jackson Laboratories) que contienen dos sitios LoxP flanqueando el exón 
2 del locus murino de Hif2α (Gruber et al., 2007).  

Para la inactivación génica, se administró a los ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP, 

UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif2αLoxP/LoxP y UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif1αLoxP/LoxP una 

inyección al día durante 5 días de 2 mg de tamoxifeno diluido en aceite de girasol 

(C8267, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 10% etanol (20 mg/mL). Tras los 5 días 

de tratamiento se esperaban 2-4 días más para su completa inactivación génica antes 

de la eutanasia.  

Los ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP se generaron cruzando los ratones ErGFPcre 

B6.C-Eportm1.1(EGFP/icre)Uk/MdfJ (Stock No: 035702, Jackson Laboratories) que contienen 

el ADNc que codifica GFPcre en el exón 1 del locus genómico de EpoR (Heinrich et 

al., 2004), con los ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif2αLoxP/LoxP generados 

previamente en el laboratorio, seleccionando ratones que presentasen únicamente el 
genotipo ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP. Los oligonucleótidos empleados para determinar la 

deleción del ADN genómico de Hif2α en el linaje eritroide son: (sentido (1), 5´-

CCGTGGGCCCCTGTTTTCTTATC-3´; antisentido (2), 5´-



 

66 
  

M
A

T
E

R
IA

L
E

S
 Y

 M
É

T
O

D
O

S
 

CCTCTTCCTGGTGAGGCCTAA-3´). Los oligonucleótidos empleados para determinar 
la expresión de ARNm de Hif2α en el linaje eritroide son: (sentido (3), 5´-

GCGAGCACTAAAGACCTTTCACA-3´; antisentido (4), 5´-

GGTCACCACAGCAATGAAACC-3´). 

Los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP se generaron cruzando los ratones ErGFPcre 

B6.C-Eportm1.1(EGFP/icre)Uk/MdfJ (Stock No: 035702, Jackson Laboratories) con los 

ratones B6.129P2-Slc7a5tm1.1Daca/J (Stock No: 027252, Jackson Laboratories), que 

contienen dos sitios LoxP flanqueando el exón 1 del locus murino de Slc7a5 (Poncet et 

al., 2014). Los oligonucleótidos empleados para determinar la deleción del ADN 
genómico de Slc7a5 en el linaje eritroide son: (sentido (1), 5´-

GGCTCCTGGACTTATCTTGACCAATG-3´; antisentido (2), 5´-

GTGGTGCTTTGCTGAAGGCAGGG-3´) (Poncet et al., 2014). 

El genotipaje de los ratones se llevó a cabo a partir de una biopsia de oreja, que fue 

incubada durante 16 horas a 56ºC con 600µl de tampón de lisis (100mM Tris/HCl pH8, 

5mM EDTA, 0,2% SDS, 200mM NaCl) y proteinasa K a una concentración final de 

100µg/ml. Tras eliminar por centrifugación los restos celulares, se precipitó el ADN del 

sobrenadante obtenido por adición de isopropanol en volumen 1:1. Este ADN 

genómico se caracterizó mediante PCR. 

Modelo de Fenilhidrazina (PHZ) 

Para generar un modelo de anemia hemolítica en los ratones se inyectó, vía 

intraperitoneal, 60 μg/g de Clorhidrato de fenilhidrazina (PHZ hydrochloride, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemania) en PBS (pH 7,2), 2 veces con un intervalo de 24 horas o 

bien 40 μg/g de PHZ en PBS (pH 7,2) una única vez.  

Modelo de Flebotomía 

El modelo de flebotomía consiste en una punción en la vena submaxilar para la 

extracción de alrededor de 200 μl de sangre. Se repite el proceso 3 veces con un 

intervalo de 24 horas por cada punción. 

Para analizar el efecto de la fenilhidrazina o flebotomía en los ratones tratados se tomó 

muestra de sangre para análisis de hematocrito, análisis de precursores eritroides por 

citometría de flujo y suero para análisis de EPO circulante por ELISA, antes de la 

primera inyección/punción y 72 horas después de la primera inyección/punción.  

Además, 72 horas post inyección se extrajo el bazo, riñón e hígado de los ratones tras 

la eutanasia por dislocación cervical. Los bazos se dividieron en 3 fragmentos que se 
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usaron para análisis de ARN, y citometría de flujo. Los riñones e hígados se usaron 

íntegramente para el análisis de ARN. 

Los ratones fueron criados en el área específica libre de patógenos en el animalario de 

la Universidad Autónoma de Madrid (UAM). Todos los procedimientos experimentales 

fueron aprobados por el Comité Ético de Investigación de la UAM (CEIC 55-1002-

A049, fecha de aprobación 9 de mayo 2014 y CEIC 103-1993 -341 fecha de 

aprobación 25 de noviembre 2019) y se llevaron a cabo bajo la supervisión del 

responsable del animalario de la UAM de acuerdo con la normativa española (RD 

53/2013, BOE, 01 de febrero 2013) y europea (EU Directive 2010/63/EU).  

 

7. Análisis hematológicos 

La sangre se recogió en tubos de extracción veterinaria de silicona con capilar, 

tratados con EDTA K3 (Sarstedt, Inc., Nümbrecht, Alemania). Los valores de 

hematocrito (%), concentración de hemoglobina (g/dL), número total de células rojas 

(x106 células/μl), volumen corpuscular medio (MCV, μm3) y hemoglobina corpuscular 

media (MCH, pg) de la sangre periférica de los ratones analizados se determinaron 

usando el analizador hematológico ABX Pentra 80 (Horiba Medical, Madrid, España). 

Además, se realizó en paralelo un contaje del número total de células rojas (x106 

células/μl) usando el contador de células (EVETM PLUS Automated cell counter, 

Nanoentek, Guro-gu, Corea del Sur) y una segunda medición de hematocrito (%) 

mediante centrifugación en capilar.   

 

8. Citometría de flujo 

Los fragmentos de bazos utilizados para citometría de flujo fueron macerados en filtros 

de células Falcon de 70 μm (431751, Corning Inc., Nueva York, NY, EEUU). El 

macerado resultante fue centrifugado 5 minutos a 4ºC a 1700 rpm y resuspendido en 

1-3 ml de PBS (1% FBS suero fetal bovino, 1% EDTA 5M) en función del tamaño del 

pellet. Del total de células resuspendidas se bloquearon 100 μL por punto con el 

anticuerpo monoclonal de ratón frente a los receptores CD16 y CD32 (70-0161-U500, 

Fc Shield, 1:100) a 4ºC durante 20 minutos. Tras un lavado mediante centrifugación 

las células se incubaron a 4ºC durante 30 minutos con los anticuerpos primarios 

correspondientes en conjunto o por separado: Hoechst 342 (H33342 B2261, Sigma-

Aldrich, San Luis, MO, EEUU); CD71 conjugado con PE (553267, BD Pharmingen, 

Franklin Lakes, NJ, EEUU); Ter119 biotinilado (30-5921-U500, Tonbo Biosciences, 
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San Diego, CA, EEUU); CD98 (4F2) conjugado con APC o con PE/Cy7 (128211, 

128213, BioLegend, San Diego, CA, EEUU); IgG APC (400526, BioLegend, San 

Diego, CA, EEUU); DRAQ5 (62251, Thermo Fisher, Waltham, MA, EEUU). Tras la 

incubación se retiró el exceso de anticuerpo primario mediante centrifugación y se 

incubaron las células a 4ºC durante 20 minutos con estreptavidina Alexa Fluor 488 

(S32354, Invitrogen, Waltham, MA, EEUU) para la detección del anticuerpo biotinilado. 

La unión del anticuerpo se detectó mediante citometría de flujo (Flowcytometer 

FACSCanto II analyzer, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EEUU) y los datos 

resultantes se analizaron usando los softwares BD FACSDivaTM software y BD 

FlowJoTM v10.7 software.  

La inmunodetección por citometría de flujo de las células sanguíneas circulantes 

comenzó por la dilución 1/40 de la sangre en PBS (1% FBS suero fetal bovino, 1% 

EDTA 5M) y el bloqueo de 100 μL por punto con el anticuerpo monoclonal de ratón 

frente a los receptores CD16 y CD32 (70-0161-U500, Fc Shield, 1:100) a 4ºC durante 

20 minutos. A partir de aquí el protocolo procede igual que para el marcaje del tejido.   

 

9. Inmunodetección de EPO por ELISA 

Los sueros se obtuvieron mediante centrifugación de sangre durante 20 minutos a 4ºC 

a 10000g. La EPO circulante se analizó en las muestras de suero con el kit Quantikine 

ELISA Mouse Erythropoietin Inmunoassay (MEP00B, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

EEUU). Las muestras de suero se diluyeron 1/3 en el caso de las muestras en 

condiciones basales y 1/15 en las muestras tratadas en el diluyente calibrador RD6Z. 

A continuación, se diluyeron 1:1 las diluciones con el diluyente de ensayo RD1W en 

los pocillos precubiertos con anticuerpo monoclonal de EPO y se incubaron durante 

toda la noche. A partir de aquí el protocolo procede según las indicaciones del 

fabricante. La densidad óptica se midió con el espectrofotómetro Spectra MR (29010, 

Dynex Technologies, Chantilly, VA, EEUU).  

 

10.   Análisis estadístico 

Los detalles estadísticos de los experimentos, como el valor de las medidas de 

dispersión y precisión (media ± SEM) y la significancia estadística, se describe en las 

figuras y pies de figuras. Las diferencias entre grupos se analizaron usando ANOVA 
de una vía seguido de la prueba Tukey post hoc o usando t de student seguido de 

corrección de Welch. Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el software 
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GraphPad Prism (San Diego, CA, EEUU). Los valores p menores de 0,05 se 

consideraron significativos: *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001. 
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PARTE I  

1. Papel de las regiones N-terminal y C-terminal de HIF1α y HIF2α en la 
especificidad de su actividad transcripcional. 

Como ya hemos comentado en la introducción, las proteínas HIF están implicadas en 

numerosas respuestas celulares a la hipoxia como angiogénesis, eritropoyesis o 

reprogramación metabólica. Algunos genes dependientes de HIF pueden inducirse 

tanto por HIF1α como por HIF2α mientras que otros genes dependientes de HIF 

presentan cierta preferencia por HIF1α o HIF2α en ciertos escenarios biológicos. Uno 

de estos escenarios donde más se ha estudiado este aspecto es el carcinoma renal de 
célula clara (ccRCC) deficientes en VHL. Las líneas celulares de ccRCC han 

representado un modelo idóneo para el estudio de la actividad específica de las 

isoformas HIF1α y HIF2α debido a que se encuentran constitutivamente activas en 

condiciones de normoxia al carecer de VHL. Para estudiar las diferencias en la 

actividad transcripcional de HIF1α y HIF2α en células ccRCC usamos la línea celular 

WT8, generadas a partir de la restauración de VHL en la línea celular 786-O deficiente 

en VHL (Kondo et al., 2002). La especificidad transcripcional de cada isoforma de HIF 

puede ser estudiada en este modelo celular expresando de manera ectópica las 

construcciones de HIF1α y HIF2α, constitutivamente activas HIF1α(P-A)2 y HIF2α(P-

A)2. Estas construcciones HIF1α(P-A)2 y HIF2α(P-A)2 son estables ya en normoxia 

como pudimos confirmar por western blot (Figura 5B) ya que las prolinas necesarias 

para el reconocimiento por VHL están mutadas a alanina (Figura 5A). 

Con este sistema experimental analizamos la expresión de diversos genes 

dependientes de HIF implicados en diversas funciones ejecutadas en respuesta a 
hipoxia. En primer lugar, observamos una elevada inducción de CAIX (implicada en el 

control de pH a consecuencia del aumento de glucolisis ejecutado por HIF1α), BNIP3 

(implicado en control de autofagia) y PGM1 (del inglés: Phosphoglucomutase-1, 

implicada en la síntesis de glucógeno en respuesta a hipoxia) exclusivamente con la 

construcción HIF1α(P-A)2 pero no con la HIF2α(P-A)2, comparado con las células 

control (Figura 6A). Estos datos están en línea con estudios previos que muestran la 
inducción de CAIX, BNIP3 y PGM1 ejecutada fundamentalmente por HIF1α en células 

de ccRCC (Lau et al., 2007; Meléndez-Rodríguez et al., 2019; Pelletier et al., 2012; 

Raval et al., 2005). Por el contrario, la expresión de otros genes dependientes de HIF 
como PHD3 (implicada en la regulación de HIF), CCND1 (implicada en regulación del 

ciclo celular), GLUT1 (transportador de glucosa), TGFA (inductor de la proliferación en 
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Figura 5. Expresión de las construcciones de HIF constitutivamente estables HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-
A)2 así como de sus versiones quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1) y HIF(P-A)2 (N1/C2) en células WT8. (A) 

Esquema de HIF1α(P-A)2 (en azul) y HIF2α(P-A)2 (en rojo) así como de las construcciones quiméricas 
HIF1α/HIF2α (HIF(P-A)2 (N2/C1) y HIF(P-A)2 (N1/C2)). La construcción HIF(P-A)2 (N2/C1) contiene los 

aminoácidos 1-414 de HIF2α, que incluye su dominio basic hélix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS), y 

los aminoácidos 412-826 de HIF1α, que incluye sus dominios N-terminal de transactivación y C-terminal 
de transactivación (NTAD/CTAD). La construcción HIF(P-A)2 (N1/C2) contiene los aminoácidos 1-411 de 

HIF1α, que incluye su dominio bHLH-PAS, y los aminoácidos 415-870 de HIF2α que incluye sus dominios 

de transactivación NTAD/CTAD. (B) Análisis representativo por Western blot para determinar la expresión 
de las proteínas HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 o las construcciones quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1) o HIF(P-A)2 

(N1/C2) así como β-actina en células control y células que expresan HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 o las 

construcciones quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1) o HIF(P-A)2 (N1/C2). El círculo indica la posición de 
reconocimiento del anticuerpo que se utilizó frente a HIF1α y HIF2α.  

 

ccRCC), POU5F1 u OCT-4 (del inglés: octamer-binding transcription factor 4, 

implicado en mantener a las células madre en un estadio indiferenciado) y NDRG1 (del 
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inglés: N-myc downstream regulated gene 1, implicado en regulación de la 

proliferación) están preferentemente elevados por la construcción HIF2α(P-A)2 (Figura 

6B), de nuevo en línea con estudios previos que muestran la participación de HIF2α en 

la expresión de estos genes (Chen et al., 2016; Covello et al., 2006; Lau et al., 2007; 

Raval et al., 2005; Smith et al., 2005). Las isoformas de HIFα presentan un mayor 

grado de semejanza en la secuencia de aminoácidos de la mitad N-terminal implicada 

en la unión al ADN y la heterodimerización, que en la mitad C-terminal que contiene 

los dominios de transactivación NTAD y CTAD (Figura 5A). Por lo tanto, quisimos 

evaluar la contribución relativa de la región bHLH-PAS frente a la región de 

transactivación NTAD/CTAD de las isoformas HIF1α y HIF2α en la especificidad que 

presentan frente a sus genes diana. Para ello, generamos formas quiméricas de HIF1α 

y HIF2α con mitades de cada proteína a partir de las construcciones que contienen las 

prolinas mutadas, previamente descritas. La quimera HIF(P-A)2 (N1/C2) contiene la 

región N-terminal bHLH-PAS de HIF1α (residuos 1 a 411 de HIF1α) fusionada a la 

región C-terminal de estabilización y transactivación de HIF2α (residuos 415 a 870 de 

HIF2α) (Figura 5A). Asimismo, también generamos la quimera HIF(P-A)2 (N2/C1) 

compuesta por la región N-terminal bHLH-PAS de HIF2α (residuos 1 a 414 de HIF2α) 

fusionada a la región C-terminal de estabilización y transactivación de HIF1α (residuos 

412 a 826 de HIF1α) (Figura 5A). Al igual que las construcciones originales, estas 

quimeras también se expresaron eficientemente en condiciones de normoxia en las 

células WT8 (Figura 5B). En lo referente a los genes más dependientes de HIF1α 
(CAIX, BNIP3 y PGM1) no se observa un aumento de sus niveles de expresión ni con 

la construcción quimérica HIF(P-A)2 (N2/C1) ni con la HIF(P-A)2 (N1/C2) (Figura 6A). 
Por lo tanto, estos datos sugieren que la inducción de los genes CAIX, BNIP3 y PGM1 

dependiente de HIF1α requieren las dos regiones, bHLH-PAS y de transactivación 

NTAD/CTAD, para conferir la especificidad transcripcional de HIF1α (Figura 6A). 

Por lo que respecta a los genes dependientes de HIF2α, inicialmente encontramos que 

la quimera HIF (P-A)2 (N2/C1) solo con el dominio de transactivación de HIF1α no era 

capaz de inducir o producía una modesta inducción de los genes dependientes de 

HIF2α analizados. Sin embargo, la quimera que contiene solo el dominio de 

transactivación de HIF2α, HIF(P-A)2 (N1/C2) tenía más potencia para inducir genes 

dependientes de HIF2α. En este sentido la quimera HIF(P-A)2 (N1/C2) inducía la 
expresión de PHD3 incluso en mayor grado que la versión control HIF2(P-A)2 (Figura 

6B). Además, HIF(P-A)2 (N1/C2) también induce de manera clara la expresión de 
CCND1, GLUT1, TGFA, NDRG1 y OCT-4, aunque solo parcialmente comparado con 

la forma control de HIF2α (HIF2(P-A)2) especialmente OCT-4 y NDRG1 donde el 
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efecto es menos marcado (Figura 6B). Es importante destacar que la proteína 

quimérica de HIF(P-A)2 (N1/C2) tenía habitualmente una menor expresión que HIF2(P-

A)2 (Figura 5B), lo que quizás pueda explicar la inducción parcial en la expresión de los 
genes CCND1, GLUT1, TGFA, NDRG1 y OCT-4 por la quimera HIF(P-A)2 (N1/C2). 

Por su especial relevancia en esta tesis doctoral también analizamos la expresión del 
transportador de aminoácidos SLC7A5 (LAT1) - que como ya se ha mencionado en la 

introducción - es un gen específicamente controlado por HIF2α en carcinoma renal e 

implicado en las funciones de HIF2α como oncoproteína en este tipo de tumores. De 

manera similar al resto de genes dependientes de HIF2α, encontramos que la quimera 
HIF(P-A)2 (N2/C1) tenía un efecto modesto en la expresión de SLC7A5. Sin embargo, 

la expresión de SLC7A5 se encuentra inducida de manera más evidente por la 

quimera HIF(P-A)2 (N1/C2) (Figura 6B). 

Por lo tanto, nuestros datos sugieren que de manera general los genes que se regulan 

específicamente por HIF1α en células WT8 requieren tanto la región de unión a ADN 

bHLH-PAS como la región de transactivación NTAD/CTAD de HIF1α, mientras que la 

región de transactivación de HIF2α parece ser más relevante que la región bHLH-PAS 

para explicar la inducción de la expresión de genes específicos de HIF2α como es el 
caso del transportador de aminoácidos SLC7A5 (LAT1). Sin embargo, sí debe 

comentarse que la contribución relativa de la región de transactivación de HIF2α 

puede ser diferente en función de cada gen dependiente de HIF2α siendo una 
contribución completa en el caso de PHD3, pero más limitada en el resto de los genes 

dependientes de HIF2α analizados. 
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Figura 6.  Actividad transcripcional especifica de HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 y las versiones 
quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1), HIF(P-A)2 (N1/C2) en células WT8. (A) Expresión de ARN mensajero 

relativa de BNIP3, PGM1 y CAIX en células WT8 control y células que expresan HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-
A)2 y las versiones quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1) y HIF(P-A)2 (N1/C2). (B) Expresión génica relativa de 

PHD3, OCT-4, NDRG1, TGFA, GLUT1, CCND1 y SLC7A5 en células WT8 control (n=6) y células que 

expresan HIF1α(P-A)2 (n=6), HIF2α(P-A)2 (n=6) y las versiones quiméricas HIF(P-A)2 (N2/C1) (n=6) y 
HIF(P-A)2 (N1/C2) (n=4). Los datos se muestran como media ± SEM (del inglés: Standard Error of the 

Mean). El análisis estadístico se llevó a cabo usando ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey 

post hoc * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. Se indica si es significativo con el grupo control. 
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2. Actividad transcripcional específica de las isoformas HIF1α y HIF2α in 

vivo. 

Además de analizar la actividad transcripcional especifica de HIF1α y HIF2α in vitro en 

células WT8, nos planteamos estudiar esta especificidad de las isoformas HIF1α y 
HIF2α in vivo en hígado, riñón y pulmón de ratón. Para ello, utilizamos ratones adultos 

UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP (en adelante referido como Vhl-/-), en los que la expresión de 

Vhl puede ser inactivada globalmente tras la administración de tamoxifeno, que 

 
Figura 7.   Inactivación de Vhl, Hif1α y Hif2α en animales Vhl-/-, Vhl−/−Hif1α−/− y Vhl−/−Hif2α−/−. 
Expresión relativa de Vhl, Hif1α y Hif2α en hígado (A), riñón (B) y pulmón (C) de animales Vhl-/- (n=4-14), 

Vhl−/−Hif1α−/− (n=3-7), Vhl−/−Hif2α−/− (n=5-12) y sus correspondientes controles (n=5-18). El análisis 
estadístico se llevó a cabo usando ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey post hoc * p < 0.05, 

** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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permite la traslocación de la recombinasa cre al núcleo y así delecionar la región del 
locus de Vhl entre dos sitios LoxP que flanquean el exón 1 de Vhl. La inactivación de 

Vhl permite la estabilización constitutiva de HIF1α y HIF2α (Elorza et al., 2012; Miró-

Murillo et al., 2011). Además, también utilizamos ratones UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP 

Hif1αLoxP/LoxP y UBC-cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP Hif2αLoxP/LoxP (en adelante referidos como Vhl-/-, 

Hif1α-/- y Vhl-/-Hif2α-/- respectivamente), en los que se puede inactivar simultáneamente 

Vhl y Hif1α o Vhl y Hif2α para investigar el papel relativo de cada isoforma en la 

inducción de diversos genes dependientes de HIF. En la Figura 7 se puede observar 
que se consiguió reducir eficazmente la expresión tanto de Vhl como de las dos 

isoformas Hif1α y Hif2α en hígado, riñón y pulmón, en los diferentes grupos de ratones 

analizados, comparando su expresión con los ratones control (Ctrl). El primer gen en el 

que analizamos los niveles de ARNm como control positivo en estos modelos fue el de 
eritropoyetina (Epo).  

 
Figura 8. Expresión de genes dependientes de HIF en el hígado de animales Vhl-/-, Vhl−/−Hif1α−/−, 
Vhl−/−Hif2α−/−. Expresión relativa de Epo, Phd3, Ndrg1, Slc7a5, Glut1 y Pgm1 en el hígado de animales 

Vhl-/- (n=13-14), Vhl−/−Hif1α−/− (n=5-7), Vhl−/−Hif2α−/− (n=12) y sus correspondientes controles (n=15-18). El 
análisis estadístico se llevó a cabo usando ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey post hoc 

* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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En línea con estudios previos, observamos que los niveles de ARNm de Epo se 

encuentran altamente inducidos en los hígados (Figura 8) y riñones (Figura 9) de los 
animales Vhl-/- y Vhl-/-Hif1α-/- pero no en los ratones Vhl-/-Hif2α-/-, en línea con el papel 

bien conocido de HIF2α en la expresión de EPO tanto en tejido renal como hepático 

(Kobayashi et al., 2017; Minamishima & Kaelin, 2010; Rankin et al., 2007; Scortegagna 

et al., 2003).  

Una vez analizados los niveles de Epo como control positivo, analizamos 

posteriormente la expresión de Slc7a5. La expresión de Slc7a5 es más alta en hígado, 

riñón y pulmón en los ratones Vhl-/- y que de nuevo esta inducción se impedía en los 

ratones Vhl-/-Hif2α-/- mientras que no se inhibía - sino que más bien tenía una 

tendencia a inducirse algo más - en los ratones Vhl-/-Hif1α-/- (Figuras 8-10). Por lo 

tanto, en línea con los datos obtenidos en WT8, Slc7a5 se regulaba preferentemente 

por HIF2α - y no HIF1α - en diferentes tejidos. 

 

Figura 9. Expresión de genes dependientes de HIF en el riñón de animales Vhl-/-, Vhl−/−Hif1α−/−, 
Vhl−/−Hif2α−/−. Expresión relativa de Epo, Phd3, Ndrg1, Slc7a5, Glut1 y Pgm1 en el riñón de animales Vhl-

/- (n=6), Vhl−/−Hif1α−/− (n=3), Vhl−/−Hif2α−/− (n=5) y sus correspondientes controles (n=8-10). El análisis 

estadístico se llevó a cabo usando ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey post hoc * p < 0.05, 

** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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También analizamos la expresión de Phd3 que se induce de manera consistente en 

hígado, riñón y pulmón de los ratones Vhl-/- (Figuras 8-10) y que esta inducción - al 

igual que la de Slc7a5 - se reducía específicamente en ratones Vhl-/-Hif2α-/- pero no en 

ratones Vhl-/-Hif1α-/- lo que indica que la inducción de Phd3 por inactivación de Vhl in 

vivo está controlada principalmente por la isoforma HIF2α en hígado, riñón y pulmón 

(Figuras 8-10) de manera similar a los datos obtenidos en WT8 (Figura 6B).   

Por otro lado, algunos genes dependientes de HIF2α en WT8 como Tgfa también se 

inducían vía HIF2α en los animales Vhl-/- pero no en todos los tejidos. En este sentido 

se observa un aumento en los niveles de Tgfa únicamente en pulmón de los ratones 

Vhl-/-, pero no en hígado y riñón. Esta inducción de Tgfa en pulmón se anula en los 

ratones Vhl-/-Hif2α-/- - pero no en los ratones Vhl-/-Hif1α-/- - indicando que HIF2α 

controla la expresión de Tgfa al igual que en las células WT8, pero recalcar de nuevo 

que únicamente en pulmón (Figura 10). Otro gen controlado por HIF2α - pero no en 
todos los tejidos analizados - es Ndrg1, ya que su expresión se eleva en el hígado y 

pulmón de los ratones Vhl-/- y Vhl-/-Hif1α-/- y se ve anulada en los ratones Vhl-/-Hif2α-/- 

(Figuras 8, 10). En un análisis en paralelo no encontramos una inducción significativa 
de Ndrg1 en riñón (Expresión relativa de ARNm de Ndrg1; media ± SEM Ctrl: 1±0,11 

frente a Vhl-/-: 2,60±1,27 p=0,2654). Por lo tanto, la expresión de Tgfa y Ndrg1 es 

especifica de HIF2α tanto in vivo como en WT8, pero la inducción de estos genes no 

se aprecia en todos los tejidos analizados como sí es el caso de Slc7a5 y Phd3. Por 

último, otro de los genes preferentemente inducidos por HIF2α en células WT8 es 
Glut1.  La expresión de Glut1 se encuentra inducida en hígado, riñón y pulmón de los 

ratones Vhl-/-. Sin embargo, aunque es cierto que existe una tendencia a la 

disminución de la expresión en el hígado de los ratones Vhl-/-Hif2α-/-, en el riñón de los 

ratones Vhl-/-Hif1α-/- y ambos genotipos en pulmón, estas diferencias no son 

significativas (Figuras 8-10) sugiriendo que - a diferencia de las células WT8 - la 
expresión de Glut1 puede estar igualmente controlada por ambas isoformas in vivo.  

En cuanto a los genes dependientes de HIF1α en las células WT8, mencionar que la 
expresión de CAIX aumenta notablemente en los riñones de ratones Vhl-/- y se observa 

una mayor reducción de la expresión en los riñones de los ratones Vhl-/-Hif1α-/- que en 

los Vhl-/-Hif2α (Figura 9). Estos datos sugieren que, como en el caso de WT8, HIF1α 

tiene un papel relevante en la expresión de CAIX en los ratones Vhl-/- aunque no se 

puede descartar una cierta participación de HIF2α. Por otro lado, la expresión de la 
enzima fosfoglucomutasa mutasa 1 (Pgm1) muestra una inducción significativa en el 

hígado y riñón de los ratones Vhl-/- (Figuras 8-9) y una clara tendencia en el pulmón de 

los Vhl-/- (Figura 10). De manera similar a Glut1 la expresión de Pgm1 no se afecta 



 

82 
 

R
E

S
U

L
T
A

D
O

S
 

cuando comparamos ratones Vhl-/- con Vhl-/-Hif1α-/- y Vhl-/-Hif2α-/- en todos los tejidos 

analizados (Figuras 8-10). Estos datos podrían sugerir que - al igual que Glut1 - ambas 

isoformas de HIF pueden contribuir en el control de la expresión de Pgm1 en los 

ratones Vhl-/- y que por lo tanto la especificidad observada en el sistema WT8 no 

parece mantenerse en otros sistemas experimentales in vivo.  

 

Figura 10. Expresión de genes dependientes de HIF en el pulmón de animales Vhl-/-, Vhl−/−Hif1α−/−, 
Vhl−/−Hif2α−/−. Expresión relativa de Epo, Phd3, Ndrg1, Slc7a5, Glut1 y Pgm1 en el pulmón de animales 
Vhl-/- (n=4-6), Vhl−/−Hif1α−/− (n=5), Vhl−/−Hif2α−/− (n=7) y sus correspondientes controles (n=5-6). El análisis 

estadístico se llevó a cabo usando ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey post hoc * p < 0.05, 

** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

 

Estos datos conjuntamente muestran una contribución diferente de las regiones bHLH-

PAS y NTAD/CTAD de las isoformas HIF1α y HIF2α en la actividad específica sobre 

sus genes diana. Además, indican que (i) la propia inducción, así como (ii) la 
selectividad de los factores HIF se conserva en algunos genes como SLC7A5 y PHD3, 

pero no en otros como GLUT1 o PGM1, cuando comparamos los tejidos de nuestro 

modelo in vivo de ganancia de función basado en la deficiencia de Vhl y el modelo de 

carcinoma renal in vitro de la línea celular WT8. 
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PARTE II 

1. Expresión basal del transportador de aminoácidos LAT1/CD98 en 
células del linaje eritroide. 

[Nota previa: A lo largo de este trabajo nos referimos a SLC7A5 y LAT1 

indistintamente. SLC7A5 se refiere al gen que codifica LAT1 como proteína]. 

La expresión de LAT1 se encuentra elevada en células tumorales (Cormerais et al., 

2016; Elorza et al., 2012; Fuchs & Bode, 2005; Sampedro-Núñez et al., 2020), así 

como en linfocitos T en el contexto de la patología inflamatoria (Cibrian et al., 2016, 

2020; Sinclair et al., 2013) pero la expresión basal de LAT1, así como su papel 

fisiológico basal permanece bastante desconocido. Teniendo en cuenta que el linaje 

eritroide está en continua renovación y, por lo tanto, proliferación, decidimos evaluar la 

expresión de LAT1 en los precursores eritroides en condiciones basales. Para ello 

analizamos, por citometría de flujo, las diferentes poblaciones del linaje eritroide 

presentes en los bazos de ratones control que pueden distinguirse mediante el 

marcaje de CD71 (receptor de transferrina) y Ter119 (Glicoforina A murina) (Figura 11, 

esta figura incluye aquí en Resultados un esquema similar al de la Figura 4 para 

facilitar la compresión de los datos de citometría). Estos marcadores nos permiten 

distinguir en primer lugar un grupo de células positivas para CD71 (CD71+) pero sin 

expresión (o muy baja) de Ter119 que son los precursores eritroides más inmaduros 

tales como los denominados BFU-E, CFU-E y proeritroblastos (Figura 11) (Chen et al. 

2009). Además, se distingue un estadio más avanzado en la maduración que son las 

células doble positivas (CD71+/Ter119+) que pueden incluir  - por este orden de 

diferenciación - eritroblastos basófilos, policromáticos, ortocromáticos así como 

precursores que han expulsado su núcleo que se conocen con el nombre de 

reticulocitos (Figura 11) (Chen et al., 2009; Tauzin et al., 2018). Además, este análisis 

también detecta el estadio más avanzado de diferenciación que incluye células Ter119 

positivas y negativas para CD71 (CD71-/Ter119+), que incluye los propios eritrocitos 

ya maduros (Figura 11). Por último, este análisis detecta células CD71-/Ter119- doble 

negativas que incluye células que no pertenecen al linaje eritroide que también están 

presentes en el bazo que en principio pueden incluir linfocitos B y T, macrófagos o 

células endoteliales (Figura 11). 

Con este tipo de análisis por citometría evaluamos en primer lugar la expresión de 

CD98 que es la cadena pesada del heterodímero LAT1/CD98. Para ello incorporamos 

un tercer anticuerpo marcado en APC frente a la cadena CD98. Como control negativo 

utilizamos un anticuerpo IgG-APC. Este análisis reveló en primer lugar que los 
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precursores más inmaduros CD71+/Ter119- presentan un patrón más heterogéneo 

donde se pueden apreciar células con expresión alta, intermedia y baja de CD98 

(Figura 12). 

 

Figura 11. Estadios de diferenciación del linaje eritroide en función de los marcadores de 
superficie CD71 y Ter119. (A) Esquema - similar al de la Figura 4 de la introducción - que muestra la 

diferenciación del linaje eritroide en base a la expresión de los marcadores de superficie CD71, Ter119 y 
EPOR. La barra nítida indica alta expresión del marcador, la barra difuminada indica baja expresión. 

Abreviaturas en inglés: HSC, hematopoietic stem cell; CMP, common myeloid progenitor; MEP, 

megakaryocyte-erythroid progenitor; BFU-E, burst-forming unit, erythroid; CFU-E, colony-forming unit, 

erythroid, EPOR, erythropoietin receptor. (B) El panel representa un análisis por citometría de flujo en 

células del bazo donde pueden apreciarse los diferentes estadios de diferenciación de linaje eritroide 

mediante el análisis de la expresión en superficie de CD71 y Ter119. Las flechas indican el orden de 

progresión en la maduración de los diferentes estadios de diferenciación eritroide (en rojo) desde (i) 
CD71+ a (ii) CD71+/Ter119+ y finalmente (iii) Ter119+. El panel también indica las células CD71-/Ter119- 

(en azul) presentes en el bazo y que no pertenecen al linaje eritroide. Experimento representativo de 23 

realizados. 

 

Por otro lado, CD98 se expresa de manera más prominente y homogénea en las 

células CD71+/Ter119+ doble positivas (Figura 12). Por el contrario, los eritrocitos ya 

maduros CD71-/Ter119+ presentan una expresión nula o mínima de CD98 (Figura 12) 
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sugiriendo que el proceso de maduración de eritrocitos desde doble positivas 

(CD71+/Ter119+), hasta eritrocito, lleva asociado una disminución concomitante tanto 

de CD98 como de CD71. Además, detectamos que las células no eritroides presentes 

en el bazo CD71-/Ter119- también presentan una expresión constitutiva y homogénea 

de CD98, aunque con un nivel de expresión inferior a las células eritroides 

CD71+/Ter119+ doble positivas (Figura 12).  

 

Figura 12.  Expresión basal de CD98 en los diferentes estadios de diferenciación del linaje eritroide 
en el bazo. En el panel central se representan las cuatro poblaciones características del bazo 
(condiciones basales) en función de la expresión de CD71 y Ter119 donde se diferencia la expresión de 

CD98 en función de un código de colores (amarillo expresión más alta y azul-verde oscuro expresión más 

baja o nula). Alrededor del panel central se representan los histogramas de expresión (representado en 
moda) de CD98 (azul) con control IgG (negro) en bazo (en condiciones basales) en las poblaciones (i) 

CD71+, (ii) CD71+/Ter119+, (iii) Ter119+ y (iv) CD71-/Ter119-. Experimento representativo de 23 

realizados. 

 

El anticuerpo utilizado para este análisis - como se ha mencionado anteriormente - 

detecta CD98 que corresponde a la cadena pesada del heterodímero LAT1/CD98. Sin 

embargo, CD98 no solo heterodimeriza con LAT1 sino con otros transportadores de 

aminoácidos (ver introducción). Por lo tanto, el anticuerpo utilizado en principio puede 

detectar, no solo el heterodímero LAT1/CD98 sino también otros heterodímeros donde 

participa CD98. Para asegurar que la señal detectada con nuestro anticuerpo es 
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realmente atribuible al heterodímero LAT1/CD98 utilizamos ratones Slc7a5LoxP/LoxP en 

los que el exón 1 de Slc7a5 puede ser específicamente delecionado (Poncet et al., 

2014, 2020). En estos ratones una región genómica que incluye el exón 1 del locus de 
Slc7a5 está flanqueada por dos sitios LoxP que permiten su inactivación mediante la 

expresión de la recombinasa cre (Figura 13A) (Poncet et al., 2014, 2020). Estos 
ratones se cruzaron posteriormente con una línea de ratón ErGFPcre que expresa la 

recombinasa cre bajo el control del promotor del receptor de eritropoyetina (EpoR) 

(Figura 13A) (Heinrich et al., 2004). Por lo tanto, esta línea inactiva regiones 

genómicas flanqueadas por sitios LoxP en células positivas para el receptor de EPO 
(EpoR) como son los precursores del linaje eritroide ErGFPcre (Heinrich et al., 2004). 

Debe destacarse que esta línea ErGFPcre, al inactivar genes en estos precursores, 

también desencadena su inactivación en todos los estadios posteriores de 

diferenciación del linaje eritroide (Heinrich et al., 2004). Por lo tanto, en el caso de los 
ratones Slc7a5LoxP/LoxP esperábamos una deleción del exón 1 del locus de Slc7a5 en el 

linaje eritroide como se representa en la Figura 13A.   

 

Figura 13. Generación de ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP para inactivación de Slc7a5 en el linaje 
eritroide. (A) Representación del locus murino de Slc7a5 en su forma silvestre (esquema superior), con 

los sitios LoxP insertados (esquema intermedio) y tras la recombinación (esquema inferior) mediada por la 

acción de la recombinasa cre cuya expresión está controlada por el promotor del receptor de Epo (EpoR). 
Se representan las posiciones donde hibridan los oligonucleótidos 1 y 2 que permiten detectar la deleción 

del exón 1 mediante la aparición de un amplicón de 253 pares de bases (B) PCR convencional con los 
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oligonucleótidos 1 y 2 utilizando ADN genómico extraído del bazo de animales control y ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP. 

 

Con el fin de comprobar la efectividad de la línea ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP para 

delecionar la región genómica localizada entre los dos sitios LoxP en el locus de 

Slc7a5 analizamos el ADN genómico de bazos de ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP y 

ratones control (Figura 13B). Para este análisis empleamos los oligonucleótidos 1 y 2 

indicados en la (Figura 13A). Estos oligonucleótidos amplificaban una banda de 253 pb 
- exclusivamente en los bazos de los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP - lo que es 

indicativo de la deleción del exón 1 del locus de Slc7a5 situados entre los dos sitios 

LoxP (Figura 13B).  

Una vez comprobado que el modelo animal promovía la eliminación del locus silvestre 
para Slc7a5 procedimos a comprobar si la señal por citometría de flujo detectada con 

nuestro anti-CD98 correspondía al heterodímero LAT1/CD98. Efectivamente pudimos 

comprobar que la señal del anticuerpo en células CD71+/Ter119- y células doble 
positivas CD71+/Ter119+ se perdía en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (Figura 14 

comparando perfil azul claro de la señal de ratones control con perfil verde de la señal 
de ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP). Esta pérdida de señal es muy marcada, indicando 

probablemente que LAT1 es la subunidad preponderante que heterodimeriza con 

CD98 en precursores eritroides en condiciones basales. En línea con los datos 

mostrados anteriormente, los eritrocitos maduros CD71-/Ter119+ presentan una 

expresión nula o mínima de CD98 tanto en los ratones control como en estos ratones 
ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (Figura 14). Por último, mencionar que la pérdida de LAT1 es 

específica ya que la señal detectada con nuestro anti-CD98 no se pierde en las células 

CD71-/Ter119- doble negativas correspondientes a células que no pertenecen al linaje 

eritroide presentes en el bazo (Figura 14).   
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Figura 14. Comparativa de la expresión basal de CD98 (LAT1/CD98) en los diferentes estadios de 
diferenciación del linaje eritroide en bazo de animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP y animales control. 
Histogramas de expresión (representado en moda) de CD98 en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP 

(verde) y en animales control (azul) con control IgG (negro) en las poblaciones CD71+, CD71+/Ter119+, 

Ter119+ y CD71-/Ter119-. Experimento representativo de 18 realizados. 

 

2. LAT1/CD98 en progenitores eritroides esplénicos en condiciones de 
estrés eritropoyético (modelos de anemia). 

Aunque la expresión de LAT1/CD98 ya se detecta en los precursores eritroides en 

condiciones basales, quisimos evaluar si su expresión se inducía en condiciones de 

estrés eritropoyético. Para ello, empleamos diferentes modelos de anemia tales como 

la administración de fenilhidrazina (PHZ) o la flebotomía (pérdida de sangre) (Figura 

15). 
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Figura 15. Modelos de anemia empleados en este estudio. Se indican con flechas (hacia abajo) los 

días en los que se administra fenilhidrazina o se realiza la flebotomía durante el curso del experimento. Se 

indica con un punto rojo los tiempos de extracción de sangre o de tejidos (tejidos solo en el segundo 
punto rojo) para realizar medidas hematológicas, análisis por citometría de flujo, EPO circulante en suero 

por ELISA y expresión de ARNm de Epo en riñón.  

 

Modelo de anemia aguda por fenilhidrazina (PHZ) con dos dosis de 60 μg/g 

La administración de fenilhidrazina (PHZ) es un modelo de anemia hemolítica aguda. 

La fenilhidrazina produce un estrés oxidativo que desencadena la peroxidación de 

lípidos en la membrana de los eritrocitos, así como la oxidación de la oxihemoglobina 

que da a lugar a la formación de metahemoglobina. Estos efectos desencadenan la 

desnaturalización irreversible de la hemoglobina (formación de hemicromos) y la 

generación de cuerpos de Heinz que son detectados por los macrófagos que fagocitan 

estos eritrocitos dañados (Rifkind, 1965). Iniciamos nuestros análisis - en línea con 

otros estudios - utilizando la administración de PHZ 60 μg/g 2 días consecutivos 

(Figura 15). Dos días después de la administración de la última dosis de PHZ se 

apreciaba una bajada significativa de hematocrito y de hemoglobina en sangre 

periférica (Figura 16). Esta condición genera un escenario de hipoxia tisular que activa 

la producción de EPO en el riñón cuando se compara con los ratones no tratados 

(Expresión relativa de ARNm de Epo; media ± SEM: Control: 1±0 frente a tratados 

(PHZ 60 μg/g): 15,49±4,92 p=0,0258). En condiciones de estrés eritropoyético - como 

el inducido por la fenilhidrazina - el bazo juega un papel relevante en mantener la 
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eritropoyesis dependiente de EPO (Paulson et al., 2011, 2020). En este sentido el 

tratamiento con PHZ desencadena una marcada esplenomegalia (Peso de bazo; 

media ± SEM Basal: 0,09±0,01 frente a tratado (PHZ 60 μg/g): 0,21±0,01 p˂0,0001) 

asociada en gran medida a una marcada expansión de los precursores eritroides 

especialmente los CD71+/Ter119+ doble positivos (Figura 17).  

 

Figura 16. Medidas de hematocrito y hemoglobina en condiciones basales tras el tratamiento con 
PHZ. Se representa hematocrito y hemoglobina de animales en condiciones basales (n=25) y animales 
tratados con PHZ con 2 dosis de 60 μg/g (n=7) o 1 dosis de 40 μg/g (n=16). El análisis estadístico se llevó 

a cabo usando t de student seguido de corrección de Welch comparando cada condición con el control 

* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

 

Modelo de anemia aguda por fenilhidrazina (PHZ) con una dosis de 40 μg/g 

Dado que la doble administración de PHZ de 60 μg/g es especialmente agresiva y 

disminuye el hematocrito a valores cercanos a 20% quisimos evaluar un modelo más 

moderado con una sola administración de PHZ de 40 μg/g. Con este modelo 

observamos una caída tanto de hematocrito a valores más cercanos a 30% así como 

una caída de la hemoglobina menos acusada (Figura 16). Este modelo también cursa 
con una elevación de los niveles de ARNm de Epo en el riñón (Expresión relativa de 

ARNm de Epo; media ± SEM: Control: 1±0 frente a tratados (PHZ 40 μg/g): 5,38±1,98 

p=0,0489) así como una marcada esplenomegalia (Peso de bazo; media ± SEM: 

Basal: 0,12±0,02 frente a tratado (PHZ 40 μg/g): 0,25±0,03 p=0,0023).  

Modelo de anemia aguda por flebotomía. 

Otro modelo de anemia empleado es la flebotomía en la que se sangra a los ratones 

durante 3 días seguidos. De manera similar al tratamiento con PHZ observamos 
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también una bajada de hematocrito (Hematocrito; media ± SEM: Basal: 45,41±1,60 

Tratados: 29,60±4,18 p=0.0276) y hemoglobina (Hemoglobina; media ± SEM: Basal: 

14,66±0,53 Tratados: 9,20±1,35 p=0.0201) como consecuencia de la pérdida de 

sangre.  

 

2.1. Expresión de LAT1/CD98 en progenitores eritroides esplénicos en 
condiciones de estrés eritropoyético.   

A continuación, analizamos si la señal en citometría con nuestro anti-CD98 se inducía 

en células del linaje eritroide en el bazo, órgano central de la respuesta al estrés 

eritropoyético. Este análisis reveló que los precursores más inmaduros CD71+/Ter119- 

como los eritroblastos CD71+/Ter119+ doble positivos presentaban una mayor 

expresión de CD98 en condiciones de anemia cuando se comparaba con estas 

mismas células en los ratones control (Figura 17-18). Esta inducción era específica en 

el linaje eritroide ya que la señal de CD98 no se alteraba en las células no eritroides 

CD71-/Ter119- presentes en el bazo (Figura 17-18).  

 

Figura 17. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+, CD71+ y CD71-/Ter119- en 
bazo de animales control no tratados y tratados con PHZ. (A) Diagrama de puntos de expresión de 
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CD71 y Ter119 en bazo de ratón discriminando las poblaciones CD71+, CD71+/Ter119+ y CD71-/Ter119- 

en condiciones basales y tras tratamiento con PHZ (2 dosis 60 μg/g). (B) Histograma de expresión de 

CD98 (representado en moda) en las poblaciones CD71+/Ter119+, CD71+ y CD71-/Ter119- en animales 
control no tratados (azul) o tratados con PHZ (rojo). Control IgG-APC (negro). Experimento representativo 

de 5 realizados. 

 

 

Figura 18. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+, CD71+ y CD71-/Ter119- en 
bazo de animales control no tratados y tratados con PHZ. (A) Diagrama de puntos de expresión de 

CD71 y Ter119 en bazo de ratón discriminando las poblaciones CD71+, CD71+/Ter119+ y CD71-/Ter119- 

en condiciones basales y tras tratamiento con PHZ (1 dosis 40 μg/g). (B) Histograma de expresión de 

CD98 (representado en moda) en las poblaciones CD71+/Ter119+, CD71+ y CD71-/Ter119- en animales 
control no tratados (azul) o tratados con PHZ (rojo). Control IgG-APC (negro). Experimento representativo 

de 5 realizados. 

 

De nuevo evaluamos si LAT1 contribuía a la expresión de CD98 en ratones ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP sometidos a condiciones de anemia bajo tratamiento con PHZ de 60 

μg/g o 40 μg/g. Pudimos comprobar que la expresión de CD98 disminuía en los 

precursores iniciales CD71+/Ter119- y CD71+/Ter119+ doble positivos del bazo en los 
ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP tratados con PHZ (Figura 19-20, comparar perfil rojo 
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de la señal de animales control tratados con PHZ con perfil verde de la señal en 
ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP tratados con PHZ). 

 

Figura 19. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+ doble positivas y CD71+ en 
condiciones de estrés eritropoyético. Histogramas de expresión de CD98 (representado en moda) de 

poblaciones CD71+/Ter119+ y CD71+ en bazo de animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (verde), animales 

control no tratados (azul) o tratados con PHZ (2 dosis de 60 μg/g) (rojo). Control IgG-APC (negro). 
Experimento representativo de 5 realizados. 

 

 

Figura 20. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+ doble positivas y CD71+ en 
condiciones de estrés eritropoyético. Histogramas de expresión de CD98 (representado en moda) de 
poblaciones CD71+/Ter119+ y CD71+ en bazo de animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (verde), animales 

control no tratados (azul) o tratados con PHZ (1 dosis de 40 μg/g) (rojo). Control IgG-APC (negro). 

Experimento representativo de 5 realizados. 
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Sin embargo, la pérdida de CD98 fue parcial tanto en las células CD71+/Ter119- como 

en las doble positivas CD71+/Ter119+ indicando que en condiciones de anemia los 

eritroblastos expresan no solo LAT1/CD98 sino otros transportadores de aminoácidos 

que heterodimerizan con CD98. Un análisis más en detalle de las células 

CD71+/Ter119+ doble positivas parecía detectar (i) una población de células que tenía 

una pérdida de CD98 menos manifiesta y (ii) otra población en la que la pérdida de 

CD98 era más marcada (Figura 19-20).  Estos datos nos llevaron a considerar si la 

pérdida de CD98 podría ser diferente en las distintas subpoblaciones que componen 

las células CD71+/Ter119+ doble positivas. A este respecto, los eritroblastos 

CD71+/Ter119+ doble positivos son un conjunto de varias poblaciones de precursores 

eritroides que se ordenan (en orden de diferenciación) como eritroblastos basófilos, 

policromáticos, ortocromáticos, todas ellas con núcleo, y un último estadio de 

reticulocitos enucleados (Chen et al., 2009; Tauzin et al., 2018). Los eritroblastos 

basófilos y policromáticos son de mayor tamaño que los ortocromáticos y reticulocitos 

que son de un tamaño menor (Chen et al., 2009). En base a esta información previa 

realizamos un análisis por citometría para analizar el tamaño (FSC) frente a la 

presencia de ADN/ARN empleando la sonda DRAQ5 en las células CD71+/Ter119+ 

doble positivas del bazo en condiciones de estrés eritropoyético. Este análisis indicó, 

efectivamente, la presencia de células CD71+/Ter119+ doble positivas del bazo 

positivas también para DRAQ5 (DRAQ5ALTO) en las que se apreciaban células de 

diferente tamaño (FSC) siendo probablemente eritroblastos basófilos/policromáticos 

los de mayor FSC y ortocromáticos los de menor FSC (Figura 21). Además, también 

detectamos células CD71+/Ter119+ de un FSC aún menor que las células nucleadas, 

y con una señal baja (no nula) de DRAQ5 (DRAQ5BAJO), característica de los 

reticulocitos que aún tienen ARN detectable por DRAQ5 (Figura 21) (Allan et al., 2008; 

Tauzin et al., 2018).  

En base a esta información quisimos evaluar la pérdida de CD98 en los animales 
ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP tanto en las células CD71+/Ter119+ doble positivas 

nucleadas (DRAQ5ALTO) como en los reticulocitos CD71+/Ter119+ DRAQ5BAJO. 

Nuestros datos revelaron que las células CD71+/Ter119+ doble positivas nucleadas en 
los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP presentan una pérdida parcial de CD98 (Figura 

21), probablemente - en línea con el comentario anterior - porque la anemia induzca 

otros transportadores de aminoácidos en las células CD71+/Ter119+ que puedan 

asociarse a CD98 diferentes a LAT1 (ver discusión). Sin embargo, las células 

CD71+/Ter119+ doble positivas, identificadas como reticulocitos, presentaban una 
pérdida más marcada de la señal para CD98 en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP 
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(Figura 21). Este hecho podría indicar que el heterodímero LAT1/CD98 es 

preponderante frente a otros posibles heterodímeros de CD98 en reticulocitos 

CD71+/Ter119+ presentes en el bazo. 

 

Figura 21. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+ doble positivas DRAQ5ALTO y 
CD71+/Ter119+ doble positivas DRAQ5BAJO en el bazo de animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP y 
animales control tratados con PHZ. Diagramas de puntos de expresión de DRAQ5 frente al tamaño 

(FSC) de la población CD71+/Ter119+ diferenciando dos poblaciones por expresión de ácidos nucleicos y 
tamaño (FSC). Histogramas de expresión de CD98 (representado en moda) de la población 

CD71+/Ter119+ DRAQ5ALTO y CD71+/Ter119+ DRAQ5BAJO en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (verde) 

y animales control (rojo) tratados con PHZ (1 dosis de 40 μg/g). El control sin marcar se indica en negro. 
Experimento representativo de 3 realizados. 

 

3. Expresión de LAT1/CD98 en progenitores eritroides circulantes en 
condiciones de estrés eritropoyético. 

Además del análisis de los precursores eritroides en el bazo, realizamos un análisis 

por citometría de flujo de células circulantes a día 3 en cada uno de los modelos de 

anemia. Observamos un aumento muy marcado de precursores eritroides 

CD71+/Ter119+ doble positivos circulantes tras el tratamiento con PHZ (Figura 22). 

Este aumento de precursores eritroides también se aprecia con claridad tras inducir 

anemia con el modelo de flebotomía descrito anteriormente (Figura 22). Además, 

estos precursores circulantes, que pueden apreciarse a 2-3 días disminuyen casi al 
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nivel basal al cabo de 8 días como se muestra en el modelo de 40 μg/g de PHZ 

(Figura 23). 

 

Figura 22. Expansión de población CD71+/Ter119+ en células circulantes de animales control no 
tratados y tratados con PHZ o flebotomía. Diagrama de puntos de expresión de CD71 y Ter119 en 

células circulantes de ratón discriminando las poblaciones CD71+/Ter119+ (población incluida dentro del 

recuadro superior derecha) y CD71-/Ter119+ en condiciones basales y tras tratamiento con PHZ (2 dosis 
de 60 μg/g o 1 de 40 μg/g) o flebotomía. Experimento representativo de 23 realizados. 

 

 

Figura 23. Cinética de aparición de eritroblastos CD71+/Ter119+ circulantes tras tratamiento con 
PHZ (40 μg/g). Diagramas de puntos representativos de expresión de CD71 y Ter119 en células 
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circulantes de animal en basal (día 0) y tras tratamiento con PHZ (40 μg/g) a día 2, 3 y 8. Debajo se 

muestra el valor de hematocrito (HT) medio cada día en este grupo de experimentos.  

 

En principio estas células CD71+/Ter119+ circulantes deberían ser reticulocitos ya que 

son los únicos precursores eritroides que pueden detectarse en periferia (Moras et al., 

2017; Palis, 2014) pero quisimos confirmar este punto. Para ello comparamos la señal 

de ADN/ARN mediante DRAQ5 y su tamaño mediante el análisis de FSC (como en la 

Figura 21) en las células doble positivas (CD71+/Ter119+) comparando las que se 

expanden en el bazo y las que aparecen en periferia (Figura 24). 

 

Figura 24. Señal de ácidos nucleicos (DRAQ5) y tamaño (FSC) en células CD71+/Ter119+ de bazo y 
células circulantes de animales tratados con PHZ (40 μg/g). Diagrama de puntos de tamaño celular 

(FSC) frente a DRAQ5 (presencia de ácidos nucleicos) comparando células CD71+/Ter119+ en bazo y 

células circulantes de animales tratados con PHZ (40 μg/g). La línea punteada representa el área donde 
se encuentra el control IgG-APC. Experimento representativo de 3 realizados. 

  

Tal y como comprobamos en la Figura 24 las células CD71+/Ter119+ presentes en el 

bazo están compuestas por eritroblastos nucleados DRAQ5ALTO con una señal FSC de 

rango variable, y reticulocitos DRAQ5BAJO de un FSC menor. Sin embargo, las células 

doble positivas (CD71+/Ter119+) circulantes presentaban únicamente DRAQ5BAJO y un 

FSCBAJO (Figura 24). Por lo tanto, estos datos indican que únicamente los reticulocitos 

CD71+/Ter119+ doble positivos originados en gran medida en el bazo - pero no las 

CD71+/Ter119+ doble positivas nucleadas - son efectivamente los que terminan 

alcanzando la sangre periférica en condiciones de estrés eritropoyético tras la 
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inducción de la anemia. Por supuesto, también evaluamos la expresión de LAT1/CD98 

en estas células precursoras CD71+/Ter119+ circulantes. 

  

 
Figura 25. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+ doble positivas en células 
circulantes de animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP y animales control. (A) Histogramas de expresión 

de CD98 (representado en moda) en la población CD71+/Ter119+ en ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP 

(verde) ratones control basal (azul) o tratados con PHZ (rojo). Control IgG-APC (negro). Experimento 
representativo de 17 realizados. (B) Intensidad media de fluorescencia de CD98 en reticulocitos 

CD71+/Ter119+ circulantes en condiciones basales o de anemia (PHZ 60 y 40 μg/g y flebotomía) en 

animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (PHZ 60 μg/g n=basal:2; tratados:2; PHZ 40 μg/g n=basal:16; 
tratados:14; Flebotomía n=basal:3; tratados:3), ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ (PHZ 60 μg/g n=basal:2; tratados:2; 

PHZ 40 μg/g n=basal:11; tratados:10; Flebotomía n=basal:4; tratados:4) y animales control (PHZ 60 μg/g 

n=basal:13; tratados:11; PHZ 40 μg/g n=basal:33; tratados:20; Flebotomía n=basal:8; tratados:8). Los 
datos se muestran como media ± SEM. El análisis estadístico se llevó a cabo usando t de student seguido 
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de corrección de Welch * p < 0.05. Se indica si es significativo con animales control con (*) frente a 

basales y (#) frente a tratados. 

 

En primer lugar, encontramos que estas células CD71+/Ter119+ circulantes también 

inducían - como en el caso del bazo - la señal en superficie de CD98 en los tres 

modelos de anemia utilizados (Figura 25). Además, observamos que - al igual que los 

reticulocitos CD71+/Ter119+ doble positivos presentes en el bazo (Figura 21) - la 

mayoría de la señal obtenida con el anti-CD98 en estas células circulantes se perdía 
en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP. Además, como control adicional, observamos 

una pérdida intermedia de la señal de CD98 en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ 

heterocigotos. Por lo tanto, estos datos demuestran que LAT1 es la subunidad 

preferente de asociación con CD98 tanto en los reticulocitos del bazo como en los que 

alcanzan la sangre periférica y que su expresión en superficie se induce en 

condiciones de anemia (Figura 25).  

 

4. HIF2α no controla la inducción de LAT1 en el linaje eritroide. 

Como ya hemos introducido y mostrado previamente, SLC7A5 (LAT1) se induce en 

respuesta a la activación del factor de respuesta a hipoxia HIF2α en carcinoma renal 

donde facilita la proliferación autónoma de célula y por lo tanto la progresión de este 
tipo de tumores (Elorza et al. 2012). Además, Slc7a5 se induce en diversos tejidos 

como pulmón, hígado o riñón mediante HIF2α (Figura anterior 8-10) (Elorza et al. 

2012) y en el caso del pulmón se ha asociado a la proliferación de la células Club del 

epitelio pulmonar (Torres-Capelli et al., 2016). En este sentido, nos preguntamos si la 

expresión del heterodímero LAT1/CD98 en precursores eritroides en condiciones de 

estrés eritropoyético estaba también controlada por HIF2α. En esta línea, 

hipotetizamos que la situación de anemia podría generar una hipoxia local en el bazo 

que potencialmente pudiera activar HIF2α en los propios precursores eritroides con el 
fin de inducir Slc7a5 y promover así su expansión. Para este propósito inactivamos 

HIF2α en el linaje eritroide utilizando ratones en los que el exón 2 de HIF2α está 
flanqueado por dos sitios LoxP cruzados - como el caso de los ratones Slc7a5LoxP/LoxP - 

con ratones ErGFPcre para la inactivación de HIF2α especifica en el linaje eritroide. 

Estos ratones los denominamos ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP (Figura 26).  

Para comprobar la inactivación del locus de Hif2α analizamos el ADN genómico de 

bazos de ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP y ratones control (Figura 27A). Para este 
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análisis empleamos los oligonucleótidos 1 y 2 incluidos en la Figura 26. Estos 

oligonucleótidos amplificaban una banda de ~700 pb únicamente en los bazos de los 
ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP que era indicativa de la deleción del exón 2 del locus 

de Hif2α incluido entre los sitios LoxP (Figura 27A). 

 
Figura 26. Generación de ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP para inactivación de Hif2α en el linaje 
eritroide.  Representación del locus murino de Hif2α en su forma silvestre (esquema superior), con los 

sitios LoxP insertados (esquema intermedio) y tras la recombinación (esquema inferior) mediada por la 
acción de la recombinasa cre cuya expresión está controlada por el promotor del receptor de Epo (EpoR). 

Se representan las posiciones donde hibridan los oligonucleótidos 1 y 2 que permiten detectar la deleción 

del exón 2 por la aparición de un amplicón de ~700 pares de bases. Se representan las posiciones donde 
hibridan los oligonucleótidos 3 y 4 que permiten detectar la deleción del exón 2 en el transcrito de ARN. 

 

Posteriormente analizamos si esta escisión promovía la desaparición del ARNm de 
Hif2α y la aparición de un transcrito de Hif2α truncado sin exón 2 donde exón 1 y exón 

3 quedan contiguos. Para ello, se analizó la expresión relativa de estos transcritos 

empleando un oligonucleótido 5’ en el exón 1 (oligonucleótido 3) y otro 3’ en el exón 3 

(oligonucleótido 4) (Figura 26). En los ratones control aparecía únicamente una banda 
de 441 pb correspondiente al ARNm silvestre de Hif2α (Figura 27B). Sin embargo, en 

los ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP aparecería la banda de genotipo silvestre 

(correspondiente a la expresión de HIF2α en células que no son del linaje eritroide) y 
una banda más tenue de 250 pb correspondiente al transcrito de ARNm de Hif2α 

truncado (correspondiente a un ARNm de Hif2α que ha perdido el exón 2 en el linaje 

eritroide) (Figura 27B). La señal de Hif2α truncado en los ratones ErGFPcre 

Hif2αLoxP/LoxP es modesta lo que podría indicar que Hif2α se expresa de manera 

limitada en el linaje eritroide y más abundantemente en otros tipos celulares presentes 

en el bazo. En este sentido un análisis similar utilizando otra línea de ratón UBC-cre-

ERT2 Hif2αLoxP/LoxP - que expresan la recombinasa cre de forma ubicua en todos los 
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tipos celulares - desveló que prácticamente la totalidad del ARNm de Hif2α detectado 

en el bazo era en la forma truncada (Figura 27B) lo que confirmaba que HIF2α se 

expresa en otros tipos celulares no pertenecientes al linaje eritroide y quizá incluso de 

manera más abundante.  

 

Figura 27. Comprobación de la deleción del locus de Hif2α y generación de un ARNm de Hif2α 
truncado en linaje eritroide en animales ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP. (A) PCR convencional con los 
oligonucleótidos 1 y 2 (Figura 26) utilizando ADN genómico extraído del bazo de animales control y 

ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP (recuadro rojo). (B) PCR sobre ADNc con los oligonucleótidos 3 y 4 (Figura 26) 

obtenido a partir de ARN de bazo de animales control y ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP (deleción en recuadro 
rojo) y UBC-cre-ERT2 Hif2α.  

 

Finalmente evaluamos por citometría de flujo la expresión de CD98 en superficie en 
células CD71+/Ter119+ doble positivas tanto en ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP como 

en ratones control en condiciones de anemia. Nuestros resultados muestran que la 

expresión de CD98 en células CD71+/Ter119+ doble positivas - tanto en bazo como 
en sangre periférica - no se reduce en ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP cuando se 

compara con ratones control (Figura 28). Cabe destacar que la ausencia de HIF2α no 

parece afectar la expresión de CD98 no solo en condiciones de anemia sino tampoco 

en condiciones basales (Figura 28). Por lo tanto, a diferencia de otros escenarios 

biológicos - como en carcinoma renal - HIF2α no parece controlar la inducción de 
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Slc7a5 en precursores eritroides quizá por su modesta expresión en el linaje eritroide 

probablemente anticipando la participación de otros factores de transcripción que 
controlan la expresión de Slc7a5 (ver discusión).  

 

Figura 28. Expresión de CD98 (LAT1/CD98) en células CD71+/Ter119+ doble positivas en el bazo y 
circulantes (reticulocitos) en animales ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP y animales control. Histogramas de 

expresión de CD98 (representado en moda) en la población CD71+/Ter119+ (reticulocitos) en bazo y en 
circulación en animales ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP y animales control en basal (azul) o tratados con PHZ (2 

dosis 60 μg/g) (rojo). Control IgG-APC (negro). Experimento representativo de 5 realizados. 

 

5. La ausencia de LAT1 en el linaje eritroide promueve un escenario de 
hiper-eritropoyetinemia. 

El patrón de expresión de LAT1/CD98 en el linaje eritroide y su inducción en 

condiciones de anemia nos permitió hipotetizar su posible papel en la proliferación de 

los precursores eritroides, así como en el control del hematocrito y por lo tanto en la 

oxigenación tisular. Debido a que LAT1/CD98 se expresa en condiciones basales en 

los precursores eritroides prestamos especial atención al fenotipo de los ratones no 

solo sometidos a anemia (PHZ 40 μg/g) sino también en condiciones basales. En 

primer lugar, constatamos que el número total de células rojas en circulación en 



 
 

103 
 

R
E

S
U

L
T
A

D
O

S
 

sangre periférica en condiciones basales era similar en los ratones ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP cuando se comparaba con los ratones control (Figura 29), aspecto que 

podría resultar algo sorprendente teniendo en cuenta el papel de LAT1/CD98 en la 

proliferación de diversas células tumorales. En condiciones de anemia el número total 

de células rojas en circulación disminuía debido a la eliminación masiva de eritrocitos 
maduros por PHZ. Esta disminución era similar tanto en los ratones ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP como en los ratones control y heterocigotos ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ 

(Figura 29). Además, la esplenomegalia que acontece tras un estrés eritropoyético 
también era similar en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP como en los ratones 

control (Figura 29).  

 

Figura 29. Análisis del número total de células rojas, porcentaje de reticulocitos circulantes y peso 
del bazo en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP, ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ y animales control.  Análisis 

de células rojas totales en circulación y peso de bazo (g, gramos) en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP 

(n=basal:25; tratados:15), ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ (n=basal:15; tratados:7) y animales control (n=basal:49; 

tratados:11) en basal o tras tratamiento con PHZ (40 μg/g).  Los datos se muestran como media ± SEM. 

El análisis estadístico se llevó a cabo usando t de student seguido de corrección de Welch * p < 0.05. 

 

Estos datos nos llevaron a concluir que la expansión de los precursores eritroides no 

se veía comprometida por la pérdida de LAT1 en el linaje eritroide y que por lo tanto la 
oxigenación de los tejidos podría ser normal en los animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP. 

Sin embargo, quisimos evaluar este aspecto más en profundidad. Un parámetro que 

es reflejo de la oxigenación de los tejidos es la EPO circulante ya que el riñón eleva los 

niveles de EPO circulante cuando el aporte de oxígeno en los tejidos es insuficiente. 

Aunque el número total de células rojas en circulación no se veía alterado, 
observamos que los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP tenían unos niveles de EPO 

circulante en el suero más elevados que los ratones control - incluidos los ratones 
heterocigotos ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ - tanto en condiciones de anemia como en 
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condiciones basales (Figura 30). En línea con estos datos, observamos una mayor 
elevación del ARNm de Epo en el riñón de los animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP en 

condiciones de anemia sugiriendo que el aumento de EPO circulante era una 
consecuencia de una mayor inducción transcripcional de la expresión renal de Epo 

(Figura 30). Por lo tanto, este exceso de EPO circulante (hiper-eritropoyetinemia) 

podría considerarse un signo de que los tejidos periféricos (como el riñón como órgano 

central de la detección de la PO2 arterial) no reciben un aporte óptimo de oxígeno lo 
que desencadena ese aumento de producción de EPO en los ratones ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP.  

 

Figura 30. Expresión de EPO circulante y expresión renal del ARNm de Epo en animales ErGFPcre 
Slc7a5LoxP/LoxP, ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ y animales control. Expresión de proteína de EPO circulante 

(pg/ml) y de ARNm de Epo en riñón relativo a 28s en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (n=basal:13; 
tratados:16), ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ (n=basal:4; tratados:9) y animales control (n=basal:18; tratados:18) en 

basal y tras tratamiento con PHZ (40 μg/g). Los datos se muestran como media ± SEM. El análisis 

estadístico se llevó a cabo usando t de student seguido de corrección de Welch * p < 0.05, ** p < 0.01 y 
*** p < 0.001. 

 

6. La deficiencia de LAT1 en el linaje eritroide disminuye el tamaño de 
las células rojas circulantes.   

A continuación, consideramos si - aun habiendo el mismo número total de células rojas 
circulantes en los ratones deficientes para Slc7a5 - las células rojas circulantes de los 

ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP presentaban algún defecto que comprometiese su 

capacidad para transportar oxígeno que pudiera explicar la elevada respuesta 

compensatoria en forma de EPO circulante. En este sentido pudimos constatar que el 

volumen corpuscular medio (MCV) de las células rojas circulantes era 
significativamente menor en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (Figura 31). También 
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analizamos directamente su diámetro, empleando un contador automatizado de 

células que confirmó que el diámetro medio de las células rojas circulantes se reduce 

en ausencia de LAT1 en el linaje eritroide (Figura 31). Además, esté análisis permitió 

establecer que el porcentaje de eritrocitos con un menor diámetro (5-6 μm) aumentaba 
en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP mientras que aquellos de un mayor tamaño (7-

8 μm) disminuían en estos ratones (Figura 31). Destacar que esta disminución de 

tamaño era aparente tanto en condiciones basales, así como tras la inducción de la 

anemia (Figura 31). En este sentido debe recordarse que la expresión de LAT1/CD98 

se detecta en el linaje eritroide tanto en condiciones basales como de anemia (Figuras 

12, 17-18, 25).  

 

Figura 31. Análisis del volumen corpuscular medio y del diámetro de las células circulantes en 
animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP, ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ y animales control. Volumen corpuscular 

medio (MCV, μm3) y tamaño celular midiendo el diámetro (μm) y las frecuencias de tamaño (%) en 

animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (n=basal:25; tratados:15), ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ (n=basal:15; 

tratados:7) y animales control (n=basal:49; tratados:11) en condiciones basales o tras tratamiento con 
PHZ (40 μg/g).  Los datos se muestran como media ± SEM. El análisis estadístico se llevó a cabo usando 

t de student seguido de corrección de Welch * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

 

En línea con una no afectación del número de células circulantes, pero si de una 

disminución de su tamaño pudimos constatar que el hematocrito de los ratones era 
significativamente menor en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (Figura 32).  
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Además, tanto la hemoglobina circulante como la hemoglobina corpuscular media 
(MHC) se encontraba reducida en los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP (Figura 32).  

 

Figura 32. Análisis del hematocrito, hemoglobina y hemoglobina corpuscular media en animales 
ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP, ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ y animales control. Medida de hematocrito (%), 
hemoglobina (g/dL) y hemoglobina corpuscular media (MCH, pg) en animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP 

(n=basal:25; tratados:15), ErGFPcre Slc7a5LoxP/+ (n=basal:15; tratados:7) y animales control (n=basal:49; 

tratados:11) en basal o tras tratamiento con PHZ (40 μg/g).  Los datos se muestran como media ± SEM. 
El análisis estadístico se llevó a cabo usando t de student seguido de corrección de Welch * p < 0.05, 

** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

 

Por lo tanto, estos datos nos llevaron a sugerir que la deficiencia de LAT1 en el linaje 

eritroide no altera el número total de células rojas circulantes, pero si específicamente 

el tamaño y cantidad de hemoglobina, lo cual genera una elevación en los niveles de 

EPO circulantes (hiper-eritropoyetinemia) probablemente como consecuencia de una 

oxigenación tisular crónicamente reducida. 
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PARTE I 
Las isoformas de HIF1α y HIF2α son factores centrales en la respuesta celular a la 

hipoxia. Sin embargo, algunos genes dependientes de HIF presentan preferencia por 

la isoforma HIF1α y otros por la isoforma HIF2α. Este fenómeno se ha estudiado en 
gran medida en células ccRCC deficientes en Vhl caracterizadas por la activación 

constitutiva de las isoformas de HIF1α y HIF2α, donde cada isoforma tiene un efecto 
biológico diferente. Efectivamente, algunos genes como CAIX se encuentran 

preferentemente inducidos por HIF1α en células ccRCC, mientras que otros genes 
como PHD3 se inducen preferentemente por HIF2α (Cho et al., 2016; Hu et al., 2003; 

Hu et al., 2007; Lau et al., 2007; Persson et al., 2020; Raval et al., 2005). En este 

estudio evaluamos la contribución de los dominios N-terminal y C-terminal de HIF1α y 

HIF2α para conferir su especificidad en un grupo relativamente amplio de genes en un 

modelo de ccRCC (células WT8). Además, evaluamos si esta especificidad se 
mantenía in vivo en ratones deficientes en Vhl que presentan una actividad constitutiva 

de ambas isoformas.  

Con respecto a la especificidad de HIF1α y HIF2α en diferentes escenarios biológicos, 
algunos de los genes preferentemente regulados por HIF2α como SLC7A5, PHD3, 

TGFA y NDRG1 muestran esta preferencia por la isoforma HIF2α tanto in vivo en 

animales deficientes para Vhl como in vitro en la línea celular WT8. Sin embargo, 

mientras Slc7a5 y Phd3 se inducen en los tres tejidos analizados (hígado, riñón y 

pulmón) de los ratones deficientes en Vhl, Ndrg1 solo se inducia en hígado y pulmón y 

Tgfa únicamente en el pulmón. A este respecto, no podemos descartar que la 

expresión de Tgfa y Ndrg1 pueda estar inducida en algún tipo celular concreto en los 

tejidos donde no detectamos inducción en los animales Vhl-/- y no podamos detectarlo 

por el análisis de ARN del tejido completo. En esta línea, se ha documentado una 
mayor expresión de Tgfa en modelos tumorales murinos deficientes  en Vhl en células 

epiteliales de riñón (Hoefflin et al., 2020). Este modelo tumoral presenta un escenario 

biológico diferente al empleado en nuestros estudios, ya que debemos considerar que 

estos tumores están caracterizados por un microambiente específico y que la sola 
inactivación del gen de Vhl (como en nuestro modelo) no es suficiente para iniciar la 

generación de un carcinoma renal (Guinot et al., 2016; Harlander et al., 2017; 

Iliopoulos et al., 1995), lo que podría explicar las diferencias entre los dos modelos en 
cuanto a la expresión de Tgfa. Otros genes dependientes de HIF muestran una 

especificidad diferente por HIF1α o HIF2α en ratones comparado con células humanas 
WT8. Por ejemplo, la expresión de GLUT1 está controlada preferentemente por HIF2α 

en células WT8, mientras que PGM1 está preferentemente inducido por la isoforma 
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HIF1α. Sin embargo, nuestros datos presentan que el aumento de expresión de Glut1 

y Pgm1 en los tejidos de ratones deficientes en Vhl analizados, no se reduce 

significativamente al inactivar de manera individual HIF1α o HIF2α, lo que podría 
sugerir que ambas isoformas son responsables de la inducción de Glut1 y Pgm1 en los 

tejidos analizados. En línea con esto, se ha observado que la expresión de GLUT1 

está controlada por HIF1α en células Hep3B (Hu et al., 2007; Pawlus et al., 2013), lo 

que contrasta con células de carcinoma de renal en la que está preferentemente 

inducido por HIF2α. Estas diferencias de especificidad de HIF1α y HIF2α en función 
del modelo biológico se han observado recientemente en el caso de SLC7A5. En este 

sentido, como ya se ha mostrado y mencionado previamente SLC7A5 está inducido 

preferentemente por HIF2α en células RCC deficientes en VHL así como en tejido 

hepático y pulmonar de ratones deficientes en Vhl (Bouthelier & Aragonés, 2020; 

Elorza et al., 2012). Además, HIF2α controla la expresión de SLC7A5 en otros 

contextos biológicos como en células de neuroblastoma (Corbet et al., 2014; Onishi et 

al., 2019). Sin embargo, en células de glioblastoma se ha observado recientemente 
una inducción de SLC7A5 en repuesta a hipoxia, no solo mediada por HIF2α sino 

también por la isoforma HIF1α (Zhang et al., 2020). La base molecular que subyace a 

la selectividad de las isoformas de HIF en función del tipo celular es todavía 

desconocida. Datos previos, así como nuestros propios datos, sugieren que factores 

específicos de cada tejido, o línea celular, pueden influir en la participación de HIF1α o 

HIF2α en la regulación de algunos genes dependientes de HIF. Del mismo modo, la 

abundancia relativa de las isoformas de HIF1α o HIF2α en cada tipo celular, puede 

contribuir, en cierta medida, a la selectividad de los factores HIF, especialmente 

teniendo en cuenta el patrón de expresión específico de HIF1α o HIF2α en los tejidos 

(Tian et al., 1997; Wiesener et al., 2003). Tampoco podemos descartar que existan 

diferencias en la selectividad de los factores HIF entre humano y ratón en ciertos 

genes dependientes de HIF.  

Con respecto a las regiones específicas de HIF1α o HIF2α que controlan dicha 

especificidad, estudios previos muestran que la especificidad de HIF1α por genes 
como CAIX o PGK1 no se puede explicar simplemente por la unión preferente de 

HIF1α al HRE localizada en las regiones reguladoras de estos genes (Hu et al., 2007; 

Lau et al., 2007). De hecho, HIF2α es capaz de unirse al HRE de estos dos genes en 
células sometidas a hipoxia o en células RCC deficientes en Vhl sin ser capaz de 

promover su inducción (Hu et al., 2007; Lau et al., 2007). En estudios similares, se 

observó que una proteína quimérica de HIF que contiene el dominio bHLH-PAS de 

HIF1α fusionado a la región NTAD/CTAD de HIF2α no es capaz de inducir la 
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expresión de los genes CAIX y PGK1 en células HEK293 o células RCC (Hu et al., 

2007; Lau et al., 2007; Pawlus et al., 2013), evidenciando la relevancia de la región 

NTAD/CTAD de HIF1α en la especificidad por sus genes diana. En línea con estos 

datos, mostramos que una construcción similar (HIF (P-A)2 (N1/C2)) no es capaz de 
inducir la expresión de CAIX, pero tampoco, de otros genes dependientes de HIF1α 

como BNIP3 o PGM1. Además, la región NTAD parece ser esencial para explicar la 

selectividad de HIF1α por sus genes diana (Hu et al., 2007; Lau et al., 2007; Pawlus et 

al., 2013). En este sentido, una proteína quimérica de HIF que contiene el dominio 

bHLH-PAS de HIF2α y la región NTAD/CTAD de HIF1α es suficiente para inducir la 
transcripción del gen PGK1 en células HEK293 (Hu et al., 2007). Estos datos sugieren 

que la especificidad de HIF1α por PGK1 se puede atribuir, en cierta medida, a su 

región NTAD. Sin embargo, nuestros datos muestran que la quimera de HIF que 

contiene el dominio bHLH-PAS de HIF2α y la región NTAD/CTAD de HIF1α no es 
capaz de inducir la expresión de CAIX, BNIP3 y PGM1 en células WT8. En línea con 

nuestros datos, dos estudios independientes han encontrado datos similares en cuanto 
a la expresión de CAIX en células 786-O y HEK293 (Lau et al., 2007; Pawlus et al., 

2013). Estos datos indican que tanto la región bHLH-PAS como la región NTAD/CTAD 
son relevantes para la selectividad de HIF1α por ciertos genes diana como CAIX, 

BNIP3 y PGM1. En cuanto a la relevancia de la región bHLH-PAS, las isoformas 

HIF1α y HIF2α muestran patrones diferentes de unión al ADN para ciertos genes 

(Schödel et al., 2013; Smythies et al., 2019) y, por lo tanto, algunos genes, pero no 
todos, dependientes de HIF1α como BNIP3 y PGM1 quizás no permitan la unión de 

HIF2α a sus respectivos promotores. De hecho, la unión de HIF1α al ADN está 

asociada con modificaciones de histonas H3K4me3, mientras que la unión de HIF2α 

está asociada con modificaciones H3K4me1 (Smythies et al., 2019). En cuanto a otros 

factores que pueden ayudar a HIF1α en la transcripción de sus genes diana se ha 

propuesto al factor de transcripción STAT3, el cual puede ser reclutado 
específicamente en los promotores de genes dependientes de HIF1α como CAIX, 

donde contribuye ampliamente en la expresión del gen mediada por HIF1α (Pawlus et 

al., 2014; Pawlus et al., 2013). De la misma manera es posible que STAT3 pueda 

también participar en la inducción de otros genes dependientes de HIF1α, como 
BNIP3 y PGM1. 

Con respecto a los genes preferentemente regulados por la isoforma HIF2α, estudios 

previos han mostrado que la quimera de HIF que incluye el dominio bHLH-PAS de 

HIF1α y la región NTAD/CTAD de HIF2α es capaz de inducir genes dependientes de 
HIF2α como PHD3, PAI-1 o adrenomedulina (ADM) (Hu et al., 2007; Lau et al., 2007; 
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Pawlus et al., 2013). Nosotros extendimos este análisis en células WT8 a otros genes 
dependientes de HIF2α como PHD3, OCT-4, NDRG1, TGFA, GLUT1, CCND1 y 

SLC7A5. Primero encontramos que la expresión de estos genes dependientes de 

HIF2α no se induce o se afecta mínimamente por la construcción quimérica que 

contiene la mitad bHLH-PAS de HIF2α y la mitad NTAD/CTAD de HIF1α. Por el 

contrario, la quimera de HIF que presenta la mitad bHLH-PAS de HIF1α y la mitad 

NTAD/CTAD de HIF2α es suficiente para inducir, en distinta medida, los genes diana 

dependientes de HIF2α analizados (Figura 6) (Bouthelier et al., 2020). En este sentido, 

cabe señalar, que la quimera de HIF que contiene la mitad bHLH-PAS de HIF1α y la 

mitad NTAD/CTAD de HIF2α (HIF(P-A)2 (N1/C2)) induce parcialmente la expresión de 
la mayoría de los genes dependientes de HIF2α analizados, excepto de PHD3 que 

presenta niveles de inducción mayores con la quimera que con la forma silvestre 

HIF2α(P-A)2. Por otro lado, la inducción con esta quimera (HIF(P-A)2 (N1/C2)) es 
parcial - pero se observa de manera clara - para los genes TGFA, GLUT1, CCND1 y 

SLC7A5. Sin embargo, debemos considerar que algunos otros genes dependientes de 

HIF2α analizados como OCT-4 y NDRG1 se inducen en menor medida, por esta 

quimera, que otros genes dependientes de HIF2α. Estos datos sugieren que la mitad 

NTAD/CTAD de HIF2α no es suficiente para alcanzar la actividad total de HIF2α para 

ciertos genes dependientes de HIF2α. Sin embargo, como se indica en la Figura 5 la 

construcción HIF(P-A)2 (N1/C2) se expresa constantemente en menor medida que la 

forma silvestre HIF2α(P-A)2, lo que podría explicar la inducción parcial de genes 

dependientes de HIF2α por la quimera HIF(P-A)2 (N1/C2). No obstante, no podemos 

descartar que la inducción total de la respuesta de HIF2α requiera la presencia de las 

dos mitades bHLH-PAS y NTAD/CTAD para algunos - no todos - los genes 

dependientes de HIF2α. 

En cuanto a los mecanismos que pueden explicar esa mayor contribución de la región 

NTAD/CTAD de HIF2α, se ha involucrado a USF2 con la expresión de genes 
dependientes de HIF2α como EPO y PAI-1, relacionado con la interacción física entre 

USF2 y la región NTAD/CTAD de HIF2α (Pawlus et al., 2012; Pawlus et al., 2013). Por 

lo tanto, es posible que USF2 también participe en la expresión dependiente de HIF2α 
de los demás genes analizados como PHD3, OCT-4, NDRG1, TGFA, GLUT1, CCND1 

y SLC7A5 en células de carcinoma renal. Como hemos comentado, nuestros datos no 

pueden descartar una cierta contribución de la región bHLH-PAS de HIF2α para 

conferir su especificidad transcripcional. En esta línea, se ha propuesto que el factor 

de transcripción ETS-1 aumenta la selectividad de HIF2α interaccionando con el 

dominio bHLH-PAS de la isoforma de HIF2α (Elvert et al., 2003). Del mismo modo que 
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ETS-1, Elk-1 es otro factor de transcripción de la familia ETS que se ha propuesto 

como otro participante en la especificidad de HIF2α. De nuevo es posible que la 

participación de la región bHLH-PAS de HIF2α requiera de la interacción con ETS-1 

confiriendo así una base molecular sobre los distintos patrones de unión al ADN de 

HIF1α y HIF2α en algunos genes dependientes de HIF (Smythies et al., 2019). 

En general, nuestros datos extienden el análisis sobre la selectividad de las proteínas 
HIF a un escenario biológico in vivo donde mostramos que la selectividad de HIF por 

sus genes diana se conserva en humanos y ratones en muchos - no todos - de los 
genes analizados, como SLC7A5, PHD3, NDRG1 o TGFA. Estos datos sugieren que 

el mecanismo que subyace a la selectividad de las proteínas HIF se han conservado a 

lo largo de la evolución, lo que refleja la relevancia biológica de mantener la 

especificidad de acción de las subunidades HIF1α y HIF2α. Por otra parte, hemos 

mostrado la implicación de ambas regiones bHLH-PAS y NTAD/CTAD de HIF1α y la 

mayor relevancia de la región NTAD/CTAD de HIF2α en la especificidad por sus genes 

diana. Sin embargo, serán necesarios estudios adicionales para comprender la base 

molecular que mantiene las preferencias transcripcionales de HIF1α y HIF2α 
conservadas en escenarios in vitro en in vivo, así como en diferentes especies. 

 

PARTE II 

El transportador de aminoácidos LAT1/CD98 ha emergido como una diana terapéutica 

frente al tratamiento del cáncer. En este sentido LAT1/CD98 potencia la proliferación 

autónoma de la célula tumoral y por tanto la progresión de diversos tipos de cáncer 

(Cormerais et al., 2016; Elorza et al., 2012; Fuchs & Bode, 2005; Kaira et al., 2008; 

Kobayashi et al., 2008; Sampedro-Núñez et al., 2020). LAT1/CD98 permite la entrada 

de aminoácidos esenciales - entre los que destaca la leucina - que no solo se 

incorporan a las proteínas de nueva síntesis sino que promueven la activación de 

mTORC1 (Elorza et al., 2012; Milkereit et al., 2015; Nicklin et al., 2009). Además, 

LAT1/CD98 se ha mostrado especialmente relevante en la activación de los linfocitos 

T donde es esencial no solo para la activación de mTORC1 sino en la estabilización 

del factor de transcripción pro-proliferativo c-Myc (Sinclair et al., 2013). En esta línea, 

recientemente se ha constatado que la inactivación específica de LAT1/CD98 en 

linfocitos T disminuye la inflamación cutánea en modelos de psoriasis ya que impide la 

secreción de citoquinas proinflamatorias por parte de linfocitos T CD4, Th17 y linfocitos 

T γ/δ, además de ser esencial para la diferenciación de los linfocitos T (Cibrian et al., 

2020; Sinclair et al., 2013). Estos estudios han permitido contemplar la inhibición de 
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LAT1 como una oportunidad terapéutica para contrarrestar no solo el desarrollo 

tumoral sino patologías de marcado carácter inflamatorio. En este contexto es urgente 

conocer el papel fisiopatológico de LAT1/CD98 en otros escenarios no tumorales e 

inflamatorios no solo por su mero interés científico sino para anticipar y quizá combatir 

los posibles efectos adversos de la inhibición sistémica de LAT1/CD98 en patologías 

tumorales o inflamatorias. Además, este conocimiento puede ayudar a diseñar nuevas 

terapias basadas en el metabolismo de aminoácidos (quizá aporte de aminoácidos 

esenciales) en el contexto de otras patologías no estrictamente relacionadas con el 

cáncer o las patologías eminentemente inflamatorias.  

Por lo tanto, decidimos evaluar el papel de LAT1/CD98 en la maduración de los 

eritrocitos ya que este proceso está asociado a una constante renovación y una alta 

demanda de aminoácidos requerida para la síntesis de proteínas tales como la 

hemoglobina. En primer lugar, encontramos que LAT1/CD98 ya se expresa en los 

primeros estadios de la diferenciación eritroide en la población CD71+/Ter119- que 

incluyen proeritroblastos, BFU-E y CFU-E. Esta expresión continua en la población 

intermedia CD71+/Ter119+ y termina perdiéndose en los últimos estadios de 

maduración (Ter119+/CD71-) que incluyen a los eritrocitos maduros (Figura 33). 

Además, nuestros datos muestran que LAT1/CD98 parece el transportador 

preponderante (de los que heterodimerizan con CD98) que se expresa en reticulocitos 

que es uno de los estadios donde se sintetiza hemoglobina en mayor medida (Arlet et 

al., 2016; Chen & Zhang, 2019). Debe también destacarse que la expresión de LAT1 

tiene lugar en paralelo a la de CD71 ya que la expresión de LAT1 está precisamente 

elevada en los precursores CD71+/Ter119+ doble positivos, pero se pierde al alcanzar 

el estadio de eritrocitos maduros tal y como ocurre con CD71 (Figura 33). En este 

sentido, puede considerarse que los eritrocitos realizan una carga simultanea de 

aminoácidos y hierro vía LAT1/CD98 y CD71 respectivamente, fundamentalmente en 

las etapas intermedias de maduración (precursores CD71+/Ter119+ doble positivos) y 

que esta carga ya no es operativa en los eritrocitos maduros.  

La expresión LAT1/CD98 no solo se detecta en condiciones basales, sino que su 

expresión también se induce en los precursores eritroides esplénicos en distintos 

modelos de anemia empleados, tales como el tratamiento con fenilhidrazina 

(moderado con PHZ 40 μg/g o más agresivo con 2 dosis de PHZ 60 μg/g) o la 

flebotomía. Como mostramos en este estudio esta inducción se pone de manifiesto en 

los precursores CD71+/Ter119- y CD71+/Ter119+ doble positivos presentes en el 

bazo. Las células CD71+/Ter119- presentan una marcada inducción de CD98 en 

condiciones de anemia, aunque esta señal disminuye solo parcialmente en los 
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animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP sugiriendo que otros transportadores de 

aminoácidos que heterodimerizan con CD98 (Figura 3 Introducción) pueden inducirse 

en estos precursores iniciales CD71+/Ter119- en condiciones de anemia. Tampoco 

puede descartarse que algunos de estos precursores iniciales tengan una expresión 

aun baja de EPOR y por lo tanto no pueda darse la expresión óptima de la 
recombinasa cre que promueve la inactivación de LAT1 en los animales ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP. Por otro lado, en cuanto a las células CD71+/Ter119+ doble positivas 

esplénicas, estás son en realidad un grupo heterogéneo de distintas subpoblaciones 

(Chen et al., 2009). Nuestro análisis muestra que existe un grupo de células 

CD71+/Ter119+ doble positivas que son reticulocitos identificados por su pequeño 

tamaño y por su baja (no nula) señal de DRAQ5 compatible con la detección 

únicamente de ARN característica de los reticulocitos (Figura 33). Por otra parte, 

existen otros precursores CD71+/Ter119+ doble positivos esplénicos que son 

nucleados en base a su alta señal de DRAQ5 y de un tamaño variable pero en general 

de mayor tamaño que los reticulocitos lo cual es compatible con ser precursores 

eritroides nucleados basófilos, policromáticos u ortocromáticos (Figura 33). Las células 

CD71+/Ter119+ esplénicas nucleadas pierden solo parcialmente la señal de CD98 en 
los ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP indicando que - al igual que en los precursores 

CD71+/Ter119- - otros transportadores de aminoácidos que heterodimerizan con 

CD98 distintos de LAT1 también se expresen en estos eritroblastos CD71+/Ter119+ 

nucleados. Sin embargo, los reticulocitos CD71+/Ter119+ esplénicos de los ratones 
ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP pierden la señal de CD98 en mayor medida que en los 

eritroblastos CD71+/Ter119+ nucleados indicando que - a diferencia del grupo de 

CD71+/Ter119+ nucleadas - LAT1 es la subunidad preponderante que heterodimeriza 

con CD98 en reticulocitos (Figura 33). También debe comentarse que la pérdida 

parcial de CD98 en los precursores nucleados no parece deberse a una ineficiente 
inactivación de Slc7a5 en el linaje eritroide ya que si esto hubiera sido así deberíamos 

haber detectado reticulocitos (que es un estadio posterior) con una señal similar a los 

animales control o la mitad de esta correspondiente a la pérdida de uno de los alelos, y 

esto no se observa en nuestros perfiles de citometría. Por otro lado - a diferencia de 

las CD71+/Ter119+ nucleadas que solo se encuentran en bazo - los reticulocitos 

CD71+/Ter119+ se detectan tanto en el bazo como en sangre periférica indicando que 

solo los reticulocitos pueden saltar a sangre periférica tal y como está bien 

documentado (Moras et al., 2017; Palis, 2014). Estos reticulocitos CD71+/Ter119+ 

aumentan en circulación en los primeros días tras la inducción de la anemia y decaen 

progresivamente según se va recuperando el hematocrito en línea son su capacidad 

de diferenciarse a eritrocitos ya en circulación. Por último - tal y como se aprecia en el 
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bazo - los reticulocitos CD71+/Ter119+ circulantes inducen LAT1/CD98 en condiciones 
de anemia y la expresión de CD98 decae muy fuertemente en los ratones ErGFPcre 

Slc7a5LoxP/LoxP. Por lo tanto, el heterodímero LAT1/CD98 es preponderante frente a 

otros posibles heterodímeros de CD98 implicados en el transporte de aminoácidos 

tanto en reticulocitos esplénicos como en circulantes derivados de estos.  

 

Figura 33. Patrón de expresión en superficie de LAT1/CD98 durante la diferenciación eritroide. (1) 

Los progenitores tempranos caracterizados por la expresión de CD71, EPOR y negativos para Ter119 

(GYPA) expresan CD98 asociado a LAT1 (transportador color amarillo) pero posiblemente también a 

otros transportadores de aminoácidos (indicado con una ? y de color verde). (2) En los eritroblastos 

nucleados que pierden la expresión de EPOR y comienzan a expresar Ter119 (GYPA) expresan también 

CD98 asociado a LAT1 (transportador color amarillo) pero posiblemente también a otros transportadores 

de aminoácidos (indicado con una ? y de color verde). (3) En el estadio de reticulocito (células 

CD71+/Ter119+ enucleadas) el transportador mayoritario asociado a CD98 es LAT1 (transportador color 

amarillo). (4) Finalmente se pierde su expresión en el estadio de eritrocito donde únicamente se mantiene 

la expresión de Ter119 (GYPA).  

 

Un aspecto relevante - que hemos tratado solo parcialmente en esta tesis doctoral - es 

el referente a los mecanismos que median la inducción de LAT1 en los precursores 

eritroides. La diferenciación eritroide es una respuesta central a la hipoxia sistémica 

que se induce por la EPO producida en el tejido renal tras la activación de la isoforma 
HIF2α. Teniendo en cuenta que HIF2α es esencial para la activación de SLC7A5 en 

varios escenarios biológicos (Bouthelier et al., 2020; Elorza et al., 2012; Onishi et al., 

2019), nuestro estudio contempló la posibilidad de que HIF2α fuera relevante en 

eritropoyesis - no solo por su capacidad para promover la producción de EPO en el 

riñón - sino porque HIF2α se expresara en los propios precursores eritroides durante el 

estrés eritropoyético. Además, esta hipótesis se sustentaba en el hecho de que HIF2α 

promueve la proliferación de las células del carcinoma renal de célula clara, las células 

del cuerpo carotídeo para el control de la ventilación o las células del epitelio bronquial 
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(Elorza et al., 2012; Hodson et al., 2016; Torres-Capelli et al., 2016). Además, nuestros 
datos previos indican que HIF2α es un potente inductor de la expresión de SLC7A5 en 

carcinoma renal, así como en otros escenarios como el pulmón (Elorza et al., 2012). 

Por lo tanto, de manera general nos planteamos si HIF2α también podría expresarse 

en los precursores eritroides con el fin de promover la proliferación de los precursores 
eritroides y la inducción de LAT1/CD98. Nuestros datos empleando ratones ErGFPcre 

HIF2αLoxP/LoxP han evidenciado la presencia de ARNm de HIF2α en las células del linaje 

eritroide. Este análisis se ha realizado con ARN de bazo por lo que, aunque podemos 

asegurar la presencia de ARNm de HIF2α en el linaje eritroide no hemos evaluado en 

cual (o cuales) de los diferentes estadios de diferenciación eritroide se expresa HIF2α 

a nivel de proteína. Al margen de estas consideraciones nuestros datos indican - a 

diferencia de otros escenarios - que la inactivación de HIF2α en el linaje eritroide no 

afecta a la expresión de LAT1/CD98 en precursores eritroides (Figura 34). A este 

respecto debe también comentarse que nuestros datos indican que, aunque el ARNm 

de HIF2α se expresa en el linaje eritroide la expresión podría ser moderada ya que la 
señal del ARNm de HIF2α truncado en los ratones ErGFPcre Hif2αLoxP/LoxP es modesta 

cuando se compara con el ARNm HIF2α que permanece intacto (Figura 27B, 

Resultados). Además, cuando se utiliza una línea de ratón que inactiva HIF2α de 

manera ubicua, se observa que efectivamente la mayoría del ARNm de HIF2α 

presente en el bazo está truncado (Figura 27B, Resultados). Estos datos nos permiten 

anticipar que la expresión de HIF2α en el bazo podría ser limitada en el linaje eritroide 

- en línea con su falta de efecto en la inducción de LAT1 - pero sí ser más alta en otros 

tipos celulares presentes en el bazo. En esta misma línea trabajos previos han 

desvelado una expresión relevante de HIF2α en el endotelio del bazo (Yamashita et 

al., 2008) donde HIF2α controla la expresión endotelial de la molécula de adhesión 

VCAM-1 que interacciona con su ligando VLA-4 expresado en los precursores 

eritroides (Yamashita et al., 2008) facilitando así su proliferación. 

¿Qué otros factores podrían controlar la expresión de LAT1 en los precursores 

eritroides? Un estudio reciente ha desvelado que - aunque HIF2α es el mediador que 

más se ha asociado a la inducción de LAT1 en condiciones de hipoxia o en ausencia 
de VHL - la isoforma HIF1α también puede controlar la inducción de LAT1 en células 

de glioblastoma (Zhang et al., 2020). En este sentido, es posible que la hipoxia local 

esperable en el bazo en condiciones de anemia induzca HIF1α en los precursores 

eritroides para inducir LAT1. Sin embargo - aunque no puede descartarse la 

participación de HIF1α - si debe comentarse que HIF2α - y no HIF1α - es el regulador 

central de la eritropoyesis (Haase, 2013; Kapitsinou et al., 2010; Rankin et al., 2007) y 
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además HIF1α se ha asociado a la represión de la proliferación autónoma de célula 

(Carmeliet et al., 1998; Gordan et al., 2007; Hubbi et al., 2013; Kondo et al., 2003; 

Koshiji et al., 2004; Meléndez-Rodríguez et al., 2019; Shen et al., 2011) lo que podría 

ser incompatible con la expansión de precursores eritroides en condiciones de anemia 

(Figura 34). Por otro lado, debe destacarse que se han identificado otros reguladores 

transcripcionales distintos de los factores HIF implicados en el control de la 

transcripción de SLC7A5. Entre ellos destaca el factor pro-proliferativo c-Myc el cual se 

une - al igual que HIF2α - a la región proximal del promotor de SLC7A5 para promover 

su transcripción (Yue et al., 2017). Además, varios estudios han desvelado el papel 

central de c-Myc en la proliferación de los eritroblastos (Figura 34) (Dubois et al., 2008; 

He et al., 2008). Por otro lado, los reguladores transcripcionales YAP1 y TAZ - 

implicados en el control de la proliferación celular - se han identificado como 
inductores de la expresión de SLC7A5 en el contexto del hepatocarcinoma (Park et al., 

2016). Además, un estudio reciente ha identificado que YAP1 promueve la 

proliferación de precursores eritroides en el ámbito de la eritropoyesis de estrés (Hao, 

et al., 2019) lo que podría hacer considerar a YAP1 como uno de los responsables 

potenciales de la inducción de LAT1/CD98 en condiciones de anemia (Figura 34). Otro 

factor implicado en la regulación de LAT1 es el factor de respuesta a estrés de retículo 

ATF4 (Chen et al., 2014) aunque quizá pueda tener menos cabida en este escenario 

teniendo en cuenta que la eritropoyesis es un proceso de proliferación activa y la 

respuesta a estrés de retículo probablemente comprometa la proliferación celular. Por 

último, también debe considerarse - independientemente del regulador transcripcional 

que promueva el aumento de LAT1 - en los precursores eritroides es posible que su 

inducción se deba de manera primaria a la elevación de EPO circulante. En este 

sentido, es concebible que una mayor activación del receptor de EPO en condiciones 

de anemia promueva una señalización en los precursores iniciales EPOR+ que 

desencadene la elevación de LAT1 en los precursores iniciales CD71+/Ter119- y que 

esta se mantenga en los estadios posteriores intermedios tales como las células 

CD71+/Ter119+ doble positivas nucleadas en el bazo y reticulocitos CD71+/Ter119+ 

en el bazo y en sangre periférica (ver más arriba) (Figura 34).     
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Figura 34. Factores de transcripción relacionados con la activación de LAT1 en diferentes 
escenarios biológicos. HIF2α controla la expresión de LAT1 en ccRCC, hígado, riñón y pulmón de 

animales Vhl-/- donde se ha asociado - especialmente en ccRCC - a la proliferación celular mediante la 

activación de mTORC1. Sin embargo, HIF2α no controla la expresión de LAT1 en el linaje eritroide, quizá 
otros factores de transcripción como HIF1α, c-Myc, YAP/TAZ o ATF4 puedan ser los responsables de su 

inducción en condiciones de estrés eritropoyético. El esquema también plantea la posibilidad de que EPO 

sea el coordinador general que inicie - vía estos factores de transcripción - la inducción de LAT1/CD98 en 

el linaje eritroide. LAT1 controla el tamaño celular y el contenido de hemoglobina de las células eritroides 
mediante la captación de aminoácidos.  

 

En lo referente al papel de LAT1/CD98 en la biología de los eritrocitos, nuestros datos 

han demostrado inequívocamente que la ausencia de LAT1/CD98 en el linaje eritroide 

disminuye el diámetro de las células rojas circulantes, así como su volumen 

corpuscular medio. Este papel de LAT1 en el tamaño celular de los eritrocitos quizá 

podría atribuirse a una menor tasa de síntesis de proteínas por inactivación de 

mTORC1 debido a una menor captación de leucina y/o a una deficiencia más general 

intracelular de aminoácidos esenciales que transporta LAT1/CD98 además de leucina 

como isoleucina, valina, fenilalanina, triptófano, tirosina, histidina o metionina (Cheng 

et al., 2011; Kanai et al., 1998; Lloyd, 2013). Además, la ausencia de LAT1 disminuye 

la hemoglobina corpuscular media que de nuevo podría deberse a una disminución en 
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el aporte de aminoácidos necesario para la síntesis general de proteína y en particular 

de aquellas centrales en la biología de los eritroblastos como la hemoglobina. En esta 

línea, un estudio reciente en pez cebra ha demostrado que mTORC1/4EBP acopla la 

síntesis de hemoglobina a la captación de leucina, aunque este trabajo no parece 

detectar CD98 en eritroblastos y concede un mayor protagonismo a LAT3 (Chung et 

al., 2015). Al margen del tamaño celular, nuestro estudio ha revelado que 

sorprendentemente la deficiencia de LAT1 no parece afectar a la expansión de los 

eritroblastos durante el estrés eritropoyético. En este sentido, la deficiencia de LAT1 

no afecta ni la esplenomegalia ni el número de células rojas circulantes tanto en 

condiciones basales como tras la inducción de la anemia. Estos datos podrían apuntar 

a que LAT1/CD98 no es necesario para la proliferación de los eritroblastos lo cual 

puede considerarse en primera instancia paradójico teniendo en cuenta el papel tan 

central que se le ha atribuido a LAT1 en la proliferación autónoma de célula al menos 

en células tumorales (Betsunoh et al., 2013; Cormerais et al., 2016; Elorza et al., 2012; 

Higuchi et al., 2019; Quan et al., 2020; Yue et al., 2017). Es posible que este papel de 

LAT1 en proliferación se ponga especialmente de manifiesto en células cancerígenas 

con una tasa de división elevada mientras que su contribución en procesos de 

proliferación no tumorales sea menor o nula.  Sin embargo, debe tenerse en cuenta 

que la deficiencia de LAT1/CD98 en el linaje eritroide desencadena una respuesta 

compensatoria de hiper-eritropoyetinemia que permite anticipar una hipoxemia 

generalizada a consecuencia del menor tamaño y contenido de hemoglobina de las 

células circulantes. En este sentido, no podemos descartar que la deficiencia de 

LAT1/CD98 desencadene un defecto proliferativo inicial que sea compensado por un 

mayor nivel de EPO circulante que revigorice la proliferación de los precursores 

eritroides y evite ver diferencias en el número de células eritroides circulantes, así 

como su expansión y esplenomegalia asociada. Por otro lado, es concebible que los 

otros transportadores de aminoácidos que heterodimerizan con CD98 que parecen 

presentes en células CD71+/Ter119- y CD71+/Ter119+ nucleadas puedan ser todavía 

competentes para mantener la proliferación. Por el contrario, en reticulocitos, 

LAT1/CD98 es el heterodímero dominante de los que son dependientes de CD98, y 

por lo tanto más vulnerables a su ausencia. En este sentido, nuestros datos indican 

que la deficiencia de LAT1/CD98 en el linaje eritroide disminuye la captación de 

aminoácidos esenciales que conlleva a una reducción de tamaño y el contenido de 

hemoglobina sin que pueda compensarse por otros transportadores de aminoácidos.  

El fenotipo observado en los animales ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP podría relacionar la 

ausencia de LAT1/CD98 con el desarrollo de la anemia microcítica. Este tipo de 
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anemia se ha asociado principalmente a la deficiencia de hierro (Bainton & Finch, 

1964; Brugnara, 2003; Camaschella, 2017; Nicolas et al., 2002). En este sentido, un 

estudio reciente ha desvelado que la deficiencia de hierro - por mecanismos que no se 

conocen en detalle - disminuye la actividad del activador de la síntesis de proteínas 

mTORC1 en las células de linaje eritroide. Esta disminución de mTORC1 se ha 

asociado a (i) una menor proliferación de los precursores eritroides así como una 

reducción de la esplenomegalia asociada durante el estrés eritropoyético (ii) una 

menor síntesis de hemoglobina y (iii) un menor volumen corpuscular medio 

característico de la anemia microcítica (Figura 35) (Knight et al., 2014). Nuestro 

estudio pone de manifiesto que deben considerarse otras variables - independientes 

del hierro circulante - más relacionadas con la biología de los aminoácidos que puedan 

estar relacionadas con aparición de la anemia microcítica en humanos. En primer 

lugar, nuestro estudio pone de manifiesto que LAT1/CD98 se expresa en reticulocitos 

circulantes en ratón. En esta línea, podría ser relevante evaluar si LAT1 se expresa en 

reticulocitos humanos circulantes y si dicha expresión tiene cierto valor diagnóstico o 

pronóstico en el contexto de la anemia microcítica (Figura 35). Por otro lado - de 

manera análoga al papel del hierro circulante en la anemia microcítica - podría ser 

relevante determinar el perfil de aminoácidos circulantes en pacientes anémicos y 

control con el fin de identificar si la disminución anómala de algún(os) aminoácido(s) 

en particular pueden asociarse a la aparición de la anemia microcítica. Especial 

atención debería prestarse a aquellos aminoácidos esenciales que transporta LAT1. A 

este respecto algún estudio previo ha mostrado que pacientes con deficiencia de 

hierro o anemia presentan niveles más bajos de triptófano en suero comparado con 

sujetos sanos (Wenninger et al., 2019). En esta misma línea, podría ser relevante 

determinar - mediante la administración especifica de aminoácidos - si hay alguno de 

los aminoácidos que transporta LAT1 que pueda ser especialmente relevante para 

contrarrestar la anemia microcítica (Figura 35). 

Por lo tanto, nuestro estudio ha definido una nueva función biológica del transportador 

LAT1/CD98 esencial para mantener un tamaño adecuado de reticulocitos y eritrocitos 

maduros. Al margen del avance científico básico que suponen nuestros datos, la 

información aportada en este estudio anima a considerar un análisis detallado de los 

parámetros hematológicos tales como hematocrito así como volumen y hemoglobina 

corpuscular media en pacientes que pudieran ser tratados con inhibidores 

farmacológicos de LAT1/CD98 en el contexto de patologías tumorales o inflamatorias 

donde - hasta la fecha - LAT1 se ha implicado de manera más notable (Elorza et al., 

2012; Milkereit et al., 2015; Nicklin et al., 2009).   
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Figura 35. Causas conocidas y potenciales de la anemia microcítica. El esquema representa los 
diferentes escenarios clínicos que pueden desencadenar la anemia microcítica. La ausencia de LAT1 en 

el linaje eritroide produce una disminución en el tamaño de los eritrocitos que podría anticipar un cierto 

papel en la anemia microcítica donde la suplementación de aminoácidos esenciales puede ser un 
potencial tratamiento frente a esta forma de anemia. En la parte de abajo se representa el posible papel 

pronóstico o diagnóstico de la expresión de LAT1/CD98 en reticulocitos circulantes o de los aminoácidos 

circulantes que transporta LAT1/CD98.  

 

En este contexto debe comentarse que los ratones heterocigotos para LAT1 en el 

linaje eritroide no presentan alteraciones hematológicas, indicando que, si los 

tratamientos farmacológicos inhiben solo parcialmente, quizá no conlleven ningún tipo 

de anemia asociada como efecto secundario. Esta circunstancia puede ser factible ya 

que parece fácil anticipar que los inhibidores de LAT1/CD98 no lleguen a inhibir su 
actividad tanto como en los propios ratones ErGFPcre Slc7a5LoxP/LoxP. Este tipo de 

consideraciones también deben realizarse en lo referente a estudios previos sobre la 

función fisiológica de LAT1/CD98 en otros tejidos. Por ejemplo, LAT1 presenta una 

expresión constitutiva en el endotelio de la barrera hematoencefálica donde controla el 

suministro de aminoácidos esenciales al tejido cerebral (Tărlungeanu et al., 2016). En 

este sentido, la inactivación completa de LAT1 en células endoteliales en modelos 

murinos desencadena una insuficiencia en el aporte de aminoácidos al tejido cerebral 

que cursa con signos compatibles con el autismo. Además, se han identificado 

polimorfismos de LAT1 en pacientes que padecen autismo reflejando la relevancia de 
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LAT1 en el aporte de aminoácidos al cerebro (Tărlungeanu et al., 2016). Por otro lado, 

estudios en embriones deficientes en LAT1 han permitido desvelar su papel en 

neurogénesis y el desarrollo de la cresta neural (Poncet et al., 2014). Por lo tanto, 

debería prestarse atención a posibles alteraciones del tejido nerviosos central y 

periférico tras la inhibición presuntamente parcial - no total como en los ratones 
Slc7a5LoxP/LoxP - tras la administración de inhibidores de LAT1/CD98 de manera 

sistémica. En este mismo sentido también pueden considerarse posibles alteraciones 

de la función de la fibra muscular tras la administración de inhibidores específicos de 

LAT1/CD98 teniendo en cuenta su papel adicional en la captación de aminoácidos 

esenciales y la activación de mTORC1 en el musculo esquelético (Poncet et al., 2014).   

Por lo tanto de manera general - y en línea con la idea central de este trabajo - es 

urgente conocer la contribución de LAT1 en fisiología con el fin de (i) avanzar, por 

supuesto, en la biología de este transportador de aminoácidos, (ii) considerar terapias 

basadas en la administración de aminoácidos esenciales para el tratamiento de ciertas 

patologías como la anemia microcítica y (iii) conocer posibles efectos secundarios al 

considerar terapias basadas en la inhibición sistémica con inhibidores de LAT1/CD98.   
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PARTE I 
1. Los genes CAIX, BNIP3 y PGM1 regulados específicamente por HIF1α en 

células WT8 requieren tanto la región de unión a ADN bHLH-PAS como la 

región de transactivación NTAD/CTAD de HIF1α, mientras que la región de 

transactivación de HIF2α es más relevante que la región bHLH-PAS para 

explicar la inducción de la expresión de genes específicos de HIF2α como es el 

caso de SLC7A5.  

2. La especificidad de la función transcripcional de las isoformas HIF1α y HIF2α 
se conserva en algunos genes como SLC7A5 y PHD3, pero no en otros como 

GLUT1 o PGM1, cuando se comparan el modelo in vivo de ratones deficientes 

en Vhl con el modelo de carcinoma renal in vitro de la línea celular WT8. 

 

PARTE II 

3. CD98 se expresa en condiciones basales en la superficie de los progenitores 

eritroides CD71+/Ter119- y CD71+/Ter119+ dependiente en gran medida de la 

presencia de LAT1.   

4. La expresión de CD98 aumenta en los progenitores eritroides esplénicos en 

condiciones de estrés eritropoyético inducida por fenilhidrazina o flebotomía.  

5. En condiciones de estrés eritropoyético, la expresión en membrana de CD98 

en reticulocitos esplénicos y circulantes es fundamentalmente dependiente de 

LAT1 mientras que CD98 puede expresarse en membrana de manera 

dependiente e independiente de LAT1 en progenitores eritroides   

CD71+/Ter119- y CD71+/Ter119+. 

6. HIF2α, a diferencia de otros escenarios biológicos, no controla la inducción de 
SLC7A5 autónoma de célula en progenitores eritroides en condiciones de 

estrés eritropoyético. 

7. La ausencia de LAT1 en el linaje eritroide no compromete el número de células 

rojas circulantes tanto en condiciones basales como de estrés eritropoyético 

pero disminuye específicamente el volumen corpuscular medio y el diámetro de 

las células eritroides circulantes y por tanto del hematocrito. 

8. La hemoglobina circulante, así como la hemoglobina corpuscular media se 

reducen en los animales deficientes en LAT1 en el linaje eritroide. 
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9. Los animales deficientes en LAT1 en el linaje eritroide presentan una elevación 

en los niveles de EPO circulante (hiper-eritropoyetinemia) que puede 

interpretarse como posible signo de hipoxia sistémica asociada a sus defectos 

específicos en tamaño y en hemoglobina corpuscular media de las células rojas 

circulantes.  
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Abstract: Cellular response to hypoxia is controlled by the hypoxia-inducible transcription factors
HIF1α and HIF2α. Some genes are preferentially induced by HIF1α or HIF2α, as has been explored
in some cell models and for particular sets of genes. Here we have extended this analysis to other
HIF-dependent genes using in vitro WT8 renal carcinoma cells and in vivo conditional Vhl-deficient
mice models. Moreover, we generated chimeric HIF1/2 transcription factors to study the contribution
of the HIF1α and HIF2α DNA binding/heterodimerization and transactivation domains to HIF target
specificity. We show that the induction of HIF1α-dependent genes in WT8 cells, such as CAIX (CAR9)
and BNIP3, requires both halves of HIF, whereas the HIF2α transactivation domain is more relevant
for the induction of HIF2 target genes like the amino acid carrier SLC7A5. The HIF selectivity for
some genes in WT8 cells is conserved in Vhl-deficient lung and liver tissue, whereas other genes
like Glut1 (Slc2a1) behave distinctly in these tissues. Therefore the relative contribution of the DNA
binding/heterodimerization and transactivation domains for HIF target selectivity can be different
when comparing HIF1α or HIF2α isoforms, and that HIF target gene specificity is conserved in
human and mouse cells for some of the genes analyzed.

Keywords: oxygen; hypoxia-inducible factors; HIF1; HIF2; transcription

1. Introduction

In different pathological scenarios such as tumor growth, cardiac ischemia or lung diseases there
are insufficiencies in the oxygen supply, a situation that also arises in physiological circumstances like
embryonic development. Hypoxia-inducible factors (HIFs) are central to the biological tolerance of
hypoxia. HIFs are heterodimeric transcription factors composed of one alpha subunit (HIFα) and one
beta subunit (HIFβ), the aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) [1,2]. While the
HIFβ subunit is stable, the stability of the HIFα subunits is controlled by the prolyl-4-hydroxylase
(PHD) domain proteins (PHD1, PHD2 and PHD3), 2-oxoglutarate dependent Fe2+-dioxygenases [3,4].
In normoxia, PHDs use oxygen to hydroxylate two conserved proline residues in the HIFα subunits,
and these hydroxylated prolyl residues are recognized by the VHL/E3 ubiquitin ligase complex,
which targets the HIFα subunits for proteasome degradation [5,6]. Conversely, in hypoxic conditions
PHDs do not have enough oxygen to hydroxylate the HIFα subunits, preventing their recognition by
VHL/E3 and resulting in their stabilization. Stable HIFα subunits can shuttle to the nucleus, where they
can heterodimerize with HIFβ subunits and bind to DNA at the hypoxia response elements (HREs)
of target genes, thereby driving a HIF-dependent transcriptional program [7–9].

The HIF1α and HIF2α subunits are those that have been studied most intensely, and that have
been seen to be involved in numerous cellular responses to hypoxia like angiogenesis, erythropoiesis or
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metabolic reprogramming [10,11]. Some of the genes induced by HIF can be induced equally by both
isoforms, whereas others are preferentially or exclusively controlled by the HIF1α or HIF2α isoform.
Indeed, genes encoding glycolytic enzymes are exclusively controlled by HIF1α in different cellular
models, which is consistent with the HIF1α isoform participating in the anaerobic metabolic switch
executed by hypoxic cells [12–15]. In sharp contrast, expression of the hypoxia-dependent erythropoietin
(EPO) gene in kidney tissue is controlled exclusively by the HIF2α isoform [16], reflecting the central
role of HIF2α in erythropoiesis. Indeed, EPO production is controlled by HIF2α in scenarios other
than the kidney, such as in hepatocytes, astrocytes and pericytes [17–19]. Moreover, HIF1α and
HIF2α appear to be involved in opposing biological actions, in line with the target genes specifically
controlled by each isoform. Thus, HIF1α and HIF2α have contrasting properties in human clear cell
renal cell carcinoma (ccRCC), which is characterized by the loss of VHL and the ensuing constitutive
stabilization of HIF in normoxic conditions. In this context HIF1α can repress tumor cell proliferation
in different biological settings [20–23], including that of ccRCC, while HIF2α favors the proliferation
of VHL-deficient RCCs and tumor formation [24–26]. These contrasting responses were first related
to the distinct effects of HIF1α and HIF2α isoforms on c-Myc activity [24,25]. Moreover other genes
have since been shown to be preferentially induced by HIF1α in VHL-deficient renal tumor cells,
including carbonic anhydrase IX (CAR9, from here on referred to as CAIX) and BCL2/adenovirus E1B
interacting protein 3 (BNIP3) [27]. Unlike, some other genes involved in renal cancer proliferation,
such as cyclin D1 (CCND1), transforming growth factor alpha (TGFA) and the amino acid carrier SLC7A5
are preferentially induced by HIF2α. Thus, these latter genes have been associated with the oncoprotein
potential of the HIF2α isoform in VHL-deficient RCC [27–29].

HIF1α or HIF2α isoforms show a high degree of amino acid similarity in their N-terminal half,
the region containing the basic helix-loop-helix (bHLH) domain involved in DNA binding and the
Per-Arnt-Sim (PAS) domain that is responsible for heterodimerization with the HIF1β subunit [13,30].
Weaker similarity is found in the C-terminal region of these HIF proteins where their N-terminal
transactivation domain (NTAD) and C-terminal transactivation domain (CTAD) transactivation
domains are located [13,30]. The specificity of HIF1 for genes like phosphoglycerate kinase 1 (PGK-1)
has been attributed to its NTAD region in HEK293 and Hep3B cells [13]. However, both the bHLH-PAS
and NTAD/CTAD regions have been shown to be necessary for other HIF1α-dependent genes like
CAIX in 786-O RCC cells [31,32]. Regarding HIF2α, its NTAD/CTAD region is involved in the
HIF2α-dependent induction of the plasminogen activator inhibitor-1 (SERPINE1) and Cbp/p300-interacting
transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain 2 (CITED2) in some cell lines, such as Hep3B [13],
as well as that of PHD3 in the 786-O cell line [31]. HIF target gene specificity has been largely studied
in in vitro cellular models [12,13,27,31,33–35]. Moreover, the target specificity of HIF1 and HIF2 in
biological settings has been less well explored in vivo [17,36]. In addition, the relative contribution
of the bHLH-PAS and NTAD/CTAD halves of HIF1α and HIF2α to target gene selectivity has been
studied for particular sets of genes. Here we have extended the analysis to some other HIF1α and
HIF2α-dependent genes in an in vitro cell model of human renal cell carcinoma as well as in mice
with Vhl gene inactivation in which HIF1α and HIF2α isoforms are constitutively activated. Moreover,
we have evaluated the relative contribution of the bHLH/PAS and the NTAD/CTAD transactivation
halves to confer HIF1α and HIF2α-target selectivity for some genes that have not been included in
previous studies. We found that both HIF1α bHLH/PAS and NTAD/CTAD halves can be necessary to
induce some HIF1α-dependent genes while the HIF2α NTAD/CTAD half is more relevant to confer
HIF2 target selectivity. Finally we found that the target selectivity showed by most of the genes
preferentially induced by HIF2α in human renal cell carcinoma is controlled by HIF2α in the liver, the
lung and the kidney of Vhl-deficient mice, suggesting that HIF target specificity has been conserved in
some extent between mouse and human cells.
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2. Results

2.1. Target Gene Selectivity of HIF1α and HIF2α in WT8 Cells

The VHL-deficient ccRCC cells represent a model in which genes preferentially induced by HIF1α
and HIF2α have been identified, and where both HIF isoforms are constitutively active in normoxic
conditions. To study the distinct transcriptional responses provoked by HIF1α or HIF2α in renal
cell carcinoma (RCC), we used WT8 cells that were generated by restoration of VHL expression
into the 786-O VHL deficient RCC cell line [26]. The specific transcriptional effect of the HIF1α and
HIF2α isoforms can be investigated in this cell model by expressing constitutively active HIF1α
or HIF2α constructs HIF1α(P-A)2 or HIF2α(P-A)2, which lack the critical proline residues for VHL
recognition (Figure 1A,B). As such, the expression of CAIX, BNIP3 and phosphoglycerate mutase-1 (PGM1)
was elevated exclusively in HIF1α(P-A)2 WT8 cells but not in HIF2α(P-A)2 WT8 cells relative to the
control cells (Figure 2A), in line with previous studies showing that these genes are induced by HIF1α
in ccRCC cells [27,31,37,38]. By contrast, the expression of other HIF-dependent genes like PHD3,
CCND1, solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1 or GLUT-1), TGFA, POU domain class 5 transcription
factor 1 (POU5F1 or OCT-4) and N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1) was preferentially elevated
in HIF2α(P-A)2 WT8 cells (Figure 2B), again in line with previous studies showing the participation of
HIF2α in the gene expression of these genes [27,29,31,39,40].

As described above, there is higher amino acid similarity in the half of the HIFα isoforms involved
in DNA binding and heterodimerization, containing the bHLH and PAS domains, than in that which
contains their NTAD and CTAD domains (Figure 1A). Therefore, we set out to assess the relative
contribution of the bHLH-PAS region as opposed to that of the NTAD/CTAD transactivation region of
the HIF1α and HIF2α isoforms to their target gene selectivity in WT8 cells. As such, we generated
a HIF(P-A)2 (N1/C2) chimera that contained the HIF1α bHLH-PAS N-terminal region (residues 1 to
411 of HIF1α) fused to the HIF2α C-terminal stabilization/transactivation region (residues 415 to 870
of HIF2α) (Figure 1A). Similarly, we also generated the HIF(P-A)2 (N2/C1) chimera comprised of
the HIF2α bHLH-PAS N-terminal region (residues 1 to 414 of HIF2α) fused to the HIF1α C-terminal
stabilization/transactivation region (residues 412 to 826 of HIF1α) (Figure 1A). Like HIF1(P-A)2

and HIF2(P-A)2, these chimeras also lack the key proline residues for VHL recognition and therefore
they are constitutively expressed in WT8 cells under normoxic conditions. Indeed, HIF(P-A)2 (N1/C2)
and HIF(P-A)2 (N2/C1) chimeras were also efficiently expressed in normoxic WT8 cells (Figure 1B).
The expression of CAIX, BNIP3 and PGM1 was not elevated in either HIF(P-A)2 (N2/C1) WT8 cells or
HIF(P-A)2 (N1/C2) WT8 cells (Figure 2A). Hence, these data suggest that the HIF1(P-A)2-dependent
induction of CAIX, BNIP3 and PGM1 expression requires the integrity of both the bHLH-PAS and the
transactivation NTAD/CTAD HIF1α region (Figure 2A).

In terms of the HIF2-dependent genes, we first found that the HIF (P-A)2 (N2/C1) chimera did
not induce or produced a modest elevation in the expression of the HIF2-dependent genes analyzed.
In contrast PHD3 expression was induced by the HIF(P-A)2 (N1/C2) chimera to a greater extent than by
HIF2(P-A)2 (Figure 2B). Moreover HIF(P-A)2 (N1/C2) also induced CCND1, GLUT1, TGFA, NDRG1 and
OCT-4 expression but only partially when compared with HIF2(P-A)2 especially OCT-4 and NDRG1
(Figure 2B). Notably, the HIF(P-A)2 (N1/C2) chimeric protein was routinely expressed more weakly
than HIF2(P-A)2 (Figure 1B), which might also explain the partial induction of CCND1, GLUT-1, TGFA,
NDRG1 and OCT-4 gene expression by this HIF(P-A)2 (N1/C2) chimera (see discussion). These data
suggest that the NTAD/CTAD transactivation region of HIF2α plays a role in the gene expression
specifically induced by HIF2, especially in the case of PHD3 for which HIF2α selectivity could be fully
attributed to this C-terminal region of HIF2α in WT8 cells. Moreover, these data also suggest that the
relative contribution of the NTAD/CTAD transactivation region of HIF2α might be different in each
HIF2α-dependent gene.
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Figure 1. Expression of hypoxia-inducible transcription factor (HIF)1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 and the
HIF(P-A)2 (N2/C1), HIF(P-A)2 (N1/C2) chimeric versions in WT8 cells. (A) Scheme of the
HIF1α(P-A)2 (in blue) and HIF2α(P-A)2 (in red), as well as the HIF1α/HIF2α chimeric constructs.
The HIF(P-A)2 (N2/C1) construct contains residues 1–414 of HIF2α, including the HIF2α basic
helix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS) domain, and residues 412–826 of HIF1α that includes
the HIF1α N-terminal transactivation domain/N-terminal transactivation domain (NTAD/CTAD)
transactivation domains. The HIF(P-A)2 (N1/C2) construct contains amino acids 1–411 of HIF1α,
including the HIF1α bHLH-PAS domain, and amino acids 415–870 of HIF2α that includes the HIF2α
NTAD/CTAD transactivation domain; (B) representative Western blots probed for the HIF1α, HIF2α and
β-actin proteins in control WT8 cells, and those expressing the HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 and the
HIF(P-A)2 (N2/C1) or HIF(P-A)2 (N1/C2) chimeric constructs. Circle indicates the HIF1α and HIF2α half
where the antibodies against HIF1α or anti-HIF2α recognize. Estimated molecular weights of HIF1α
and HIF2α (based on molecular weights markers included in the Western blot analysis) are included.

Collectively these data suggest that selective HIF1-dependent induction of CAIX, BNIP3 and
PGM1 in WT8 cells requires the presence of both the bHLH-PAS and transactivation NTAD/CTAD
regions of HIF1α, while the transactivation NTAD/CTAD region of HIF2α seem to be more relevant
than the bHLH-PAS region to explain the preferential induction of PHD3, CCND1, GLUT-1, TGFA,
OCT-4 and NDRG1 by HIF2α.
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Figure 2. Target gene specificity for HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 and the HIF(P-A)2 (N2/C1), HIF(P-A)2

(N1/C2) chimeric versions in WT8 cells. (A) Relative BNIP3, PGM1 and CAIX gene expression in control
WT8 cells and those expressing the HIF1α(P-A)2, HIF2α(P-A)2 and the HIF(P-A)2 (N2/C1) or HIF(P-A)2

(N1/C2) chimeric constructs; (B) relative PHD3, OCT-4, NDRG1, TFGA, GLUT1, CCND1 and SLC7A5
expression in control WT8 cells (n = 6), and those expressing the HIF1α(P-A)2 (n = 6), HIF2α(P-A)2

(n = 6) and the HIF(P-A)2 (N2/C1) (n = 6) or HIF(P-A)2 (N1/C2) (n = 4) chimeric constructs. Data are
shown as mean ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001. Significance with control group is indicated.

2.2. The Role of the HIF2α NTAD/CTAD Transactivation Region in the Expression of the SLC7A5 Amino
Acid Carrier

We previously identified the expression of the amino acid carrier SLC7A5 to be preferentially
induced by the HIF2α isoform in RCC cells, providing a molecular basis for the pro-proliferative
activity of HIF2α in these tumor cells [28]. Moreover, increased SLC7A5 expression has been found in
VHL-deficient human ccRCC samples relative to a healthy kidney [28,41,42]. In line with our previous
studies, the expression of SLC7A5 mRNA was preferentially induced in HIF2α(P-A)2 WT8 cells
when compared to HIF1α(P-A)2 and control WT8 cells (Figure 2B). Thus, we wondered about the
relative contribution of the HIF2α bHLH/PAS and NTAD/CTAD domains to HIF2α-dependent SLC7A5
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expression. We found that the HIF(P-A)2 (N1/C2) chimera partially induced SLC7A5 gene expression,
while HIF(P-A)2 (N2/C1) did not show any significant effect on SLC7A5 expression relative to HIF2(P-A)2

in WT8 cells (Figure 2B). Therefore, the NTAD/CTAD HIF2α region appeared to be more relevant
to explain the preferential SLC7A5 expression driven by the HIF2α isoform, which is similar to the
data obtained for the CCND1, GLUT-1, TGFA, OCT-4 and NDRG1 genes (Figure 2B). However, and as
mentioned above, it should be noted that the expression of the HIF(P-A)2 (N1/C2) chimera was weaker
than that of HIF2(P-A)2 (Figure 1B), which might also explain why HIF(P-A)2 (N1/C2) might be less
potent as HIF2(P-A)2 to induce SLC7A5.

2.3. HIF1α and HIF2α Selectivity in Vhl-Deficient Tissues

We then asked whether HIF1α and HIF2α selectivity in WT8 RCC cells was also conserved in vivo
upon HIF activation in mouse tissues. To this end, we generated adult UBC-Cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP-mice
(here on are referred to as Vhl−/−), in which the expression of Vhl can be acutely inactivated globally
(Supplementary Figure S1), leading to constitutive HIF1α and HIF2α activation [28,43]. In addition,
we also generated Vhl−/−Hif1a−/− and Vhl−/−Hif2a−/− mice in which Vhl and Hif1a or Hif2a can be
inactivated simultaneously, allowing us to investigate the potential target gene specificity for either
HIF isoform (Supplementary Figure S1). As a positive control we first analyzed erythropoietin (Epo)
mRNA levels in liver and kidney tissue. In line with previous studies Epo and mRNA levels are
markedly induced in Vhl−/− liver (Figure 3) and kidney (Figure 4) through HIF2α isoform [17,44–46].
We also found that the expression of Phd3 was induced consistently in the liver, kidney and lung of
both Vhl−/− and Vhl−/−Hif1a−/− mice (Figures 3–5), indicating that the induction of Phd3 in vivo was
not driven by the HIF1α isoform in these three tissues (Figures 3–5). However, elevated expression of
Phd3 was markedly reduced in Vhl−/−Hif2a−/− mice (Figures 3–5), indicating that the HIF-dependent
expression of Phd3 in the liver, kidney and lung was driven by the HIF2α isoform, as in WT8 cells.
In line with our previous study [28], we also found that Slc7a5 expression was preferentially induced by
the HIF2α isoform in the liver, kidney and lung of Vhl−/− mice (Figures 3–5), as observed in WT8 cells.
However, it should be noted that the increase in Slc7a5 expression in the kidney tissue takes place to a
lesser extent when compared with the liver and lung tissue (Figures 3–5). Moreover, Tgfa expression
was only induced in the lung tissue of Vhl−/− mice preferentially by the HIF2α isoform (Figure 5).
Furthermore, Ndrg1 expression was markedly induced in the Vhl−/− liver and lung tissue through the
HIF2α isoform (Figures 3 and 5). Therefore, Tgfa and Ndrg1 displayed a similar HIF2α specificity in
these tissues as in renal cell carcinoma WT8 cells but not induced in the Vhl-deficient kidney tissue
(see discussion). In contrast, CaIX expression was markedly in Vhl−/− kidney tissue and reduced to a
larger extent in the kidney tissue of Vhl−/−Hif1a−/− than Vhl−/−Hif2a−/− mice (Figure 4). These data
suggest that CaIX expression is largely controlled by HIF1α in line with data obtained in WT8 cells.
Furthermore, while Glut1 expression was induced in the liver, kidney and lung of Vhl−/− mice,
its expression was not significantly reduced in both Vhl−/−Hif2a−/− and Vhl−/−Hif1a−/− mice although a
trend to be reduced is observed in the liver of Vhl−/−Hif2a−/− mice, the kidney of Vhl−/−Hif1a−/− mice
as well as the lung of Vhl−/−Hif2a−/− and Vhl−/−Hif1a−/− mice (Figures 3–5). Pgm1 expression showed
a significant induction in Vhl−/− liver and kidney tissue (Figures 3 and 4) and a trend in Vhl−/− lung
tissue (Figure 5). Similar to Glut1, the expression of Pgm1 in the liver and kidney was not affected when
compared Vhl−/− with Vhl−/−Hif2a−/− and Vhl−/−Hif1a−/− mice (Figures 3 and 4). These data suggest
that both HIF1α and HIF2α isoforms might contribute to Glut1 and Pgm1 expression in Vhl−/− mouse
tissues analyzed. Therefore, the HIF selectivity of Glut1 and Pgm1 appeared to differ in human WT8
cells to that in mouse tissues of Vhl−/− mice.

Together these data indicate a different contribution of the bHLH-PAS and NTAD/CTAD halves
of HIF1α and HIF2α isoforms to the specific activity of these factors on their target genes. Moreover,
we show that HIF target selectivity is conserved for some—not all—genes when compared to in vivo
mouse tissues and a WT8 renal cell carcinoma cell model.
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Figure 4. Target gene selectivity for HIF1α or HIF2α in the kidney of Vhl−/− mice. Relative Epo, Phd3,
Slc7a5, CaIX, Glut1 and Pgm1 expression in the kidney of Vhl−/− mice (n = 6), Vhl−/−Hif1a−/− mice
(n = 3), Vhl−/−Hif2a−/− mice (n = 5) and the corresponding controls (n = 8–10). Data are shown as mean
± SEM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.
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Figure 5 Figure 5. Target gene selectivity for HIF1α or HIF2α in the lung of Vhl−/− mice. Relative Phd3, Ndrg1,
Slc7a5, Glut1, Pgm1 and Tfga expression in the lung of Vhl−/− mice (n = 4–6), Vhl−/−Hif1a−/− mice (n = 5),
Vhl−/−Hif2a−/− mice (n = 7) and the corresponding controls (n = 5–6). Data are shown as mean ± SEM.
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. * p < 0.05,
** p < 0.01, and *** p < 0.001.

3. Discussion

The HIF1α and HIF2α isoforms are central factors in the cellular response to hypoxia.
However, HIF1α and HIF2α do not affect all HIF-dependent genes equally. This phenomenon has
been investigated in VHL-deficient RCC cells characterized by the constitutive activation of HIF1α and
HIF2α isoforms, and where each isoform has a distinct biological output. Indeed, some HIF-dependent
genes like CAIX are preferentially induced by the HIF1α isoform in these RCC cells while other genes
like PHD3 are preferentially induced by the HIF2α isoform [12,13,27,31,33,35].

In this study we show that HIF isoforms specifically target some genes in an RCC model (WT8 cells),
as also manifested in other Vhl-deficient biological settings in vivo. Indeed, expression of the Slc7a5
and Phd3 genes is preferentially induced by the HIF2α isoform in the liver, kidney and lung of Vhl
deficient mice. In addition, Tgfa and Ndrg1 expression is also preferentially induced by HIF2α but not
in all the tissues analyzed. In this line Tgfa and Ndrg1 expression is induced by HIF2α in renal cell
carcinoma WT8 cells while is not induced in Vhl−/− kidneys. It cannot be ruled out that Tgfa and Ndrg1
expression might be induced in some particular renal cell types in Vhl−/− kidneys and therefore could
not be detected in this RNA analysis in the whole kidney tissue. Along this line, higher expression of
CaIX, Phd3, Slc7a5, Glut1, Pgm1 occurred but not Ndrg1 in a Vhl-deficient renal cell mouse model when
compared with non-tumor renal region, which is in line with our data in Vhl-deficient kidneys [47].
This study detected an elevated expression of Tgfa. This tumor model is a different biological setting
than our Vhl deficient kidneys. In this line, it might be considered that these tumors are characterized
by a specific ccRCC immune microenvironment and that Vhl gene inactivation by itself is not enough
to initiate the generation of a renal cell carcinoma [48–50], which might explain the differences between
these two models regarding Tgfa expression. Other HIF-dependent genes show different HIF target
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specificity in mice than in human WT8 cells. For example, GLUT1 gene expression is preferentially
controlled by HIF2α activity in WT8 cells while PGM1 is preferentially induced by HIF1α isoform.
However, our data also show that elevated Glut1 and Pgm1 expression in the Vhl-deficient mouse
tissues analyzed is not significantly reduced upon Hif1a or Hif2a inactivation, which suggest that both
isoforms might be competent to induce Glut1 and Pgm1 in both tissues. Along this line, in contrast to
renal cell carcinoma cells, GLUT1 expression has also been shown to be controlled by HIF1α in Hep3B
cells [13,32]. Furthermore, SLC7A5 is preferentially induced by HIF2α in VHL-deficient RCC cells,
and in Vhl-deficient liver and lung tissue [28,51]. Moreover, HIF2α controls SLC7A5 expression in other
biological settings, such as neuroblastoma cells [52,53]. In addition, SLC7A5 expression is consistently
induced in a panel of breast cancer cell lines subjected to hypoxia [54]. However, glioblastoma
cells not only induce SLC7A5 in response to hypoxia through HIF2α but also, the HIF1α isoform
is involved in its expression [55]. The molecular basis of this contrasting HIF selectivity of certain
HIF-dependent genes remains unknown. Previous data and those presented here suggest that tissue
(or cell) specific factors may influence the participation of HIF1 or HIF2 factors in the regulation of
some HIF-dependent genes. In addition the relative abundance of the HIF1α and HIF2α isoforms
in each cell type may also contribute in some extent to this HIF target selectivity, particularly if we
take into consideration the distinct patterns of HIF1α and HIF2α tissue-specific expression [2,56].
Moreover, differences in HIF selectivity between human and mouse cells cannot be ruled out for some
particular HIF-dependent genes.

Previous studies showed that HIF1 target specificity for genes like CAIX or phosphoglycerate
kinase 1 (PGK1) cannot simply be explained by the preferential binding of HIF1α to the HRE of these
two target genes [13,31]. Indeed, HIF2α binds to the HRE of these two genes in hypoxic cells or
in VHL-deficient RCC cells [13,31]. Along similar lines, a HIF chimeric protein that contains the
bHLH-PAS of HIF1α coupled to the NTAD/CTAD region of HIF2α cannot induce CAIX or PGK1
gene expression in HEK293 cells or RCC cells [13,31,32], highlighting the relevance of the HIF1α
NTAD/CTAD region to explain HIF1α target selectivity. Consistent with these data, we also show that a
similar HIF (P-A)2 (N2/C1) construct cannot induce CAIX expression but also, that of other HIF1α target
genes like BNIP3 and PGM1. Furthermore, the NTAD region appears to be essential to explain HIF1α
target selectivity [13,31,32]. Conversely, a HIF chimeric protein including the bHLH-PAS of HIF2α and
the NTAD/CTAD region of HIF1α was sufficient to induce PGK1 gene transcription in HEK293 cells [13].
These data suggest that the selective PGK1 expression driven by the HIF1α isoform can largely be
explained by the NTAD in HIF1α. However, our data show that the HIF chimera that includes the
bHLH-PAS of HIF2α and the NTAD/CTAD region of HIF1α was not capable of inducing CAIX, BNIP3
and PGM1 expression in WT8 cells. Two independent studies found similar data regarding CAIX
expression in 786-O RCC and HEK293 cells [31,32]. These data suggest that the bHLH/PAS region may
also be relevant to confer HIF1α selectivity to some genes like CAIX, BNIP3 and PGM1. In this context,
the HIF1α and HIF2α isoform may also show different DNA binding patterns for some genes [57,58]
and therefore, some but not all HIF1α selective genes like BNIP3 or PGM1 might not bind the HIF2α
isoform at their respective promoters. In this line, HIF1α binding to DNA is associated with histone
H3K4me3 modifications while HIF2α associates with H3K4me1 [57]. Regarding the additional factors
that might help HIF1α to achieve target selectivity, the involvement of the STAT3 transcription factor
has been proposed. STAT3 can be recruited specifically to the promoters of HIF1α target genes like
CAIX, where it contributes to specific HIF1α gene expression [32,59]. Thus, it is possible that STAT3
may also participate in the induction of other HIF1-dependent genes, such as BNIP3 and PGM1.

Previous studies have shown that HIF chimeras that include the HIF1 bHLH-PAS and the HIF2
NTAD/CTAD region induce HIF2α targets genes like PHD3, PAI-1 or adrenomedulin (ADM) [13,31,32].
We extended this analysis in WT8 cells to other HIF2 target genes like OCT-4, NDRG1, TFGA, GLUT1,
CCND1 and SLC7A5. We first found that the expression of these HIF2α target genes is not induced
or minimally affected by a chimeric HIF construct that contains the HIF2α bHLH-PAS half and the
HIF1α NTAD/CTAD half of the protein. By contrast, a HIF chimera that contains the HIF1α bHLH-PAS
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half and the HIF2α NTAD/CTAD half is sufficient to induce in a different extent all the HIF2α target
genes analyzed, including the amino acid carrier SLC7A5, a HIF2α target gene previously identified in
different biological settings [28]. However, it should be noted that some of the genes analyzed such
as OCT-4 and NDRG1 are induced by this chimera to a lesser extent than other HIF2α-dependent
genes. These data suggest that the relative contribution of the NTAD/CTAD region of HIF2α to confer
target selectivity can be different in each HIF2α-dependent gene. The upstream stimulatory factor 2
(USF2) has been involved in the specific HIF2-dependent expression of EPO and SERPINE1, involving
a physical interaction between the USF2 and the HIF2α NTAD/CTAD region [32,60]. Therefore, it is
also possible that USF2 also participates in the HIF2α-dependent expression of PHD3, OCT-4, NDRG1,
TGFA, GLUT1, CCND1 and SLC7A5 in renal cell carcinoma. It should be noted that the HIF chimera that
contains the HIF1α bHLH-PAS half and the HIF2α NTAD/CTAD half partially induces the expression
of most of the HIF2-dependent genes partially, except PHD3 that is induced with this chimera at higher
levels than HIF2α (P-A)2. These data suggest that the HIF2 NTAD/CTAD half might be not sufficient
to achieve full HIF2 activity for some HIF2α-dependent genes. However, as indicated above the HIF
(P-A)2 (N1/C2) construct is routinely expressed more weakly than HIF2α (P-A)2, which might also
explain the partial induction of HIF2 target genes by the HIF (P-A)2 (N1/C2) construct. Nevertheless,
we cannot rule out that the induction of a full HIF2 response requires both the HIF2α bHLH-PAS and
NTAD/CTAD halves to be present. In this line, it has been proposed that the ETS-1 transcription factor
confers HIF2 selectivity by interacting with the bHLH-PAS half of the HIF2α isoform [61]. In addition
to ETS-1, Elk-1 is another transcription factor of the ETS family that has been proposed to participate
in HIF2 specificity. Again, it is conceivable that the participation of the HIF2 bHLH-PAS region in
HIF2 specificity may involve its interaction with ETS-1 and possibly provides a molecular basis of the
distinct DNA binding of HIF1α and HIF2α in some HIF-dependent genes referred to above [57].

In general, our data extend the analysis of HIF selectivity to in vivo mouse biological settings
where we show that HIF target selectivity can be conserved for some—not all—genes such as SLC7A5,
NDRG1 or TGFA between human and mouse cells. These data suggest that mechanisms that assure
HIF selectivity seem to be conserved during evolution, which might reflect the biological relevance
of HIF target specificity. Furthermore, we have shown the involvement of HIF1 bHLH/PAS and
NTAD/CTAD regions to confer HIF1α selectivity for the genes analyzed and the major relevance
of HIF2α NTAD/CTAD region to understand HIF2 target gene specificity. Further studies will be
necessary to understand the conserved molecular basis of HIF target gene selectivity especially using
in vivo biological settings.

4. Methods

4.1. Cell Lines and Cell Culture Conditions

The HEK293T and WT8 cell lines were maintained in Dulbecco’s high glucose modified Eagle’s
medium (DMEM: HyClone, GE HealthCare, Chicago, IL, USA) supplemented with 100 units/mL
penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 20 mM HEPES and 10% fetal bovine serum (U.S.) (FBS: HyClone,
GE HealthCare, Chicago, IL, USA). Cells were maintained at 37 ◦C in an atmosphere of 5% CO2/95%
air (normoxic conditions).

4.2. DNA Plasmid Construction

To generate chimeric HIFα versions, a novel XbaI restriction site was introduced on aa 411 of
HA-HIF1α-P402A/P564A and in aa414 of HA-HIF2α-P405A/P531A [62]. For this purpose the N-terminal
half of pBabe-puro HA-HIF1α-P402A/P564A (1 to 411) was amplified using a forward primer including an
ApaI site (forward, 5′-TTCTCTAgggccc(ApaI)GGCCGGAT-3′) and a reverse primer including an XbaI
site (reverse, 5′-TCGTTGCTGCCAAAAtctaga(XbaI)GATATGATTGTGTCTCC-3′). The C-terminal half of
pBabe-puro HA-HIF1α-P402A/P564A (412 to 826) was amplified using a forward primer including an
XbaI site (forward, 5′-GGAGACACAATCATATCtctaga(XbaI)TTTTGGCAGCAACGA-3′) and a reverse
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primer including an XbaI site (reverse, 5′-TAACTGACACACATtctaga(XbaI)GGGTCGACCACTGT-3′).
The N-terminal half of pBabe-puro HA-HIF2α-P405A/P531A (1 to 414) was amplified using a forward primer
including an ApaI site (forward, 5′-TTCTCTAgggccc(ApaI)GGCCGGAT-3′) and a reverse primer including
an XbaI site (reverse, 5′-GTTCTGATTCCCGAAAtctaga(XbaI)GAGATGATGGCG-3′). The C-terminal half
of pBabe-puro HA-HIF2α-P405A/P531A (415 to 870) was amplified using a forward primer including
an XbaI site (forward, 5′-CGCCATCATCTCtctaga(XbaI)TTTCGGGAATCAGAAC-3′) and a reverse
primer including an XbaI site (reverse, 5′- TAACTGACACACATtctaga(XbaI)GGGTCGACCACTGT-3′).
After confirmation by DNA sequencing each of these four amplicons werecloned in the pCR™2.1-TOPO™
vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Then the N-terminal regions of HA-HIF1α-P402A/P564A and
HA-HIF2α-P405A/P531A were excised with ApaI–XbaI to be cloned in pLVX–Puro lentiviral expression
vector. Finally, the C-terminal region of HA-HIF1α-P402A/P564A was excised with XbaI–XbaI to be cloned
in the pLVX lentiviral expression vector harboring the N-terminal region of HA-HIF2α-P405A/P531A.
Similarly, the C-terminal region of HA-HIF2α-P405A/P531A was excised with XbaI–XbaI to be cloned in
the pLVX–Puro lentiviral expression vector harboring the N-terminal region of HA-HIF1α-P402A/P564A.

4.3. Lentiviral Infection

For lentiviral infection, HEK293T cells were seeded in p100 plates, and transfected using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with 3.9 µg of pLP1, 2.7 µg of pLP2, 3.3 µg
of VSVg and 9.9 µg of each lentiviral vector. Cell culture supernatants were harvested 24 h after
transfection, filtered through a 0.45 µm pore filter, and added to WT8 cells along with 8 µg/mL
polybrene (final concentration). This step was repeated over the next 2 days and the cells were then
selected with 1 mg/mL puromycin to obtain polyclonal resistant cell pools.

4.4. Western Blotting and Antibodies

Cells were lysed in Laemmli buffer, and the protein extract was resolved on 10%
or 12% SDS-polyacrylamide gels and transferred to 0.45 µm nitrocellulose membranes.
The membranes were then blocked and probed with antibodies against: HIF2α (ab199, Abcam);
HIF1α (610959, BD Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA); β-actin (A3854, Sigma,
Saint Louis, MO, USA). Antibody binding was detected by enhanced chemiluminiscence
(Clarity, BioRad, Hercules, CA, USA; and SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and visualized on a digital luminescent image analyzer
(Image Quant LAS4000 Mini; GE Healthcare, Chicago, IL, USA).

4.5. RNA Extraction, RT-PCR Analysis and Primers

Total RNA from the cells was isolated using Ultraspec or TRIsure (BIO-38032, Bioline USA,
Inc., Cincinnati, OH, USA). This RNA (1 µg) was then reverse-transcribed using Improm-II reverse
transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) and polymerase chain reaction (PCR) amplifications were
performed using the Power SYBR Green PCR Master Mix kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) in a QuantStudio5 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Primer sets used are included in
Supplementary Table S1. The data were analyzed with QuantStudio5 Design and Analysis Software
v1.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.6. Mouse Models

C;129S-Vhltm1Jae/J (stock no. 4081, Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) were used
to generate the UBC-Cre-ERT2 VhlLoxP/LoxP mice. These mice harbor two loxP sites flanking the
promoter and exon 1 of the murine Vhl locus [63]. The C;129S-Vhltm1Jae/J mice were crossed with
B6.Cg-Ndor1Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb/1J or UBC-Cre-ERT2 mice (Jackson Laboratories, stock no. 008085)
that ubiquitously express a tamoxifen-inducible Cre recombinase (Cre-ERT2) [64]. UBC-Cre-ERT2

VhlLoxP/LoxP mice were generated through the appropriate crosses, along with the corresponding control
mice. Then UBC-Cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif1aLoxP/LoxP mice were generated using B6.129-Hif1atm3Rsjo/J
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mice (Jackson Laboratories, stock no. 007561) that harbor two loxP sites flanking exon 2 of the
murine Hif1a locus [65]. These mice were then crossed with B6.Cg-Ndor1Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb/1J mice as
described above to generate UBC-Cre-ERT2 Hif1aLoxP/LoxP mice, which were subsequently crossed with
C;129S-Vhltm1Jae/J mice to generate UBC-Cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif1aLoxP/LoxP mice and their corresponding
control mice. The UBC-Cre-ERT2 VhlLoxP/LoxPHif2aLoxP/LoxP mice were generated through the appropriate
crosses using Epas1tm1Mcs/J mice (Jackson Laboratories, stock no. 008407) [66].

4.7. Ethics Statements

All experimental procedures involving mice were first approved by the research ethics committee
at the Autonomous University of Madrid (UAM) (CEIC 55-1002-A049, approval date 9 May 2014 and
CEIC 103-1993 -341 approval date 25 November 2019), and they were carried out under the supervision
of animal welfare responsible at the UAM in accordance with Spanish RD 53/2013 and European
(EU Directive 2010/63/EU) guidelines.

4.8. Statistical Analysis

Data were expressed as the mean ± SEM (standard error of the mean), and the differences between
groups were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. All statistical analyses
were performed using GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA).

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/24/9401/s1.
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Figure S1. Vhl, Hif1a and Hif2a gene expression in Vhl−/−, Vhl−/−Hif1a−/− and Vhl−/−Hif2a−/− mice. Relative 
Hif1a, Hif2a and Vhl expression in the liver (A), kidney (B) and lung (C) of Vhl−/− mice (n = 4–14), 
Vhl−/−Hif1a−/− mice (n = 3–7), Vhl−/−Hif2a−/− mice (n = 5–12) and the corresponding controls (n = 5–18). 
Data are shown as mean ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed 
by Tukey’s post hoc test. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001. 

 

 

 

 

 

 



 

Table S1. List of human and mouse primers sequences used in the present study. 

HUMAN     
  

28S  
Forward 5′-GGTAGCCAAATGCCTCGTCAT-3′ 

  Reverse 5′-GGATAGTAGGTAGGGACAGTGGGAAT-3′ 
  

BNIP3  
Forward 5′-TCAAGTCGGCCGGAAAATAT-3′ 

  Reverse 5′-GCGCTTCGGGTGTTTAAAGA-3′ 
  

CAIX  
Forward 5′-GGGCCCGGAAGAAAACAGT-3′ 

  Reverse 5′-GACCTGAGTCTCTGAGCCTTCCT-3′ 
  

PGM1  
Forward 5′-AGCATTCCGTATTTCCAGCAG-3′ 

  Reverse 5′-GCCAGTTGGGGTCTCATACAAA-3′ 
  

PHD3  
Forward 5′-GCCGGCTGGGCAAATACTA-3′ 

  Reverse 5′-CCGGATAGCAAGCCACCAT-3′ 
  

SLC7A5  
Forward 5′-GGAACATTGTGCTGGCATTATACA-3′ 

  Reverse 5′-CCTCTGTGACGAAATTCAAGTAATTC-3′ 
  

CCND1  
Forward 5′-CTGTGCATCTACACCGACAACTC-3′ 

  Reverse 5′-AGGTTCCACTTGAGCTTGTTCAC-3′ 
  

GLUT1  
Forward 5′-TCAACCGCAACGAGGAGAA-3′ 

  Reverse 5′-CTGTCCCGCGCAGCTT-3′ 
  

TGFA  
Forward 5′-CACTCAGTTCTGCTTCCATGGA-3′ 

  Reverse 5′-CGTACCCAGAATGGCAG′-3′ 
  

OCT-4  
Forward 5′-GCTTAGCTTCAAGAACATGTGTA-3′ 

  Reverse 5′-CTCTCACTCGGTTCTCGAT-3′ 
  

NDRG1  
Forward 5′-CGGCAACCTGCACCTGTT-3′ 

  Reverse 5′-TGTGGGTTCCCGGCATT-3′ 
MOUSE     
  

Vhl  
Forward 5′-ATCCCTGAAGAGCCAAAGATGA-3′ 

  Reverse 5′-TCGACGTTCAGAACTCATCTTTTT-3′ 
  

Hif1a  
Forward 5′-CACCGATTCGCCATGGA-3′ 

  Reverse 5′-TCGACGTTCAGAACTCATCTTTTT-3′ 
  

Hif2a  
Forward 5′-CCTGGCCATCAGCTTCCTT-3′ 

  Reverse 5′-GGTCGGCCTCAGCTTCAG-3′ 
  

Phd3  
Forward 5′-TGGACAACCCCAATGGTGAT-3′ 

  Reverse 5′-GCAGGACCCCTCCATGTAACT-3′ 
  

Ndrg1  
Forward 5′-TGGAGTCCTTCACCAGTTTGG-3′ 

  Reverse 5′-CGAAGCGGGTCAGGATGTAG-3′ 
  

Slc7a5  
Forward 5′-TTCGCCACCTACTTGCTCAA-3′ 

  Reverse 5′-CCTTTACGCTGTAGCAGTTC-3′ 
  

Glut1  
Forward 5′-TCGTCGTTGGCATCCTTATTG-3′ 

  Reverse 5′-GAGCAGCAGAGGCCACAAGT-3′ 
  

Pgm1  
Forward 5′-CGAGAAGGACGTTGCCAAGA-3′ 

  Reverse 5′-GGGACACTTTCAGAGCAATGG-3′ 
  

Tgfa  
Forward 5′-GGCTCTGGAGAACAGCACATC-3′ 

  Reverse 5′-GGAATCTGGGCACTTGTTGAA-3′ 
  

Epo  
Forward 5′-CAAAGTCAACTTCTATGCTTGGAAAA-3′ 

  Reverse 5′-CAGGCCTTGCCAAACTTCTATG-3′ 
  

CaIX  
Forward 5′-GCGCTAAGCAGCTCCATACTC-3′ 

  Reverse 5′-CGTGGCTCGGAAGTTCAGTT-3′ 
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Simple Summary: Gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETs) represent about 70%
of all NETs; however, improvement in their outcomes has yet to be achieved. Here, we aimed to analyze
the role of metabolic players such as the amino acid transporter 1 (LAT-1) and glucose transporter 1
(GLUT-1), regulated by the oxygen-sensing mechanism Von Hippel Lindau-hypoxia-inducible factor
(VHL-HIF), in gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NET). We also aimed to correlate
them with tumor malignancy and progression. We confirmed that specific mechanisms that increase
nutrient uptake, such as LAT-1 and GLUT-1, are increased in GEP-NETs, whereas pVHL is decreased.
Our results suggest that these biomarkers could have a potential role in NET pathophysiology which
might be related to their proliferation and metastatic capacity.

Abstract: Cancer cells develop mechanisms that increase nutrient uptake, including key nutrient
carriers, such as amino acid transporter 1 (LAT-1) and glucose transporter 1 (GLUT-1), regulated
by the oxygen-sensing Von Hippel Lindau-hypoxia-inducible factor (VHL-HIF) transcriptional
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pathway. We aimed to analyze these metabolic players in gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors (GEP-NET) and correlate them with tumor malignancy and progression. LAT-1, GLUT-1,
and pVHL expression was analyzed in 116 GEP-NETs and 48 peritumoral tissue samples by
immunohistochemistry. LAT-1 was stably silenced using specific shRNA in the human NET BON
cell line. LAT-1 expression was significantly increased in tumor tissue compared to non-tumor
tissue in both gastrointestinal (67% vs. 44%) and pancreatic NETs (54% vs. 31%). Similarly, GLUT-1
was substantially elevated in gastrointestinal (74% vs. 19%) and pancreatic (58% vs. 4%) NETs.
In contrast, pVHL expression was decreased (85% vs. 58%) in pancreatic NETs. Tumors with
metastases at diagnosis displayed increased LAT-1 and GLUT-1 and decreased pVHL expression
(p < 0.001). In accordance with these data, silencing LAT-1 curtailed cell proliferation in BON cells.
These findings suggest that specific mechanisms that increase nutrient uptake, such as LAT-1 and
GLUT-1, are increased in GEP-NETs, whereas pVHL is decreased. These markers might be related to
the proliferation and metastatic capacity of these tumors.

Keywords: neuroendocrine tumors; LAT-1; GLUT-1; biomarker; gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumors

1. Introduction

Gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETs) comprise an eclectic group of
infrequent neoplasms that arise from enterochromaffin epithelial cells or from a variety of other
neuroendocrine (NE) cells (e.g., alpha or beta cells, among others). Primary lesions of GEP-NETs tend
to be found in the gastric mucosa, small and large intestine, rectum, and pancreas. GEP-NETs represent
about 70% of all NETs [1] and, despite the rise in GEP-NET diagnoses, a concomitant improvement in
outcomes has yet to be detected. Unlike other malignancies, the natural history of NETs is unpredictable
and most well differentiated GEP-NETs remain indolent, even after the appearance of metastases,
whereas others may progress rapidly with a median survival of 5–56 months [2]. Clinical guidelines
have clearly defined disease stage by the tumor, lymph node, and metastasis (TNM) classification
and tumor grade as the two major independent prognostic parameters for GEP-NET diagnosis [3,4].
While surgical resection of malignant tissue is the leading treatment option for GEP-NETs, a complete
cure is rarely possible and several therapies are used, including targeted therapies (somatostatin
analogues, everolimus, and sunitinib) and/or chemotherapy. Thus, characterization of biomarkers of
prognosis and therapeutic response for these neoplasms is imperative [5].

Tumors require vast amounts of nutrients for biochemical reactions; consequently, a continuous
supply is essential for their survival. The management of these nutrients is a crucial process that
begins with their uptake from the extracellular space to the cytoplasm by specific transporters. Cancer
cells generally overexpress some of these transporters in order to guarantee a massive influx of such
nutrients to support their high proliferation rates. Given that amino acids (AA) are indispensable for
tumor cell growth and metabolism, enhanced AA uptake is critical for tumor progression. Among
the different essential amino acid (EAA) carriers, the large neutral amino acid transporter 1 (LAT-1,
SLC7A5) is highly expressed in many cancer types. Thus, LAT-1 expression has been associated with
tumor behavior and prognosis in certain cancers, including non-small cell lung cancer [6], prostate
cancer [7], melanoma of the skin [8], breast cancer [9], gastric cancer [10], and renal cell carcinoma [11].
Some of these tumors are more related to metastases than others [12–14]. Likewise, LAT-1 is found in
normal adults in highly proliferative tissues, including the gastrointestinal mucosa and pancreatic islet
cells [15]; however, despite LAT constitutive expression in the intestine and pancreas, little is known
about its role in GEP-NETs.

One of the cancer metabolic hallmarks is the switch from glucose oxidative phosphorylation to
“aerobic glycolysis”, known as the Warburg effect [16]. This switch provides cancer cells with increased
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amount of energetic and anabolic supplies to support their extraordinary growth and invasiveness.
GLUT-1 has received most of the attention within the glucose membrane transporter (GLUT) family,
given its contribution to tumor glucose metabolism [17] and the fact that upregulation of GLUT-1
can substantially enhance glucose uptake and produce energy via accelerated glycolysis. GLUT-1
is overexpressed in various cancer types including breast cancer, gastric adenocarcinoma, sarcomas,
lymphomas, melanomas, and hepatoblastomas [18–20]. GLUT-1 expression has likewise been linked to
increased cell proliferation and tumor growth, promoting metastatic behavior, higher tumor grade, and
poor clinical outcome [16]. GLUT-1 expression is increased in GEP-NETs and is significantly higher
in grade 2 compared to grade 1 tumors [21]. A significant correlation between the Ki67 proliferation
index and GLUT1 gene expression has been previously reported [22].

The expression of both LAT-1 and GLUT-1 transporters in tumor cells has been linked to
hypoxia-inducible factors (HIFs). Indeed, HIF activation induces LAT-1 and GLUT-1 expression [11,17,23].
In normoxic conditions, HIFα subunits are hydroxylated by the prolyl-hydroxylases (PHD) allowing
the binding of ubiquitin-ligase Von Hippel Lindau (VHL). In contrast, in hypoxic conditions, PHDs
lack sufficient oxygen to hydroxylate the key proline residues leading to HIFα subunit stabilization.
Mutations within the VHL gene disrupt the interaction between HIFα and pVHL, leading to constitutive
HIF activation and expression of HIF targets involved in many cellular processes, including angiogenesis
and cell metabolism [24,25]. Although VHL mutation is rare in sporadic pancreatic NETs, its inactivation
is a significant pathway in the development of sporadic pancreatic NETs [26–28].

In this context, we sought to analyze the presence of metabolic players related to nutrient uptake
and hypoxia such as LAT-1 and GLUT-1 in GEP-NETs and its possible relation with certain VHL
mediated hypoxia pathways. We found that LAT-1 was overexpressed in tumor tissues compared to
adjacent non-tumor tissue. Moreover, tumor cell proliferation was diminished upon LAT-1 silencing.
Results from our study strongly suggest a potential role for LAT-1 in NET pathophysiology.

2. Results

2.1. Expression of LAT-1 and Other Angiogenesis Markersin GEP-NETs

We began by applying a tissue microarray (TMA) approach to investigate immunohistochemical
expression of LAT-1, GLUT-1, and pVHL in a large set of GEP-NET tumor samples. For LAT-1
immunodetection, we used antibodies previously utilized for GLUT-1 and VHL immunodetection
in paraffin sections [29,30] and a commercially available antibody (see Methods) capable of
recognizing human LAT-1 in paraffin sections (Figure S1). LAT-1 expression was first assessed
by immunohistochemistry (IHC) in tumor and peritumoral pancreatic or gastrointestinal tissue
samples. We also validated LAT-1 expression by single cell immunofluorescence (Figure S2a) and
flow cytometry (Figure S2a) in tumor cells from a single NET patient. Percentages of staining were
calculated following previous criteria [31] and as described in Material and Methods.

LAT-1 staining showed a strong membranous signal in tumor cells (Figure 1a,b). Noteworthy,
LAT-1 staining was more prominent in both gastroenteric (GE) (Figures 1a and 2a) and pancreatic
NETs (Figures 1b and 2b) compared to adjacent, healthy, peritumoral tissue (67% vs. 44% and 54% vs.
31%, respectively; p < 0.05).

Similarly, the GLUT-1 signal was more conspicuous in both GE (Figures 1d and 2a) (74% vs. 19%;
p < 0.001) and pancreatic tumors (Figures 1e and 2b) (58% vs. 4%; p < 0.001) than in healthy tissue.
Immunodetection of LAT-1 and GLUT-1 was decreased in normal neuroendocrine (NE) cells from
adjacent tissues with respect to NE cells from tumor tissues (Figure 1c,f). LAT-1 and GLUT-1 staining
was only observed in sporadic Langerhans islet cells in normal pancreatic tissue and in sporadic crypt
cells in normal intestinal tissues.

In contrast, the pVHL expression signal was weaker in tumor cells (Figure 1g,h) compared to NE
cells from peritumoral or control samples (Figure 1g,i), in both GE (Figures 1g and 2a) and pancreatic
NETs (Figures 1h and 2b) (38% vs. 67% and 58% vs. 85%, respectively; p < 0.01).



Cancers 2020, 12, 2968 4 of 17

Figure 1. Characterization of nutrient transport markers in Gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors (GEP-NETs). Representative cases of immunohistochemistry performed in a tissue microarray
(TMA) of GEP-NET. (a–c) LAT-1 immunohistochemistry. (d–f) GLUT-1 immunohistochemistry and
(g–i) pVHL immunohistochemistry. First row: intestinal tumors (a,d,g), tumor [T]/normal [N] zones with
their respective magnification inset [T/N]. Second row: (b,e,h) pancreatic tumor and (c,f,i) normal tissue
from the same tumor sample with their respective magnification inset [T/N]. Original magnification 4×
with 20× digital zoom (insets).

Figure 2. Nutrient transport markers are differentially expressed in GEP-NETs compared to normal
adjacent tissue. LAT-1, GLUT-1, and pVHL were measured by immunohistochemistry (IHC) in a set of
TMAs (n = 164) from GEP-NETs, including primary and metastatic tissue. Values are represented as
boxplot of IHC scores in tumor tissue and in normal peritumoral tissue. (a) Comparison in gastroenteric
NETs. (b) Comparison in pancreatic NETs. Boxplots visualize five statistics (the median, first quartile,
third quartile, and two whiskers). The upper and lower hinges correspond to the third (75th percentile)
and first (25th percentile) quartiles. The upper whisker extends from the hinge to the largest value
no further than 1.5 fold the interquartile range (IQR) of the hinge. The lower whisker extends from
the hinge to the smallest value at most 1.5 fold the IQR of the hinge. Asterisks indicate significant
differences between tumor and peritumoral tissues (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).



Cancers 2020, 12, 2968 5 of 17

Interestingly, LAT-1 and GLUT-1 expression correlated (Figure 3a, Spearman rho 0.21, p < 0.01).
Furthermore, LAT-1 and GLUT-1 expression inversely correlated with pVHL expression (both Spearman
rho −0.3, p < 0.001) in pancreatic and GE tumors (Figure 3b,c,e,f). In this regard, tumor cells that
show higher signal for LAT-1 (Figure 3d) or GLUT-1 (Figure 3g) expression show less or not detectable
signal for pVHL expression on dual immunofluorescence analysis. No correlation was found between
expression of these molecules with a marker of NE differentiation (Chromogranin A) (Figure 3a).

Figure 3. Co-expression of nutrient transport markers and VHL in GEP-NETs. LAT-1, GLUT-1, and
pVHL were measured by IHC in a set of TMAs (n = 164) from GEP-NETs, including primary and
metastatic tissue. (a) Correlation map of hypoxia marker expression in TMAs with tumor size and
Ki67 and Chromogranin A (CgA). Values represent the Spearman’s rank correlation coefficient, rho
(%). Significant negative correlations are shown in orange and significant positive correlations in blue.
Color intensity increases with the magnitude of correlation. White indicates non-significant correlation.
(b) Boxplot of LAT-1 IHC scores in low and high pVHL tumor tissues. (c) Scatter plot of LAT-1 and
pVHL (regression line is represented with confidence interval). (d) Double immunofluorescence with
LAT-1 (green) and pVHL (red) in intestinal tumor tissue. (e) Boxplot of GLUT-1 IHC scores in low
and high pVHL tumor tissues. (f) Scatter plot of GLUT-1 and pVHL (regression line is represented
with confidence interval). (g) Double immunofluorescence was performed with GLUT-1 (green) and
pVHL (red) in intestinal tumor tissue. Scale bar for 75 µm is represented with a white box for each
panel. Boxplots visualize five statistics (the median, first quartile, third quartile, and two whiskers).
The upper and lower hinges correspond to the third (75th percentile) and first (25th percentile) quartiles.
The upper whisker extends from the hinge to the largest value no further than 1.5 fold the interquartile
range (IQR) of the hinge. The lower whisker extends from the hinge to the smallest value at most 1.5
fold the IQR of the hinge. Asterisks indicate significant differences between tumor and peritumoral
tissues (*** p < 0.001).

2.2. LAT-1 Expression Associates with Increased GEP-NET Malignancy

We proceeded to analyze the possible relationship between expression of LAT-1, GLUT-1, and
pVHL and malignancy (Table 1). Primary tumor tissue from patients with metastatic disease at
diagnosis exhibited greater LAT-1 (Figure 4a) and GLUT-1 (Figure 4b) expression and lower pVHL
(Figure 4c) expression compared to tumors from patients with non-metastatic disease at diagnosis.
Comparing primary to metastatic samples, we detected no difference in LAT-1 or GLUT-1 (Figure 4d,e),
but found lower pVHL expression in metastatic tissue (Figure 4f). We did not find differences between
LAT-1, GLUT-1, and pVHL expression associated with tumor grading and stage of disease (data not
shown). No differences in survival rates were found comparing patients with high vs. low expression
of any of the markers studied (data not shown).
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Table 1. Patients’ baseline characteristics (n = 110) and sample characteristics (n = 164).

Gender Number of Patients (Percentage)

Male 47 (42.7%)
Female 63 (57.3%)

Age, years (at diagnosis)
<55 46 (41.8%)
≥55 64 (58.2%)

Stage (ENETS at diagnosis)
I 32 (29.1%)
II 20 (18.2%)
III 19 (17.3%)
IV 36 (32.7%)

Unknown 3 (2.7%)
Primary site

Pancreatic NET 48 (43.6%)
Gastroenteric NET 62 (56.4%)

Primary tumor size, cm
<3.0 69 (62.7%)
≥3.0 37 (33.7%)

Unknown 4 (3.6%)
Grading (WHO 2010 criteria)

G1 66 (60%)
G2 34 (30.9%)
G3 4 (3.6%)

Unknown 6 (5.5%)
Sample characteristics (n = 164)

Primary tumor tissue 104 (63.4%)
Metastatic tumor tissue 12 (7.3%)

Adjacent non-tumor tissue 48 (29.3%)

Abbreviations: TNM: tumor, lymph node, metastasis; ENETS: European Neuroendocrine Tumor Society;
NET: neuroendocrine tumor; WHO: World Health Organization; G1: Grade 1; G2: Grade 2; G3: Grade 3.
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Figure 4. Expression of nutrient transport components and Von Hippel Lindau(VHL) in primary NETs
with or without metastasis. LAT-1, GLUT-1, and pVHL were measured by IHC in a set of TMAs (n = 164)
from GEP-NETs. Values are represented as boxplot of IHC scores. (a–c) Samples were classified based
on metastatic status at the time of diagnosis: patients with metastasis (MET) or without metastasis
(No MET). (d–f) Primary tumor tissue samples were compared to metastatic tumor tissue. Boxplots
visualize five statistics (the median, first quartile, third quartile, and two whiskers). The upper and
lower hinges correspond to the third (75th percentile) and first (25th percentile) quartiles. The upper
whisker extends from the hinge to the largest value no further than 1.5 fold interquartile range (IQR) of
the hinge. The lower whisker extends from the hinge to the smallest value at most 1.5 fold IQR of the
hinge. Asterisks indicate significant differences between tumor and peritumoral tissues (* p < 0.05,
** p < 0.01, *** p < 0.001).

2.3. Role of LAT-1 in NET Cell Proliferation

Our data suggest that LAT-1 (SLC7A5) expression can facilitate neuroendocrine tumor progression.
The amino acid carrier LAT-1 is involved in the uptake of essential amino acids that subsequently leads
to cell proliferation [11,32]. Consequently, we speculated that LAT-1 might control cell-autonomous
proliferation in NETs. We therefore used the BON human cell line that derives from an enterochromaffin
cell serotonin-producing pancreatic neuroendocrine tumor [33]. We first found that BON cells displayed
basal mRNA and protein levels of LAT-1 (SLC7A5) (Figure 5a,b). Consequently, we generated
BON-sh-SLC7A5 in which LAT-1 was silenced, as well as the corresponding BON-shScramble control
cell line (Figure 5a,b; unprocessed Western blot images can be found in Figures S3–S5). Earlier studies
have revealed that the impact of LAT-1 on tumor cell proliferation is evinced more clearly when
extracellular amino acid content is reduced in cell culture media, thereby mimicking insufficient
amino acid supply at the core of solid tumors [11,34,35]. Thus, we cultured BON-shSLC7A5 and
BON-shScramble cells, not only in normal media (100% amino acid content), but also in media
containing 20% of total amino acid content. Our data show that BON-shSLC7A5 cells proliferate less
than BON-shScramble control cells in both amino acid content conditions, although the effect is greater
in low amino acid content media (p-value < 0.05 and <0.01, respectively, Figure 5c).
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Figure 5. Contribution of LAT-1 (SLC7A5) to cell proliferation of BON tumor cell line. (a) Relative
LAT-1 (SLC7A5) mRNA levels in sh-SCR and sh-SLC7A5 BON cells. Data are represented as the mean
and error bars represent SEM (n = 3, *** p < 0.001). (b) Western blot analysis of SLC7A5 and actin
protein levels in sh-SCR and sh-SLC7A5 BON cells. (c) BON sh-SCR and sh-SLC7A5 were cultured for
72 h in normal media (100%) or media containing 20% amino acid content. BON cell proliferation does
not differ significantly between 100% and 20% amino acid content media. Proliferation of sh-SLC7A5
BON cells is expressed relative to sh-SCR BON cells in both amino acid content conditions. Data a
represented as the mean and error bars represent SEM (n = 6) * p < 0.05, ** p < 0.01).

3. Discussion

Tumor heterogeneity is one of the major impediments in studying GEP-NETs, precluding the
detection of common molecular elements that will facilitate more effective diagnostic and therapeutic
strategies. One approach to overcome these hurdles is to scrutinize the mechanisms that guarantee
the availability of nutrients to tumor cells [36]. This is the first study to examine LAT-1 and GLUT-1
expression and its clinical significance in GEP-NETs. Our data suggest that both markers are highly
expressed in pancreatic and GE cancer cells compared to non-malignant cells, and that both carriers
could be explored in the future as potential predictive factors of outcomes in patients with a surgically
resected GEP-NET.

It has been suggested that LAT-1 may participate in metastasis and several studies have unveiled
a correlation of increased LAT-1 expression with metastasis and worse prognosis in bile duct
adenocarcinomas, clear renal cell carcinoma, prostate cancer, and gastric cancer [37–40]. Interestingly,
we detected that LAT-1 expression was associated with more aggressive tumors that had already
metastasized at the time of diagnosis. These results indicate that LAT-1 overexpression may be
a potential prognostic factor in GEP-NETs. In this regard, previous studies in pulmonary NETs
have shown correlation between LAT-1 expression and tumor aggressiveness [41]. Furthermore,
downregulation of LAT-1 expression inhibits gastric cell growth, migration, and invasion [10]. In this
work, we have found novel data suggesting that restricting amino acid availability by decreasing
LAT-1 expression could reduce cell proliferation in the NET BON cell line. Along this line, previous
studies have shown that LAT1 silencing leads to a reduction of in vitro cell proliferation in different
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cell human lines, including renal cell carcinoma and colon adenocarcinoma cell lines. In addition, LAT
silencing inhibits in vivo xenograft formation in mice [11,14,34]. Therefore, we believe that our data are
strong evidence of the functional role of LAT in NETs with an impact in an “in vivo” biological setting.
Based on these findings, LAT-1 inhibition could be considered a potential strategy for metastasis
prevention in patients with a more aggressive disease (i.e., grade 3 neuroendocrine tumors), which is
usually more dependent on amino acid and glucose metabolism.

Regarding GLUT-1, previous studies have reported several associations between GLUT-1
expression, tumor aggressiveness, and poor prognosis in other malignant neoplasms, including
colorectal cancer, pancreatic ductal adenocarcinoma, lung cancer, prostate cancer, and [42–46].
One explanation is the increased utilization of energy and faster cell growth that indirectly promote
metastatic behavior. GLUT-1 expression has been proposed in a recent meta-analysis as an independent
prognostic marker for cancer in a wide range of tumors [47]. Furthermore, these data suggest that
GLUT-1 expression is a potential prognostic marker able to guide treatment decisions. In a recent small
study with lung neuroendocrine tumors, GLUT-1 showed a positive predictive value for the diagnosis
of these tumors and was a useful tool for classifying pulmonary NETs [48].

Expression of cell glucose and AA transporters in tumor cells has been used for molecular imaging
using transporter-specific PET probes. This technique has been used to diagnose location and/or activity
of different tumors. Glucose metabolism is predominantly mediated by GLUT-1 transmembrane
transporters [49] and represents the molecular basis underlying the use of radiolabeled glucose in
FDG-PET. The rationale for using 18F-fluoroDOPA PET imaging is based on the fact that some tumors,
including certain GEP-NETs, are able to take up, decarboxylate, and store amino acids and their biogenic
amines such as L-DOPA, which is taken up by a LAT transporter [50]. These imaging techniques
may be helpful as indirect markers of GLUT-1 (FDG) and LAT-1 (FDOPA) tumor expression. In this
regard, GLUT-1 expression correlates with PET-FDG signal in pulmonary NETs [51]. Unfortunately,
our cohort did not include enough PET studies to evaluate correlation of PET signal with LAT-1 and/

or GLUT-1 expression. This novel approach will likely help optimize patient treatment by improving
monitoring of tumor grade staging, indicating the best therapeutic strategy, and monitoring response
to therapy [52].

Increasing evidence indicates that tumors are able to use hypoxic stress to their benefit by activating
key biochemical and cellular pathways for their progression, survival, and ability to metastasize.
In this regard, we have previously reported a relationship of overexpression of angiopoietins, the
angiopoietin TIE-2 receptor, and vascular endothelial growth factor (VEGF) with increased risk of
metastasis in NETs [53]. Stress/hypoxia may play an important role in cell proliferation by stimulating
or inhibiting intracellular pathways, such as HIF, that can modulate gene expression of multiple factors
involved in nutrient uptake [54]. In normoxic conditions, the HIF pathway is inhibited, while the
HIF2a isoform is activated [11,55]. Given that LAT-1 expression is controlled by HIF2a, this regulation
might account for elevated LAT-1 expression, not only in hypoxic areas, but also in oxygenated cells,
such as in pVHL-null cells, in which the HIF instability mechanism is disrupted [11,56]. In this context,
individuals with non-hereditary (sporadic) pancreatic NETs may display functionally relevant VHL
inactivation (haploinsufficiency or other kinds of epigenetic inactivation). This suggests that VHL
gene alteration and the consequent effect on hypoxia signaling could condition the development of
sporadic pancreatic NETs [26–28]. Interestingly, we found an inverse relationship between LAT-1 and
GLUT-1 expression and VHL in GEP-NETs, indicating a possible disruption of the HIF pathway in
these tumors.

We are aware that a possible weakness of the study is the lack of an ideal control to compare with
the results of neuroendocrine intestinal tumors, due to the cellular heterogeneity of the intestinal crypts
and a lower proportion of neuroendocrine cells. However, the control used in our study appears to be
adequate, insofar as it included normal cells subjected to identical biological stress and processing
to their respective tumor cell sample. The consistency of the results of this intestinal group with the
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results obtained in the pancreatic neuroendocrine tumor group provides additional support to the
validity of our conclusions.

In this context, we propose that the study of markers of nutrient uptake at the tumor and
peritumoral level, specifically LAT-1 and GLUT-1, could provide innovative knowledge regarding the
complicated network of interactions in the NET cellular microenvironment. Therefore, the ability to
modulate cellular uptake of glucose and AAs by means of GLUT-1 and LAT-1 inhibitors is currently
deemed as a promising approach for the development of innovative anticancer therapies, which has
thus far led to the discovery of several chemical classes of GLUT-1 and LAT-1 inhibitors. Interestingly,
LAT-1 and GLUT-1 inhibiting drugs are currently in the pipeline and hold promise as both direct targets
and factors to synergize with adjuvant therapies [57]. This basic knowledge might aid in personalizing
drug regimens for these tumors in the future.

4. Materials and Methods

4.1. Individuals

A retrospective study was performed including consecutive patients with gastrointestinal
and pancreatic NETs with available tumor samples from five reference centers in Spain (Hospital
Universitario La Princesa, Hospital Clínico Universitario de Santiago de Compostela, Hospital
Universitario de Alcalá de Henares, Hospital Clínico San Carlos, and Hospital Universitario Gregorio
Marañón) between 1995 and 2018. Tumor samples from the same cohort have been previously
reported [31]. Briefly, 110 patients with GEP-NETs were studied (62 had gastrointestinal NETs and 48
had pancreatic NETs) (Table 1). All participants were carefully screened for other malignancies and/or
genetic disorders. One subject carried an MEN1 (multiple endocrine neoplasia type 1) gene mutation.
No other apparent genetic abnormalities were found. A complete work-up including history, physical
examination, and hormone levels was performed in all cases and interpreted by expert endocrinologists
(M.M., C.B.C., J.C.A., J.A.D., R.G.C., and M.S.N.), classifying all patients according to World Health
Organization (WHO) criteria (tumor site and size, angioinvasion, infiltration level, cell proliferation
index, immunohistochemical phenotype, and metastases). All tumors were reviewed by the same
pathologist (M.A) and were classified according to WHO criteria [58] as G1, G2, and G3 (Table 1).
Cell proliferation activity was determined in terms of the Ki-67 index.

Subjects were managed following current recommendations and guidelines [59]. Elective surgery
was the first treatment option in all cases and adjuvant therapy with somatostatin analogues was
administered if evidence of residual disease was observed (Table 1).

This project was approved by the Internal Ethical Review Committee of the Hospital de La Princesa
(Registration number: PI-776) and written informed consent was obtained from all participants prior
to inclusion, in accordance with the Declaration of Helsinki.

4.2. Tissue Samples

A total of 164 formalin-fixed, paraffin-embedded tissues were evaluated by tissue microarray
(TMA). Of them, 116 were tumor samples with pathological diagnosis and 48 were peritumoral.
All samples were taken and managed in accordance with local regulations with the approval of the
local Institutional Review Board.

4.3. Immunohistochemistry (IHC)

Tissue sections were treated by IHC as previously described [31]. Briefly, tissue sections were
dewaxed, rehydrated, and washed in phosphate buffered saline 1X (PBS; Lonza, Basel, Switzerland).
Epitope retrieval was performed by treating the slides in a PT Link (Dako, Santa Clara, CA,
USA) containing an acid or basic solution. Next, endogenous peroxidase was inhibited with a
peroxidase-blocking solution (Dako) for 10 min; Fc receptors were then blocked with goat or rabbit
serum, as appropriate. Afterwards, sections were immunostained with the following primary
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antibodies: anti-Ki-67 (clone MIB-1, Dako), anti VHL (ref: sc135657; Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA), anti-human CD98 light chain (LAT-1, SLC7A5, ref: AHP1139 Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
and anti-glucose transporter GLUT-1 antibody (ref: ab15309; Abcam, Cambridge, UK).

Next, sections were incubated with the proper horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies: goat anti-mouse (Ref: P0447, Dako), goat anti-rabbit (Ref: P0448, Dako), or rabbit anti-goat
(Ref: P0449, Dako). Finally, sections were incubated with 3,3′-diaminobenzidine (DAB; Dako),
counterstained with hematoxylin (Sigma-Aldrich, San Luis, AZ, USA), dehydrated in alcohol, cleared
with xylene, and mounted. For each section, the approximate percentage of neuroendocrine (NE)
positive cells (proportion score, PS) and staining intensity (intensity score, IS) determined the staining
score (IHC score). In the case of pancreatic NETs, tumor cells were compared to neuroendocrine
cells (NE) from the islets of Langerhans. In the absence of normal solid NE cell nests as a control for
intestinal NET tumors, we used normal intestinal crypts with scattered epithelial neuroendocrine
(NE) cells as a normal control for this subgroup. Five different high-power fields in the hot-spot
areas of each slide underwent observer-blind examination by four independent observers (AS; MASN,
MA, JMC). The proportion of stained cells in each field were scored following criteria as previously
described [31]: 1, for 5% stained cells; 2, for 6–25% stained cells; 3, for 26–50% stained cells; and 4, for
>50% stained cells. Overall stain intensity was graded as: 0, for negative staining; 1, for light staining;
2, for moderate staining, and 3, for intense staining. The total staining score (TS) for each field resulted
from adding the proportion of stained cells score with the staining intensity score (TS = PS + IS).
The final TS was the mean of the 5 fields. Tonsil tissue served as positive control for the different
antibodies. Tumor expression of the various markers was classified with respect to the median as high
(higher than or equal to the median) and low (lower than the median).

Immunostaining of agarose-embedded HEK 293T cells was performed by fixing cells in zinc
formaline fixative (Ref: Z2902, Sigma-Aldrich) for 16 h. HEK 293T cells were then embedded
in 1% agarose and prepared for paraffin processing. Paraffin slides underwent antigen retrieval
by incubation in pH6 citrate buffer with heat induced epitope retrieval (HIER) conditions. Next,
endogenous peroxidase was inhibited with 3% hydrogen peroxide for 15 min, followed by incubation
with goat serum to block Fc antibody region. Subsequently, sections were immunostained with
anti-LAT-1 (CD98 light chain) (Ref: AHP1139, Bio-Rad) followed by incubation with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody: polyclonal goat anti-rabbit HRP (Ref: P0448, Dako).
Finally, sections were incubated with 3,3′-diaminobenzidine (DAB; Dako), dehydrated in alcohol,
cleared with citrus clearing solvent (Ref: 8301 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), and mounted.

4.4. Immunofluorescence

Tissue sections were dewaxed, rehydrated, and washed in PBS 1X (Lonza). To retrieve epitopes,
slides were treated in a PT Link (Dako) as described above for IHC. Sections were then incubated
for 1 h with a blocking solution consisting of 2% (w/v) bovine serum albumin (BSA; Gibco) and 10%
(v/v) human serum (Sigma-Aldrich) diluted in PBS × X as previously reported [31]. Sections were
subsequently incubated overnight at 4 ◦C with the following primary antibodies: anti-CD3 (polyclonal,
ref: A0452; Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), anti VHL (ref: sc135657; Santa Cruz
Biotechnology), anti-human CD98 (LAT-1, SLC7A5, ref: AHP1139; BioRad, Hercules, CA, USA),
anti-glucose transporter GLUT-1 antibody (ref: ab15309; Abcam, Cambridge, UK), and chromogranin
A antibody Alexa Fluor 488 (ref: NBP2-33198AF488; Novus Biological, CO, USA). The next day,
tissue samples were washed three times for five minutes each with PBS 1X. Tissue sections were
then incubated for 30 min with 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Thermo Fisher Scientific) and
the appropriate secondary antibodies labeled with a fluorophore: donkey anti-rabbit Alexa Fluor
647 (Cat. A-31573, Invitrogen, Carlsbad, USA) or donkey anti-mouse Alexa Fluor 555 (Cat. A-31570,
Invitrogen). Finally, sections were washed three times for five minutes each with PBS 1X, mounted,
and analyzed with a Leica TCS-SP5 confocal microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
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4.5. Cells and Reagents

All cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM/HIGH GLUCOSE,
SH30022.01, HyClone, GE Healthcare, Logan, UT, USA) and Ham’s nutrient mixture F1 medium
(SH30026FS, HyClone, GE Healthcare) 1:1 supplemented with 100 units/mL penicillin, 100 µg/mL
streptomycin, 20 mM HEPES, and 10% fetal bovine serum (FBS, SV30160.03 HyClone, GE Healthcare) as
previously described [11]. To prepare media with lower amino acid content, normal DMEM/Ham’s F12
medium was diluted with the corresponding volume of amino acid-free DMEM. Amino acid-deprived
media were supplemented with 10% dialyzed FBS (10,000 Mwt cut-off; F0392, Sigma-Aldrich).

4.6. Viral Infection

SLC7A5 (sc-62555-V) and control (sc-108080) shRNA lentiviral particles (Santa Cruz) were used
to generate stable transfectants sh-SLC7A5 BON cells and their corresponding control sh-SCR BON
cells based on our previous work. We took into consideration that pooling siRNAs that target different
regions of the target mRNA has been proposed to diminish the off-target effect [60]. Therefore, we have
used a commercially available pool of three shRNA constructs against SLC7A5 (sc-62555-V, Santa
Cruz Biotechnology Inc.) as our strategy to silence SLC7A5 gene expression in the BON cell line.
Lentiviral infection was conducted by seeding HEK293T cells in p60 plates transfected with 1.8 µg of
each lentiviral vector 1.14 µg of pCMV-dR8.91 and pMD2.G using lipofectamine 2000 (Invitrogen),
as per the manufacturer’s instructions. Cell culture supernatants were harvested 48 h following
transfection, filtered through a 0.45-µm filter, diluted (1:2) with fresh medium containing 8 µg/mL
polybrene (final concentration), and added to BON cells. This step was repeated over the following
2 days.

4.7. Cell Proliferation Analysis

For cell proliferation assays, 75,000 BON cells were seeded per well in 6-well plates. After 72 h,
they were trypsinized, collected in the medium, and live cells per well were analyzed with methyl violet
and measured by spectrophotometry at 540 nm. For cell proliferation recovery assays, 6 h after seeding,
the medium was changed to complete medium or 20% medium and supplemented with dialyzed FBS.
Then cells were grown for another 72 h and collected and counted as previously described.

4.8. Western Blot and Antibodies

Western blot was performed using the same methods as previously reported [11], albeit a different
antibody for LAT-1 detection was used (cell signaling, #5347). Specifically, cells were lysed in Laemmli
buffer. Western blots were performed using 8–12% SDS-polyacrylamide gels and the membranes were
probed with rabbit polyclonal antisera raised against LAT-1 (cell signaling, #5347) or β-actin (A3854,
Sigma-Aldrich). Immunolabeling was detected by enhanced chemiluminescence (SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific) and visualized with a digital luminescent
image analyzer (Image Quant LAS400 mini).

4.9. RNA Extraction and qRT-PCR

Total RNA from cells was isolated using Ultraspec and TRIsure (BIO-38032, Bioline). RNA (1 µg)
was then reverse-transcribed with Improm-II reverse transcriptase (Promega) and polymerase chain
reaction (PCR) amplifications were performed using the Power SYBR Green PCR Master Mix kit
(Applied Biosystems) in a StepOne Version 2.0 system (Applied Biosystems) [11]. The following
primer sets were utilized: human LAT-1 (forward, 5′-GGAACATTGTGCTGGCATTATACA-3′; reverse,
5′-CCTCTGTGACGAAATTCAAGTAATTC-3′), and human 28s (forward, 5′-GGTAGCCAAATGCCTC
GTCAT-3′; reverse, 5′-GGATAGTAGGTAGGGACAGTGGGAAT-3′). LAT-1 RNA data were
normalized to 28S RNA expression levels. Moreover, LAT-1 and 28S RNA data were obtained
using a standard curve for both LAT-1 and 28S. Data were analyzed with Software StepOne version 2.0
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(Applied Biosystems, available from: https://www.thermofisher.com/es/es/home/technical-resources/
software-downloads/StepOne-and-StepOnePlus-Real-Time-PCR-System.html).

4.10. Statistical Analysis

Quantitative variables are expressed as the median and interquartile range (boxplots), while
qualitative variables are presented as relative percentages of samples (histograms) included in
contingency tables. Fisher’s exact test was applied to compare qualitative variables. Unpaired,
two-tailed, Student t-test was used to compare two independent groups and paired Student t-test, to
analyze two related samples. One-way ANOVA was employed to compare more than two groups
and post-hoc multiple comparisons were made with Tukey’s test. Spearman’s rho analyses were
performed to detect correlations between blood markers and immune markers examined by IHC.
Kaplan–Meier analyses were used to assess the effect of the different biomarkers on cohort survival.
Stata v. 12.0 (StataCorp. 2011, College Station, TX, USA) for Windows and R version 3.3.2 [61] were used
for analyses. Package ggplots2 [62] and corrplot (available from: https://github.com/taiyun/corrplot)
were used for graphics. p-values < 0.05 were deemed statistically significant. * p < 0.05, ** p < 0.01,
and *** p < 0.001.

5. Conclusions

We have shown that mechanisms that increase nutrient uptake, such as LAT-1 and GLUT-1, are
increased in GEP-NETs, whereas pVHL is decreased in these tumors. Furthermore, tumors with
metastases at diagnosis display a higher staining score of LAT-1 and GLUT-1 and a decreased pVHL
expression suggesting a possible use of these markers as disease predictors in the future. Finally,
functional studies suggest that LAT-1 disruption in NET BON cell line modify in-vitro proliferation
capacity. In this context, our data suggest that LAT-1 inhibitors may play a role in the treatment of
high-risk patients.
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A B S T R A C T

Cell responses to reduced oxygen supply (hypoxia) are largely mediated by hypoxia-inducible transcription
factors (HIFs). The pathophysiological role of the HIF pathway is driven by its ability to potentiate key biological
processes as part of the adaptation to hypoxia, such as erythropoiesis and angiogenesis. Moreover, the role of HIF
signaling in the reprogramming of cell metabolism is also critical to understand the role of these transcription
factors in health and disease. In this regard, HIFs reprogram oxidative metabolism of glucose and fatty acids,
offering a molecular mechanism by which the HIF pathway can help cells become more tolerant of redox stress
during hypoxic/ischemic episodes. However, the way in which HIFs influence amino acid metabolism and its
pathophysiology consequences have been less well explored. Here we review recent studies about the role of the
HIF1α and HIF2α isoforms in amino acid metabolism, which provides insight to better understand how these
factors can influence cell autonomous proliferation and cellular tolerance to hypoxia.

1. Introduction

Hypoxia-inducible factors (HIFs) are fundamental to adapt cells and
tissues to the lack of oxygen commonly found in numerous pathological
scenarios, including anemia, tissue ischemia, solid tumor growth or
high altitude exposure, as well as in physiological scenarios like em-
bryonic development [1]. HIFs are composed of an alpha subunit
(HIF1α, HIF2α or HIF3α) and a beta subunit (HIFβ), also referred to as
the aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT). The reg-
ulation of heterodimeric HIFs is exerted by controlling the stability of
the HIFα subunits, while the HIFβ subunit remains expressed con-
stitutively irrespective of the oxygen available. The stability of the HIFα
subunits is controlled by the HIF prolyl-hydroxylase (PHD) enzymes
(PHD1, PHD2 and PHD3), which are 2-oxoglutarate dependent Fe2+-
dioxygenases [2,3]. When oxygen is available in normoxic conditions,
PHDs use oxygen to hydroxylate two conserved proline residues in the
HIFα subunits, and these hydroxylated prolyl residues are recognized
by the Von Hippel Lindau (VHL)/E3 ubiquitin ligase complex that
targets the HIFα subunits for proteasomal degradation [4,5]. However,
in hypoxic conditions there is not enough oxygen for PHDs to hydro-
xylate HIFα subunits, precluding their recognition by Vhl and stabi-
lizing these HIFα subunits. Consequently, HIFα subunits can hetero-
dimerize with HIFβ subunits during hypoxia and bind to DNA at the
hypoxia response elements (HREs) in target genes, driving a HIF-

dependent transcriptional program [6,7]. However, these HIFα sub-
units may also be constitutively stabilized in normoxia if the activity of
VHL and PHDs is impaired, either upon: (i) Vhl inactivation as in
human clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), a condition character-
ized by the loss of Vhl and the ensuing constitutive stabilization of HIF;
or (ii) PHD1–3 inactivation, as studied in some of the cellular and
mouse models discussed below. The activity of HIFα subunits is also
controlled by the asparaginyl hydroxylase, FIH (Factor Inhibiting HIF).
In normoxic conditions FIH hydroxylates a conserved asparagine re-
sidue at the C-terminal transactivation domain of HIFα subunits, which
prevents the recruitment of p300/CBP transcriptional co-activators
[8,9]. However, FIH cannot hydroxylate HIFα subunits when oxygen
becomes limited, leading to p300/CBP recruitment and complete HIFα
activation. Therefore, the simultaneous inhibition of PHDs and FIH in
hypoxia is required for full activation of the HIF pathway. Furthermore,
it has also been proposed that the activity of these PHD Fe(II)/2-OG-
dependent dioxygenases is also compromised by redox stress [10,11],
or by key metabolites of the glycolytic or tricarboxylic acid (TCA) cycle
that can affect the 2-oxoglutarate-dependent PHDs activity [12,13].
Finally, several players have been identified that can interact directly or
indirectly with HIFα subunits (e.g., protein kinases, hsp90, p53), which
has proposed to be modify their stability and activity, suggesting that
the central PHD-HIFα pathway is tightly regulated [14].

Two of the well-recognized biological processes that are controlled
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by HIFs are erythropoiesis and angiogenesis, which facilitate oxygen
delivery to hypoxic tissues. This central response mediated by HIFs
involves the upregulation of two primary HIF responsive genes, ery-
thropoietin (EPO) and vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A).
However, another key function of the HIF‑oxygen sensing pathway is to
reprogram cellular glucose/fatty acid metabolism. In this line, HIF1α
induces key glycolytic genes, including lactate dehydrogenase (LDH-A),
favoring lactate production and ATP generation in an oxygen-in-
dependent manner [15]. Moreover, HIFs can induce the expression of
pyruvate dehydrogenase kinases (PDK-1, 3 and 4) [16–19], which in-
hibit the pyruvate dehydrogenase complex and thereby reduce glucose-
dependent replenishment of the TCA cycle. Moreover, HIFs specifically
repress: (i) key enzymes involved in fatty acid oxidation and in the
mitochondrial TCA cycle; (ii) the activity of mitochondrial complexes;
and (iii) key regulators of the mitochondrial content [15]. All these
metabolic actions result in reduced mitochondrial glucose and fatty
acid-dependent oxygen consumption in hypoxic conditions. This HIF-
dependent dampening of mitochondrial activity not only saves oxygen
in hypoxic conditions but also, it reduces the formation of toxic mi-
tochondrial reactive oxygen species (ROS) [16,17]. This anti-oxidant
response explains the ability of HIFs to elicit cellular tolerance to hy-
poxia and redox stress that for example takes place upon ischemia-re-
perfusion [17,18].

Most of the information about the role of the HIF pathway in cell
metabolism is related to glucose and fatty acid metabolism. However,
the role of the HIF‑oxygen pathway in amino acid metabolism is less
well-studied, even though recent studies have revealed that is also key
to understand the role of HIFs in pathophysiology. Hence, in this review
we will describe these recent studies unveiling the role of the HIF
pathway in the uptake and biosynthesis of different amino acids, as well
as in the expression of key amino acid carriers and amino acid produ-
cing enzymes. In this line, we will highlight the relevance of amino acid
metabolism to mediate the impact of the HIF1α and HIF2α isoforms in
cellular tolerance to hypoxia and in cell autonomous proliferation in
different biological settings.

2. The role of the HIF pathway in glutamine-dependent
glutathione biosynthesis and glutamate metabolism

After entering the cell, glutamine is first converted into glutamate
by cellular glutaminase (GLS), of which three isoforms have been
identified: GLS1, GLS2, and the GLS1 variant GAC [20]. Intracellular
glutamate can subsequently be converted to other key metabolites, such
as α-ketoglutarate (α-KG) that replenishes the TCA cycle (see below)
[21–24]. The process of glutamine conversion into glutamate, and
subsequently to α-KG, is termed glutaminolysis (Fig. 1). Alternatively,
glutamate can also be converted into other metabolite precursors of
glutathione, which protects the cell against redox stress (Fig. 1 and see
also below) [25,26].

2.1. - the HIF pathway induces glutamine-dependent intracellular glutamate
accumulation

Recent studies have shown that HIF1α activation leads to in-
tracellular glutamate accumulation in different cellular settings.
Indeed, constitutive HIF1α activation in PHD2-deficient murine peri-
osteum-derived cells elevates the intracellular glutamate content [25].
HIF1α also increases intracellular glutamate in both hypoxic and Vhl-
deficient CD8+ T lymphocytes [27]. More recently, we showed that
restoring HIF1α in tumor cells lacking HIF1α enhances intracellular
glutamate accumulation [28]. Accordingly, an analyses of 13C5-gluta-
mine metabolic flux showed an enrichment of 13C5-labeled glutamate in
PHD2-deficient or hypoxic cells [25,29,30]. Similar data was obtained
when HIF1α was constitutively activated in Vhl-deficient renal cell
carcinoma cells [28]. Therefore, intracellular glutamate accumulation
can occur in different cellular settings upon HIF1α activation.

This glutamate accumulation was shown to be a consequence of
increased glutamine uptake upon HIF activation (Fig. 1). In this regard,
PHD2 inactivation or exposure to hypoxia leads to increased cellular
glutamine uptake in different cellular models [25,29]. Along similar
lines, the amino acid carrier SLC38A2 (SNAT2) that is involved in
cellular glutamine uptake is a HIF1α- and HIF2α-responsive gene in
breast cancer cell lines [31], and a binding site for both HIF1α and
HIF2α has been identified upstream of the SLC38A2 promoter [31]. In
addition, another glutamine carrier - SLC1A5 - is controlled by the
HIF2α isoform in pancreatic and cervix cancer cell lines [32,33]
(Table 1). These data suggest that increased glutamate uptake and its
subsequent accumulation in hypoxic cells can be driven by both HIF1α
and HIF2α isoforms through plasma membrane glutamine carriers like
SLC38A2 and SLC1A5. Moreover, HIF2α has the ability to not only
induce the expression of the glutamine carrier SLC1A5 in pancreatic
cancer cell lines but also, an SLC1A5 variant responsible for mi-
tochondrial glutamine uptake [33] (see below) (Fig. 3). This SLC1A5
variant is transcribed from an alternative transcription initiation site
and specifically targeted to the inner mitochondrial membrane [33]. At
the transcriptional level, HIF2α binds to a HRE within the promoter of
the SLC1A5 variant, which controls its gene expression in response to
hypoxia [33]. These data raise the question as to whether HIF activa-
tion also promotes glutamate accumulation in the mitochondrial com-
partment. In this regard, a very recent study analyzing the 13C5-gluta-
mine-dependent metabolic flux in hypoxic cells showed glutamate
enrichment to be faster in mitochondria [30].

Glutamate accumulation upon HIF pathway activation can not only
be explained by elevated expression of plasma glutamine carriers but
also, by the ability of HIF to induce the expression of GLS1, accelerating
the conversion of intracellular glutamine into glutamate (Fig. 1)
[25,34]. In this regard, HIF1 binds to an HRE located in the 5′ promoter
region of the GLS1 gene indicating that GLS1 is a primary HIF re-
sponsive gene [34]. An independent study showed that the HIF2α iso-
form can also control GLS1 expression in cervical cancer cells [32]. It is
important to note that GLS1 is located in both the cytosolic and mi-
tochondrial compartments, and thus, mitochondrial GLS1 activity can
also contribute to mitochondrial glutamate accumulation discussed
above. Collectively, these studies suggest that HIF1α and HIF2α acti-
vation potentiates glutamine uptake, which can subsequently be con-
verted into glutamate in the cytosolic and mitochondrial compartments.
This HIF-dependent response can be exerted by plasma membrane and
mitochondrial glutamine carriers (e.g., the SLC38A2, SLC1A5 and
SLC1A5 variant), the expression of which is primarily controlled by
HIF1α and HIF2α isoforms (Table 1). Moreover, HIF-dependent GLS1
upregulation also contributes to glutamate accumulation in hypoxic
cells, possibly in both the cytosolic and mitochondrial compartments
(Table 1). Thus, compartmentalization of HIF-dependent glutamine
metabolism warrants further investigation in different cellular models
and biological settings upon HIF1α and HIF2α activation.

2.2. HIF pathway and glutamate-dependent glutathione biosynthesis

Why do hypoxic cells favor glutamine-dependent intracellular glu-
tamate accumulation? Intracellular glutamate can be used for glu-
tathione biosynthesis, in its reduced GSH form, which serves as a cel-
lular defense against redox stress through its conversion to glutathione
disulfide, the oxidized GSSG form [26] (Fig. 1). In a first step, glutamate
is fused with cysteine to form γ-glutamylcysteine through the activity of
glutamyl cysteine ligase (GCL), an enzyme composed of a catalytic
subunit (GCLC) and a modifier subunit (GCLM). In a second step, gly-
cine is added to γ-glutamylcysteine by the enzyme glutathione synthase
(GSS) to form glutathione [35]. Importantly, PHD2-deficient murine
periosteum-derived cells show increased glutamine-dependent glu-
tathione biosynthesis suggesting that HIF1α-dependent glutamate ele-
vation contributes to increased intracellular glutathione levels [25].
Indeed, 13C5-glutamine–dependent metabolic flux analysis showed an
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enrichment of 13C5-labeled glutathione in this PHD2-deficient cells
[25]. Furthermore, HIF1α-dependent glutathione accumulation was
also found in other cellular models, such as breast cancer cell lines
[36,37]. Glutathione accumulation in response to HIF1α activation can
be explained simply as a direct consequence of the glutamate accu-
mulation described above. In this regard, GLS1 overexpression has been
shown to be sufficient to increase the reduced: oxidized glutathione
ratio [25].

In addition, HIF1α can exert other actions that may also contribute
to drive glutathione biosynthesis in its reduced form (GSH).
Chemotherapy induces HIF1α activity in breast cancer cell lines,
leading to glutathione biosynthesis by inducing the expression of the
SLC7A11 (xCT) carrier for cystine subsequently converted into cysteine
required for glutathione biosynthesis [36]. This study show that GCLM
subunit of GCL required for the generation of the glutathione precursor,
γ-glutamylcysteine (see above) is also induced upon HIF1α activation
[36] (Fig. 1) ). Moreover this study identified a HIF1α binding site in
the third intron of SLC7A11 and in the 5′-flanking region of GCLM [36]
(Table 1). Furthermore increased surface - but not total - SLC7A11
expression and elevated cystine uptake were also found in hypoxic
glioma cells [38]. However SLC7A11 upregulation has not been ob-
served in other cellular models [10,39], probably reflecting how each
cell type can execute specific gene expression programs to guarantee
glutathione biosynthesis in response to hypoxia or alternatively that
SLC7A11 elevation is more clearly manifested when its plasma mem-
brane expression is analyzed. Moreover, the HIF pathway can also help
to counteract redox stress by restoring reduced glutathione (GSH) from
oxidized glutathione (GS-SG), which requires the activation of glyco-
lytic shunt pathways leading to NADPH production. Firstly, HIF1α in-
duces key enzymes involved in glycogen accumulation in different
cellular models [40–42]. In parallel, hypoxia can also induces the gly-
cogen phosphorylase (PYGL), which further cleaves accumulated

glycogen to release glucose-6-phosphate that enters the pentose phos-
phate pathway (PPP) [40]. This glycogen-dependent PPP pathway leads
to the generation of the NADPH required for the glutathione reductase
activity that converts GSSG into GSH [40]. However PYGL is not a HIF
target gene and therefore hypoxia-dependent PYGL expression is not a
primary response executed by HIFs [40]. A second glycolytic shunt
pathway required for NADPH production is the serine synthesis
pathway (SSP), followed by one‑carbon (folate cycle) metabolism.
Along similar lines, a study on breast cancer cells showed HIF1α in-
duces the expression of phosphoglycerate dehydrogenase (PHGDH) and
other key enzymes in this pathway such as phosphoserine amino-
transferase-1 (PSAT1) and phosphoserine phosphatase (PSPH) [43].
Key reactions in this pathway produce NADPH and thus, they con-
tribute to the restoration of intracellular GSH levels and redox home-
ostasis in hypoxic cells [43]. However, it should be noted that HIF1α
does not alter PSAT1 in other cellular models [28], reflecting that some
elements involved in amino acid metabolism are regulated in cell type-
dependent manner.

This glutamine-dependent glutathione biosynthesis triggered by HIF
activation may represent the means by which HIF induces tolerance to
redox stress in different biological settings. In this regard, HIF1α-de-
pendent glutathione biosynthesis upon PHD2 inactivation improves cell
survival and enhances bone regeneration by counteracting redox stress
in murine periosteum-derived cells [25]. Accordingly, these PHD2-de-
ficient cells are more resistant to oxidizing agents as a consequence of
the elevated reduced: oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio driven by
HIF1α-dependent GLS1 induction. Conversely, GLS1 overexpression
produces cellular tolerance to redox stress by increasing the glutamine-
dependent contribution to glutathione biosynthesis [25]. Furthermore,
the mitochondrial glutamine uptake induced through the HIF2α-
SLC1A5 variant pathway (described above) produces cellular tolerance
to redox stress by controlling GSH biosynthesis [33]. The antioxidant

Fig. 1. HIF-dependent intracellular glutamate accumulation and glutathione biosynthesis. The figure shows how intracellular glutamate accumulates upon HIF1 or
HIF2 activation due to the increase in the SLC38A2 glutamine carrier and glutaminase GLS1 expression. Moreover, additional actions executed by HIF1α are
indicated that may control glutathione biosynthesis, such as the increased expression of the SLC7A11 cystine transporter gene and the GCLM subunit of glutamyl
cysteine ligase . Finally, γ-glutamylcysteine and glycine are fused by glutathione synthetase (GSS) to generate glutathione, which is central to neutralize cellular
redox stress. Gln, Glutamine; Glu, Glutamate; α-KG, α-ketoglutarate; Cys, Cysteine; Gly; Glycine; GSH, Reduced glutathione.
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properties of this HIF2α-SLC1A5 variant pathway are relevant for re-
sistance to pro-oxidant chemotherapy agents, such as that of pancreatic
cancer cells to gemcitabine [33]. Moreover, hypoxia-induced glu-
tathione biosynthesis driven by SLC7A11 and the GCLM subunit of γ-
GCS helps sustain the stem cell phenotype of breast cancer cells [36]. At
the molecular level, HIF1α-induced glutathione accumulation was
proposed to chelate intracellular copper and inhibit MEK1 (MAP ki-
nase/Erk kinase1) activity, which acts as a repressor of FOXO3 tran-
scription factor. Therefore, hypoxia facilitates FOXO3 transcriptional
activity, which in turn induces the expression of pluripotent factors
required for the maintenance of the breast cancer stem cell phenotype
[36]. Finally, silencing hypoxia-dependent glycolytic shunt pathways
that produce NADPH and restore glutathione in its reduced form (GSH)
(see above) also exacerbates the production of ROS. Indeed, PYGL

silencing elevates the production of mitochondrial superoxide produc-
tion in hypoxic U87 and MCF-7 cells [40]. In addition, PHGDH silen-
cing also increases mitochondrial ROS and it impairs the hypoxic sur-
vival of breast cancer cells [43].

It should also be considered that as well as oxygen, the supply of
amino acids to solid tumors may also become limited as a consequence
of insufficient perfusion. Therefore, the HIF-dependent expression of
glutamine carriers might not only ensure glutamine supply to coun-
teract redox stress but also, it may possibly favor tumor cell protein
synthesis and proliferation (see below). In this regard, SLC38A2 in-
hibition sensitizes the MCF7 breast cancer cell line to glutamine de-
privation, whereas SLC38A2 overexpression favors cell growth when
the glutamine supply is compromised [31]. These responses might be
explained, to some extent, by the ability of SLC38A2 to drive cellular

Table 1
Key players involved in amino acid metabolism regulated by the HIF pathway. Table 1 summarizes the amino acid carriers or enzymes involved in amino acid
biosynthesis whose expression is induced or repressed by the HIF1 or HIF2 isoform. The table also shows whether an HRE has been proposed to be involved in this
regulation, as well as the biological setting in which this regulation was identified. RCC signifies renal carcinoma cells. The following cell lines are included in the
table: UCDmel-ΔH, a melanoma cell line; SKOV3, an ovarian cancer cell line; HeLa, a cervical cancer cell line; G55 and D54-MG, glioblastoma cell lines; Hep3B, a
hepatocellular carcinoma cell line, SiHa, a cervical cancer cell line; and Neuro2A, a murine neuroblastoma cell line.

GENE Regulation by HIF HRE CELLS/TISSUE/TUMOR TYPE

GLS1 Induced (HIF1)25,34 

Induced (HIF2)32 +
Murine periosteum-derived cells25

Human colorectal carcinoma cells34

Human colorectal cancer samples34

SiHa32

GOT1 Repressed (HIF1)28,99 - RCC, UCDMel-ΔH, SKOV3, HeLa, G5528

Vhl-deficient human renal cell carcinoma samples28,99

GOT2 Repressed (HIF1)28,99 - RCC, UCDMel-ΔH, SKOV3, HeLa, G5528

Vhl-deficient human renal cell carcinoma samples28,99

PHGDH Induced (HIF1, HIF2)43 - Human breast cancer cells43

PSAT1 Induced (HIF1, HIF2)43

Not altered28 - Human breast cancer cells43

786-O, UCDMel-ΔH28

PSPH Induced (HIF1, HIF2)43 - Human breast cancer cells43

SLC1A1 Induced (HIF1, HIF2)31,39 - Hep3B, RCC, human breast cancer cells31,39

SLC1A3 Induced (HIF1, HIF2)39 + Hep3B, RCC, human breast cancer cells39

SLC1A5 Induced (HIF2)32,33 + SiHa32

Human pancreatic cancer cells33

SLC1A5_var Induced (HIF2)33 + Human pancreatic cancer cells33

SLC38A2 Induced (HIF1, HIF2)31 + Human breast cancer cells31

SLC7A11 Induced (HIF1)36,38

Not altered39,10 +
Human breast cancer cells36

D54-MG38

Hep3B, RCC39

Human breast cancer cells10

SLC7A5 Induced (HIF2)80,83,92,93,32,31

Induced (HIF1, HIF2)94 +

RCC80

Vhl-deficient mouse tissue80

Vhl-deficient human renal cell carcinoma samples80,92,93

Neuro2A83

SiHa32

Human breast cancer cells31

Human glioblastoma cells94
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tolerance by facilitating glutamine-dependent glutathione biosynthesis,
especially when the glutamine supply is compromised.

2.3. HIF1α and glutamate secretion

As well as glutamate contributing to glutathione biosynthesis, in-
tracellular glutamate can be also released into the extracellular milieu.
Elevated glutamate secretion was evident in hypoxic human hepato-
cellular carcinoma Hep3B cells [39], suggesting that not all the gluta-
mate accumulated in response to HIF1α activation is used to generate
glutathione. It was proposed that glutamate efflux in hypoxic cells takes
place through the glutamate carriers SLC1A1 and SLC1A3 in Hep3B
cells [39] (Table 1). Moreover, SLC1A1 expression is consistently in-
duced in different breast cancer cell lines under hypoxic conditions [31]
(Table 1). Glutamate release from hypoxic cells has been shown to
stimulate the proliferation of Hep3B cells, which is mediated by glu-
tamate binding to its receptors Gria2 and Gria3 to stimulate MEK-ERK
signaling [39]. However, in many other cell lines HIF1α represses
proliferation (see below). Therefore, it is conceivable that in other
cellular models glutamate released by hypoxic cells might only promote
proliferation in distant cells outside of the hypoxic areas or alter-
natively might initiate other non-proliferative autocrine or paracrine
signals. In this line, it has been recently shown that extracellular glu-
tamate can lead to activation of HIF1α in breast cancer cells. In this
regard, glutamate inhibits SLC7A11, leading to PHD2 redox inactiva-
tion and HIF1α accumulation [10]. Therefore, glutamate released fol-
lowing HIF1α activation could potentially spread HIF1α activation to
the surrounding normoxic cells. Thus, the biological role of glutamate
efflux from hypoxic cells warrants further investigation in order to
explore the biological role of metabolic and paracrine communication
between hypoxic and surrounding normoxic cells in solid tumors or
other biological settings.

3. Glutamine-dependent TCA cycle activity and cell autonomous
proliferation upon HIF1α activation

3.1. HIF1α reduces glutamine oxidation

In addition to glutathione biosynthesis and release to the extra-
cellular milieu, the glutamine-dependent glutamate that accumulates
upon HIF activation can also be converted into cytosolic or mitochon-
drial α-KG through the activity of transaminases or glutamine dehy-
drogenase [44] (Fig. 2). Glutamine-derived mitochondrial α-KG can be
further oxidized in the TCA cycle, thereby sustaining glutamine-de-
pendent oxygen consumption. A key biological action mediated by HIF
is the slowing down of mitochondrial oxidative metabolism, which
confers cellular tolerance to hypoxia by saving oxygen and preventing
the formation of mitochondrial ROS, as mentioned above. In this con-
text, HIF1α not only attenuates glucose oxidation (see above) but also,
glutamine oxidation and therefore glutamine-dependent oxygen con-
sumption [28,45] (Fig. 2). The first step in α-KG oxidation within the
TCA cycle is the conversion of α-KG to succinyl-CoA by the α-KG de-
hydrogenase (αKGDH) complex, a step that is specifically attenuated by
HIF1α activation (Fig. 2) [45]. In this regard, HIF1α promotes SIAH2-
targeted ubiquitination and proteolysis of OGDH2 the 48 kDa splice
variant of the E1 subunit of the α-KG dehydrogenase αKGDH complex
[45]. Furthermore, we found that HIF1α represses further steps in the
TCA cycle by reducing the expression of the succinate dehydrogenase
subunit A (SDH-A), the TCA enzyme that directly converts succinate to
fumarate and is a subunit of mitochondrial complex II [28] (Fig. 2).
Moreover HIF1α can also decreases the expression of the mitochondrial
SDH-B subunit [46]. Therefore, HIF1α-dependent repression of gluta-
mine oxidation and glutamine-dependent oxygen consumption may be
a consequence of the simultaneous repression of α-KG dehydrogenase
and SDH activities, which limits the biosynthesis of TCA metabolites
generated after the SDH reaction. Consequently, further citrate

biosynthesis through the glutamine oxidative pathway of the TCA is
also markedly reduced upon HIF1α activation [47]. This inhibition of
glutamine-dependent citrate biosynthesis through the glutamine oxi-
dative pathway occurs along with the inhibition of glucose-dependent
citrate biosynthesis by PDKs, as described above [16,17]. Therefore,
HIF1α activation provokes the profound suppression of citrate bio-
synthesis through both glutamine and glucose oxidative pathways.

3.2. Role of HIF1α in the glutamine reductive pathway

HIF1α activation does not favor glutamine-derived α-KG oxidation,
although it does not prevent the conversion of α-KG to citrate through
reductive carboxylation [48–52,54]. This reductive carboxylation
pathway involves the conversion of α-KG to isocitrate through cytosolic
and mitochondrial isocitrate dehydrogenase-1 and -2 (IDH1 and IDH2)
respectively, followed by the conversion of isocitrate to citrate through
cytosolic and mitochondrial aconitase-1 and -2 (ACO1 and ACO2) re-
spectively (Fig. 2) [30,48,49]. The shift to reductive glutamine meta-
bolism upon HIF1α activation can be measured by the enrichment of
M + 5 citrate (generated through glutamine reductive carboxylation)
relative to M + 4 citrate (generated through glutamine oxidation) in
13C5-glutamine labeled cells. Indeed, an increased M + 5 to M + 4
citrate ratio upon HIF1α activation is indicative of a shift from oxida-
tive to reductive glutamine metabolism [53]. 13C-glutamine labeling
also revealed that the shift to glutamine reductive carboxylation may
also be manifested in vivo, such as that in Vhl-deficient xenografts
characterized by constitutive activation of HIF pathway [51]. Further
studies suggested that this shift may just be a consequence of the sup-
pression of glutamine oxidation and not necessarily due to an increase
in the net flux of reductive carboxylation. In this regard, net reductive
carboxylation flux through IDH1 and IDH2 are not induced in hypoxic
HeLa cells [30]. Citrate generated by reductive carboxylation can be
further cleaved by ATP citrate lyase to produce cytosolic acetyl-CoA,
which can be used as a source for fatty acid biosynthesis in hypoxic
conditions [48–52,55]. An additional study in hypoxic A549 cells sug-
gest that IDH flux may not be a net contributor to acetyl-CoA produc-
tion for fatty acid biosynthesis in hypoxic conditions and that fatty
acids supply can be taken from the extracellular milieu [55]. Further-
more, while HIF1α activity augments ACO2 expression in prostate
cancer cells, it reduces IDH1 expression in osteosarcoma cells [56,57].
Hence, the glutamine reductive metabolism may be better preserved
(not necessarily induced) than the glutamine oxidative pathway in
hypoxic cells. This scenario can also explain how total citrate levels
decline in response to hypoxia or in Vhl-deficient cells [48,51]. As such,
the glutamine reductive carboxylation pathway might be not sufficient
to compensate for the remarkable decline in citrate biosynthesis
through the oxidative glucose and glutamine pathways.

3.3. HIF1α-dependent TCA activity and cell autonomous proliferation

HIF1α can act as a repressor of cell proliferation in different tumor
and non-tumor scenarios [58–60]. This has been widely studied in clear
cell renal cell carcinoma (ccRCC), which is characterized by VHL in-
activation and therefore, by constitutive activation of HIF1α in nor-
moxic conditions [59]. In this regard, a large proportion of ccRCCs
harbor homozygous DNA deletions in the genomic region encompassing
the HIF1α locus, resulting in a loss of HIF1α activity [61]. HIF1α-de-
pendent inhibition of cell proliferation can be attributed to the ability of
HIF1α to counteract the activity of c-myc through several mechanisms
[59,62], and through its influence on DNA replication mediated by the
minichromosome maintenance (MCM) complex [60]. However, the
anti-proliferative potential of HIF1α may also depend on its ability to
compromise the glutamine and glucose-dependent TCA oxidative
pathways. Accordingly, TCA metabolites are necessary for anabolic
pathways that lead to nucleic acid or fatty acid biosynthesis, which is
required to ensure cell duplication and cell autonomous proliferation.
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For example, mitochondrial oxaloacetate is directly converted to as-
partate, a precursor for nucleotide biosynthesis [22,24,63].

Our own studies showed that HIF1α not only represses key TCA
enzymes like SDH-A, which can limit the mitochondrial oxaloacetate
content required for aspartate biogenesis, but also, it reduces the ex-
pression of mitochondrial glutamic-oxaloacetic transaminase-2 (GOT2)
that converts oxaloacetate into aspartate [28]. It was recently shown
that citrate generated by glutamine reductive carboxylation can be
converted to aspartate involving GOT1 [22,24]. GOT1 acts in the ma-
late-aspartate shuttle to convert aspartate into oxaloacetate, although it
can also act in the opposite direction whereby oxaloacetate serves to
synthesize aspartate in the cytoplasm through reductive carboxylation
pathway [22,24]. HIF1α also inhibits GOT1 protein expression, thereby
repressing the glutamine-dependent reductive carboxylation step in-
volved in the biosynthesis of cytosolic aspartate [28] (Fig. 2). Im-
portantly, aspartate supplementation can relieve the HIF1α dependent
suppression of cell proliferation [28]. Thus, simultaneous HIF1α-de-
pendent suppression of the GOT2-dependent oxidative (mitochondrial)
and GOT1-dependent reductive (cytosolic) aspartate biosynthesis pro-
vides a molecular basis for the anti-proliferative potential of HIF1α
[28]. In this line human ccRCC samples characterized by constitutive
HIF1α activation show a remarkable suppression of both GOT1 and
GOT2 protein levels as well as aspartate levels [28,64]. Furthermore,
two other key studies showed that hypoxia markedly reduces in-
tracellular aspartate levels, which underlie the hypoxia-dependent
suppression of cell proliferation [65,66]. As mentioned above, HIF1α
suppresses TCA activity not only by inhibiting the oxidative glutamine
pathways but also, by repressing glucose oxidation. Indeed, other stu-
dies have shown that HIF1α-dependent attenuation of pyruvate entry

into the TCA cycle underlies the anti-proliferative potential of HIF1α in
T cells and chondrocytes [67,68]. Accordingly, exposing cells to the
PDK inhibitor dichloroacetic acid (DCA) counteracts the anti-
proliferative potential of HIF1α [68]. All these studies suggest that
suppression of the TCA cycle and thus, that of TCA-dependent anabolic
pathways, along with the impact on c-myc or on the DNA replication
machinery (see above) provides molecular basis to understand the an-
tiproliferative potential of HIF1α.

Finally, it should be noted that the conversion of glutamine to α-KG
involves two steps in which glutamine is deaminated. Firstly, glutamine
is converted to glutamate, releasing nitrogen (amide group) that is used
for the synthesis of nucleotide precursors like dihydroorotate and or-
otate. The ensuing conversion of glutamate to α-KG also releases ni-
trogen (amine group), either in the form of ammonia (NH4

+) or that is
used by transaminases to produce amino acids like aspartate (which
also acts as a nucleotide precursor, see above). The nitrogen released
during glutamine deamination in hypoxia was recently associated with
dihydroorotate and orotate accumulation, coupled to a reduction in the
levels of its downstream nucleotide uridine monophosphate (UMP)
[29]. Indeed, this dihydroorotate is released to the extracellular
medium [29]. Aspartate is required to produce dihydroorotate and
orotate, but the accumulation of these nucleotide precursors takes place
even though hypoxia suppresses the intracellular aspartate levels. This
study suggest that hypoxia-dependent decline in intracellular aspartate
could be a consequence not only of its reduced biosynthesis (see above)
but also, of its efficient conversion to dihydroorotate and orotate in
hypoxic cells [29]. Therefore, these data suggest that glutamine carbon
and nitrogen are metabolized in a coordinated manner in hypoxic cells.

Fig. 2. HIF-dependent TCA cycle reprogramming. The figure shows the metabolic activities controlled by the HIF pathway, such as the induction of pyruvate
dehydrogenase kinases (PDKs) to attenuate glucose oxidation. Similarly, HIF pathway reduces succinate dehydrogenase (SDH) and α-ketoglutarate dehydrogenase
(αKGDH) activities to restrain glucose, fatty acid and glutamine oxidative pathways. Moreover glutaminase (GLS1) is induced upon HIF activation to drive glutamate
accumulation as detailed in the Fig. 1. The figure also shows that IDH1/2-dependent glutamine reductive metabolism is sustained upon HIF activation (solid blue
line), whereas oxidative pathways (dashed red line) are attenuated. Finally, the figure also shows the HIF1-dependent inhibition of aspartate biosynthesis through
glutamic-oxaloacetic transaminases 1 and 2 (GOT1 and 2). The blue and red small arrows represent upregulation and downregulation respectively and the HIF
isoform involved in each of these metabolic actions are detailed in the text.
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3.4. The role of HIF1α-dependent α-KG metabolism and collagen
biosynthesis

Another transcriptional response dependent on the HIF pathway is
the induction of key collagen modifying enzymes upon HIF1α activa-
tion, such as collagen prolyl hydroxylases (P4HA1 and P4HA2), lysine
hydroxylases (PLOD1 and PLOD2) and lysyl oxidase (LOX) [68–71].
Proline hydroxylation enhances the stability of collagen triple helices
and lysine modifications enhance their crosslinking [72]. Importantly,
these prolyl and lysine hydroxylases require α-KG and thus, glutamine-
derived α-KG generated upon HIF activation can be used for proline and
lysine hydroxylation [68]. In this regard, PHD2-deficient chondrocytes
have enhanced glutamine-derived α-KG biosynthesis, which facilitates
collagen maturation in hypoxic cells [68]. However, an enhancement of
glutamine-derived α-KG biosynthesis upon HIF1α activation has not
been observed in other cellular settings [28], suggesting that this use of
accumulated α-KG might be favored in cells in which collagen bio-
synthesis is particularly relevant.

4. The HIF2α pathway, amino acid-dependent mTORC1 activity
and cell autonomous proliferation

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a serine/threonine
kinase that plays a central role in cell growth and proliferation, and that
responds to amino acid availability, the energy status of the cell, as well
as to growth factor signaling [73]. An initial study in murine embryonic
fibroblasts revealed that HIF1α markedly suppresses mTORC1 activity
by inducing the expression of Redd1 (regulated in development and
DNA damage responses-1) [74]. mTORC1 is activated by the small
GTPase Rheb, which is inhibited by the GTPase-activating tuberous
sclerosis complex (TSC1/TSC2) [75,76]. REDD1 has been proposed to
act by directly binding to and sequestering 14–3-3 proteins away from
TSC2, leading to TSC2-dependent inhibition of mTORC1 [77]. Fur-
thermore, another HIF1α-dependent gene, bNIP3, has also been im-
plicated in hypoxia-dependent mTORC1 inhibition, provoking a de-
crease in RHEB-GTP [78]. In addition to HIF-dependent mechanisms,
other essential HIF-independent pathways involving AMP-activated
protein kinase (AMPK) have been shown to repress mTORC1 during
hypoxia [79].

However, mTORC1 is not inhibited by HIF activation in some bio-
logical settings. Indeed, HIF activation produces mTORC1 activation in
Vhl-deficient in ccRCC [80,81], the hypoxic carotid body [82], the
bronchial epithelium [80] and other hypoxic scenarios [83,84]. Several
studies have associated mTORC1 activation with HIF2α activity
[80,82]. Accordingly, HIF2α acts as an oncoprotein in Vhl-deficient
ccRCCs, inducing the constitutive mTORC1 activation required for the
progression and proliferation of these tumors [80]. Moreover, our own
studies showed that constitutive HIF2α activation is responsible for this
elevated mTORC1 activity in ccRCCs [80], providing an explication for
the activity of the HIF2α isoform as an oncoprotein in these carcinomas
[59,80,85,87] (see below). Importantly, the biological role of the
HIF2α-mTORC1 pathway is not only relevant in tumor cells but also, in
physiological responses to atmospheric hypoxia. In this regard, HIF2α-
driven mTORC1 activation is required to sustain the proliferation of
cells expressing tyrosine hydroxylase (TH) in the carotid body and thus,
for ventilatory acclimatization to hypoxia [82]. Moreover, HIF2α
driven mTORC1 activation has been found in the bronchial epithelium
upon exposure to hypoxia, which occurs in parallel to marked HIF2α-
dependent bronchial epithelium proliferation in response to hypoxia
[86]. The physiological role of this pulmonary epithelium hyperproli-
feration and its participation in airway adaptation to hypoxia warrants
further investigation.

The mechanisms by which HIF2α can activate mTORC1 involve the
participation of the branched-chain amino acid transporter SLC7A5
(Fig. 3). SLC7A5 is involved in the uptake of leucine, a key amino acid
required to sustain mTORC1 activity [88]. In this line constitutive

HIF2α activity induces SLC7A5 expression in Vhl-deficient ccRCC,
which leads to mTORC1 activation in these cells [80]. In addition,
SLC7A5 expression favors mTORC1 activation and cell proliferation,
preferentially when cells are confronted with more limited amino acid
availability [80,89,90]. Amino acid supply is presumably lower in those
cells located in the inner core of solid tumors, and possibly even under
certain physiological conditions [91]. Therefore, it seems that cell
culture under low amino acid conditions in vitro can better mimic
conditions in vivo. As such, these conditions are necessary to reveal the
biological impact of the HIF2α-SLC7A5 pathway in mTORC1 activation
and cell proliferation. Importantly, increased SLC7A5 expression has
not only been found in cultures of Vhl-deficient renal cell carcinoma
cells in vitro but also in VHL-deficient ccRCC human samples relative to
a healthy kidney [80,92,93] (see below). Interestingly, this HIF2α-
SLC7A5 pathway has been confirmed in other biological settings, such
as neuroblastoma cells [83] or cervical cancer cells [32]. Moreover,
SLC7A5 expression is consistently induced in a panel of different breast
cancer cell lines exposed to hypoxia [31]. In addition hypoxia induces
SLC7A5 in glioblastoma cells not only through HIF2α but also involving
HIF1α isoform [94] suggesting that some cell types can also use HIF1α
for SLC7A5 expression. Finally, HIF2α-dependent SLC7A5 expression
was found in other non-neoplastic scenarios, such as in lung tissue [80].
In addition, a recent study further confirmed the ability of HIF2α to
enhance mTORC1 activity in Vhl-deficient ccRCC, revealing an addi-
tional mechanism [81] (Fig. 3). At the molecular level, the mTOR in-
hibitor DEP domain-containing mTOR-interacting protein (DEPTOR) is
suppressed upon HIF activation in Vhl-deficient ccRCC cells [81]. In-
terestingly, this HIF-dependent DEPTOR suppression is indirect and it is
exerted by the HIF-dependent transcriptional repressor DEC1 (also
named BHLHe40,Stra13) [81]. This study shows that not only HIF2α
but also HIF1α can suppress DEPTOR activity and potentiate mTORC1,
suggesting that the ability of HIF1α to repress mTORC1 activity is not
manifested in Vhl-deficient renal cell carcinoma [81]. Paradoxically,
HIF2α also increases the expression of REDD1 in Vhl-deficient renal cell
carcinoma cells [95]. As described above, REDD1 can repress mTORC1,
although HIF2α-dependent mTORC1 activation through SLC7A5 and
the DEC1 pathway overrides the inhibitory potential of REDD1 in
ccRCC [74]. It is likely that elevated REDD1 in ccRCC could limit full
mTORC1 activation, although this restriction is not potent enough to
limit HIF2α dependent mTORC1 activation. Alternatively, it must be
borne in mind that HIF2αmight also override the anti-mTORC1 activity
of REDD1 in other scenarios in which HIF2α drives cell proliferation,
such as in the carotid body or bronchial epithelium (see above).

As described previously, HIF2α but not HIF1α induces the expres-
sion of the glutamine carrier SLC1A5 in pancreatic cancer cell lines, as
well as that of the SLC1A5 variant involved in mitochondrial glutamine
uptake and cell proliferation [33]. Glutamine uptake is relevant for
glutamine-dependent mTORC1 activation through α-KG generation by
glutaminolysis [96]. In other cellular models, SLC1A5 acts in concert
with SLC7A5 to facilitate amino acid-dependent mTORC1 activation
[97]. Importantly, silencing the mitochondrial SLC1A5 variant re-
presses glutamine-dependent α-KG biosynthesis and reduces mTORC1
activity. Therefore, HIF2α could also activate mTORC1 through amino
acid-dependent mechanisms involving the SLC7A5 and SLC1A5 car-
riers, together with the repression of DEPTOR via DEC1. It is possible
that all these mechanisms act in concert to ensure HIF2α-dependent
proliferative responses, not only in Vhl-deficient renal cell carcinoma
but also, in the carotid body or bronchial epithelium.

5. Conclusions and perspectives

As described in this review, the HIF‑oxygen pathway is emerging as
a regulator of glucose and fatty acid metabolism but also, of amino acid
metabolism. Several independent studies have shown that activation of
the HIF pathway favors glutamine uptake and the ensuing glutathione
biosynthesis, which confers cellular tolerance to hypoxia and redox
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stress. Moreover, the anti-proliferative potential of HIF1α, as well as the
proliferative properties of the HIF2α isoform, may be exerted through
their specific effects on amino acid metabolism. In this regard, HIF1α
compromises cell autonomous proliferation by reducing TCA-depen-
dent anabolic pathways such as aspartate biosynthesis required for cell
replication. In this context, the relative impact of HIF1α and HIF2α on
the repression of glucose and glutamine oxidative pathways warrants
further study, especially in those cellular scenarios where HIF2α favors
cell proliferation. It might be interesting to consider whether in these
scenarios HIF2α rather than HIF1α could promote the glucose or glu-
tamine-dependent TCA oxidative pathway, thereby sustaining cell au-
tonomous proliferation and ensuring the activity of the anabolic path-
ways required for cell division.

It is also important to consider that the information presented here
helps to understand the metabolic pathways that tumor cells can exe-
cute when confined in hypoxic areas. In particular, this information
may be most relevant to define the metabolic basis underlying the
progression of Vhl-deficient ccRCC driven by constitutive HIF1α and
HIF2α activation. As mentioned above, both HIF1α and HIF2α are in-
volved in ccRCC initiation, yet HIF1α expression is lost in 30–40% of
overt ccRCCs. This is consistent with the ability of HIF1α to act as a
tumor suppressor whereas HIF2α acts as an oncoprotein in ccRCCs
[59,61] Some of the metabolic changes described here have also been
confirmed in human ccRCC samples, such as elevated glutathione

content [64], reduced glucose oxidation [98], low intracellular aspar-
tate content [64], reduced expression of aspartate producing enzymes
[28,99]. It is conceivable that the HIF1α-dependent pathways that at-
tenuate oxidative metabolism and that favor NADPH biosynthesis can
together confer a cellular redox defense required for the initial stages of
these tumors. It is possible that targeting those key amino acid carriers
ensures the glutamine and cysteine supply for glutathione biosynthesis,
which can help to counteract ccRCC growth. Conversely, HIF2α-
SLC7A5-mTORC1 might explain the oncogenic properties of HIF2α.
Allosteric inhibitors of mTORC1, everolimus and temsirolimus, coun-
teract ccRCC progression in preclinical mouse models, and their clinical
efficacy has been demonstrated in advanced renal cell carcinoma.
Furthermore, pharmacological inhibitors of mTORC1 and of HIF2α, can
efficiently combat ccRCC growth. As detailed above SLC7A5 (and
SLC1A5) are also elevated in ccRCC [80,92,93,100]. In this context it,
would be interesting to consider whether targeting SLC7A5 (and
SLC1A5), or interventions that alter the profile of circulating essential
amino acids, can also benefit ccRCC management.

Finally, this review has largely focused on the role of HIF-dependent
metabolism in cancer biology. However, it would also be interesting to
explore its role in other scenarios in which HIFs plays a central role,
such as cellular tolerance to ischemia-reperfusion, erythropoiesis or
pathogen-induced inflammation. Moreover, amino acid carriers regu-
lated by HIFs described in this review control the uptake of several

Fig. 3. HIF2α-dependent mTORC1 activation and cell proliferation. The figure represents those targets controlled directly by HIF2α linked to mTORC1 activation,
such as the SLC7A5 (LAT1) amino acid carrier as well as the transcriptional repressor DEC1/Stra13, which in turn inhibits DEPTOR and potentiates mTORC1 activity.
HIF2α also increases the expression of a mitochondrial SLC1A5 variant, which favors the uptake of glutamine into the mitochondria to promote glutathione
biosynthesis, TCA cycle replenishment and mTORC1 activation. Gln, Glutamine; Glu, Glutamate; Leu, Leucine; α-KG, α-ketoglutarate; GSH, Reduced glutathione.
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amino acids. For example, it is conceivable that the HIF2α-SLC7A5 or
HIF2α-SLC1A5 pathways may also be involved in other amino acid-
dependent pathways independent of mTORC1 activation, which may
help better understand the pathophysiological impact of HIF through
the reprograming of amino acid metabolism.
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11Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares, Centro de Biologı́a Molecular-SO UAM-CSIC, Universidad Autónoma de Madrid,
28049 Madrid, Spain
12CIBERER, Madrid, IdiPaz, Spain
13Lead Contact
14These authors contributed equally
*Correspondence: jaragones.hlpr@salud.madrid.org

https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.01.106

SUMMARY

Cellular aspartate drives cancer cell proliferation,
but signaling pathways that rewire aspartate biosyn-
thesis to control cell growth remain largely unknown.
Hypoxia-inducible factor-1a (HIF1a) can suppress
tumor cell proliferation. Here, we discovered that
HIF1a acts as a direct repressor of aspartate biosyn-
thesis involving the suppression of several key
aspartate-producing proteins, including cytosolic
glutamic-oxaloacetic transaminase-1 (GOT1) and
mitochondrial GOT2. Accordingly, HIF1a sup-
presses aspartate production from both glutamine
oxidation as well as the glutamine reductive
pathway. Strikingly, the addition of aspartate to the
culture medium is sufficient to relieve HIF1a-de-
pendent repression of tumor cell proliferation.
Furthermore, these key aspartate-producing players
are specifically repressed in VHL-deficient human
renal carcinomas, a paradigmatic tumor type in
which HIF1a acts as a tumor suppressor, high-
lighting the in vivo relevance of these findings. In
conclusion, we show that HIF1a inhibits cytosolic
and mitochondrial aspartate biosynthesis and that
this mechanism is the molecular basis for HIF1a tu-
mor suppressor activity.

INTRODUCTION

The biosynthesis of aspartate is central in cancer cell autono-

mous proliferation because it is essential not only for protein syn-

thesis but also for nucleotide biosynthesis in proliferating cells

(Birsoy et al., 2015; Lane and Fan, 2015; Sullivan et al., 2015).

Circulating levels of aspartate are low compared with other

amino acids (Mayers and Vander Heiden, 2015), and it is pre-

sumed that most cells largely rely on intracellular aspartate

biosynthesis to sustain cellular growth. Aspartate biosynthesis

is driven largely by glucose- or glutamine-dependent refilling of

the tricarboxylic acid (TCA) cycle to replenish mitochondrial

TCA intermediate oxaloacetate, which is subsequently con-

verted to aspartate through the activity of mitochondrial gluta-

mic-oxaloacetic transaminase (GOT2). Alternatively, cells can

also use reductive glutamine metabolism to generate aspartate

through the cytosolic GOT1 isoform (Birsoy et al., 2015). This

function of GOT1 is relevant to sustain aspartate biosynthesis

and cell proliferation when mitochondrial-dependent aspartate

biosynthesis is compromised (Birsoy et al., 2015). However,

the intracellular signals that rewire aspartate biosynthesis to

attenuate cell growth remain largely unknown.

Hypoxia-inducible factors (HIFs) are key transcriptional

regulators of the adaptive tumor cellular response to low oxygen

tension. Under normoxic conditions, critical key proline residues

in HIFa subunits are hydroxylated by prolyl hydroxylases (PHD1–

3), which ultimately leads to their recognition by the von Hippel-

Lindau (VHL) protein and their consequent degradation by the
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proteasome (Epstein et al., 2001; Ivan et al., 2001; Jaakkola

et al., 2001; Wang et al., 1995). In hypoxic conditions, PHD activ-

ity is restrained, and therefore VHL is unable to recognize HIFa

subunits, leading to their nuclear accumulation. HIF1a can act

as a repressor of tumor cell proliferation in different biological

settings (Carmeliet et al., 1998; Gordan et al., 2007; Hubbi

et al., 2013) and has been widely studied in clear cell renal cell

carcinoma (CCRCC), which is characterized by VHL inactivation

and consequent constitutive normoxic activation of the HIF1a

(Gordan et al., 2007; Kaelin, 2008). In this line, a large proportion

of CCRCCs harbor homozygous DNA deletions in the genomic

region encompassing the HIF1a locus, resulting in a loss of

HIF1a activity (Shen et al., 2011).

To enable cells to adapt to low-oxygen environments, HIF1a

increases glycolytic flux while simultaneously suppressing

glucose-dependent TCA refilling and glucose-dependent citrate

biosynthesis. Moreover HIF1a facilitates the biogenesis of citrate

from glutamine through reductive carboxylation to support cell

proliferation in hypoxic conditions and upon TCA cycle impair-

ment (Fendt et al., 2013; Metallo et al., 2011; Mullen et al.,

2011; Wise et al., 2011). However, HIF1a represses cell autono-

mous proliferation, which led us to hypothesize that HIF1a could

execute an additional metabolic control to override glutamine

reductive carboxylation and therefore guarantee the suppres-

sion of cell proliferation. Indeed, HIF1a acts not only as a

repressor of aspartate biosynthesis through glutamine oxidation

but also as a simultaneous repressor of later steps in the gluta-

mine reductive carboxylation pathway involved in cytosolic

aspartate generation. In this line, HIF1a reduces the expression

of key metabolic proteins involved in aspartate biogenesis,

including the cytosolic and mitochondrial aspartate-producing

enzymes GOT1 and GOT2. Significantly, aspartate supplemen-

tation suffices to relieve the suppression of cell proliferation

upon HIF1a activation, highlighting the importance of diminished

aspartate biosynthesis for the tumor-suppressive potential of

HIF1a. In addition, we found that GOT1 and GOT2 are sup-

pressed in VHL-deficient human renal carcinoma, for which

HIF1a executes its tumor-suppressive potential. By identifying

a role of HIF1a as a repressor of aspartate biosynthesis,

we provide mechanistic insight into the molecular basis of

its tumor-suppressor function through aspartate metabolic

reprogramming.

RESULTS

HIF1a Reduces Aspartate Generation through
Glutamine Oxidation
The intracellular molecular mechanisms that control aspartate

biosynthetic pathways remain largely unknown. We questioned

whether HIF1a, which acts as a suppressor of tumor cell prolifer-

ation, executes its antiproliferative effects through rewiring of

aspartate metabolism. To unequivocally assess the role of

HIF1a in aspartate metabolism, we restored HIF1a expression

by transduction of a wild-type version of HIF1a in 786-O cells

(786-O-HIF1a cells) and the corresponding control to generate

786-O-control cells as well as a mutant DNA-binding domain

HIF1a (HIF1a bHLH*), lacking transcriptional activity (786-O-

HIF1a bHLH* cells) (Figure 1A). Of note, to avoid an excessive

ectopic HIF1a expression, we restored HIF1a to levels similar

to endogenous HIF1a in cells exposed to hypoxia (Figure S1A).

We confirmed that HIF1awas active in 786-O cells by measuring

the expression of carbonic anhydrase IX (CAIX), a well-recog-

nized HIF1a-dependent gene in CCRCC (Raval et al., 2005).

Accordingly, CAIX was expressed at higher levels in HIF1a-

transduced cells compared with both 786-O-HIF1a bHLH* and

786-O-control cells (Figure 1A). Moreover, ectopic expression

of HIF1a, but not HIF1a bHLH*, inhibited the proliferation rate

of 786-O cells (Figure 1B), in line with the tumor-suppressive po-

tential of HIF1a.

Glutamine utilization has been shown to be relevant in

CCRCC biology (Fendt et al., 2013; Gameiro et al., 2013; Met-

allo et al., 2011; Mullen et al., 2011; Shroff et al., 2015; Wise

et al., 2011). Glutamine is first converted to glutamate by the

enzyme glutaminase and is subsequently converted to a-keto-

glutarate (a-KG) to replenish the TCA cycle, which permits

aspartate biosynthesis through glutamine oxidation (Altman

et al., 2016; Birsoy et al., 2015; Buescher et al., 2015; Lane

and Fan, 2015; Sullivan et al., 2015). We next assessed the

levels of total glutamate, a-KG, and aspartate as well as the

relative contribution of glutamine-dependent metabolism to

the generation of these metabolites using 13C5-glutamine

tracer analysis (Figure 1C) in 786-O cells upon HIF1a activa-

tion. Our analysis showed an increase of total glutamate

levels, while a-KG was not significantly altered in 786-O-

HIF1a cells with respect to controls (Figure 1D). In sharp

contrast, 786-O-HIF1a cells showed a remarkable decrease

in aspartate levels compared with control cells (Figure 1D).

As outlined above, we also considered aspartate generation

through glutamine oxidation, in which 13C5-glutamine is con-

verted first to labeled M+5 glutamate and M+5 a-KG, which

the latter is subsequently converted to M+4 aspartate through

the TCA cycle (Figure 1C). The total content of M+5 glutamate

was elevated, while M+5 a-KG generated from 13C5-glutamine

was unchanged in 786-O-HIF1a cells compared with control

cells (Figure 1E). However, we observed a remarkable

decrease in the total content of M+4 aspartate in 786-O cells

upon HIF1a activation (Figure 1E).

We next assessed whether this rewiring of aspartate biosyn-

thesis also occurs in other cellular settings. Loss of HIF1a has

been largely investigated in VHL-deficient renal cell carcinoma

cells, but deletions affecting chromosome 14q including HIF1a

locus have been also reported in other tumor types, such asmel-

anoma (Shen et al., 2011). Along this line, we found a spontane-

ously occurring subclone of melanoma cell line (UCDMel) with

homozygous deletions of specific exons in the HIF1a locus

(UCDMel-DH) (Figures S1B and S4G). In UCDMel-DH cells, we

restored HIF1a activity by expressing a version of HIF1a lacking

key proline hydroxylation P402 and P564 residues (HIF1a (P2)*)

required for degradation in normoxia (Figure 2A). HIF1a (P2)*

protein levels in UCDMel-DH cells were also comparable with

endogenous HIF1a levels in cells exposed to hypoxia (Fig-

ure S1A). As expected, HIF1a (P2)* expression induced CAIX

expression (Figure 2A) and repressed cell autonomous prolifera-

tion comparedwith those cells expressing themutant DNA-bind-

ing domain HIF1a (P2)* bHLH* and the corresponding control

cells (Figure 2B). Total levels of glutamate were elevated, while
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total a-KG levels were modestly diminished in UCDMel-DH-

HIF1a (P2*) cells compared with the corresponding control cells

(Figure 2C). Importantly, similar to 786-O-HIF1a cells, aspartate

levels were markedly lower compared with the corresponding

control cells (Figure 2C). 13C5-glutamine tracer analysis (Fig-

ure 1C) revealed that HIF1a (P2)* expression elevates total con-

tent of M+5 glutamate whileM+5 a-KGwasmodestly diminished

(Figure 2D). However, we also observed a remarkable decrease

in the total content of M+4 aspartate in UCDMel-DH cells upon

HIF1a activation (Figure 2D).

A

C

D E

B Figure 1. 786-O Cell Proliferation and

Aspartate Biosynthesis through the Oxida-

tive Pathway Are Repressed upon HIF1a

Activation

(A) Representative western blot analysis of HIF1a,

CAIX, and b-actin protein levels in 786-O HIF1a,

HIF1a bHLH*, and control cells.

(B) Cell number fold increase of 786-O HIF1a,

HIF1a bHLH*, and control cells after 96 h (n = 6).

(C) Reductive versus oxidative glutamine meta-

bolism on the basis of a 13C5-glutamine tracer

measured for a-KG, citrate, and aspartate. M+5

citrate and M+3 aspartate are indicative of reduc-

tive glutamine metabolism, whereas M+4 citrate

and M+4 aspartate are indicative of oxidative

glutamine metabolism. Gray circles represent 13C-

labeled carbons, whereas white circles represent

unlabeled carbons.

(D) Total levels of glutamate, a-KG, and aspartate

in 786-O HIF1a, HIF1a bHLH*, and control cells

(n = 3).

(E) Absolute amount of 13C5-glutamate (M+5),
13C5-a-KG (M+5), and 13C4-aspartate (M+4)

derived from 13C5-glutamine in 786-O HIF1a,

HIF1a bHLH*, and control cells (n = 3).

Data are shown as mean ± SEM. Statistical anal-

ysis was performed using one-way ANOVA fol-

lowed by Tukey’s post hoc test. *p < 0.05, **p <

0.01, and ***p < 0.001.

Overall, these data allow us to conclude

that HIF1a represses intracellular aspar-

tate levels and that this effect can be

attributed, at least partly, to diminished

glutamine-dependent aspartate biosyn-

thesis through glutamine oxidation.

HIF1aRepresses KeyMitochondrial
Proteins Involved in Aspartate
Biosynthesis through Glutamine
Oxidation
Aspartate biosynthesis through glutamine

oxidation specifically requires the activity

of GOT2, which converts oxaloacetate in

the mitochondrion to aspartate (Birsoy

et al., 2015; Coloff et al., 2016). We thus

assessed whether HIF1a represses

GOT2 expression. Western blot analysis

showed that GOT2 expression was lower

in 786-O-HIF1a cells than in 786-O-HIF1a

bHLH* mutant and 786-O-control cells (Figure 3A), and this was

also found in UCDMel-DH-HIF1a (P2)* cells (Figure 3B). The

expression of other aminotransferases such as phosphoserine

aminotransferase (PSAT1), in which a-KG generation is coupled

to non-essential amino acids (Coloff et al., 2016), was unaltered

or showed an opposite trend (Figures 3A and 3B and data not

shown), suggesting that the effect of HIF1a is specific to

GOT2. We also considered that GOT2 requires oxaloacetate

as a substrate, which is generated from malate and fumarate in

the TCA cycle. In this respect, the enrichment of M+4 fumarate
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and M+4 malate from 13C5-glutamine was also significantly

decreased by HIF1a activation in 786-O and UCDMel-DH cells

(Figures S2A and S2B). In accordance with these data, we found

that HIF1a markedly repressed the expression of subunit A of

succinate dehydrogenase (SDH-A), the mitochondrial complex

II enzyme that converts succinate to fumarate in the TCA cycle

(Figures 3A and 3B). Indeed, mitochondrial complex II activity

in 786-O-HIF1a cells was significantly lower compared with con-

trol cells (Figure S2C).

Consistent with these data, we found that normoxic expression

of HIF1a (P2)* at levels similar to endogenous HIF1a levels in hyp-

oxia (Figure S1A) also repressed GOT2 and SDH-A expression in

other cell lines, such as HeLa and SKOV3 (Figures S3A and

S3B). Inaddition toVHL-deficient 786-O-likecells that lackendog-

enous HIF1a expression, some other VHL-deficient cells such as

the widely used RCC4 cells show constitutive endogenous

HIF1a expression. Therefore, we asked whether endogenous

A B

D
C

Figure 2. HIF1a Reduces Proliferation and

Aspartate Biosynthesis through the Oxida-

tive Pathway in UCDMel-DH Cells

(A) Representative western blot analysis of HIF1a,

CAIX, and b-actin protein levels in UCDMel-DH

HIF1a (P2)*, HIF1a (P2)* bHLH*, and control cells.

(B) Cell number fold increase of UCDMel-DHHIF1a

(P2)*, HIF1a (P2)* bHLH*, and control cells after

72 h (n = 6).

(C) Total levels of glutamate, a-KG, and aspartate

in UCDMel-DHHIF1a (P2)* and control cells (n = 3).

(D) Absolute amount of 13C5-glutamate (M+5),
13C5-a-KG (M+5), and 13C4-aspartate (M+4)

derived from 13C5-glutamine in UCDMel-DH HIF1a

(P2)* and control cells (n = 3).

Data are shown as mean ± SEM. Statistical anal-

ysis was performed using two-tailed unpaired t test

when comparing two groups and one-way ANOVA

followed by Tukey’s post hoc test when comparing

three groups. *p < 0.05 and ***p < 0.001.

HIF1a activity in these VHL-deficient cells

canalso repressGOT2andSDH-Aexpres-

sion. In this line, we also found that inhibi-

tion of HIF1a in RCC4 cells by silencing

of endogenous HIF1a or restoration of

VHL results in an increased expression of

GOT2 and SDH-A (Figures S3C and S3D).

Collectively, these data show that

constitutive normoxic HIF1a activation,

which acts as a tumor suppressor in

VHL-deficient tumor cells, represses key

proteins involved in glutamine oxidation-

dependent aspartate biosynthesis such

as GOT2.

HIF1a Reduces Aspartate
Biosynthesis through Reductive
Glutamine Metabolism
Aspartate biosynthesis can also take

place in the cytosol via the GOT1 amino-

transferase isoform, which requires oxaloacetate formed from

citrate generated through reductive glutamine metabolism (Bir-

soy et al., 2015) (Figure 1C). Previous studies have shown that

citrate generation through reductive glutamine metabolism is

favored upon HIF1a stabilization (Fendt et al., 2013; Gameiro

et al., 2013; Metallo et al., 2011; Mullen et al., 2011; Wise

et al., 2011). This shift to a reductive glutamine metabolism

can be measured by the enrichment of M+5 citrate (generated

through glutamine reductive carboxylation) relative to M+4 cit-

rate (generated through glutamine oxidation). Indeed, an

increased ratio of M+5 to M+4 citrate from 13C5-glutamine is

indicative of a shift from an oxidative to a reductive glutamine

metabolism (Lorendeau et al., 2017) (Figure 1C). In this line,

both 786-O-HIF1a and UCDMel-DH-HIF1a (P2)* cells showed

significant increases in the enrichment of M+5 citrate

relative to M+4 citrate in cells cultured in media containing
13C5-glutamine, confirming that both cell types favor reductive
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carboxylation pathway for citrate generation upon HIF1a acti-

vation (Figures S2D and S2E). The reductive carboxylation

pathway further converts M+5 citrate into M+3 aspartate (Fig-

ure 1C). However, our data show that the total content of

M+3 aspartate from 13C5-glutamine was markedly reduced in

786-O-HIF1a cells as well as in UCDMel-DH-HIF1a (P2)* cells

(Figures 3C and 3D).

Moreover, these findings suggest that HIF1a can actively

inhibit later steps of this reductive pathway required for cyto-

solic aspartate generation. Accordingly, we found that the

expression of cytosolic GOT1 was decreased upon HIF1a

activation in 786-O-HIF1a and UCDMel-DH-HIF1a (P2)* cells

compared with their respective controls (Figures 3E and 3F).

Suppression of GOT1 expression was also evident in HeLa

and SKOV3 cells upon HIF1a (P2)* activation (Figures S4A

and S4B). Furthermore, both silencing of endogenous HIF1a

A B

DC

E F

Figure 3. HIF1a Represses Key Players

Involved in Biosynthesis of Mitochondrial

and Cytosolic Aspartate

(A and B) Representative western blot analysis of

GOT2, SDH-A, PSAT1, VDAC1, and b-actin pro-

tein levels and quantification in (A) 786-O HIF1a,

HIF1a bHLH*, and control cells (n = 4) and (B)

UCDMel-DH HIF1a (P2)*, HIF1a (P2)* bHLH*, and

control cells (n = 7).

(C and D) Absolute amount of 13C3-aspartate (M+3)

derived from 13C5-glutamine (C) in 786-O HIF1a,

HIF1a bHLH*, and control cells (n = 3) and (D) in

UCDMel-DH HIF1a (P2)* and control cells (n = 3).

(E and F) Representative western blot analysis of

GOT1, tubulin, and b-actin protein levels and

quantification (E) in 786-O HIF1a, HIF1a bHLH*,

and control cells (n = 5) and (F) in UCDMel-DH

HIF1a (P2)*, HIF1a (P2)* bHLH*, and control cells

(n = 4).

Data are shown as mean ± SEM. Statistical

analysis was performed using two-tailed un-

paired t test when comparing two groups and

one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc

test when comparing three groups. *p < 0.05,

**p < 0.01, and ***p < 0.001.

in RCC4 cells as well as restoration of

VHL increased GOT1 expression (Fig-

ures S4C and S4D). Finally, we explored

whether HIF1a controls GOT1 and GOT2

not only when constitutively expressed

under normoxia, as is observed in

VHL-deficient tumor cells, but also under

hypoxia. To do this, we used G55 human

glioma cells, which diminished their pro-

liferation rate and showed reduced

levels of GOT1 and GOT2 under hypoxia

(Figures S4E and S4F). We then silenced

endogenous HIF1a to assess its role in

the inhibition of cell proliferation and

GOT1/2 expression in G55 cells under

hypoxia. HIF1a silencing was effective,

as measured by the loss of hypoxic

CAIX expression (Figure S4F). Moreover, HIF1a silencing

relieved the hypoxia-dependent inhibition of G55 proliferation

(Figure S4E) and, importantly, counteracted the hypoxia-

dependent suppression of GOT1 and GOT2 expression (Fig-

ure S4F). In agreement with these data, hypoxia did not reduce

GOT1 and GOT2 expression in UCDMel-DH cells, which, as

mentioned earlier, lack HIF1a activity and only induce the

HIF2a isoform (Figure S4G).

Our data suggest that HIF1a reduces aspartate biosynthesis

not only through inhibiting glutamine oxidation but also by atten-

uating reductive carboxylation, by repressing key players

involved in these two aspartate biosynthetic pathways, such as

GOT1 and GOT2. Therefore aspartate biosynthesis through

reductive carboxylation upon HIF1a activation cannot compen-

sate for the decline of aspartate generation through glutamine

oxidation shown in Figures 1E and 2D.
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Aspartate Supplementation Recovers Cell Proliferation
upon HIF1a Activation
We next investigated whether intracellular aspartate decline

upon HIF1a activation might be enough to explain the antiproli-

ferative effect of HIF1a. Our earlier data showed that 786-O-

HIF1a cells had significantly lower levels of aspartate than con-

trol cells (Figure 1D). Importantly, the addition of extracellular

aspartate at concentration of 50 mMwas sufficient to significantly

stimulate the proliferation of 786-O-HIF1a cells but did not affect

the proliferation of corresponding control cells (Figure 4A). The

ability of aspartate to foster proliferation partially relies on its abil-

A B

DC

E

Figure 4. Effect of Aspartate Supplementa-

tion on HIF1a-Dependent Cell Proliferation

Suppression and GOT1 and GOT2 Expres-

sion in Human Carcinoma Renal Samples

(A and B) Effect of (A) aspartate supplementation

(50 mM) and (B) 13 nucleosides mixture supple-

mentation on 786-O HIF1a and control cell prolif-

eration after 96 h (n = 6).

(C) Effect of aspartate supplementation (5 mM) on

UCDMel-DH HIF1a (P2)* and control cell prolifer-

ation after 72 h (n = 8).

(D) Representative western blot analysis of HIF1a,

HIF2a, CAIX, and b-actin protein levels in transient

HIF1a- and HIF2a-silenced RCC4 cells and in their

corresponding control cells.

(E) Western blot analysis of CAIX, GOT2, and

GOT1 expression in CCRCCs (n = 10) (top) and

NCRCCs (n = 6) (bottom) together with their cor-

responding paired healthy adjacent kidney tissue.

NCRCC samples 1, 5, and 6 were histologically

classified as chromophobe; samples 2 and 4 as

oncocytoma; and sample 3 as papillary renal cell

carcinoma. K, normal (healthy) kidney tissue; T,

tumor tissue. Black arrowheads indicate specific

western blot signals, whereas the white arrowhead

indicates a nonspecific signal. Vinculin was used

as a loading control. n.s, non-specific.

Data are shown as mean ± SEM. Statistical anal-

ysis was performed using two-tailed unpaired

t test. *p < 0.05 and ***p < 0.001.

ity to participate in the production of

newly synthesized nucleotides. Consis-

tent with this notion, we found that addi-

tion of a nucleoside mixture relieved the

suppressed cell proliferation of 786-O-

HIF1a cells without any significant effect

on the proliferation rate of control cells

(Figure 4B). This relief in cell proliferation

upon supplementation with nucleosides

was lower than the effect of aspartate

(compare Figures 4A and 4B), but aspar-

tate is used not only for DNA synthesis

but is also required for protein synthesis.

It is thus conceivable that nucleosides

have a lower potential to alleviate prolifer-

ation in HIF1a-expressing cells than

aspartate. Finally, we assessed whether

aspartate could also counteract the

antiproliferative potential of HIF1a in UCDMel-DH cells. Aspar-

tate supplementation also recovered the proliferation of

UCDMel-DH-HIF1a (P2)* cells but without any significant effect

on control UCDMel-DH cells (Figure 4C), which further demon-

strate that the ability of aspartate to relieve proliferation is specif-

ically manifested in HIF1a-expressing cells.

Altogether, our data suggest that inhibition of aspartate

biogenesis executed by HIF1a provides a metabolic basis for

its prominent role in suppressing autonomous cell proliferation

in different cellular settings. Indeed, HIF1a represses several

key metabolic players, including GOT1 and GOT2, to ensure
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the complete inhibition of aspartate biosynthesis through the

glutamine reductive carboxylation and glutamine oxidation

pathways.

GOT1 and GOT2 Are Profoundly Repressed in Human
VHL-Defective CCRCC
To evaluate the possible clinical implications of our data, we as-

sessed the expression of GOT1 and GOT2 in CCRCC tumors, in

which VHL activity is lost. We also included samples of non-clear

renal cell carcinomas (NCRCC), which are renal carcinomas that

retain VHL expression and accordingly are not characterized by

constitutive HIFa activation. In total, we examined tissue sam-

ples from ten patients with CCRCC and six patients with NCRCC

in parallel with adjacent healthy renal tissue from the same pa-

tient. As a specific control for HIF1a activity in these tumors,

we analyzed the expression of CAIX, which is specifically driven

by HIF1a, but not HIF2a, in CCRCC cell lines such as RCC4 cells

(Figure 4D) (Raval et al., 2005). Compared with healthy renal tis-

sue, all the CCRCC samples analyzed showed elevated CAIX

expression, whereas no CAIX expression was detectable in

any of the NCRCC samples analyzed (Figure 4E). Importantly,

GOT2 expression was repressed in all CCRCC samples, and

GOT1 expression was also repressed in the majority (nine of

ten) of these CCRCC samples (Figure 4E). In sharp contrast to

the reduced expression of GOT1 and GOT2 in CCRCC, five of

six NCRCC samples showed elevated GOT1 and GOT2 expres-

sion compared with adjacent healthy renal tissue (Figure 4E).

Collectively, these findings further show that human CCRCC

presents a profound and simultaneous repression of GOT1 and

GOT2, highlighting the relevance of the HIF1a-dependent regu-

lation of these key players in aspartate biosynthesis in human tu-

mors and, particularly, in VHL-deficient renal cell carcinomas.

Moreover, these data underscore the clinical value of GOT1

and GOT2 repression to differentiate CCRCC and NCRCC renal

cancers.

Overall, our data show that HIF1a acts as a repressor of key

mitochondrial and cytoplasmic players of aspartate biosyn-

thesis, providing a metabolic basis for the suppression of tumor

cell proliferation by HIF1a in different biological settings,

including VHL-deficient human carcinomas.

DISCUSSION

Aspartate has been identified as a key metabolite for cell prolif-

eration because of its role in nucleotide synthesis (Birsoy et al.,

2015; Lane and Fan, 2015; Sullivan et al., 2015). In this study,

we provide evidence that HIF1a acts as a suppressor of tumor

cell proliferation by controlling aspartate biosynthetic pathways.

Importantly, HIF1a suppresses key players required for aspar-

tate biosynthesis through glutamine oxidation, such as GOT2

and SDH-A. Consistent with previous studies, we found that cit-

rate generated through glutamine reductive carboxylation is

favored upon HIF1a activation (Fendt et al., 2013; Lorendeau

et al., 2017; Metallo et al., 2011; Mullen et al., 2011; Wise

et al., 2011) likely in an attempt to compensate for the reduced

glucose-dependent citrate biosynthesis upon HIF1a activation.

However, we found that HIF1a attenuates later steps in the gluta-

mine reductive carboxylation pathway by suppressing key

players of this pathway involved in cytosolic aspartate genera-

tion, such as GOT1. It was recently shown that glutamine reduc-

tive carboxylation can contribute to aspartate generation in

some VHL-deficient tumor cells (Okazaki et al., 2017). However,

our data show not only that the glutamine reductive pathway

does not compensate for the diminished aspartate generation

through glutamine oxidation upon HIF1a activation, but that

HIF1a actively limits aspartate biosynthesis through this reduc-

tive pathway involving suppression of cytosolic GOT1. Conse-

quently, this simultaneous inhibition of oxidative and reductive

pathways results in a remarkable decline in total aspartate

upon HIF1a activation. In addition, it should be also considered

that the simultaneous impact of HIF1a on GOT1 and GOT2 also

might result into a repression on the malate-aspartate shuttle,

because GOT1 also executes its well-recognized function in

this shuttle by converting aspartate (generated by GOT2 in mito-

chondria) to oxaloacetate in the cytoplasm. Reduced glutamine

oxidation metabolism can be compensated for in some tumor

cells by an elevated activity of the shuttle that favors aspar-

tate-dependent TCA cycle replenishment (Allen et al., 2016),

and therefore the ability of HIF1a to suppress both players in

the shuttle will ensure its function as a tumor suppressor even

in cellular scenarios characterized by compensatory malate-

aspartate shuttle overactivation. Importantly the inhibition of

GOT1/2 expression in HIF1a-expressing cells was manifest not

only in cellular in vitro settings but also in VHL-deficient human

CCRCCs, which are characterized by sustained activation of

HIF1a but not in NCRCCs which lack constitutive HIF1a activa-

tion. Thus, GOT1 and GOT2 repression represents a specific

metabolic feature of CCRCC. These findings not only support

the notion that the repressive HIF1a-GOT1/2 pathway is opera-

tive in vivo in human tumors but also underscore the clinical value

of our data to differentiate between CCRCC and NCRCC renal

cancers. Finally it should also be stated that a recent metabolo-

mic study of CCRCC found that these tumors have low aspartate

levels (Hakimi et al., 2016), and in vivo studies showed glutamine

metabolism to have a dominant role in sustainingCCRCCgrowth

(Shroff et al., 2015). It is therefore plausible that HIF1a counter-

acts glutamine-dependent metabolic pathways in order to act

as a tumor suppressor in CCRCC.

Notably, the relevance of aspartate insufficiency imposed by

HIF1a tumor-suppressive activity was demonstrated by the

fact that aspartate supplementation relieved HIF1a-dependent

suppression of cell proliferation. Cancer cells have limited ability

to uptake aspartate compared with other metabolites (Birsoy

et al., 2015; Garcia-Bermudez et al., 2018; Sullivan et al., 2015,

2018). In this line, previous studies have shown that aspartate

is required at concentrations of 5–20 mM to restore proliferation

of cells lackingmitochondrial activity (Birsoy et al., 2015; Sullivan

et al., 2015). However, some tumor cell types show basal

expression of the high-affinity aspartate transporter SLC1A3 to

import aspartate, and therefore lower doses are sufficient to

restore proliferation of these cells when mitochondrial activity

is compromised (Garcia-Bermudez et al., 2018). In this study

we found that aspartate doses required to increase proliferation

in 786-O-HIF1a cells are lower than in UCDMel-DH cells,

possibly related to the higher expression of SLC1A3 in 786-O

than in UCDMel-DH cells (data not shown). In agreement with
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our data, it was shown that hypoxia reduces intracellular aspar-

tate levels and that hypoxia-dependent suppression of cell

proliferation can be recovered by aspartate supplementation

(Garcia-Bermudez et al., 2018; Sullivan et al., 2018). However,

it should be highlighted that these studies considered that oxy-

gen insufficiency might restrict aspartate biosynthesis through

a direct impairment of electron transport chain function, limiting

the generation of electron acceptors required for aspartate syn-

thesis. Our data show that the hypoxia-dependent suppression

of aspartate metabolism is not necessarily a consequence of a

direct impact on mitochondrial activity but importantly also re-

quires the HIF1a oxygen-sensing pathway that promotes multi-

ple actions that compromise aspartate biosynthesis. Therefore

these data show that HIF1a pathway couples cellular oxygen

supply and aspartate biosynthesis.

In summary, our study identifies HIF1a as an inhibitor of aspar-

tate biogenesis by repressing glutamine oxidation and reductive

carboxylation pathways, effects that include the suppression of

several metabolic players involved in aspartate production, such

as GOT1 and GOT2. This pathway provides a molecular basis

for the effect of HIF1a in suppressing tumor cell proliferation

that is operative in several biological settings, including human

CCRCC, for which HIF1a acts as a tumor suppressor.
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Labrousse-Arias, D., Castillo-González, R., Rogers, N.M., Torres-Capelli, M.,

Barreira, B., Aragonés, J., Cogolludo, Á., Isenberg, J.S., and Calzada, M.J.
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Mouse monoclonal anti-HIF1a BD Transduction Lab. Cat#610959; RRID: AB_398272

Rabbit polyclonal anti-HIF2a Abcam Cat#ab199; RRID: AB_302739

Mouse monoclonal anti-CAIX Santa Cruz Biotech. Cat#sc-365900; RRID: AB_10846466

Mouse monoclonal anti-Tubulin Sigma Aldrich Cat#T6199; RRID: AB_477583

Monoclonal anti-b-actin�peroxidase Sigma Aldrich Cat#A3854; RRID: AB_262011

Mouse monoclonal anti-Vinculin Sigma Aldrich Cat#V9264; RRID: AB_10603627

Rabbit polyclonal anti-VDAC1/Porin Abcam Cat#ab15895; RRID: AB_2214787

Rabbit polyclonal anti-GOT1 ProteinTech Cat#14886-1-AP; RRID: AB_2113630

Rabbit polyclonal anti-GOT1 Novus Biologicals Cat#NBP1-54778, RRID: AB_11006805

Rabbit polyclonal anti-GOT2 Sigma Aldrich Cat#HPA018139; RRID: AB_1849903

Rabbit polyclonal anti-PSAT1 ThermoFisher Cat#PA5-22124; RRID: AB_11153526

Rabbit monoclonal anti-SDH-A Abcam Cat#ab137040

Biological Samples

Human renal carcinoma samples Urology Department of the University

Complex of Albacete

N/A

Healthy human renal samples Urology Department of the University

Complex of Albacete

N/A

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Polybrene Santa Cruz Biotech. Cat#sc-134220
13C5-glutamine Sigma Aldrich Cat#605166

L-aspartic acid Sigma Aldrich Cat#A7219

EmbryoMax� Nucleosides (100X) Merck Cat#ES-008-D

Phosphatase inhibitors Sigma Aldrich Cat#P5726

Protease inhibitors Sigma Aldrich Cat#P8340

Experimental Models: Cell Lines

HEK293T Provided by Dr. Marı́a J. Calzada N/A

786-O Provided by Dr. Marı́a J. Calzada N/A

UCDMel-DH This paper N/A

HeLa Provided by Dr. Marı́a J. Calzada N/A

SKOV3 Provided by Dr. Marı́a J. Calzada N/A

RCC4 Provided by Dr. Marı́a J. Calzada N/A

G55 Provided by Dr. Till Acker N/A

Oligonucleotides

Control siRNA Santa Cruz Biotech. Cat#sc-37007

HIF1a siRNA Santa Cruz Biotech. Cat#sc-35561

HIF2a siRNA Dharmacon Cat#L-004814-00-0005

Recombinant DNA

pLVX-TetOne-Puro-Luc Takara Cat#631849

pLVX-TetOne-HIF1a This paper N/A

pLVX-TetOne-HIF1a bHLH* This paper N/A

pRV Labrousse-Arias et al., 2016 N/A

pRV-HIF1a (P2)* Labrousse-Arias et al., 2016 N/A

pRV-HIF1a (P2)* bHLH* Labrousse-Arias et al., 2016 N/A
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Further information and requests for reagentsmay be directed to andwill be fulfilled by the LeadContact, Julián Aragonés (jaragones.

hlpr@salud.madrid.org).

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Cell cultures
TheHEK293T, 786-O, UCDMel-DH, HeLa, SKOV3, RCC4 andG55 cell lines weremaintained in Dulbecco’smodified Eagle’smedium

(DMEM, HyClone, GE HealthCare) with the addition of 100 units/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 20 mM HEPES and 10% fetal

bovine serum (FBS, Cultek). G55 cells were cultured in DMEM (ThermoFisher Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum

(FBS, Merck). Cells were maintained at 37�C in an atmosphere of 5%CO2/95% air (normoxic conditions). To induce hypoxia, the cell

culture dishes were placed at 0.5%–1% O2 conditions. For supplementation assays, we used DMEM containing 10% dialyzed FBS

(10,000Mwt cut-off; F0392, Sigma), whichwas then supplementedwith aspartate (A7219, Sigma-Aldrich) or amixture of nucleosides

(ES-008-D, Merck) when necessary.

Clinical material
Fresh human samples were obtained under the supervision of the pathologist and the local ethical committee from patients diag-

nosed and treated surgically at the Urology Department of the University Complex of Albacete, and without interfering with their his-

tological evaluation. All cases were reviewed and diagnosed according to the criteria of the World Health Organization classification.

Sample numbers are detailed in Figure 4 and its figure legend.

Patient gender and age (years)

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

pLVX Takara Cat#632159

pLVX-VHL This paper N/A

pGIPZ-shSCR Dharmacon Cat# RHS4346

pGIPZ-shHIF1a Dharmacon Cat# RHS4531-EG3091

Other

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Invitrogen Cat#11668019

Dialyzed fetal bovine serum Sigma Aldrich Cat#F0392

# Sex Age (years)

CCRCC 1 Male 82

2 Male 77

3 Male 68

4 Female 75

5 Female 78

6 Male 49

7 Male 76

8 Male 43

9 Male 47

10 Male 40

NCRCC 1 Female 52

2 Male 53

3 Male 59

4 Male 73

5 Female 42

6 Female 63
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METHOD DETAILS

DNA constructs
To generate 786-O cells stably expressing HIF1a, we used a lentiviral vector pLVX-TetOne-Puro (Takara) harboring a wild-type

version of HIF1a, as well as pLVX-TetOne-Puro-Luc as its corresponding control vector. As an additional control, we utilized a lenti-

viral vector encoding HIF1a bHLH*, a version of HIF1a into which we introduced a four amino acid substitution within the basic helix–

loop–helix (bHLH) domain that impedes its transcriptional activity (similar to the four amino acid substitution previously introduced

into HIF2a (P2)* (Kondo et al., 2003)). Cells were transduced and then selected with 1 mg/ml puromycin (to obtain resistant polyclonal

cell pools) and treated with 1 mg/ml doxycycline (to induce the vector expression).

To generate UCDMel-DH, HeLa and SKOV3 cell lines stably expressing HIF1a, we used a retroviral vector pRV encoding amutated

version of HIF1a at positions P402 and P564 (HIF1a (P2)*), which therefore lacks critical proline residues and is therefore not recog-

nized by VHL. Accordingly, this construct is constitutively active in normoxic conditions irrespective of the oxygen tension (Yan et al.,

2007). In addition to the empty vector pRV, as an additional control, we utilized a retroviral vector encoding HIF1a (P2)* bHLH*, a

version of HIF1a (P2)* into which we introduced a four amino acid substitution within the basic helix–loop–helix (bHLH) domain

that impedes its transcriptional activity (similar to the four amino acid substitution previously introduced into HIF2a (P2)* (Kondo

et al., 2003)).

Lentiviral pLVX-VHL and pGIPZ-shHIF1a vectors and their corresponding pLVX and pGIPZ-shSCR (Dharmacon) control vectors

were used to generate stable transfectants of RCC4 cells. Cells were transduced and then selected with 1 mg/ml puromycin to obtain

resistant polyclonal cell pools.

Viral infection
For retroviral infection, HEK293T cells seeded in p60 plates were transfected with 4 mg of each retroviral vector and 4 mg of the pCL-

Ampho Retrovirus Packaging Vector (Imgenex) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cell culture supernatants were harvested

24 hours after transfection, filtered through a 0.45 mm filter, diluted (1:2) with fresh medium containing 8 mg/ml polybrene (final con-

centration) and added to the corresponding cells. This step was repeated on the next 2 days. For lentiviral infection, HEK293T cells

seeded in p60 plates were transfected with 1.3 mg of pLP1, 0.9 mg of pLP2, 1.1 mg of VSVg and 3.3 mg of each lentiviral vector,

following the same protocol as for retroviral infection.

siRNA-mediated gene silencing
The siRNA experiments were carried out using HIF1a siRNA (sc-35561, Santa Cruz Biotechnology), HIF2a siRNA (L-004814-00-

0005, Dharmacon) and control siRNA (sc-37007, Santa Cruz Biotechnology). RCC4 cells seeded in p60 plates were transfected

with 60 nM of the corresponding siRNA using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 72 hours post-transfection, cells were collected

and stored at �20�C until processing for western blot analysis.

Western blots and antibodies
Cells were lysed in Laemmli buffer. Proteins were resolved in 8% or 10% SDS-polyacrylamide gels and transferred to 0.45 mm nitro-

cellulose membranes. The membranes were blocked and probed with antibodies against: HIF2a (ab199, Abcam); HIF1a (610959,BD

Transduction Laboratories); tubulin (T6199, Sigma); b-actin (A3854, Sigma); VDAC1/Porin (ab15895, Abcam); GOT2 (HPA018139,

Sigma Aldrich); GOT1 (14886-1-AP, ProteinTech); PSAT1 (PA5-22124, Thermo Fisher); SDH-A (ab137040, Abcam); and CAIX (sc-

365900, Santa Cruz Biotechnology). Immunoreactivity was detected by enhanced chemiluminiscence (Clarity, BioRad; and Super-

Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific) and visualized on a digital luminescent image analyzer (Image

Quant LAS4000 Mini; GE Healthcare).

Cell proliferation analysis
For cell proliferation assays, 40,000 UCDMel-DH cells or 20,000 786-O cells were seeded per well in 6-well plates. After 72 hours for

UCDMel-DH cells or 96 hours for 786-O cells, they were trypsinized and collected in the medium and live cells per well were counted

manually with Neubauer Chamber.

For cell proliferation recovery assays with UCDMel-DHand 786-O cells, after 6 hours from seeding them, themediumwas changed

to medium supplemented with dialyzed FBS and with or without aspartate (5 mM or 50 mM, respectively) or a mixture of nucleosides

(1x working concentration). Then cells were grown for a further 72 or 96 hours and collected and counted as described before. Data

were expressed as the percentage of proliferation recovery relative to equivalent cells cultured in non-supplemented medium.

G55 (30,000 cells) were seeded per well in 12-well plate. After 6 days later, cells were trypsinized and collected in the medium, and

live cells per well were counted by CASY (OMNI Life Science).

13C5-glutamine tracer analysis
The 13C5-glutamine tracer (Sigma-Aldrich) was added to cells grown to confluency. The mediumwas changed for unlabeled medium

1 hour before adding the 13C5-glutamine medium. Cells were exposed to 13C5-glutamine in medium containing dialyzed FBS for

4 hours, after which time the metabolites were extracted. Control cells were maintained in unlabeled media in parallel to determine
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the cell numbers. Metabolites for mass spectrometry (MS) analysis were prepared by quenching the cells in liquid nitrogen and then

performing a cold, two-phase, methanol-water-chloroform extraction (Lorendeau et al., 2017), followed by centrifugation at 4�C to

achieve phase separation. The methanol-water phase containing polar metabolites was separated and dried in a vacuum concen-

trator, and then stored at�80�C. Polar metabolites were derivatized for 90 minutes at 37�Cwith 7.5 mL of 20 mgml�1 methoxyamine

in pyridine and subsequently, for 60 minutes at 60�C with 15 mL of N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide, with 1%

tert-butyldimethylchlorosilane (Lorendeau et al., 2017). Isotopomer distributions and metabolite concentrations were measured

on a 7890A GC system (Agilent Technologies) combined with a 5975C Inert MS system (Agilent Technologies). The samples (1 ml)

were injected onto a DB35MS column in splitless mode using an inlet temperature of 270�C. The carrier gas was helium with a

flow rate of 1 mL min�1. Upon injection, the GC oven was held at 100�C for 3 minutes and then ramped to 300�C with a gradient

of 2.5�C min�1, followed by a 5 minute after run at 320�C. The MS system was operated under electron impact ionization at

70 eV and a mass range of 100–650 amu was scanned. Isotopomer distributions were extracted from the raw ion chromatograms

using a custom MATLAB M-file that applies consistent integration boundaries and baseline correction to each ion (Young et al.,

2008). In addition, we corrected for naturally occurring isotopes (Fernandez et al., 1996) and for potential metabolite contamination

using a blank extraction. All labeling fractions were transformed to a natural abundance corrected mass distribution vector (MDV:

(Buescher et al., 2015)). Negative values were considered as zero. Each metabolite was measured in n = 3 biological replicates.

The aforementioned script also provides information about the total abundance of each metabolite in arbitrary units. Specifically,

areas under the metabolite peak were normalized the internal standards norvaline or glutarate, as well as cell number or protein con-

tent. Conversion to absolute abundance in pmol was based on standard curves of known metabolite concentration.

Mitochondrial membranes isolation and SDH activity
Mitochondria were isolated from 786-OHIF1a and HIF1a bHLH* cells as well as from their correponding 786-O control cells following

a protocol adapted for cell culture (Lapuente-Brun et al., 2013). Briefly, after resuspending cells with a sucrose buffer in a glass

Elvehjem potter, homogenization was performed by up and down strokes using a motor-driven Teflon pestle. Successive homoge-

nization-centrifugation steps yielded the mitochondria-containing fraction. Mitochondrial membranes were obtained after freezing

isolated mitochondria.

Succinate dehydrogenase (complex II) activity was measured by recording changes in absorbance at 600 nm in a buffer (25 mM

K2HPO4, 5 mM MgCl2, 3 mM KCN and 2.5 mg/ml BSA, pH 7.2) containing 50-100 mg mitochondrial membranes, 10 mM succinate,

5 mM 2,6-dichlorophenol-indophenol (DCPIP), 2 mg/ml antimycin A, 5 mM rotenone and 130 mM CoQ1.

Protein expression analysis of clinical material
Kidney tumor and adjacent healthy tissue fresh samples were obtained in the surgery room and embedded in Optimal Cutting Tem-

perature (OCT) medium introducing in isopenthane at �80�C. Samples were maintained at �80�C until the sample was processed.

Samples were cutted in pieces of 25 mm with a cryostat microtome. Protein extraction was realized from 15 sections. First, 1 mL of

water was added to the OCT embedded samples, and incubated 15 minutes on ice. Samples were centrifuged in a microcentrifuge

2 minutes at 10,000 rpm at 4�C. Lysis buffer (100 mM HEPES, pH 7.5; 50 mM NaCl; 0.1% Triton X-100; 5 mM EDTA; 0.125 M EGTA,

protease (P8340, Sigma) and phosphatase inhibitors cocktail (P5726, Sigma)) were added to the pellet and tissue was disgregated

with a plunger. Afterward, samples were shaken at 4�C for 30 minutes, and followed up by 15 minutes centrifugation at 4�C at

12000 rpm. Supernatant containing the protein was collected.

Indicated amounts of protein were loaded onto 10% SDS-PAGE, transferred to PVDF filters and blotted against different proteins

using antibodies against GOT2 (HPA018139, Sigma Aldrich); GOT1 (NBP1-54778, Novus); CAIX (H120, Santa Cruz Biotecnologhy)

and Vinculin (9264, Sigma-Aldrich). Western blotting against Vinculin was performed as loading control.

Massive parallel sequencing
Genomic DNA extracted from UCDMel-DH cells and healthy control fibroblasts was examined using the Illumina� Clinical-Exome

Sequencing TruSight One Gene Panel. This panel includes all the known disease-associated genes described in the OMIM database

until 2013, and captures 62,000 exons and their flanking intronic regions. After sequencing on a Nextseq500 platform, the reads were

aligned with the reference genome and the depth of coverage of the HIF1a gene was analyzed in order to detect genomic

rearrangements.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical details of experiments including statistical tests used, exact value of n, dispersion and precision measures (mean ± SEM)

and statistical significance are reported in the Figures and Figure Legends. The differences between 2 groups with similar variances

were analyzed using a two-tailed Student’s t test. When the variances of the groupswere significantly different, a two-tailed t test with

Welch’s correction was used. Differences between the variances of the groupswere analyzedwith the Fisher test (F-test). Whenmore

than 2 groups were analyzed, statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. All statistical

analyses were performed using GraphPad Prism software. A p value lower than 0.05 was considered significant.

Cell Reports 26, 2257–2265.e1–e4, February 26, 2019 e4


	In addition to this molecular characterization, we also assessed the possible role of HIF2α-LAT1 molecular axis in erythropoiesis taking into account that this biological process requires the proliferation of erythroid precursors to increase tissue ox...
	Overall, our studies reveal a new physiopathological role of LAT1, an aspect that is relevant taking into consideration that the vast majority of studies about LAT1 were restricted to its role in cancer biology. Finally, we consider that this study mi...
	Introduction 
	Results 
	Target Gene Selectivity of HIF1 and HIF2 in WT8 Cells 
	The Role of the HIF2 NTAD/CTAD Transactivation Region in the Expression of the SLC7A5 Amino Acid Carrier 
	HIF1 and HIF2 Selectivity in Vhl-Deficient Tissues 

	Discussion 
	Methods 
	Cell Lines and Cell Culture Conditions 
	DNA Plasmid Construction 
	Lentiviral Infection 
	Western Blotting and Antibodies 
	RNA Extraction, RT-PCR Analysis and Primers 
	Mouse Models 
	Ethics Statements 
	Statistical Analysis 

	References
	Introduction 
	Results 
	Expression of LAT-1 and Other Angiogenesis Markersin GEP-NETs 
	LAT-1 Expression Associates with Increased GEP-NET Malignancy 
	Role of LAT-1 in NET Cell Proliferation 

	Discussion 
	Materials and Methods 
	Individuals 
	Tissue Samples 
	Immunohistochemistry (IHC) 
	Immunofluorescence 
	Cells and Reagents 
	Viral Infection 
	Cell Proliferation Analysis 
	Western Blot and Antibodies 
	RNA Extraction and qRT-PCR 
	Statistical Analysis 

	Conclusions 
	References
	Role of the HIF oxygen sensing pathway in cell defense and proliferation through the control of amino acid metabolism
	Introduction
	The role of the HIF pathway in glutamine-dependent glutathione biosynthesis and glutamate metabolism
	- the HIF pathway induces glutamine-dependent intracellular glutamate accumulation
	HIF pathway and glutamate-dependent glutathione biosynthesis
	HIF1α and glutamate secretion

	Glutamine-dependent TCA cycle activity and cell autonomous proliferation upon HIF1α activation
	HIF1α reduces glutamine oxidation
	Role of HIF1α in the glutamine reductive pathway
	HIF1α-dependent TCA activity and cell autonomous proliferation
	The role of HIF1α-dependent α-KG metabolism and collagen biosynthesis

	The HIF2α pathway, amino acid-dependent mTORC1 activity and cell autonomous proliferation
	Conclusions and perspectives
	Declaration of competing interest
	Acknowledgments
	mk:H1_16
	Author contribution statement
	mk:H1_18
	References

	HIF1α Suppresses Tumor Cell Proliferation through Inhibition of Aspartate Biosynthesis
	Introduction
	Results
	HIF1α Reduces Aspartate Generation through Glutamine Oxidation
	HIF1α Represses Key Mitochondrial Proteins Involved in Aspartate Biosynthesis through Glutamine Oxidation
	HIF1α Reduces Aspartate Biosynthesis through Reductive Glutamine Metabolism
	Aspartate Supplementation Recovers Cell Proliferation upon HIF1α Activation
	GOT1 and GOT2 Are Profoundly Repressed in Human VHL-Defective CCRCC

	Discussion
	Supplemental Information
	Acknowledgments
	Author Contributions
	Declaration of Interests
	References
	STAR★Methods
	Key Resources Table
	Contact for Reagent and Resource Sharing
	Experimental Model and Subject Details
	Cell cultures
	Clinical material

	Method Details
	DNA constructs
	Viral infection
	siRNA-mediated gene silencing
	Western blots and antibodies
	Cell proliferation analysis
	13C5-glutamine tracer analysis
	Mitochondrial membranes isolation and SDH activity
	Protein expression analysis of clinical material
	Massive parallel sequencing

	Quantification and Statistical Analysis





