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RESUMEN

La modificacion post-traduccional O-GIcNAc (por sus siglas en inglés O-linked-N-
acetylglucosamine; N-Acetilglucosamina unida a Oxigeno) de proteinas ha
emergido como un regulador clave de diversos procesos celulares incluyendo a los
sellos distintivos del cancer. Sin embargo, la funcion que tiene esta modificacién en
el establecimiento del fenotipo troncal canceroso ha descrita de forma limitada. En
este estudio se confirmd que las células cancerosas de colon muestran niveles
basales de O-GIcNAcilacibn mas elevados en comparacion con las células no
malignas, como ya habia sido reportado anteriormente. También se investigé el rol
que desempeia la O-GIcNAcilacion en la regulacion del fenotipo de células
troncales cancerosas. Se encontrd que la modificacion de los niveles de O-GIcNAc,
a través de la inhibicion farmacologica de las enzimas que adicionan (OGT) o
remueven (OGA) esta modificacion en las Sery Thr de sus proteinas blanco, cambia
la expresion de marcadores de troncalidad: la inhibicion de OGT, la cual adiciona
esta modificacion, pero no de la de OGA, incrementé la expresion de los marcadores
e indujo la aparicion de una pequefia subpoblacion (correspondiente al 1-10%) con
caracteristicas de células troncales dobles positivas para los marcadores CD133+y
CD44+; las cuales, exhibieron un fenotipo maligno mas agresivo, evaluado
mediante el incremento en la clonogenicidad y la formacion de esferoides en cultivos
3D. Dado que la O-GIcNAcilacion es un sensor nutricional, se hipotetiz6 que la
inhibicion de OGT podria mimetizar la presencia de estrés nutricional en el tumor.
Consistente con esto, encontramos que el estrés nutricional reprodujo los efectos

obtenidos de la inhibicion de OGT en las células cancerosas de colon. Por lo que
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los datos presentados sugieren que el fenotipo troncal es regulado por la via de
sefalizacion sensora de nutrientes denominada via de Biosintesis de Hexosaminas
(HBP/O-GIcNAcilacion), y que el sensor nutricional O-GIcNAc representa un
mecanismo de supervivencia importante en las células cancerosas bajo condiciones

de estrés nutricional.
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ABSTRACT
The posttranslational protein modification O-GIcNAc (O-linked-N-

acetylglucosamine) has emerged as a key regulator in several cellular processes,
including the hallmarks of cancer. However, the role played by this modification in
the establishment of the cancer stem phenotype has been poorly studied and
remains to be elucidated. In this work, it was confirmed that cancer colon cells
showed higher basal levels of O-GlcNAcylation compared to no malignant cells, as
previously reported, and it was examined the role of O-GIcNAcylation in the
regulation of Cancer Stem Cells. It was found that the modification of O-GIcNAc
levels through pharmacological inhibition of the enzymes that add (OGT) or remove
(OGA) O-GIcNAc from serine and threonine from target proteins modified the
expression of stem cell markers: inhibition of OGT; which adds O-GIcNAc, increase
the expression of stem cell markers and induced the presence of a small
subpopulation (corresponding to 1-10% of the total population) with stem cell
characteristics expressing both markers CD133 and CD44 (double-positive
subpopulation), that exhibited a more aggressive malignant phenotype, evaluated
by the increased of clonogenicity ability and spheroid formation in 3D cell cultures.
Since O-GIcNAcylation is a nutritional sensor, it was hypothesized that the inhibition
of OGT could mimic the presence of nutritional stress in the tumor. Consistently, it
was found that nutritional stress reproduced the obtained effects of OGT inhibition
in cancer colon cells. Therefore, the data in this work suggests that stem phenotype
is regulated by nutrient sensing pathway HBP and that nutritional sensor O-GIcNAc
represents an important survival mechanism in the cancer cells under nutritional
stress.
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1. INTRODUCCION

El cancer constituye un problema de salud con gran impacto humano y econémico.
La mortalidad por cancer ha aumentado sostenidamente en los ultimos 25 afios a
nivel mundial. Su incidencia y mortalidad aumentan con la edad, lo que asociado al
envejecimiento poblacional incrementara la demanda de recursos humanos y
materiales, con aumento de los costos asociados a diagnostico, tratamiento,
seguimiento y rehabilitacion de los pacientes. La lista de los tipos de cancer méas
frecuentes de acuerdo con GLOBOCAN se encuentra en la Tabla 1 mientras que la

distribucién a nivel mundial se muestra en la Figura 1A.

Tabla 1. Lista de los tipos mas frecuentes de cancer segin la WHO. GLOBOCAN 2018.

Tipo de Incidencia (Millones) Riesgo-74 afios (%)

cancer Total Hombres | Mujeres Radio | Total | Hombres | Mujeres
Todos 18.079 9.456 8.623 11| 20.2 22.41 18.25
Pulmén 2.094 1.369 0.725 1.89| 2.75 3.8 1.77
Mama 2.088 | - 2.088 | - - - 5.03
Préstata 1.276 1.276 | - - - 3.73 | -
Colon 1.097 0.576 0.521 111 ] 1.31 1.51 1.12
Estomago 1.034 0.684 0.35 195]| 131 1.87 0.79
Higado 0.841 0.597 0.245 2.44 | 1.08 1.61 0.57
Recto 0.704 0.43 0.274 1.57| 0.91 1.2 0.65
Esdéfago 0.572 0.4 0.172 2.32| 0.78 1.15 0.43
Cérvix 0.57 | - 0.57 03] - - 1.36
Tiroides 0.567 0.131 0.436 3| 0.68 0.33 1.03
Vejiga 0.549 0.424 0.125 38| 0.65 1.08 0.27
Linfoma (no 0.51 0.285 0.225 1.27| 0.61 0.72 0.51
Hodgkins)
Péancreas 0.459 0.243 0.216 1.13| 0.55 0.65 0.45
Leucemia 0.437 0.249 0.188 1.33] 0.48 0.57 0.4
Rifién 0.403 0.255 0.149 1.71| 0.52 0.69 0.35
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Figura 1. Rangos estandarizados de edad de laincidencia (A) y la mortalidad (B) en cancer
para 5 continentes de acuerdo a la agencia internacional de investigacion de la WHO. Los
rangos estandarizados de edad son la medida resumida de los rangos que una poblacion tendria
si tuviera una estructura de edad estandar. La estandarizacion es necesaria cuando se comparan
diversas poblaciones que difieren con respecto a la edad, ya que la edad tiene una influencia
importante en el riesgo de ser diagnosticado con 0 morir por cancer.

Con respecto a la mortalidad, el cancer es la segunda causa de muerte a nivel
mundial, con un reporte de 8.97 millones de muertes y se ha reportado un
incremento del 28% durante 15 afios. La lista de los tipos de cancer con mayor

mortalidad, de acuerdo a GLOBOCAN en el 2018, se muestra en la Tabla 2. La



posicion en el rango de mortalidad no coincide completamente con el rango de

frecuencia, ya que el rango de mortalidad (calculado como el radio de la frecuencia

y la mortalidad) es mayor para ciertos tipos de cancer que otros (Figura 1B)

(Mattiuzzi and Lippi, 2019).

Tabla 2. Lista de los tipos de cancer con los rangos de mortalidad mas altos segun la WHO.
GLOBOCAN 2018.

Tipo de Mortalidad (Millones) Riesgo-74 afios (%) Rango de
cancer [Total | Hombres | Mujeres | Radio | Total | Hombres | Mujeres mor(t;l;dad
0

Todos 9.555 5.386 4,169 1.29 | 10.63 12.71 8.7 53
Pulmoén 1.761 1.185 0.576 206 | 2.22 3.19 1.32 84
Higado 0.781 0.548 0.233 2.35| 0.98 1.46 0.53 93
Estémago | 0.783 0.513 0.269 1.91| 0.95 1.36 0.57 76
Mama 0.627 | - 0.627 | - - - 1.41 30
Colon 0.551 0.29 0.261 1.11| 054 0.66 0.44 50
Eso6fago 0.509 0.357 0.151 2.36| 0.67 1 0.36 89
Pancreas | 0.432 0.227 0.205 1.11 0.5 0.59 0.41 94
Tiroides 0.411 0.156 0.255 0.61| 0.05 0.04 0.05 7
Prostata 0.359 0.359 | - - - 0.6 | - 28
Cérvix 0.311 | - 0.311 | - - - 77 55
Recto 0.31 0.184 0.126 1.46 | 0.35 0.46 0.26 44
Leucemia | 0.309 0.18 0.129 1.39 | 0.33 0.4 0.26 71
Linfoma 0.249 0.146 0.103 1.42 | 0.27 0.35 0.21 49
(no
Hodgkins)
Vejiga 0.2 0.148 0.052 2.87 0.18 0.29 0.08 36
RifAdn 0.175 0.114 0.061 1.86 0.2 0.28 0.12 43




1.1Sellos distintivos del cancer

El proceso de la patogénesis del tumor puede ser entendido como la adquisicion de
diversas caracteristicas en las células que les permitan convertirse en
tumorogénicas y malignas. Estas caracteristicas, mejor conocidas como los sellos
distintivos del cancer, comprenden diversas capacidades biolégicas adquiridas que
les confieren a las células ciertas ventajas, las cuales, de forma complementaria
promueven la transformacion de células fenotipicamente normales a células
malignas; promoviendo la progresion explotando al tejido hospedero de donde se
originan (Fouad and Aanei, 2017) Entre ellas se incluyen: la sefalizacion de
proliferacion sostenida, evasion de los supresores tumorales, resistencia a la muerte
celular, inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis, capacidad invasiva y
metastasis, reprogramacion del metabolismo energético, inflamacién promovida por
el tumor y evasion del sistema inmune. Ademas de las células cancerosas, el tumor
contiene un gran repertorio de células reclutadas que contribuyen a la adquisiciéon
de los sellos al crear el microambiente tumoral (Figura 2). La adquisicion de estos
sellos distintivos es posible debido a dos caracteristicas habilitadoras: la mas
destacada es el desarrollo de la inestabilidad genémica en las células cancerosas,
la cual genera mutaciones aleatorias incluyendo rearreglos cromosomales. La
segunda caracteristica implica al estado inflamatorio de las lesiones premalignas y
malignas el cual es impulsado por las células del sistema inmune, algunas de los
cuales promueven la progresiéon tumoral en distintas formas (Hanahan and

Weinberg, 2011).
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Figura 2. Sellos distintivos del cancer. Cada sello del cancer se representa con simbolos
enmarcados en el circulo del panel. El dibujo en el centro del esquema representa el
microambiente tumoral. Adaptado de Hanahan and Weinberg, 2011.

1.1.2 Reprogramacion del metabolismo energético

La proliferacion incontrolada y cronica que representa la esencia de la enfermedad
neoplasica involucra no solo el control desregulado de la proliferacién celular sino
también los ajustes del metabolismo energético correspondientes para sostener el
crecimiento y la divisién celular. Bajo condiciones aerdbicas, las células normales
procesan la glucosa, primero a piruvato a través de la glucdlisis en el citosol y
después hacia CO: en la mitocondria. En condiciones anaerdbicas, la glucdlisis es
favorecida y se envia poco piruvato a la mitocondria. Otto Warburg fue el primero

que observé una caracteristica anémala en el metabolismo energético de la célula



cancerosa: independientemente de la presencia de oxigeno las células cancerosas
pueden reprogramar su metabolismo y favorecer la produccion energética hacia la
glucdlisis, llevando a un estado denominado “glucolisis aerdbica” (Figura 3)

(Vander-Heiden et al., 2009).
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Figura 3. Representacion esquematica de las diferencias entre la fosforilacién oxidativa, la
glucdlisis anaerébica y la glucdlisis aerdbica (Efecto Warburg). En presencia de oxigeno, los
tejidos diferenciados que no proliferan, primero metabolizan la glucosa a piruvato a través de la
glucdlisis y después oxidan la mayoria del piruvato en la mitocondria a CO2 durante la fosforilacién
oxidativa. Ya que se requiere oxigeno como aceptor final de electrones para completar la oxidacién de
la glucosa, el oxigeno es esencial para el proceso. Cuando el oxigeno es limitante, las células pueden
redirigir el piruvato generado por la glucdlisis para generar lactato (glucélisis anaerdbica). Esta
produccion de lactato durante la glucolisis anaerdbica permite que la glucdlisis continte (al ciclar NADH
hacia NAD+) pero resulta en una produccién minima de ATP en comparaciéon OXPHOS, Warburg
observo que las células cancerosas tienden a convertir la mayoria de glucosa en lactato independiente
de la presencia de oxigeno (Glucdlisis aerébica). Esta propiedad también se comparte con los tejidos
normales en proliferacién, aunque la glucélisis aerdbica es menos eficiente que la fosforilacion oxidativa
al generar ATP. Tomado de Vander Heiden et al., 2009.

Esta reprogramacion energética podria parecer contradictoria, ya que la célula
cancerosa debe compensar la eficiencia mas baja de la produccion de ATP de la
glucolisis comparada con OXPHOS. Para eso, la célula regula de forma positiva

transportadores de glucosa, como GLUT1, el cual incrementa la entrada de glucosa



al citoplasma (Jones and Thompson, 2009). De hecho, se reporta un marcado
incremento en la incorporacion y utilizacién de glucosa en muchos tipos de tumores
humanos, lo que ha sido aplicado por décadas a través de la visualizacion no
invasiva de la incorporacion de glucosa usando FDG, un analogo radioactivo de

glucosa, a través del monitoreo por PET (Cairns et al., 2011).

Se ha demostrado que la glucdlisis esta asociada con los oncogenes activados
(como RAS y MYC) y los supresores de tumor como p53. Esta dependencia en
glucolisis puede ser mas acentuada bajo las condiciones hipoxicas que operan
dentro de varios tumores: el sistema de respuesta a hipoxia actia de manera
pleiotrépica para regular de forma positiva los transportadores de glucosa y diversas
enzimas de la via de la glucdlisis (Semenza, 2010a). Se ha reportado que RAS y la
hipoxia dentro del tumor pueden incrementar de forma independiente los niveles de
los factores de transcripcion HIF-1a y HIF-2a, que a su vez regulan positivamente

la glucdlisis (Semenza, 2010b).

El incremento de la glucdlisis permite la diversificacion de los intermediarios
glucoliticos a varias vias biosintéticas, incluyendo aquellas que generan nucleétidos
y aminodcidos; facilitando la biosintesis de macromoléculas y organelos requeridos
para el ensamblaje de nuevas células (Vander Heiden et al., 2009). Mas aun, el
efector Warburg en el metabolismo suele presentarse en muchos tejidos
embrionarios de division rapida, sugiriendo un rol en el soporte a los programas

biosintéticos de gran escala que son requeridos durante la proliferaciéon activa.

En algunos tumores se ha encontrado la existencia de diferentes subpoblaciones
de células cancerosas que difieren en las vias de obtencion de energia. Una de ellas
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presenta el efecto Warburg, depende de glucosa y secreta lactato; mientras que otra
poblacion importa y utiliza el lactato que producen las células vecinas como su
mayor fuente de energia, utilizando el ciclo del &cido Iactico (Semenza, 2008). Por
ejemplo, dentro del tumor, el rango de oxigenacion varia de normoxia a hipoxia y no
es necesariamente estatico, fluctia de forma temporal y regional como resultado de
la inestabilidad y la organizacion cadtica de la neurovasculatura asociada al tumor
(Hardee et al., 2009). Las células cancerosas hipoxicas dependen de glucosa como
fuente de energia y secretan lactato como desecho, el cual es importado y usado
como energia por las células mejor oxigenadas (aquellas que estan cerca de los
vasos sanguineos). Muchos mecanismos y vias de sefializacién en las células
cancerosas promueven el incremento en la ingesta de glucosa; por ejemplo, la
expresion de HIF incrementa la expresion de GLUT y de la hexocinasa (captando a
la glucosa entrante), mientras que la sefalizacion aberrante de PI3K/AKT
incrementa también la expresion de GLUT1 y su traslocacion a la membrana celular,
accion que también realizan los oncogenes KRAS y BRAF (Szablewski, 2013; Hay,

2016).

La reprogramacion del metabolismo provee una ventaja selectiva durante la
iniciacidon y progresion tumoral (Cairns and Mak, 2016). Sin embargo, no todo esta
enfocado a los cambios en la glucodlisis, también existen otras alteraciones
metabdlicas en las células cancerosas: ingesta desregulada de glucosa vy
aminoacidos, formas oportunistas de adquisicion de nutrientes, utilizacion de

intermediarios de la glucdlisis y del ciclo TCA, incremento de la demanda de



hidrégeno, alteraciones en la regulacion genética dirigida por metabolitos e

interacciones metabdlicas con el microambiente (Pavlova and Thompson, 2016).

También se ha reportado un incremento en la ingesta de glutamina en las células
cancerosas y se ha propuesto que esta molécula desempefia diversas funciones.
Sin embargo, los reguladores de la ingesta de glutamina estdn menos
caracterizados; se ha reportado que MYC promueve la expresion de los
transportadores de glutamina y su utilizacion, mientras que RB puede regular de
forma negativa la sintesis de glutamina. Las células tumorales pueden utilizar vias
alternas ademas de los transportadores para adquirir la glutamina (y otros
aminoacidos), por ejemplo, macropinocitosis de proteinas en periodos de privacion
de nutrientes, ingesta y digestion de células vivas o fagocitosis de productos
apoptoticos de células vecinas. Por otro lado, la glutamina también es capturada por
las mitocondrias y ser convertida en glutamato que puede ser utilizado directamente
o también ser convertido en a-cetoglutarato actuando como una alternativa a la
glucosa para producir citrato o participar en la sintesis de acidos grasos bajo
condiciones no favorables (Altman et al., 2016). De hecho, las células cancerosas
se caracterizan por un incremento dramatico de la produccion de lipidos, ademas
de la sobrexpresion de los componentes principales de la sintesis de cadenas de
acidos grasos. Esto puede constituir una ventaja para las células tumorales en
proliferacion durante la formacion de membranas lipidicas, asi como alterando la
composicién de la membrana a través del porcentaje incrementado de acidos

grasos saturados resistentes al dafio oxidativo (Rohrig and Schulze, 2016).



Como ya se mencion6 anteriormente, los activadores centrales implicados en el
fenotipo glucolitico es la via PIBK/AKT/mTOR en conjunto con la sefalizacion a
través de MYC y HIF-1 (Duvel et al. 2010). Los supresores tumorales que suprimen
esta via, PTEN (Garcia et al. 2004), VHL (Vanharanta et al. 2012), LKB1 (Esteller
et al., 2000) y algunas hidroxilasas de prolina (Place et al., 2011) estan silenciados
epigenéticamente a través de la hipermetilacion de los promotores, contribuyendo

a la desregulacion del metabolismo energético celular.

1.1.3 Vias metabélicas involucradas en la deteccién del estado nutricional

celular

Las vias de sefalizacion mas relevantes de supervivencia celular involucradas en
sensar la disponibilidad de nutrientes son AMPK, mTOR y HBP. Estas vias
constituyen sensores criticos de la energia celular y del estatus nutricional en
células cancerosas e interaccionan entre si en modos complejos y dinamicos.

La proliferacion de las células malignas depende en gran medida del medioambiente
nutricional que las rodea, particularmente de la disponibilidad de glucosa. El
fenotipo metabdlico de las CSCs ha sido el foco de extensos estudios en los ultimos
afios. Es importante enfatizar que los tumores muestran heterogeneidad celular,
aunqgue las CSCs prefieren la glucdlisis y tienen menos mitocondrias, poseen una
gran plasticidad metabdlica que les permite adaptarse en condiciones de
fluctuaciones medioambientales de nutrientes y estrés. Utilizando vias de
sefalizacion de deteccién de nutrientes tales como la HBP y las reguladas por
MTOR y AMPK, las CSCs mantienen la produccién de energia inhibiendo procesos

esenciales tales como la OXPHOS y favoreciendo otras como la glucolisis. Debido
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a lo anterior, se ha reportado que en estas células existe una tasa alta anormal de
ingesta de glucosa y de glutamina de forma activa (Sancho et al, 2016).

La interaccion entre estas vias de sefializacion ajusta la respuesta celular a la
disponibilidad de nutrientes y es esencial para el mantenimiento del fenotipo troncal.
Mantener un balance continuo entre la disponibilidad de nutrientes y la demanda
energeética es necesario para todas las células. En este balance mTOR actiia como
molécula de sefializacion clave que regula el metabolismo de las células; mTOR
opera a través de 2 complejos distintos mMTORC1 y mTORC2. A su vez, al modular

la expresion de GFAT1, mTORC2 controla HBP.

Por otro lado, la via de mTOR regula de forma negativa a AMPK, el cual es un
regulador esencial para el metabolismo celular. Esta enzima sincroniza procesos
metabdlicos para detectar y balancear la disponibilidad de nutrientes con el
consumo de energia. También se ha reportado que los niveles celulares de O-
GIcNAcilacion controlan la actividad de AMPK; niveles altos de O-GIcNAc
disminuyen la activacion de AMPK, mientras que niveles bajos incrementan la
activacion. Por lo que la interacciéon entre las vias de HBP, mTOR y AMPK esta
involucrada en la deteccion de nutrientes para regular la actividad celular y el
crecimiento, de forma muy importante, reaccionando a los cambios en el

microambiente tumoral (Robles-Flores et al., 2021).

1.1.3.1 Vias AMPK y mTOR

Un sensor vital de la energia celular y del estado nutricional en las células eucariotas
es AMPK. Ademas de sus roles candnicos para facilitar la sobrevivencia celular,

AMPK juega un papel significativo al controlar la respiracion mitocondrial, el
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transporte de nutrientes, la autofagia, diferenciacion, longevidad y polaridad celular.
AMPK se activa en respuesta al estrés que resulta de la reduccion en la produccion
de ATP (baja de glucosa, inanicion, estrés oxidativo, hipoxia) o exceso en la ingesta
de ATP (proliferacion celular, contraccion muscular, anabolismo). Al unirse de forma
competitiva a ambas especies, AMPK detecta cambios en el radio AMP/ATP, lo que
resulta en su fosforilacion mediante cinasas arriba de la via y la regulacion
diferencial de muchos blancos rio abajo que gobiernan vias anabdlicas y

catabdlicas.

Las células cancerosas comunmente estan expuestas a hipoxia y reduccion de
nutrientes. La via mTOR combina sefiales extrinsecas e intracelulares para
controlar procesos celulares como la proliferacion, la supervivencia celular, el
metabolismo, la organizacion del citoesqueleto y la autofagia. También funciona
como un factor que detecta nutrientes, crecimiento y estrés en células normales y
cancerosas. Ademas, la regulacion apropiada de esta via contribuye al equilibrio
entre la autorrenovacion y la diferenciacién de células troncales (Meng et al., 2018).
La desregulacion de mTOR es muy comun en diversos tipos de cancer: se han
reportado la amplificacion y mutaciones en RTKs, mutaciones en PI3K o RAS, asi
como mutaciones de pérdida de funcion en reguladores negativos como PTEN, que
en conjunto colaboran para activar constitutivamente a la sefializacion de PI3K/AKT
acoplada con la sefalizacion de mTOR. Adicionalmente, las condiciones de estrés
como el metabolismo hiperactivo, la disfuncién mitocondrial y la activacion crénica
de mTOR, forzan a las células cancerosas a adaptarse para sobrevivir. Ya que el

crecimiento celular canceroso es dependiente de la demanda de ATP, como la
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biosintesis de lipidos, proteinas y nucleotidos, es probable que se beneficien de la
activacion de mTORCL1 que promueve la biosintesis contribuyendo a la proliferacion
anormal. Sin embargo, cabe resaltar, que la actividad de mTOR inhibe al oncogen
AKT a través de circuitos de retroalimentacién negativa. Por lo que, la activacion
persistente de mTORCL1 promueve la inhibicion de AKT induciendo apoptosis. Como
resultado, las células cancerosas necesitan un balance en la actividad de mTORCL1
para mantener los procesos biosintéticos y que AKT permanezca en su forma activa
de manera simultanea (Heberle et al., 2015). Debido a lo anterior, las células
cancerosas han desarrollado mecanismos de proteccion para evitar la induccion de
muerte celular provocada por el estrés cronico. Algunos ejemplos de tales
mecanismos son la reprogramacion metabdlica (efecto Warburg), el incremento en
la ingesta de glucosa, la sintesis de proteinas antioxidantes, autofagia, induccion de
angiogénesis y la formacién de granulos de estrés. Ademéas, mTORC1 puede
modular el metabolismo, la supervivencia celular, la autorrenovacion y el
mantenimiento de la troncalidad principalmente a través de la activacion de la
sintesis proteica de factores de transcripcién que induce la expresion de genes que
codifican proteinas involucradas en esas funciones. Bajo sefiales mitogénicas y de
disponibilidad de aminoacidos, mTORCL1 controla el importe nuclear de GSK3, lo
que a su vez media la degradaciéon de c-MYC debido a sus funciones nucleares

(Bautista et al., 2018).

La activacion de AMPK es un mecanismo crucial que mantiene la supervivencia de
las células tumorales ya que las células cancerosas estan metabdlicamente

adaptadas para sobrevivir, particularmente bajo condiciones de estrés nutrimental y
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de energia. La activacion de AMPK promueve la supervivencia y el crecimiento
celular dentro de los tumores que experimentan reduccion de sustratos catabodlicos
facilitando la transicion de un metabolismo anabdlico a uno catabdlico al inhibir
programas anabolicos, asi como la sefalizacion de mTORC1 (Torrence and
Manning, 2018). Muchas aproximaciones génicas han demostrado que AMPK
promueve la supervivencia, proliferacion y migracion celular mediante homeostasis
redox en células malignas cooperando con oncogenes como c-MYC. Esta
cooperacién da como resultado un incremento en la transformacién celular, la
reprogramacion metabolica, la regulacion de la dindmica de microtubulos y dando

proteccién contra la quimioterapia y la radiacién (Novikova et al., 2015).

1.2 Via de Biosintesis de Hexosaminas (HBP): Generacion de O-GIcNAc

Una vez que la glucosa entra a la célula y es fosforilada por la hexocinasa, puede
ser redirigida desde las vias primarias glucoliticas a las vias secundarias: el flujo de
la HBP aumenta y la glucosa también es metabolizada a través de otras vias
alternativas como la via PPP (Sancho et al., 2016). Se ha mostrado que la via HBP
tiene un rol esencial en la reprogramacion metabdlica del cancer y existe una
asociacion fuerte entre la progresion tumoral y el flujo incrementado de esta via. Se
ha reportado una expresion elevada de las enzimas involucradas en HBP en
muchos tipos de cancer humanos. HBP es una via metabdlica que responde a
nutrientes ya que incorpora glucosa intracelular, glutamina, acetil-CoA y UDP para
sintetizar el producto final UDP-GICNAC, por lo que esta via proporciona informacién
sobre la disponibilidad de nutrientes dentro de la célula. La enzima GFAT dirige a la

glucosa a esta via y representa la entrada a HBP (Chokchaitaweesuk et al., 2019).
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El producto final de la HBP, el UDP-GIcNAc, es un donador de azlcar utilizado para
la glicosilacion de macromoléculas, la sintesis de otros nucleétidos y para una
modificacion proteica que en afios recientes ha tomado importancia en diversos

procesos celulares, la O-GIcNAcilacion.

La O-GlIcNAcilacion es una PTM que consta de la union entre el grupo hidroxilo de
la Ser o Thr de proteinas citoplasmaticas, nucleares y mitocondriales y el UDP-
GIcNAc a través de un enlace B-glucosidico, produciendo O-GIcNAc (Hart et al.,
2011). Solo existen dos enzimas responsables de catalizar la adicién y la remocién
de O-GIcNAc: OGT, la cual cataliza la union; y OGA, que cataliza la hidrdlisis de la

modificacion (Hart et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. El flujo de nutrientes a través de la via HBP regula la O-GIcNAcilacion. La
glucosa entra a la célula desde el medio extracelular por las proteinas GLUT. Mientras que la
mayoria de la glucosa que ingresa a la célula se usa para la glucélisis y la sintesis de
glucégeno, aproximadamente de 2-5% de la glucosa se destina a HBP. GFAT1 cataliza el paso
limitante de HBP, el cual convierte a la fructosa-6-fosfato en glucosamina-6-fosfato. Una

subsecuente acetilacion y uridilacion produce el sustrato para la O-GIlcNAcilacion, UDP-
GIcNAc. OGT y OGA catalizan la adicién y remocién de O-GIcNAc, respectivamente.

Debido al splicing alternativo y a los codones de inicio alternados, se pueden
generar diversas isoformas de OGT y OGA a partir de los genes de OGT y MGEA5,
respectivamente. Las 3 isoformas de OGT (nucleoplasmica, mitocondrial y corta)

comparten dominios carboxilo terminal y de union a fosfoinositido pero difieren en
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su longitud debido al nimero variable de TPRs en su extremo amino terminal. Las
3 isoformas también difieren en su localizacion: la isoforma nucleopldsmica y corta
se encuentra en el citoplasma y nucleo mientas que la mitocondrial es exclusiva de
mitocondria. Por otro lado, se han reportado 2 isoformas de OGA: la
nucleopladsmica, la cual posee un dominio N-terminal hidrolasa de O-GIcNAc y un
dominio C-terminal similar a HAT; la isoforma corta, carece este dominio y se
localiza principalmente en el reticulo endoplasmico y las balsas lipidicas (Ruan et

al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Representacién esquematica de las isoformas de OGT y OGA. La isoforma
nucleoplasmética (ncOGT), la isoforma mitocondrial (mMOGT), y la isoforma corta (SOGT) de
OGT difieren en su longitud debido a niumero variable de los TPRs en el amino-terminal pero
comparten dominios CD (I y Il) y PPO. mOGT contiene un MTS. Las isoformas ncOGA y
sOGA tienen dominios idénticos de hidrolasa de O-GIcNAc en su extremo N-terminal y una
regién central de unién a OGT; sin embargo, la isoforma sOGA carece del dominio similar a
HAT que esta presente en ncOGA. Tomado de Yang and Qian, 2017.

Ya que la produccion de O-GIcNAc requiere de diversos nutrientes derivados de
otras vias metabdlicas, se ha propuesto que la O-GIcNAcilacidbn es un sensor
metabalico y nutricional (Yang and Qian, 2017). Ademas de ser dependiente a la
disponibilidad de nutrientes, O-GIcNAc es altamente sensible a diversas formas de

estrés celular (por ejemplo, choque térmico, hipoxia y carencia de nutrientes).
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También, evidencia creciente indica que interviene en la regulacion de procesos
celulares como la transcripcion de genes, la traduccion de proteinas, algunas vias
de sefalizacién, el metabolismo, la apoptosis; entre otros. A diferencia de las
glucosilaciones canonicas, la glucosilacion mediante O-GIcNAc es muy dindmica y
frecuentemente es trascendente en respuesta a diversas sefiales ambientales y
fisiologicas. Incluso, se ha reportado que interacciona con otras PTMs: ya que la
fosforilaciébn también tiene como blanco residuos de Ser y Thr, se ha mostrado que
la O-GlcNAcilacion puede ocurrir de forma reciproca o secuencial con la fosforilacién
en los mismos residuos o residuos cercanos de diversas proteinas (Hart et al.,
2011). Muchos estudios han mostrado que la O-GlcNAcilacion puede bloquear la
degradacion de proteinas al reducir su ubiquitinacién, los mecanismos potenciales
de esta inhibicion incluyen el reclutamiento de deubiquitilasas a proteinas O-
GIcNAciladas y la modificacion indirecta de la ubiquitilacion mediante la
comunicacién cruzada con la fosforilacion (Ruan et al., 2013). Mas aun, ya que OGA
posee tanto un dominio similar a HAT como un dominio de hidrolasa O-GIcNAc, se
ha reportado que la O-GIcNAcilacion de diversas proteinas potencia la acetilacion
(Allison et al., 2012). También se ha descrito que OGT puede regular la transcripcion
de las proteinas TET, las cuales son responsables de promover la desmetilacion del
DNA al hidrolizar 5mC, por lo que también existe una interaccion entre la O-
GlcNAcilacion y la metilacion del DNA contribuyendo a la regulacion de la

transcripcion (Zhang et al., 2014).

Gracias al desarrollo de diversas tecnologias que han permitido identificar la O-

GlIcNAcilacion de proteinas especificas, se ha descrito que el nimero de proteinas
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modificadas en células humanas ha incrementado de algunos cientos a cerca de
4000, y la lista sigue en aumento (Ma and Hart, 2014). Entre las proteinas que son
modificadas por O-GIcNAc, cerca del 25% de ellas son factores de transcripcion o
proteinas que estan involucradas en la regulacion de la expresion génica (Comer
and Hart, 1999). La O-GIcNAcilacion de estas proteinas puede determinar su
localizacion subcelular, su interaccion con otras proteinas, la fosforilacion por
proteina cinasas para determinar su actividad, o incluso su capacidad de union a
DNA en respuesta a ciertos estimulos fisiolégicos (Ozcan et al., 2010). OGT también
modifica a la maquinaria basal transcripcional incluyendo a la RNA polimerasa Il y
a diversos factores de transcripcion por lo que probablemente tiene un papel

fundamental en los sitios de transcripcion (Figura 6).
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Figura 6. La O-GIcNAcilacién modifica la maquinaria transcripcional. Se muestran las
proteinas reguladoras de la transcripcion que son modificadas por O-GIcNAc, ademas de su papel
catalitico, OGT interactla con muchas proteinas reguladoras de la transcripcion: las histonas son
modificadas de forma dinamica por O-GIcNAc; también el dominio carboxilo terminal de RNA Pol
Il, asi como multiples factores basales de transcripcién. Muchos complejos de activacion y
represién de la transcripcién contienen enzimas que modifican histonas, como las metil-
transferasas de histonas, las acetil-transferasas de histonas y las deacetilasas de histonas, las
cuales también interaccionan con OGT, sugiriendo que OGT es una unidad integran en la
regulacion del cddigo de histonas. Finalmente, muchos factores de transcripcion también son
modificados por O-GIcNAc. Tomado de Slawson and Hart. 2011

Otros complejos regulatorios transcripcionales, como el represor SIN3A, NSL, MSL
y CARM1 pueden asociarse con OGT y ser modificadas. Asimismo, la O-
GIcNAcilacion activa el complejo de histonas metil-transferasas MLL5; este
complejo metila a H3K4, lo cual conlleva a la activacion transcripcional; sin embargo,
solo cuando OGT esta asociado con la proteina. Aproximadamente, el 50% de OGT
en el ndcleo existe en complejo con HCF1, por lo que OGT se ha relacionado con

varias modificaciones en las histonas (Daou et al., 2011). A nivel nuclear, OGT
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podria estar regulando programas epigenéticos de las histonas al modular su
acetilacion, ubiquitilacion y metilacién, pero la relacion que existe entre las enzimas
que modifican a las histonas y OGT, aun necesita ser dilucidada. Los datos
anteriores sugieren que multiples complejos que modifican a la cromatina pueden
asociarse con OGT y que la O-GIcNAcilacion de sus subunidades es crucial para

su funcion apropiada (Slawson and Hart, 2011).

O-GIcNAc se ha relacionado con una variedad de funciones celulares como la
sefalizacion (Yang and Qiang, 2017), el metabolismo (Ferrer et al., 2014), la
transcripcion (Olivier-Van Stichelen and Hanover, 2015) y la progresion del ciclo
celular (Tan et al.,, 2017). Por lo que la O-GIcNAcilacion tiene un papel muy
importante en diversas enfermedades humanas como la diabetes, los desérdenes

degenerativos y el cancer (Fuentes-Garcia et al., 2021).

1.2.1 O-GIcNAcilacion en sefalizacion celular y en estrés celular

La O-GlIcNAcilacion es un mecanismo crucial para que las células puedan responder
a diversos estimulos. Esta modificacion permite a la célula unir la disponibilidad de
nutrientes y el metabolismo celular con la regulacion de diversos procesos celulares
como la regulacioén del ciclo celular, las respuestas a estrés y la expresion génica.
Se ha descrito que la O-GlcNAcilacion puede modular diversos procesos celulares
en respuesta a nutrientes y a estrés celular (Kazemi et al., 2010). Las células
inducen dinamicamente la modificacién en respuesta a numerosas formas de estrés
extracelular, y se ha postulado que puede ser una respuesta protectora para las

células. Por ejemplo, elevar los niveles de O-GIcNAc por inhibicion de OGA o por la
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sobrexpresion de OGT brinda a las células mayor tolerancia a diferentes formas de
estrés, como la exposicién a luz UV, radiacién, etanol y arsenito de sodio (Chatham
and Marchase, 2010). Muchos de los factores de transcripcion son O-GlcNAcilados
en respuesta a diversos estimulos fisiologicos, de la etapa del ciclo celular y del
desarrollo. Los motivos de O-GIcNAc en los factores de transcripcion pueden ser
reconocidos por diversos componentes de la maquinaria transcripcional, pueden
funcionar como una sefal de localizacion nuclear, ser antagonistas de proteinas
cinasas al enmascarar los sitios de fosforilacion en las Ser y Thr, modular la unién
al DNA o la vida media de las proteinas e incrementar la estabilidad de los factores
transcripcionales en la célula (Ozcan et al., 2010). Aunque la O-GIcNAcilaciéon se
encuentra mayormente en proteinas nucleares, especialmente proteinas de union
al DNA,; se ha descrito que otros tipos de proteinas también estan modificadas por
O-GIcNAc, entre ellas, algunas enzimas citosolicas, cinasas, enzimas glucoliticas,

proteinas reguladoras de citoesqueleto, entre otras (Santoyo-Ramos et al., 2014).

El incremento del flujo de la via HBP influye en diversas vias principales de
sefalizacion, por ejemplo, afecta la actividad y la translocacion de ciertas isoformas
de PKC, la cual desempefia papeles importantes en la proliferacion, progresion del
ciclo celular, diferenciacién, tumorogénesis, apoptosis, remodelacion del
citoesqueleto, la modulacién de los canales iénicos y la secrecion (Matthews et al.,
2005). Previamente en nuestro laboratorio, se encontré que diversas isoformas de
PKC estan modificas postraduccionalmente por O-GIcNAc y que aparentemente
estos motivos se encuentran en posiciones similares en todas las isoformas de PKC.

Ademas, a pesar de que el porcentaje de identidad de secuencia varia entre las
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isoformas de PKC, los motivos de O-GIcNAc se encontraron en distintos péptidos
con secuencias similares compartidas por diversas isozimas. De hecho, en las
distintas isoformas el sitio de O-GIcNAcilacién coincide con motivos importantes de
autofosforilacion, de activacion, hidrofobicos. Por lo tanto, se ha sugerido que en el
caso de la via de sefializacion de PKC, la O-GIcNAcilacion y la fosforilacion podrian

modularse mutuamente (Robles-Flores et al., 2008).

La via de sefializacibn Wnt desempefia un papel importante en el desarrollo y la
regulacion de los sistemas de troncalidad en adultos. La desregulacion de esta via
causa defectos en el desarrollo y cancer. La via candnica de Wnt opera mediante la
regulacion de la fosforilacidon y degradacién del coactivador transcripcional -
catenina. Sin la estimulacion de Wnt, B-catenina se ensambla en el llamado
“complejo de destruccion”, en el cual APC tiene un rol central e incluye Axina,
GSK3B y CK1. Este complejo dirige una serie de eventos de fosforilacion en [3-
catenina que marca a la proteina para la ubiquitinacién y protedlisis subsecuente a
través del proteasoma. La estimulacion de Wnt conlleva a la inhibicion del corte
proteolitico de B-catenina, permitiendo que se acumule, entre al ndcleo y active los
genes blancos de Wnt (Cadigan and Peifer, 2009). Sayet et al., demostré que la O-
GlcNAcilacion de B-catenina regula de forma negativa sus niveles en el nucleo, y
también se observd una disminucion en su actividad transcripcional. Mas aun, los
resultados indicaron que la O-GlcNAcilacion de B-catenina estd relacionada
inversamente con su localizacién nuclear y la funcion transcripcional (Sayat et al.,

2008).
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1.2.2 O-GIcNAc y su papel en cancer

Las células cancerosas se caracterizan por presentar un metabolismo basado en
glucolisis y no en OXPHOS, como principal fuente de energia independiente de la
presencia de oxigeno, fenémeno conocido como efecto Warburg. Este cambio en el
metabolismo celular es impulsado por la hipoxia presente dentro del tumor y por
mutaciones en oncogenes y supresores tumorales (DeBerardinis et al., 2008). Estas
mutaciones promueven una regulacion positiva de las enzimas glucoliticas y
transportadores de glucosa, lo que a su vez incrementa la ingesta de glucosa en
estas células (Osthus et al., 2000). La abundancia de glucosa en el citoplasma no
solo contribuye al incremento de glucdlisis, sino que también incrementa el flujo de
algunas ramas de la via, incluyendo la via PPP y la de HBP. De hecho, ciertos
oncogenes como KRAS regulan de forma positiva no solo los niveles de los
transportadores de glucosa, sino también de otras enzimas como GFAT1, que es la
enzima limitante en la via HBP (Ying et al., 2012). Los oncogenes también regulan
de forma positiva la ingesta de glutamina; por ejemplo, c-MYC promueve la
expresion elevada de los transportadores de glutamina (Wise et al., 2008). La
glutamina es el sustrato donador en la conversidon de fructosa-6-fosfato a
glucosamina-6-fosfato mediante GFAT en la via HBP. Por lo que el incremento en
la ingesta de glucosa debido al efecto Warburg, asi como el incremento de la ingesta
de glutamina, cooperan para provocar un incremento en el fluo de HBP,
contribuyendo finalmente a un incremento en las concentraciones de UDP-GIcNAC,
el sustrato donador de la OGT (Ma et al., 2013). Confirmando lo anterior, diversos
autores han reportado niveles de O-GIcNAcilacion aberrante con una tendencia al
incremento, fendbmeno conocido como hiper-O-GlcNAcilacion en diferentes tipos de
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cancer: en cancer de mama (Caldwell et al., 2010; Gu et al., 2010), de prostata
(Lynch et al., 2012), de pulmén (Mi et al., 2011), CRC (Yehezkel et al., 2012), de
higado (Zhu et al., 2012), y en leucemia linfoide crénica (Shi et al., 2010). También
se ha descrito que la O-GlcNAcilacion tiene un papel importante en la
transformacion y la carcinogénesis inducida por HPV (Zeng et al., 2016). Cabe
recalcar que existe evidencia creciente que muestra una relacion entre los niveles
de O-GIcNAc y diversas caracteristicas distintivas del cancer, como angiogénesis y
metéstasis; ademas, muchos supresores tumorales y oncogenes conocidos por ser
iniciadores clave del fenotipo maligno canceroso, estan regulados por O-GlcNac
(p53, NFkB, c-Myc, HIF-1 y Akt) (Hanover et al., 2018). Por lo anterior, la O-
GIcNAcilacion esta emergiendo como caracteristica general de las células
cancerosas Y recientemente ha sido postulada como un sello distintivo del cancer
(Fardini et al., 2013). De igual forma, se ha postulado a OGT como blanco potencial

para la intervencion farmacéutica (Figura 7) (Gloster et al., 2011).
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Figura 7. O-GIcNAc y los sellos distintivos del cancer. Se muestran algunos vinculos entre
la O-GIcNAcilacion y los sellos distintivos del cancer. Las proteinas resaltadas en rojo estan
directamente modificadas por O-GIlcNAc. Basado en Ma and Vosseller, 2014.
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Evidencia creciente sugiere que la O-GIcNAcilacién podria impactar a los procesos
de reparacion del DNA; esta modificacién se relacion6 con la actividad de la enzima
Topo |, y se reportd que los niveles incrementados de O-GIcNAc aumentan su
actividad (Noach et al., 2007). Recientemente, se reportd la O-GIcNAcilacién de la
histona H2AX y de MDC1: OGT se relocaliza en sitios de dafio en el DNA y regula
de forma negativa la fosforilacion inducida por el rompimiento de la doble cadena
de la histona H2AX y MDC1, limitando la expansién de los eventos de fosforilacion
desde el sitio inicial del dafio (Chen and Yu, 2016). Esta funcion fisiolégica normal
de OGT, si es desregulada, podria ser la responsable de la capacidad de reparacion
alterada del DNA en cancer. Por lo que se ha sugerido que la O-GlcNAcilacion tiene
un papel central en la reprogramacion metabodlica de las células cancerosas

contribuyendo a los cambios en la reparacion del DNA.

La alteracion en la actividad de los factores de transcripcidon ya sea por mutaciones
0 por expresidon génica es un mecanismo bien descrito en la progresion celular, de
un estado normal a uno canceroso. Los cambios en la actividad de los factores de
transcripcion pueden provocar alteraciones mayores en la expresion génica,
resultando en un incremento en la proliferacion, la estimulacién de la angiogénesis,
crecimiento invasivo y metastasis. Mas del 50% de los tipos de canceres descritos
contiene mutaciones en el gen de p53, por lo que se le considera como el mayor
guardian de la estabilidad genética. Bajo condiciones de estrés celular, dafio
ambiental o dafio en el genoma, la expresion y estabilidad de p53 aumenta, seguido
de la induccion de genes que promueven el arresto del ciclo celular, la apoptosis y

la autofagia debido a su papel esencial en el mantenimiento de la integridad
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gendmica. p53 esté regulando por degradacion proteolitica; la ligasa de ubiquitina
MDM2 se une a p53 regulando de forma negativa su expresion y promoviendo su
degradacion (Brady and Attardi, 2010). La estabilidad de p53 también es afectada
por la fosforilacion, el dominio amino-terminal del supresor tumoral contiene el
dominio de transactivacion y diversos sitios conocidos de fosforilacion. La
fosforilacion de Serl8 y Ser23 promueve la estabilidad de p53, mientras que la
fosforilacion en la Thr155 (el cual reside en el dominio de union de DNA) promueve
su degradacion. Se ha descrito que la O-GlcNAcilacion de p53 en la Serl49 es
antagonista a la fosforilacion de Thr155, por lo que la O-GIcNAcilacién de la Ser149

incrementa la actividad y estabilidad de p53 (Dai and Gu, 2010).

Por otro lado, c-MYC se expresa en mas del 50% de los canceres humano y se
estima que se une a mas del 15% de todos los promotores génicos en el genoma,
muchos de sus blancos estan asociados a la regulacion del ciclo celular y la
replicacion, también se han identificado enzimas glicoliticas y transportadores de
glucosa. En el caso de esta oncoproteina, la fosforilacion y la O-GIcNAcilacién de la
Thr58 tienen una relacion claramente reciproca. En células quiescentes, Thr58 esta
O-GlcNacilada pero se fosforila por GSK33 después de algunos estimulos. Thr58
se encuentra en el dominio de transactivacion de la proteina, su fosforilacion
conlleva a su rapida degradacién resultando en la pérdida de la expresion de MYC
(Gregory et al., 2003). Sin embargo, antes de que GSK3p pueda fosforilar Thr58,
es necesaria la fosforilacién de la Ser62. Esta fosforilacion puede llevarse a cabo
por una gran variedad de cinasas y promueve la estabilidad de MYC. La mutacién

de Ser62 a Ala causa un incremento en la O-GlcNAcilacién de Thr58; asimismo, la
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inhibicion de GSK3p también incrementa la O-GIcNAcilacion de Thr58. La
fosforilacion jerarquica de Thr58 y Ser62 es importante en la regulacion de la funcion
de MYC: Thr58 esta mutada en una variedad de linfomas, lo que lleva a que MYC
sea mas estable (Slawson and Hart, 2011). La O-GIcNAcilacion de c-MYC
promueve su estabilidad, resultando en un mal prondstico y recurrencia en muestras
clinicas de pacientes con cancer de préstata (Itkonen et al., 2013). M&s aun, la O-
GIcNAcilacion de c-MYC se ha implicado en varios tipos de cancer incluyendo
prostata, mama, higado, y leucemia (Chou et al. 1995; Chou and Hart 2001) (Figura

8).
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Figura 8. Regulacion de factores de transcripcion por O-GIcNAc. a) El supresor tumoral p53 se
asocia con la proteina MDMZ2, la cual mantiene a p53 en niveles bajos en las células al promover su
degradacion. La fosforilacion (P) en Thr155 estimula la degradacion rapida de p53 mientras que la O-
GlcNAcilacién (G) en la Serl49 impide la unién de MDM2 y promueve la estabilidad de p53. Las
mutaciones que anulan a la O-GIcNAcilacion en p53 promueven la degradacién. b) En las células
quiescentes, la oncoproteina MYC es O-GIcNAcilada en Thr58. A través de diversas sefiales de
crecimiento, O-GIcNAc es removida rapidamente y Myc es forsforilada en la Ser62. Este sitio es un
cebador para GSK3p, la cual puede posteriormente fosforilar a Thr58, promoviendo a la degradacién
rapida de MYC. Diversos tumores soélidos tienen mutaciones en Thr58, lo que promueve el incremento
de la estabilidad de MYC y la transcripcion génica alterada. La inhibicion de GSK3p por cloruro de
litio o por mutaciones en la Ser62 incrementa la O-GlcNAcilacién de Thr58. Tomado de Slawson and
Hart, 2011

Por otro lado, NFkB es O-GlcNAcilado en Thr322 y Thr353, y la O-GlcNAcilacion en
Thr322 es critica para la liberacion de NF-kB de la inhibicion de IkB permitiendo su
translocacion nuclear en células pancreaticas cancerosas. La hiper-O-
GIcNAcilacion de NFkB promueve la activacion de la fosforilacion de la Ser536, su
translocacion nuclear y su actividad transcripcional (Ma et al., 2013). También, en
células MCF7 de cancer de mama, la entrada al ciclo celular debido a la estimulacion
por suero se asocia a la union progresiva de OGT y la O-GIcNAcilacién de [3-
catenina. Por otro lado, la expresion de $-catenina en células de CRC correlaciona
con el flujo de la via HBP y con la consecuente O-GIcNAcilacién (Olivier-Van
Stichelen et al., 2012). Debido a lo anterior, la O-GlcNAcilacion de los factores de
transcripcion es importante en la regulacién del crecimiento, proliferacion y

metabolismo de las células cancerosas.

En la via glucolitica, se ha mostrado la O-GIcNAcilacion en PKM2, las piruvato-
cinasas catalizan el ultimo paso de la glucdlisis, el cual involucra la desfosforilacion
del fosfoenolpiruvato a piruvato, causando una red de produccion de ATP. La
isoforma PKM2 es parte del complejo glucolitico; tiene una sefal de localizacion

nuclear inducible y puede desempefiar funciones nucleares ademas de su rol en la
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produccion de piruvato y ATP (Yu and Li, 2017). Se ha sugerido que la O-
GIcNAcilacion de PKM2 en células cancerosas colorrectales incrementa su
expresion, aunque disminuye su actividad enzimatica; por lo que se postulé que la
O-GIcNAcilacién puede tener multiples funciones dependiendo de la localizacion de
la enzima. La reaccién catalizada por las piruvato-cinasa es critica para el fenotipo
canceroso ya que se ha observado que la expresion elevada de PKM2 en las células
cancerosas colorrectales es consistente con los niveles incrementados de la
produccién de piruvato y la produccion incrementada de ATP a través de la via tipica

de la glucdlisis (Chaiyawat et al., 2015).

Por otro lado, también se ha descrito que la via de sefalizacion PISK-AKT es crucial
para el desarrollo del fenotipo canceroso; PI3K es uno de los genes mas mutados
en diversos tipos de cancer y su rol central en la activacién lo convierte en un blanco
putativo para los farmacos anticancerosos. La cinasa AKT interactta con los PIP3
producidos por PI3K en la cara interna de la membrana plasmatica desencadenando
una cascada de cinasas esencial para la regulacion del crecimiento. De forma
similar a AKT, se ha mostrado que OGT también puede ser traslocado en la
membrana celular en respuesta a la activacion de PI3K (Yang et al., 2008). Mas
aun, se ha mostrado que AKT puede ser O-GlcNAcilado directamente (Kang et al.
2008; Krzeslak et al. 2011). Los hallazgos anteriores sugieren que OGT participa

activamente en la cascada de sefalizacion que es alterada por PI3K-AKT.

El carcinoma hepatocelular esta caracterizado por los cambios en la via YAP-Hippo
(Valero et al., 2015). Esta via es desregulada en la tumorogénesis del higado en un

proceso estimulado por una alta concentracion de glucosa (Zhang et al., 2017).
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Previamente fue demostrado que el protooncogén Yes, un miembro de la familia de
cinasas SRC, es O-GIcNAcilado; esta cinasa es un componente clave en la cascada
de sefializacién de Hippo e interactia con YAP, la cual actia como coactivador
transcripcional (Lazarus et al., 2006). Recientemente se identificé a la Thr241 de
YAP como un sitio de O-GIcNAcilacion, al mutar este sitio, disminuy6 la O-
GIcNAcilacion, la estabilidad y las capacidades pro-tumorigénicas de la proteina
(Zzhang et al., 2017). Por lo anterior, se ha sugerido que muchos de los genes
altamente mutados o0 sobrexpresados en céncer son dependientes de la O-

GlIcNAcilacion para su funcionamiento apropiado (Hanover et al., 2018).

La transformacion oncologica frecuentemente involucra una hipometilacién global
del DNA, la hipermetilacién de promotores génicos y las modificaciones aberrantes
postraduccionales de las histonas. Existe evidencia que indica que OGT afecta los
estados de la cromatina tanto locales como globales al interactuar con diversas
enzimas responsables de la metilaciéon del DNA y de las modificaciones de las
histonas (Zhang and Reinberg, 2001). En células cancerosas, muchos reguladores
epigenéticos son modificados por O-GIcNAc cambiando sus actividades; entre ellos
se incluyen Sin3, HCF-1, TET, LSD2, una dimetilasa de la histona H3K4mel/me2,
directamente ubiquitina y promueve la degradacion dependiente de proteasoma de
OGT, inhibiendo el crecimiento de las células de cancer de pulmén de forma
dependiente de la actividad ligasa E3 (Yang et al., 2015). La enzima HDAC1
también es modificada por O-GIcNAc, la modificacién ocurre en al menos 2 sitios y
altera su fosforilacion afectando la progresion del cancer hepatocelular si sus sitios

modificados son mutados (Zhu et al., 2016). Asimismo, la deacetilasa dependiente
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de NAD+, SIRT1 también es regulada por O-GIcNAc, al reducir los niveles de esta
modificacion se eleva la expresion de SIRT1 y su actividad de forma dependiente a
AMPK (Ferrer et al., 2017). OGA es una enzima bifuncional que tiene una actividad
de hidrolasa de O-GIcNAc asi como actividad de HAT, implicando una relacion
intrinseca entre la O-GIlcNAcilacion y la acetilacion de las histonas. La asociacién
con la metilacibn del DNA y la modificacion de histonas sugiere que OGT
desempefia un fundamental en la integracion transcripcional y la regulacion
epigenética. Ya que se ha reportado previamente que el epigenoma es susceptible
a los cambios metabdlicos como la dieta, O-GIcNAc tiene un rol central en integrar

la reprogramacion metabdlica y epigenética en cancer (Singh et al., 2015).

El metabolismo de O-GIcNAc esta fuertemente integrado a la respuesta celular al
estrés y recientemente se ha asociado a la deteccion de hipoxia y estrés oxidativo.
Una de las principales repuestas a hipoxia es mediada por la activacion
transcripcional de HIF-1a. HIF-1a es uno de los reguladores clave de la glucdlisis
en células cancerosas al alterar la expresion de su blanco transcripcional GLUT1.
Se demostré que la reduccion de la O-GIcNAcilacidon elevd los niveles de a-
cetoglutarato, la hidroxilacion de HIF-1 y la interaccion con la proteina pVHL,
finalmente conllevando a un incremento de la degradacion de HIF-1a. Ademas, se
encontraron que las células cancerosas de mama con niveles altos de HIF-1a
también tiene niveles incrementado de OGT y niveles reducidos de OGA. A partir
de los hallazgos anteriores, se postuld que la O-GIlcNAcilacién puede regular el
metabolismo canceroso y la sefalizacidon en respuesta de estrés a través de la

regulacion indirecta de HIF-1a (Ferrer et al., 2014). Por lo anterior, la O-
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GIcNAcilacion ha sido implicada con la reprogramacion metabdlica en el

microambiente tumoral donde puede ocurrir en condiciones de normoxia e hipoxia.

Se ha descrito ampliamente que la O-GIlcNAcilacion tiene un papel importante en el
desarrollo de la metastasis tumoral: la reduccién de la hiper-O-GIcNAcilacion en la
linea celular PC-3ML y en las células cancerosas HEPG2, suprime la expresion de
las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 (Zhu et al., 2012; Lynch et al., 2012). Por otro
lado, se ha demostrado que al incrementar los niveles de O-GIcNAc se promueve
la migracién/invasion de células cancerosas de mama y préostata mientras que la
disminucién de los niveles por knock-down de OGT, inhibe la invasion tumoral y

metastasis.

La O-GlIcNAcilacion ha sido considerada como uno de los vinculos entre el
metabolismo de glucosa y la adquisicién de caracteristicas relacionadas a EMT, ya
que influencia la plasticidad celular al modificar proteinas claves (Alisson-Silva et
al., 2013; Taparra et al., 2016). Una de las moléculas mas estudiadas es la proteina
de adhesion intracelular E-cadherina, la cual ha sido postulada como supresor de la
invasion tumoral. Durante la desestabilizacion de las uniones adherentes, E-
cadherina se corta en la membrana plasmatica y es degradada (Yilmaz and
Christofori, 2009). La O-GIcNAcilacion de E-cadherina en su dominio citoplasmico
inhibe su trafico hacia la membrana plasmatica lo cual promueve una reduccion de
la adhesion intercelular mediada por E-cadherina (Zhu et al., 2001). También, se ha
demostrado que Snaill estd O-GIcNAcilada en la Serll2 lo que suprime la
degradacion mediada por fosforilacién; se sugiri6 que durante condiciones

hiperglicémicas, existe un incremento en la O-GlcNAcilacion de Snaill, lo que
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estimula el desarrollo de EMT a través de la supresion transcripcional de E-
cadherina (Park et al., 2010). Asimismo, también se describio el impacto de la O-
GIcNAcilacion en la estabilidad de vimentina, estimulando la migracion celular
(Phoomak et al., 2017). En concordancia con lo anterior, se ha reportado que la
reduccion de los niveles de hiper-O-GIcNAcilacibn en céncer incrementa la
expresion de E-cadherina y disminuye la expresion de vimentina, mientras que
elevarlos disminuye la expresion de E-cadherina en células de cancer de mama (Gu

et al., 2010; Ma et al., 2013; Park et al., 2010).

Por otro lado, el incremento de la O-GIcNAcilacion puede aumentar la expresion de
B-catenina en el colon de ratones alimentados con glucosa, asi como en las lineas
celulares MCF7 y HT29 previamente tratadas con concentraciones altas de glucosa
(Olivier-Van Stichelen et al., 2012). La O-GIcNAcilacion de B-catenina en células de
colon puede afectar su estabilidad y localizacion en la membrana plasmética
(Olivier-Van Stichelen et al., 2014). La modulacion de los niveles de O-GIcNAc
impacta en la expresion y distribuciébn de los niveles de los complejos E-
cadherina/catenina en los cuales el incremento de la O-GlcNAcilacion conllevan a
una disminucién de E-cadherina en la superficie celular y, por lo tanto, una reduccién

de la adhesion intercelular (Gu et al., 2010).

También se reportd un incremento en los niveles de O-GIcNAcilacién y en la
expresion de OGT en células A549 durante el progreso de EMT inducido por TGF-
B. La modulacion de los niveles de O-GIcNAc indujo cambios en la morfologia y la
movilidad celular, ademas regulacion negativa de OGA desencadend diferenciacion

celular a un perfil mesenquimal. Mas aun, las células que expresan niveles bajos de
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OGA presentaron una capacidad migratoria incrementada, reduccion de la
expresion de E-cadherina y, un incremento en la expresion de N-cadherina,
indicando que al incrementar los niveles de O-GlcNac pueden desencadenar el
desarrollo de EMT (Lucena et al., 2016). Por otro lado, se reportaron niveles
incrementados de O-GIcNAcilacion y de OGT en CRC primario en comparacion con
tejido no neoplasico, mientras que las lesiones de nddulos metastasicos mostraron
niveles marcadamente reducidos en comparacion con CRC primario (Jang, 2016).
Adicionalmente, se observé un incremento de la O-GIcNAcilacion y de los niveles
de GFAT en lineas celulares de cancer de colon HT29 y HCT116 en comparacion
con la linea celular fetal CCD841CoN. Méas aun, el silenciamiento de OGT
desorganiza los microfilamentos, microtabulos y las redes de vinculina en las células
CCD841CoN modificando la forma celular (Steenackers et al., 2016). En resumen,
existe una gran cantidad de evidencia que sugiere el papel importante de la O-
GlcNAcilacion en el desarrollo del fenotipo canceroso y en la modulaciéon de la

plasticidad celular durante el desarrollo de EMT.

1.2.3 O-GIcNAc y su papel en la troncalidad

La habilidad de proliferar sin linaje especifico (autorrenovacién) y la capacidad de
diferenciacion en uno o mas tipos celulares especializados (o pluripotencia) son 2
caracteristicas principales de las células troncales. Las necesidades nutricionales,
las vias metabdlicas y una elaborada red transcripcional, son esenciales para
mantener la troncalidad en las células madre. Recientemente, se ha resaltado que

los nutrientes en el ambiente celular y los transportadores requeridos para su
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asimilacion, pueden desempefiar un papel importante en el mantenimiento y la

regulacion de la supervivencia de las células troncales (Sharma et al., 2018).

Se ha observado que las ESC (Folmes et al., 2012), HSC (Zhang et al., 2016), MSC
(Chen et al., 2008) y las células troncales hepaticas (Turner et al., 2008) basan su
metabolismo en la glucdlisis como su principal fuente de energia. Ademas, esta bien
establecido que las células troncales que se originan en nichos hipéxicos tienden a
tener una actividad glucolitica incrementada como resultado de una ingesta
incrementada de glucosa en condiciones anaerobias (Simsek et al., 2010). Mas aun,
se ha demostrado que la estimulacion de la glucdlisis a través de la hipoxia en
células troncales pluripotentes (Mohyeldin et al., 2010), la inhibicién de la respiracion
mitocondrial (Varum et al., 2009) o la suplementacién con insulina (Chen et al.,
2011) promueven la troncalidad mientras que la inhibicion de la glucdlisis impide la
proliferacion y promueve la muerte celular (Kondoh et al., 2007). Ademas de la
glucosa, la glutamina también es ingerida activamente por las células troncales
embrionarias (Marsboom et al., 2016). EI metabolismo de glutamina se regula
negativamente a través de la diferenciacion, también, se requiere para mantener los
niveles elevados de GSH y la disminucion de glutamina conlleva al incremento de
los niveles de ROS (Yanes et al., 2010). Como ya se mencion6 anteriormente, esto
promueve un aumento en el flujo a la via HBP, un aumento en la concentracion de
UDP-GIcNAc y el subsecuente incremento de los niveles de O-GIcNAc. Ya que la
actividad de OGT es dependiente del flujo de nutrientes y que a su vez el
metabolismo influye en la capacidad de autorrenovacion caracteristica de las

células troncales, se ha hipotetizado que OGT es un determinante clave entre los
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genes de autorrenovacion y su interconexion con el estatus metabdlico de la célula

(Figura 9) (Sharma et al., 2018).
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Figura 9. Modelo en el que se muestra el papel de O-GIcNAc en el mantenimiento de la
troncalidad. En el nicho de las células troncales o dentro del tumor, la concentracién baja de
oxigeno produce un incremento en la hipoxia y en la sefializacion mediada por hipoxia, o que
lleva a un incremento en la ingesta de glucosa y de glicélisis. Una parte de la glucosa llega a la
via HBP promoviendo la produccion de UDP-GIcNAc, el sustrato de OGT. La actividad
incrementada de OGT afecta la actividad transcripcional de las proteinas Sox2, Oct4 y FoxO
para mantener la estabilidad genémica como también el mantenimiento de la autorrenovacion.
El incremento de la actividad de OGT también previene la diferenciacion hacia tejidos
especificos, contribuyendo al mantenimiento de la troncalidad. Tomado de Sharma et al., 2008.

Por otro lado, los factores de transcripcidén conocidos como “factores de Yamanaka”
son considerados como las proteinas criticas que regulan la troncalidad y la

capacidad de autorrenovacion (Takahashi and Yamanaka, 2006). En respuesta a
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los estimulos nutricionales y microambientales, estas proteinas actdan en conjunto
para promover la diferenciacion o la autorrenovacion. De forma interesante, estos
factores estdn modificados por la adicion de O-GIcNAc, lo cual determina su
actividad. El hecho de que sean dependientes del flujo de glucosa a través de HBP
y la actividad de OGT, indica que tanto el metabolismo celular y nutricional regulan
la actividad transcripcional de SOX2, OCT4, MYC y KLF4. Durante la
reprogramacion celular, como evento inicial, estos factores promueven el cambio
metabalico, lo que conlleva a la activacion de la maquinaria transcripcional adicional
dirigiendo la reprogramacion de las células cancerosas. Favorecer la glucolisis
sobre OXPHOS promueve una minima produccion de ROS, estos niveles
disminuidos de ROS protegen a las CSCs contra los dafios en el DNA y la apoptosis,
ayudando al mantenimiento de la funcion celular troncal (Kobayashi and Suda,
2012). Como ya se mencioné anteriormente, MYC es modificado por OGT en la
Thr58 que se encuentra en el dominio de transactivacion de la proteina. En cancer,
la O-GIcNAcilacion de MYC promueve un aumento en la transformacion celular y la
tumorogenicidad (Chou et al., 1995). También se ha mostrado que la modificacién
de c-MYC por OGT en muestras clinicas de cancer de préstata promueve su
estabilizacion resultando en un mal prondstico y recurrencia (ltkonen et al., 2013).
Ademas, se report6 que la O-GlcNAcilacion de SOX2 en la Ser 248 es regulada de
forma dinamica en mESCs (Myers et al.,, 2016). La O-GlcNAcilacion inhibe
directamente a la interacciéon de SOX2 y PARP1, lo que tiene un papel regulatorio

en la pluripotencia de las mESC (Gao et al., 2012; Lai et al., 2012).
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Por otro lado, la familia de factores de transcripcion FOXO también es dependiente
al flujo a través de HBP ya que es modificada por la adicion de O-GIcNAc (Kuo et
al. 2008; Housley et al. 2008). Las proteinas FOXOs ayudan a prevenir la
acumulacion de ROS en las células troncales, manteniendo la integridad celular (Ito
et al., 2004). En ESCs humanas, FOXOL1 regula la expresion de los factores de
transcripcion cruciales para la troncalidad, OCT4 y SOX2 (Zhang et al., 2011).
También, en células troncales de origen neural, FOXO3 regula la expresién de
genes involucrados en la sefalizacién por hipoxia (Renault et al., 2009). Debido a
lo anterior, esta familia de proteinas es un nodo mayor que integra la transcripcion
y el metabolismo de las células troncales. En cancer de mama, la expresion de
FOXML1 es dependiente de la modificacion por O-GIcNAc, la disminucion de O-
GIcNAc se asocié con el decremento en la progresion del ciclo celular y el
incremento en la expresion de p27 (Caldwell et al., 2010). Adicionalmente, la via de
sefializacion de Notch es esencial en un diverso niumero de vias asociadas con el
desarrollo; se mostr6 que la modificacion por O-GIcNAc de Notchl promueve la
traslocacion dependiente de JNK de Notchl escindida al nucleo, lo que resulta en
un incremento en la produccion de glucosa y en el mantenimiento de la

autorrenovacion de mESC (Jeon et al., 2014).

Ademas de regular transcripcionalmente la capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion de las células troncales, O-GIcNAc también regula la troncalidad a un
nivel epigenético. El aumento en la O-GIcNAcilacién promueve la regulacion positiva
de genes que normalmente estan silenciados en ESC, apoyando el rol emergente

de esta modificacion en la regulacién de las modificaciones de las histonas y la
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metilacion del DNA (Speakman et al., 2014). Las proteinas TET son las
responsables de controlar la metilacion del DNA gendmico y la diferenciacién. Se
ha especulado que la regulacion de las proteinas TET es dependiente de la
modificacion de histonas. Chen et al., en 2013 confirmé esta hipotesis al mostrar
que la O-GIcNAcilacion de H2B112 es regulada por TET2 en ESC (Chen et al.,

2013).

Ademas, aumentar los niveles de O-GIcNAc promueve la supervivencia de las
células troncales cardiacas, mientras que una reduccion de los niveles a través de
la inhibicion farmacoldgica o una delecidn genética las sensibiliza al dafio causado
por hipoxia (Zafir et al., 2013). La modulacion de la O-GIcNAcilacion intracelular
puede también influenciar la diferenciacion de las ESCs. Al reducir los niveles de O-
GIcNAc de OCT4 y SOX2 a través de la inhibicibn de OGT o reduciendo la
concentracion de glucosa, se altera la capacidad de renovaciéon de ESC y la
reprogramacion nuclear (Jang et al.,, 2012). También, algunos estudios han
reportado que la pérdida de OGT promueve la mortalidad en ESCs (Shafi et al.,
2000). Por lo anterior, la funcién de O-GIcNAc es critica para la autorrenovacion y
el mantenimiento de las células troncales, mientras que una disminucion conlleva a

la diferenciacion.

La autorrenovaciéon en las células cancerosas es atribuida a las células iniciadoras
de tumor o CSCs. Como ya se menciond anteriormente, pueden originarse debido
a la acumulacién de mutaciones en las células troncales embrionarias o células
progenitoras o surgen como consecuencia de la interaccién con el microambiente.

En el cancer pancreatico, el microambiente hipdéxico, los farmacos
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quimioterapéuticos, y el estrés nutricional causan un incremento en la poblacion de
células con una expresidn elevada de diversos genes asociados a la
autorrenovacion; ademas, esta poblacién presenta propiedades incrementadas de
quimioresistencia (McGinn et al., 2017). De forma similar, la tumorogénesis del
cancer de mama es regulada por la modificacion de O-GIcNAc de FOXML1 (Caldwell
et al., 2010). También, en CRC, O-GIcNAc media la regulacién epigenética de
MYBL1 para promover tumorogénesis (Guo et al., 2017). Mas aun, el represor
transcripcional BMI-1 frecuentemente se sobrexpresa y participa en la renovacion
de las CSCs y promueve la tumorogénesis del cdncer de prostata; recientemente,
se mostro que la O-GIcNAcilacion promueve la estabilidad de BMI-1 y a su actividad

oncogeénica (Li et al., 2017).

Sin embargo, aunque existen muchos estudios que resaltan el papel de O-GIcNAc
en la progresion tumoral, ain no es claro si tiene un papel activo en la
autorrenovacion y la recurrencia tumoral al regular los factores de Yamanaka. Por
lo que son necesarios estudios que profundicen para revelar que rol desempefia la

O-GIcNAcilacion en la generacién y mantenimiento de CSCs.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha resaltado el papel de la O-GIcNAcilacion como regulador en diversos
procesos celulares y se ha reportado que niveles elevados de O-GIcNAc se asocian
al establecimiento del fenotipo maligno en distintos tipos de cancer, incluyendo
CRC. Asimismo, existen reportes que involucran a la O-GIcNAcilacion en
mecanismos de pluripotencia y autorrenovacion. No obstante, la funcidn que tiene
esta modificacion en el establecimiento de las CSCs no ha sido completamente
dilucidado. Debido a lo anterior, el objetivo del trabajo es determinar si los niveles
alterados de O-GIcNAc descritos en cancer de colon estan relacionados con el

establecimiento de las CSC.

3. HIPOTESIS

Los niveles alterados de O-GIcNAc descritos previamente en CRC estan asociados

con el establecimiento de las CSCs.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la alteracion de los niveles de O-GIcNAc estan asociados con el

establecimiento de las CSCs usando como modelo el CRC.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar el perfil de expresion de los marcadores de CSC en las células de
CRC.

e Verificar la alteracion de los niveles de O-GIcNACc, y los niveles de expresion de
OGT y OGA en las lineas cancerosas de colon y compararlos con los niveles
de células de colon normal.

e Investigar el efecto de la inhibicién farmacolégica de las enzimas OGT y OGA
en la expresion de marcadores de CSC.

e Dilucidar si la inhibicion de OGT afecta el fenotipo maligno de las células
cancerosas de CRC.

e Analizar si el estrés nutricional mimetiza el efecto de la inhibicion de OGT en la

expresion de los marcadores de CSCs.
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6. METODOLOGIA

6.1 Reactivos y anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para citometria de flujo: anticuerpo
primario monoclonal producido en ratén contra CD44 conjugado a APC de BD
Biosciences; anticuerpo primario monoclonal producido en ratén contra CD133
conjugado a PE de Miltenyi Biotec. Para la técnica de WB: anticuerpos primarios
monoclonales producidos en conejo contra CD44 y contra CD133; anticuerpo
primario monoclonal producido en raton contra OGT de Abcam; anticuerpo primario
monoclonal producido en conejo contra B-tubulina de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA); anticuerpo primario producido en raton contra-GAPDH de
Santa Cruz Biotechnology Inc (Sta. Cruz, CA, USA). Para microscopia confocal:
anticuerpo secundario policlonal producido en conejo acoplado a Alexa 647 de
Invitrogen; anticuerpo secundario policlonal producido en conejo acoplado a Alexa
488 de Molecular Probes, Inc., (Eugene, OR, USA). Para la deteccion de los niveles
de O-GIcNAc en todas las técnicas, se utilizé el anticuerpo primario monoclonal

producido en ratébn RL2 de Thermo Fisher Scientific.

6.2 Lineas celulares

Se utilizé la linea primaria celular de origen colorrectal SW480 y su derivado
metastasico SW620, ambas expresan una version trunca de APC, tiene la via de
sefalizacion Wnt activa constitutivamente y son células cancerosas prototipo
dirigidas por KRAS (Mutaciones en KRAS G12V, APC A1457T/K1462R, FGFR3

S400R, TP53 R273H y STK11 G58S) (Iltkonen et al., 2016). Las lineas mencionadas
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anteriormente y la linea celular de colon no maligna 112CoN usadas en el presente
trabajo se adquirieron de la ATCC (Manassas, VA, USA) y fueron autenticadas en
junio de 2017 mediante el perfil de repeticiones en tandem de DNA llevado a cabo

por el Instituto Nacional de Medicina Genomica en la Ciudad de México.

6.3 Cultivos celulares

Las células 112CoN fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 10%
de FBS, antibidticos (120 mg/ml penicilina and 200 mg/ml estreptomicina) y 2 mM
de L-glutamina. Las células SW480 and SW620 fueron mantenidas en DMEM-F12
suplementado con 5% de FBS, antibi6ticos y 2 mM de glutamina. Todos los cultivos
celulares fueron cultivados en un incubador humidificado al 5% (v/v) de CO2a 37°C.
Para el ensayo de ayuno, las células fueron lavadas 2 veces con PBS

(GIBCO/Invitrogen) y colocadas en buffer HBSS (GIBCO/Invitrogen).

6.4 Western Blot

Primero, se realiz0 la lisis de los cultivos celulares, brevemente, las cajas de cultivo
se lavaron 2 veces con PBS y se agreg6 buffer de lisis. La muestra se recuperé y
fue centrifugada a 13,000 rpm durante 15 min a 4°C y el sobrenadante fue
almacenado a 4°C hasta su uso. Las muestras proteicas (30ug) se separaron por
SDS-PAGE al 10% seguido de la transferencia electroforética a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas al 5% con leche libre de grasa incubadas toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario monoclonal correspondiente. La deteccién se llevd a cabo

usando el kit Super Signal (Pierce) con un anticuerpo secundario policlonal
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conjugado a peroxidasa de rdbano. Como control se usaron los anticuerpos contra

actina, GAPDH o B-tubulina.

6.5 Microscopia confocal e inmunofluorescencia

Las células se sembraron en portaobjetos de cultivo con 8 cdmaras individuales
(LabTek®) a una confluencia de 5x10* células/ml durante toda la noche.
Posteriormente, las muestras se fijaron con 1% (v/v) de paraformaldehido en PBS
por 10 minutos a RT. Las células fijadas se lavaron con PBS y fueron
permeabilizadas con 1% (v/v) de tritdbn X-100 en PBS por 5 minutos. Los sitios
inespecificos de interaccion fueron bloqueados con 3% (w/v) de BSA/PBS. Después
de los lavados, los portaobjetos fueron incubados con anticuerpos monoclonales
primarios contra O-GIcNAc, CD133 o CD44 (Abcam) diluidos en 1% (m/v) de
BSA/PBS toda la noche a 4°C protegidos de la luz. Las células se lavaron con PBS
y fueron incubadas con anticuerpos secundarios policlonales acoplados a Alexa
Fluor 647 o Alexa 488 (Invitrogen) durante 2 horas a RT. El portaobjetos fue
incubado con DAPI (SIGMA Aldrich) en PBS por 5 minutos RT. Después se lavaron
3 veces con PBS; finalmente se agregd medio de montaje Vectorshield (Vector
Labs, CA) y los portaobjetos fueron sellados. Las muestras se examinaron con el
microscopio confocal Nikon A1R+ STORM en la unidad de microscopia del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las imagenes obtenidas se analizaron

con el programa ImageJ.
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6.6 Citometria de flujo

Para la tincion membranal de CD133 y CD44: 1 x 10* células fueron desprendidas
con solucion PBS/EDTA 10mM, raspadas de la caja de cultivo ligeramente y
colectadas por centrifugacion a 1200 RPM. EIl boton celular se lavé 2 veces con
PBS y las células fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-CD44
acoplado a APC (BD Bioscience), anti CD133 acoplado a PE (Myltenyi) o un mix de
anticuerpos CD44/CD133 durante 20 minutos a 4°C protegido de la luz. Después, a
las células se agregdé PBS y fueron centrifugadas nuevamente. Finalmente, las

muestras fueron analizadas con el citometro de flujo Attune®.

Para la tincion intracelular de OGT y O-GIcNAc: las células fueron desprendidas de
la misma forma mencionada anteriormente pero inmediatamente fueron fijadas con
1% (v/v) de paraformaldehido en PBS por 10 minutos a 4°C. Una vez
permeabilizadas, fueron fijadas con metanol absoluto por 20 minutos en hielo y los
sitios inespecificos de interaccion fueron bloqueados con 3% (w/v) de PBS/BSA.
Los anticuerpos primarios monoclonales anti O-GIcNAc o anti-OGT fueron
incubados durante 30 minutos a 4°C protegidos de la luz. Las células fueron lavadas
una vez e incubadas con anticuerpos secundarios anti-ratébn acoplado FITC o anti-
conejo acoplado a FITC. Se lavaron nuevamente y finalmente fueron analizadas con
el citbmetro FACScalibur. Todos los datos adquiridos por citometria de flujo fueron

analizados con el programa FlowJo X.
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6.7 Aislamiento celular por FACS

De la misma forma que en la citometria de flujo, las células fueron desprendidas y
las muestras resultantes fueron incubadas con anticuerpos primarios monoclonales
anti-CD44 acoplado a APC, anti-CD133 acoplado a PE o un mix de ambos durante
20 minutos a 4°C protegidos de la luz. Las células se lavaron, se filtraron y fueron
colectadas en tubos estériles especiales para citometria de flujo. El aislamiento
celular para separar las subpoblaciones CD44+, CD133+ o CD44/CD133 (dobles
positivas), se llevo a cabo en un citbmetro MoFlow Sorter. Al concluir el aislamiento,
las células se sembraron en medios de cultivo distintos con base en el ensayo que
se llevaria a cabo: DMEM F-12 con 5% (v/v) FBS, medio de formacion de colonias

con ITS o medio para cultivo 3D.

6.8Inhibidores farmacolégicos

8 x 10° células fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pozos y se incubaron
durante toda la noche. Posteriormente, para la inhibicion de OGT, las células se
incubaron durante 24h en ausencia (usando como control la adicion de DMSO como
vehiculo) o en presencia de Ac5SGIcNAc (en una dilucién final de 50 uM). Para la
inhibiciébn de OGA, las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia o
presencia de Thiamet-G (en una dilucion final de 1 pM). Las células fueron
incubadas a 37°C, se capturaron imagenes de los cultivos celulares para cada
tratamiento al final de los periodos de incubacion. Las células finalmente fueron
colectadas para llevar a cabo los ensayos de citometria de flujo o hacer lisados

celulares para WB.
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6.9Apoptosis

La apoptosis se midié usando el kit de tincion Annexin-V-FLUOS (Sigma-Aldrich),
siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. De forma resumida,
después de 24 h de incubacién con los inhibidores Ac5sGIcNAc o Thiamet G, las
células fueron raspadas de la caja de cultivo ligeramente (no se usé tripsina para
desprender las células con el fin de evitar la exposicion inespecifica de Anexina V),
se centrifugaron y lavaron 2 veces con PBS. Se afiadio Anexina-FITC y ioduro de
propidio en el buffer de tincion a la suspensién celular y fueron incubadas por 10

minutos a RT. Las células fueron analizadas con el citdmetro de flujo Attune®.

6.10 Ensayo de proliferacion

La proliferacion fue medida al tefiir a las células con el kit de proliferacion celular
CellTrace (Invitrogen) el cual utiliza el colorante fluorescente CFSE para monitorear
las generaciones celulares, ya que la sefial disminuye a la mitad con cada ciclo de
divisién celular. 5x10% células se incubaron con CFSE (en una dilucién final de 1 uM)
en PBS durante 20 minutos a 37°C. Después, las células se centrifugaron y fueron
sembradas en placas de cultivo de 12 pozos. Las células se incubaron en ausencia
o presencia de los inhibidores Ac5sGIcNAc o Thiamet-G durante 24h. Finalmente,
las células se colectaron, centrifugaron y analizaron mediante citometria de flujo en

el citometro FACScalibur.
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6.11 Ensayo de formacién de colonias

Después del aislamiento celular, 500 células fueron sembradas en placas de cultivo
de 6 pozos con medio DMEM-F12 suplementado con ITS 1X. Después de 2
semanas, se adquirieron imagenes para cada condicion experimental y las colonias

en la caja de cultivo fueron contabilizadas.

6.12 Cultivo 3D

Después del aislamiento celular, 500 células fueron sembradas en cajas de cultivo
de adherencia baja de 6 pozos con medio DMEM F-12 suplementado con B27 (2%
viv) y EGF (20ng/ml) por duplicado. Después de 3 semanas, se adquirieron
imagenes para cada condicién experimental y los esferoides se colectaron para ser

lisados y analizados por WB.

6.13 Analisis estadistico

Los datos estan expresados como la media +/- de SEM. Los andlisis estadisticos se
realizaron usando una pruebat de Student o una ANOVA de una via con una prueba
de comparacion multiple Tukey. El valor de p<0.05 fue considerado como
significativo estadisticamente. Se utilizdé el programa GraphPad Prism 8.0 para

analizar los datos.
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7 RESULTADOS

7.1 Los perfiles de expresion de los marcadores de troncalidad celular en las

células cancerosas colorrectales cambian durante la progresion del cancer

Se han descrito diversos marcadores de CSCs colorrectales a la fecha, incluyendo
CD133, CD44, CD24, CD166 y Lgr-5; entre otros (Taniguchi et al., 2016; Kim et al.,
2014). Se ha demostrado que la isoforma CD44v6 tiene un papel importante en la
progresion, metastasis y prondstico de CRC (Banky et al., 2012; Lv et al., 2015).
Asimismo, CD44 y CD133 han sido ampliamente validados como marcadores de
CSC en una variedad de tumores solidos incluyendo CRC, por lo que fueron
seleccionados en el presente estudio y su expresion fue examinada en células
humanas cancerosas de colon. Como modelos celulares se eligi6 la linea SW480,
proveniente de un caso de adenocarcinoma de CRC y su contraparte metastasica
derivada SW620. Ambas expresan una version trunca de APC, tienen la via de
sefalizacion Wnt constitutivamente activa y son prototipos de células cancerosas
de colon promovidas por KRAS. Los resultados provenientes de cada linea celular

fueron comparados con la linea celular de colon no maligna 112CoN (Figura 10).
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Figura 10. Expresién de CD133, CD44 y CD44v6 en la linea celular normal (112CoN) y las
lineas cancerosas de origen colorectal (SW480y SW620). A) WB mostrando la expresion de
CD133, CD44 y CD44v6 en lisados totales de las lineas celulares. GAPDH se utiliz6 como control
de carga. Los resultados son un representativo de al menos tres experimentos independientes
usando preparaciones celulares. El analisis por densitometria de los niveles de expresién para
cada marcador se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3
ensayos *p = 0.01; ** = 0.001. B) Expresion membranal de las subpoblaciones CD133+, CD44+
y CD133+CD44+ en las células de las lineas celulares 112CoN, SW480 y SW620. Se muestra la
adquisicion de 1 x 10%eventos. Los anticuerpos anti-CD44 acoplado a APC y anti CD133 acoplado
a PE se utilizaron para la tincion de proteinas. Para la adquisicion de muestras se utilizo el
citometro MoFlow. C) Expresion membranal de CD44v6 en las lineas celulares SW480 y SW620.
Se muestra la adquisicion de 1 x 10% eventos. Los anticuerpos CD44v6 y un anticuerpo secundario
anti-CD44v6 hecho en raton acoplado a FITC se utilizaron para la tincion de proteinas. El
citbmetro FACScalibur se utilizo para adquirir las muestras.

El andlisis por WB de los extractos celulares totales mostrado en la Figura 10A,
indicé que el marcador CD133, mostrado como un doblete, estéd enriquecido en las
células metastasicas SW620; mientras que CD44, también en doblete, se expresa
principalmente tanto en las células 112CoN y en las SW480 de cancer primario. La
isoforma de CD44, CD44v6 se expresa solo en las células cancerosas. De forma
interesante, al analizar la expresion membranal de estos marcadores de células
troncales a través de citometria de flujo (Figura 10B/C), se observo que ni CD133 ni
CD44 se expresan en la membrana de las células de colon no maligna. Ademas, se
encontré que las células SW480 solo expresan CD44/CD44v6, pero no CD133 a
nivel membranal. Esto puede explicarse debido a que se ha descrito anteriormente
que el ligando principal de CD44 es HA, el cual esta ampliamente expresado en la
matriz extracelular; por lo que es de esperarse que las células de tumor primario
expresen el marcador asociado a interaccién con matriz extracelular (Zoller, 2011).
Mientras que y de forma remarcable, las células SW620, derivadas de la metastasis
del mismo tumor que las SW480, solo expresan CD133 y CD44v6, pero no CD44.
Ya que existe evidencia creciente que demuestra que la expresién de CD133, esta

asociada a la quimioresistencia, relapso y metastasis distante en pacientes con
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CRC; los resultados anteriores también sustentan la asociacion del marcador de
troncalidad CD133 con el fenotipo maligno celular canceroso (Wang et al., 2012;
Zhao et al., 2016). Por otro lado, estos resultados sugieren que existe un cambio en
el perfil de expresion de los marcadores de troncalidad durante la progresion de la
malignidad. Mas aun, aunque las células no malignas expresan CD44, este
marcador no se encuentra en la membrana celular y cabe resaltar que del total de
la expresion de CD44 expresado en la membrana de las células SW480

corresponde a CD44v6, la variante mas relacionada con malignidad.

7.2 Las lineas celulares de CRC tienen un incremento en los niveles de O-
GIcNAcilaciébn en comparacion con las células de colon no malignha y la
perturbacion de estos niveles incrementa la expresion de marcadores de

troncalidad

Previamente ya habia sido descrito que los niveles de O-GlcNAcilacion se
encuentran incrementados en diversos tipos de cancer, incluyendo CRC (Itkonen et
al., 2016; Fardini et al., 2013). Para determinar los niveles de O-GIcNAcilacion, la
expresion de OGT y OGA en las células de CRC en comparacion con las células no
malignas de colon, se utilizaron ensayo de WB, inmunofluorescencia y analisis por
citometria de flujo. Los resultados mostrados en Figura 11A (Citometria de flujo),
Figura 11B (WB) y Figura 11C (inmunofluorescencia) claramente indican que, como
se habia reportado previamente, los niveles de O-GIcNAcilacién son mayores en las
células cancerosas en comparacion con las no malignas. De forma consiste con lo
anterior, las figuras 11A/B muestran como la expresion de OGT, la cual agrega O-

GIcNAc, tiene un incremento mientas que OGA, la cual lo remueve, mostré una
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disminucién en las células malignas al ser comparada con la expresién encontrada

en las células no malignas.
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Figura 11. Los niveles de O-GIcNAcilacién y laexpresion de OGT son mayores en las lineas
cancerosas en comparacién con la linea normal de colon, mientras que la expresion de
OGA se ve disminuida en las lineas malignas en comparacion con las no-malignas. A)
Citometria de flujo. El analisis por densitometria de los niveles de expresién para cada marcador
se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos *p =
0.01; ** = 0.001 comparadas con las células control 112CoN. B) Western blot de lisados totales.
C) Inmunofluorescencias que muestran los niveles de expresion de O-GIcNAc, OGT y OGA en
cada linea celular. Células normales: 112CoN; células cancerosas; SW480 y SW620.

Posteriormente, se investigaron cuales eran los efectos producidos por la
perturbacion de los niveles de O-GIcNAc sobre la expresion de los marcadores de
troncalidad CD44 y CD133 mediante la inhibicion farmacol6gica de OGT y OGA en
las células de CRC. Primero, se examind la efectividad del inhibidor de OGT por
WB: se utilizé el inhibidor Ac5SGIcNAc (50 uM) para disminuir los niveles de O-
GIcNAc y el inhibidor de OGA, Thiamet-G (1 uM) para incrementarlos. Como se
observa en la Figura 12A, tal como se esperaba, la inhibicién de OGA produjo una
elevacion global de los niveles de O-GIcNAcilacidn en ambas lineas celulares;
mientras que la inhibicién de OGT indujo una fuerte disminucién en los niveles en
comparacion con los controles de las lineas celulares. En la Figura 12B se muestran
las fotografias tomadas a las células después de 24 horas de incubacién con los
inhibidores; es interesante observar que en ambos tipos celulares la inhibicion de
OGT, pero no de OGA, produjo un cambio en la morfologia y una disminucion en la
cantidad de células. Debido a que esta disminucion en el nUmero de células puede
ser causado por una disminucién en el rango de proliferacién celular o por un
incremento en la apoptosis, se analizé el impacto de las inhibiciones en ambos
procesos. Los resultados presentados en la Figura 12C indican que la inhibicion de

OGT afecta de forma negativa la proliferacion de las células SW480 y SW620,
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efecto que ya se habia reportado previamente en otros tipos de cancer (Itkonen et
al., 2016), incluyendo las células de CRC (Steenackers et al., 2016). La disminucién
en la proliferacion se visualiza en la figura 12 como la retencién del compuesto
fluorescente CFSE en las células tratadas con Ac5sGIcNAc; mientras que en las
células control o las tratadas con Thiamet-G, la sefial fluorescente disminuye con
cada ciclo de division celular. Ademas, se encontré que ninguno de los tratamientos
con los inhibidores afectd de forma significativa el rango de apoptosis de ambos

tipos celulares, como se muestra en la Figura 12D.
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Figura 12. Efectos de lainhibicion de OGT y OGA en los rangos de proliferacion y apoptosis
de las células SW480 y SW620. Las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia
(vehiculo) o presencia de 50 uM de Ac5sGIcNAc para disminuir los niveles de O-GIcNAc; o en
presencia de 1uM de Thiamet-G para incrementar los niveles. A) Western blot que muestra la
efectividad de los inhibidores en los niveles de O-GIcNAc celulares. B) Después de 24 horas de
inhibicién se tomaron fotografias con aumento 40X. C) Ensayos de proliferacion usando CellTrace
CFSE por citometria de flujo. Los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos *p
=0.01; **=0.001. D) La muerte celular fue evaluada con el Kit de deteccién de apoptosis Anexina
V-FITC. Los diagramas de puntos muestran la muerte celular temprana, tardia, necrosis o las
células viables. Los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos.
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Posteriormente se evaluaron los efectos de la modificacion de los niveles de O-
GIcNAc en la expresion de los marcadores de CSCs mediante citometria de flujo.
Los resultados presentados en la Figura 13A claramente indican que la inhibicion
de OGA no afecto los perfiles de expresion de los marcadores de CSCs CD44 y
CD133 ni en células SW480 ni en las células SW620, en comparacion con las
células control sin tratamiento. Sin embargo, y de forma contrastante, la inhibicién
de OGT en la linea celular metastasica SW620 indujo la expresion de CD44 e
incremento la expresion de CD133. Ademas, enfatizando, la inhibicion de OGT
indujo la aparicion de una subpoblacion doble positiva CD44+/CD133+ tanto en las
células de tumor primario SW480y en la linea metastasica SW620. Por lo que, estos
resultados sugieren que la inhibicibn de OGT incrementa la troncalidad de las
células de CRC. De forma consistente, al incubar tanto los controles como las
células tratadas con los inhibidores en los ensayos de formacién de esferoides y de
actividad clonogénica, solo las células SW480 o SW620 tratadas con Ac5sGIcNAc
formaron esferoides bien definidos y condensados, como se observa en Figura 13B;
asi mismo, la actividad de clonogénica solo se increment6 en las células donde OGT
estaba inhibida, lo que puede observarse en la Figura 13C. Ademas, el analisis de
la expresion de los marcadores CD44 y CD133 mediante WB en las células SW480
y SW620 tratadas mostré6 un aumento significativo de la expresion de CD44 y
CD133 solo en las células donde se inhibi6 OGT en comparacion con las células

donde OGA fue inhibida y con las células control (Figura 13D).
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Figura 13. La inhibicién de OGT promueve cambios en la expresion de los marcadores de
troncalidad, CD133 y CD44. Las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia (DMSO
como vehiculo) o presencia de 50 uM de Ac5sGIcNAc para disminuir los niveles de O-GIcNAc; o
en presencia de 1uM de Thiamet-G para incrementar los niveles. A) Después de 24 horas de
exhibicion, la expresion de las subpoblaciones CD44+. CD133+ y CDCD44+CD133+ se evalud
mediante citometria de flujo, los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos
independientes. *p = 0.01; ** p = 0.001 comparadas con el control. B) Cultivo de esferoides. Las
poblaciones totales fueron cultivadas en placas de ultra baja adherencia con medio suplementado
con EGF y B27. Después de 2 semanas de incubacion, se tomaron fotos de las esferas formadas.
C) Ensayos de clonogenicidad. Las células fueron cultivadas en medio DMEM F12 con ITS en
ausencia o presencia de los inhibidores de OGT o OGA para evaluar la formacién de colonias.
Las barras en las graficas representan la media +/- SEM de tres experimentos diferentes. D)
Western blot de lisados totales mostrando la expresion de CD133 y CD44 en los cultivos de
esferoides. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Los resultados muestran un representativo
de al menos tres experimentos independientes usando preparaciones celulares diferentes. Se
muestra el analisis de densitometria de la expresion de los niveles de cada marcador a la derecha
y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos independientes. *p = 0.01; **p
=0.05, *** p = 0.001 (ensayo de t de Student) comparadas con el control.

7.3 Las subpoblaciones doble positivas CD44+/CD133+, inducidas como
resultado de la inhibicién de OGT, poseen un fenotipo méas agresivo
evaluado mediante el incremento en la clonogenicidad y la formacion de

esferoides en cultivos 3D

Previamente las subpoblaciones doble positivas CD44/CD133 han sido encontradas
en diversos tumores altamente metastasico como higado, pancreas, vejiga y colon.
En CRC, esta subpoblacién fue aislada e indujo la formacion de tumores en ratones
inmunocomprometidos en comparacion con el mismo numero de células que
expresaron sélo un marcador (CD133+/CD44-), las cuales no lograron formar tumor,
indicando que CD44 provee de un mejor enriquecimiento de caracteristicas de
CSCs a la subpoblacion CD133+ (Haraguchi et al., 2008). Del mismo modo, esta
subpoblacién CD133+CD44+ también ha sido caracterizada en diversos tumores
altamente metastasicos; en pacientes con CRC con metastasis temprana de

higado, la co-expresion de CD133 y CD44 es significativamente mayor que en los
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casos sin metastasis (Huang et al., 2012). Por lo tanto, se decidié profundizar y
averiguar si en este caso, el evento también correlaciona con un cambio a un
fenotipo maligno méas agresivo. Con este objetivo, se analizaron las caracteristicas
tipicas que exhiben las CSCs, como la habilidad de formacion de esferoides y la
clonogenicidad, en las subpoblaciones CD133/CD44 en comparacion con las
poblaciones con solo un marcador obtenidas como resultado de la inhibicion de
OGT. Tal como se representa en la Figura 14A, las subpoblaciones de células
troncales encontradas en cada linea celular después de la incubaciéon con el
inhibidor de OGT fueron aisladas mediante FACS y cultivadas para los ensayos de
clonogenicidad y formacion de esferoides en cultivos 3D. Los resultados
presentados en la Figura 14B muestran que, como se esperaba, las células SW620
derivada de metastasis, claramente formaron mas colonias que las células de tumor
primario SW480. De forma interesante, al comparar la subpoblacién con un solo
marcador y la subpoblacion doble positiva de cada linea celular, esta tltima exhibié
mayor habilidad de clonogenicidad, indicando el desarrollo de un fenotipo maligno
mas agresivo (Figura 14B). También se llevaron a cabo cultivos en 3D con medio
selectivo para inducir la formacion de colonoesferas, y como se muestra en la figura
14C, ambas subpoblaciones ya sea en las células SW480 o SW620 tuvieron la
habilidad de formar esferoides en el medio selectivo. Sin embargo, las
subpoblaciones dobles positivas de células troncales en ambos tipos celulares
formaron esferoides mas grandes y condensados comparados con las
subpoblaciones que expresan un solo marcador particularmente en la linea
metastasica SW620. Finalmente, la evaluacion de los niveles de O-GIcNAcilacion

en las subpoblaciones de células troncales derivadas de las células SW480 y
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SW620 derivadas de la inhibicion con OGT mostraron que aunque la subpoblacion
doble positiva de SW480 mostro niveles méas altos de O-GIcNAc comparadas con
sus contrapartes de un solo marcador, no hubo un cambio significativo en los niveles
de O-GIcNAc encontrados en la poblacion doble positiva de las células SW620 en
comparacion con las células troncales positivas con un solo marcador. Aunque debe
tomarse en consideracién que después de la exposicion de condiciones de estrés 'y
cuando las células se adaptan a las condiciones de crecimiento, los niveles de O-

GlcNac se recuperan (Figura 14D).
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Figura 14. Las subpoblaciones dobles positivas CD133+/CD44 inducidas como resultado
de la inhibicion de OGT muestran un fenotipo mas agresivo en comparaciéon con las
subpoblaciones que expresan solo un marcador. A) Esquematizacién de la técnica
experimental usada. B) Ensayos de clonogenicidad. Se llevé a cabo el aislamiento por FACS de
las subpoblaciones sencillas o dobles positivas; las células aisladas fueron cultivadas y crecidas
en diferentes condiciones de cultivo. Las células doble positivas se cultivaron en medio DMEM
F12 con ITS para evaluar la formacion de colonias. Las barras en las gréaficas representan la
media +/- SEM de tres experimentos diferentes. *p = 0.01; **p = 0.05, * ** p = 0.001 (ensayo de t
de Student) comparadas con el control. C) Cultivo de esferoides. Las células fueron cultivadas en
placas de cultivo de ultra baja adherencia con medio suplementado con EGF y B27. Después de
3 semanas de incubacién, se tomaron fotos de las esferas formadas. Para compararlas, las
células que expresan un solo marcador (CD44 para SW480 y CD133 para SW620) fueron
cultivadas bajo las mismas condiciones de cultivo. Los esferoides fueron lisados y se evaluaron
los niveles de expresion de O-GcNAc por WB. El aislamiento de las células por FACS se llevé a
cabo en un citbmetro MoFlow. D) Los esferoides fueron lisados y los niveles de O-GIcNAc fueron
evaluados por WB. Como control de carga se utilizo GAPDH. Los resultados muestran un
representativo de al menos tres experimentos independientes usando preparaciones celulares
diferentes. El andlisis de densitometria de la expresion de los niveles de los niveles de O-GIcNAc
se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos
independientes. *p = 0.01 (Prueba T) en comparacion con los esferoides que expresan solo un
marcador.

7.4 El estrés nutricional induce efectos similares a los observados durante la
inhibicién de OGT en la expresion de marcadores de troncalidad en células

cancerosas

Se encontr6 que la inhibicion de OGT en las células cancerosas de tumor primario
y metastasico indujo no sélo un incremento en la expresiébn de marcadores de
troncalidad, sino también la aparicion de subpoblaciones doble positivas para
marcadores de troncalidad que exhiben un fenotipo mas agresivo. Evidencia
experimental ha mostrado que las sefiales de estrés en el microambiente tumoral
conllevan a la plasticidad fenotipica, invasion y determinan el resultado terapéutico
de los pacientes. El estrés nutricional, particularmente la privacion de glucosa,
puede disminuir la disponibilidad de UDP-GICNAc y como consecuencia, también
los niveles intracelulares de O-GIcNAc. Con este fin, el medio de cultivo de las

células SW480 y SW620 fue reemplazado con solucion HBSS durante diferentes
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periodos de tiempo; 4, 8, 16 o 24 horas (Figura 15). Las células se colectaron en
estos diferentes puntos para evaluar los niveles de O-GIcNAcilacion, la expresion
de OGT y la expresion de los marcadores de troncalidad por WB. Los resultados
presentados en la Figura 15A muestran que, en concordancia con la hipoétesis, la
exposicion de las células SW480 y SW620 a un estrés nutricional agudo mimetiza
la inhibicién de OGT, dado que los niveles de O-GIcNAcilacion y los niveles de
expresion de OGT fueron reducidos en una manera dependiente del tiempo, siendo
las 16 y 24 horas de incubacioén de las células en HBSS donde se encontro la mayor
disminucién. Ademas, los resultados presentados en la figura 15B (expresion de
CD133), 15C (expresion de CD44) y 15D (expresion de CD44v6), muestran que el
estrés nutricional indujo un incremento general en la expresion de los marcadores
de troncalidad en ambos tipos celulares comparados con los controles (tiempo 0);
lo que fue significativo después de 8 h de ayuno. Cabe recordar que, bajo
condiciones normales de cultivo, las células SW480 no expresan el marcador
CD133 (mostrado previamente en la Figura 10). Pero, al ser expuestas a
condiciones de estrés nutricional, la expresion de CD133 se induce y también se
incrementa la expresion de CD44/CD44v6; de una forma similar a cuando OGT es
inhibida farmacol6gicamente. Por lo anterior, los resultados sugieren que el ayuno
incrementa la expresién de marcadores de troncalidad, apoyando la idea de que la
actividad de OGT esta integrada estrechamente con el estado nutricional de la
célulay, ademas, parece que el incremento de los niveles de O-GIcNAc es parte de

la respuesta a estrés enddgena que es ligada a la supervivencia celular.
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Figura 15. El estrés nutricional mimetiza los efectos de la inhibicion de OGT en la
expresion de marcadores de troncalidad. El medio de cultivo de las células SW480 y SW620
fue reemplazada por HBSS durante 4, 8, 16 o 24 horas. Las células fueron colectadas en los
distintos puntos y se midieron los niveles de O-GIcNA, la expresion de OGT, asi como la
expresion de los marcadores de células troncales por WB. A) Los niveles de O-GIcNAc y OGT
disminuyen de forma dependiente del tiempo durante la incubacion de las células en HBSS. Los
resultados obtenidos para la expresion de CD133 se muestran en el panel B, la expresion de
CD44 en el panel C y de CD44v6 en el panel D. Los resultados en las gréficas representan la
media +/- SEM de tres experimentos independientes. *p = 0.01; ** p = 0.001 (ensayo de t de
Student) comparadas con el control.

8 DISCUSION

La presencia de las subpoblaciones de CSCs ha sido identificada en casi todos los
tipos de cancer. Como ya se mencion6 anteriormente, la proteina CD133 ha sido
utilizada ampliamente como biomarcador para identificar y aislar células troncales a
partir de tejidos cancerosos, incluyendo la mucosa colorrectal. La presencia de
células CD133+ ha sido asociada con el fenotipo maligno en diversos tipos de
tumores, incluyendo CRC. Consistente con lo anterior, se ha reportado que la
subpoblacién CD133+ es mas grande en los tumores de metastasis de higado que
en los primarios en CRC (Li, 2013). Ademas, se ha demostrado que las células
CD133+ muestran un alto grado de quimioresistencia (Zhang et al.,, 2010;
Angelastro and Lame, 2010). De forma interesante, en el presente trabajo, se
encontré que, bajo condiciones de cultivo normales, las células SW480 expresaron
el marcador CD44 y no el CD133 en membrana celular; mientras que la linea

derivada metastasica del mismo tumor SW620 expresa principalmente CD133.

Diversos autores han reportado que CD44 también se expresa comunmente en las
CSCs tumorales, y se ha descrito que participa en una variedad de funciones
biolégicas como adhesion celular, migracién tumoral, crecimiento, diferenciacion,

supervivencia y quimioresistencia (Banky et al., 2012). La forma estandar de CD44
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es la isoforma mas pequefia codificada por 10 exones, sin los productos de los
exones adicionales; mientras que las variantes son isoformas que expresan
segmentos adicionales (v2-v10) en el dominio extracelular, los cuales son
generados por splicing alternativo. Tanto la forma estdndar como las variantes
pueden ser reconocidas por los anticuerpos dirigidos contra la region estandar, pero
de forma importante, la expresion de las variantes solo ha sido encontrada en las
células cancerosas y se producen durante la progresién tumoral. Por lo tanto,
diferentes células de un tumor pueden expresar varios y posiblemente diferentes
grupos de isoformas de CD44. En CRC, la isoforma v6 es frecuentemente asociada
con el fenotipo metastésico en la literatura y recientemente se ha asociado con la
adquisicién de la resistencia a farmacos (Lv et al., 2015). De acuerdo con lo anterior,
mientras que el epitelio glandular del intestino grueso expresa la forma estandar
pero no las variantes; los adenomas colorrectales altamente displasicos, el CRC
primario y el metastasico expresan las isoformas de CD44. Por lo que los resultados
presentados apoyan la nocion de que la expresion de las variantes esta asociada
con la malignidad, ya que se encontrd que las células normales de la linea 112CoN
expresan CD44, pero no CD44v6, la cual solo se hallé en las células malignas de

colon.

En este estudié se mostré que, en las células cancerosas, la inhibicion de OGT
indujo la aparicién de una subpoblacion doble positiva CD133+/CD44+ de CSCs.
En concordancia con los resultados, estas células cancerosas CD133+/CD44+ han
sido caracterizadas en diversos tumores altamente metastasicos como CRC (Chen

et al., 2011b; Huang et al., 2012; Bellizzi et al., 2013), higado (Hou et al., 2012) y
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carcinoma de vesicula (Shi et al., 2010b). También se ha reportado que, en CRC
con metastasis temprana de higado, la co-expresion de CD133 y CD44 es
significativamente mas alta en comparacion con los casos sin metastasis de higado

(Huang et al., 2012).

Las funciones que desempefia la O-GIcNAcilacion en las células troncales y la
pluripotencia han sido poco descritas y permanecen sin ser totalmente clarificadas.
En este aspecto, Jang et al. mostro que el bloqueo de OGT mediante su knockdown
reduce el potencial de autorrenovacion en las ESC, mientras que el incremento
global de los niveles de O-GlcNAcilacion inhibié la diferenciacion normal (Jang et
al.,, 2012). Otros autores han mostrado que O-GlcNac se requiere para la
supervivencia de ESC y que el knockout de OGT en ratones mostro letalidad
embrionaria (Shafi et al., 2000). Ademas, se ha revelado a través de evidencia
experimental que O-GIcNAc controla la pluripotencia al regular directamente la
actividad transcripcional de los componentes nucleares de la red de pluripotencia;
por ejemplo, se ha mostrado en diversos factores de troncalidad celular como OCT4
y SOX2. Mientras que el rol de la O-GIcNAcilacién de SOX alun no es totalmente
claro, se ha descrito que OCT4 y OGT interactian y se modifican para regular la

pluripotencia de la red genética (Pardo et al., 2010).

En este trabajo se investigaron los efectos producidos por la modificacién de los
niveles de O-GIcNAc en la expresion de los marcadores de troncalidad CD44 y
CD133 mediante la inhibicion farmacoldgica de OGT u OGA, las enzimas que
catalizan la adicion o remocién de O-GIcNAc, respectivamente. Ademas, no solo fue

confirmado que O-GIcNAc funciona como un sensor nutricional y que la actividad
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de OGT esta estrechamente integrada con el estado nutricional de la célula, como
se reportd previamente en otros sistemas celulares; sino también que los niveles
incrementados de O-GIcNAc son parte de la respuesta enddgena al estrés que esta
ligada a su vez a la supervivencia celular. Con respecto a la anterior, evidencia
experimental ha mostrado que la O-GlcNAcilacion funciona como un sensor
nutricional que asocia el estatus metabdlico de la glucosa con la regulacion celular
de la transduccién de sefales, transcripcion, funcion proteica y diferenciacion
(Olivier-Van Stichelen and Hanover, 2015; Sharma et al., 2018). Como se mencion0
anteriormente, en células cancerosas, el metabolismo esta draméticamente
alterado en comparacion con las células normales; las células cancerosas
reprograman su metabolismo para experimentar una tasa incrementada de
glucalisis y fermentacion de acido lactico, aun bajo condiciones de normoxia [efecto
Warbug (Warbug, 1956)]. Una consecuencia de estos cambios metabdlicos es el
incremento de la ingesta celular a la glutamina, que a su vez, incrementa el flujo a
través de HBP. Ya que HBP requiere glucosa, glutamina, acidos grasos y UTP,
integra la informacion de la disponibilidad de nutrientes en la célula. De forma
importante, HBP produce el donador de energia UDP-GIcNAc, el cual es el donador
involucrado en la sintesis de nucledétidos, glicosilacion compleja y también es

utilizado por OGT para modificar proteinas blanco (Iltkonen et al., 2016).

La expresiéon incrementada de OGT se ha detectado en diversos tipos de cancer,
incluyendo cancer de vejiga (Rozanski et al., 2012), cancer de pulmén y CRC. En
este trabajo fue confirmado que OGT esta sobrexpresada en las células cancerosas

en comparaciéon con las no malignas, y se mostro que la disminucién de los niveles
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de O-GIcNAc, a través de la inhibicion farmacolégica de OGT, indujo la aparicion de
una pequefa subpoblacion CD44+/CD133+ con un fenotipo méas agresivo. Aunque
al analizar los niveles de O-GIcNAc en las células doble positivas de la linea SW620,
se encontrd que exhibieron niveles menores de O-GIcNAc comparados con sus
contrapartes que solo expresan un marcador; mientras que la subpoblacién doble
positiva de las células SW480 mostré niveles mayores en comparacion con la
subpoblacién con un solo marcador. Pero debe tomarse en consideracion que los
niveles de O-GIcNAc examinados en los esferoides derivados de las células
troncales dobles positivas fueron obtenidos 3 semanas después de los cultivos 3D.
Por lo que se esperaba una disminucion en los niveles de O-GIcNAc solo como el
resultado del ayuno o si la glucosa fuera retirada de las células tumorales, pero una
vez que estas se adaptan a las condiciones de cultivo, los niveles de O-GIcNAc se
recuperan como resultado de su metabolismo. Sin embargo, es interesante notar
que estos niveles fueron menores en las células metastasicas SW620 en
comparacién con las células del tumor primario SW480 de las que derivan. Ya que
se espera una disminucién en los niveles de O-GIcNAc si la glucosa es retirada, se
hipotetizé que la exposicién de las células a un estrés nutricional agudo podria
mimetizar los efectos producidos por la inhibicion de OGT. De hecho, los resultados
presentados confirmaron que el ayuno incrementa la expresion de los marcadores
de troncalidad, reafirmando la nocion de que la via HBP y la actividad de OGT estan
intimamente integradas con el estado nutricional de la célula y contribuye a regular

el mantenimiento de la troncalidad.
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En este trabajo se encontr6 que el incremento de los niveles de O-GIcNAc
observado en las células de CRC parece ser parte de la respuesta endbégena a
estrés nutricional la cual esté ligada a la supervivencia celular. En este aspecto, los
datos son consistentes con la nocién de que la modificacién por O-GIcNAc de
proteinas es una via de sefalizacion modulada metabdlicamente que regula la
funcion celular y tiene un papel particularmente critico en mediar la respuesta de las
células al estrés (Chatham and Marchase, 2010). Evidencia de lo anterior fue
reporta en 2004 por Zachara et al., cuando se mostré que los niveles de O-GIcNAc
incrementan la respuesta a diversos arreglos de estimulos de estrés y la inhibicion
de esta respuesta produjo una reduccién en la supervivencia celular (Zachara et al.,
2004). Otros autores también mostraron que los niveles de O-GIcNAc se
incrementan en respuesta al estrés, este aumento atribuye un incremento a la
tolerancia al estrés; ademas el aumento agudo de esta respuesta es citoprotectora,
incluso en el sistema cardiovascular (Liu et al., 2006). Por lo tanto, los datos del
presente trabajo apoyan a la propuesta de que la modificacion por O-GIcNAc de
proteinas no solo funciona como un sensor del estado nutricional el cual tiene un
papel critico en el mantenimiento de la troncalidad, sino que también es un

importante mediador de la respuesta celular a condiciones de estrés.
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CONCLUSIONES

e La inhibicion de OGT y la consecuente disminucion de los niveles de O-
GIcNAc, altera la expresion de marcadores de troncalidad e induce la
aparicién de una subpoblacién agresiva doble-positiva CD133+/CD44+. La
co-expresion de ambos marcadores ha sido encontrada y caracterizada en
tumores de CRC altamente metastasicos.

e La exposicidon de las células cancerosas a estrés nutricional agudo mimetiza
el efecto de la inhibicion de OGT, lo cual confirma que O-GIcNAc funciona
como sensor nutricional y que la actividad de OGT esta altamente integrada
con el estatus nutricional de la célula.

e La via metabdlica HBP/O-GIcNAc regula la funcion celular y juega un papel

critico al mediar la respuesta celular a estrés.

e O-GIcNAc se asociada con desarrollo maligno de las CSCs, por lo que puede

su alteracion puede asociarse con los sellos distintivos del cancer.
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The dynamic O-linked-N-acetylgiucosamine posttranslational modification of
nucleocytoplasmic proteins has emerged as a key regulator of diverse cellular processes
Including several hallmarks of cancer. However, the role played by this modification in the
establishment of CSC phenotype has been poorly studied so far and remains unclear.
In this study we confirmed the previous reports showing that colon cancer cells exhibit
higher O-GIcNAc basal levels than non-malignant cells, and investigated the role played
by O-GicNAcylation In the regulation of CSC phenotype. We found that the modification
of O-GlcNAcytation levels by pharmacological inhibition of the O-GIcNAc-transferase
enzyme that adds O-GicNAc (OGT), but not of the enzyme that removes it (OGA),
Increased the expression of all stem cell markers tested in our colon malignant cell
lines, and induced the appearance of a double positive (CD44+/CD133+) small stem
cell-like subpopulation (which corresponded to 1-10%) that displayed very aggressive
malignant phenotype such as increased clonogenicity and spheroid formation abilities in
3D cuiture. We reasoned that OGT inhibition would mimic in the tumor the presence of
severe nutritional stress, and indeed, we demonstrated that nutritional stress reproduced
in colon cancer cells the effects obtained with OGT inhibition. Thus, our data strongly
suggests that stemness is regulated by HBP/O-GicNAcylation nutrient sensing pathway,
and that O-GicNAc nutrient sensor represents an important survival mechanism in
cancer cells under nutritional stressful conditions.

Keywords: colon cancer, 0-GlcNAc, cancer stem cells, stemness, OGT, OGA

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent cancers and is a leading cause of cancer
mortality worldwide. It is well-known that tumors are formed by different cells, and that among
them, the cancer stem cell (CSC) subpopulation are proposed to be responsible for tumor
initiation, drug and radiation resistance, invasive growth, metastasis, and tumor relapse (1). Several
colorectal CSC markers have been reported to date, including CD133, CD44, CD24, CD166, and
leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 5 (LGR5) (1, 2). In addition, the CD44
isoform containing variant exon v6 (CD44v6) has been reported to play an important role in the
progression, metastasis, and prognosis of CRC (3, 4).
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O-linked  f-N-acetylglucosamine  (0-GlcNAc)  protein
modification has emerged as a critical regulator of diverse cellular
processes, but its role in stem cells (SCs) and pluripotency has
been poorly investigated so far and remains unclear. In this
respect, several studies have suggested that O-GlcNAcylation
promotes SC maintenance, and decrease in 0-GlcNAcylation
may be required for SC differentiation (3). Surprisingly, this
highly dynamic modification of proteins is regulated only by
two enzymes: the O-GlcNAc transferase (OGT), which adds
the residue and the O-GlcNAcase (OGA), which removes
it. Increased OGT activity has been shown to contribute to
maintenance of stemness and to prevent differentiation to
specific tissue types (6, 7). In addition, it has also been reported
that increased OGT activity affects transcriptional activity of
Sox2 and Oct4 SC marker proteins to maintain genomic stability,
thereby maintaining self-renewal (5, 8).

Growth and proliferation of cancer cells tightly depend
on their nutritional environment, particularly on glucose
availability. It is well- known that SCs originating in
hypoxic niches reprogram their metabolism from oxidative
phosphorylation to aerobic glycolysis to increase glycolytic
activity even in the presence of oxygen (Warburg effect).
Glutamine is also taken up actively in embryonic SCs (9).
However, even though the contribution of the metabolic
and nutrient sensing pathways to stemness maintenance is
recognized, there is very little understanding of the molecular
mechanisms that link stemness to the nutrient-sensing pathways
(7). However, among these, the hexosamine biosynthesis
pathway (HBP) is probably most relevant. This pathway,
which is triggered by increased glucose uptake, is helpful in
biosensing glucose and routing it through a shunt pathway
to make UDP-N-Acetyl glucosamine (UDP-GlcNAc) which is
utilized for O- GlcNAc modification of cytosolic, nuclear and
mitochondrial proteins (7). In this respect, it is well-known
that O-GlcNAcylation adjusts protein function according to
the nutritional status of the cell. Remarkably, increased glucose
uptake has been demonstrated that leads to increased OGT
activity (7, 8), and may be instrumental in regulating self-renewal
not only in embryonic and hematopoietic SCs but also in CSCs.
In this study we investigated the role played by 0-GleNAcylation
in the establishment of CSC cell phenotype. Our data indicate
that stemness is regulated by HBP/O-GlcNAcylation nutrient
sensing pathway, and that O-GlcNAc nutrient sensor represents
an important survival mechanism in cancer cells under
nutritional stressful conditions.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and Antibodies

The following antibodies were used in the experiments:
allophycocyanin (APC)-conjugated mouse anti-CD44 from BD
Biosciences, phycoerythrin (PE}-conjugated mouse anti-CD133
from Miltenyi Biotec, rabbit anti-CD44, rabbit anti-CD133, and
mouse anti-OGT from Abcam, Alexa 647-conjugated rabbit anti-
mouse from Invitrogen; rabbit anti-f-tubulin from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA): Alexa 488-conjugated goat
anti-rabbit from Molecular Probes, Inc., (Eugene, OR, USA),

mouse anti-0-GleNAc (RL2) from Thermo Fisher Scientific;
mouse anti-GAPDH from Santa Cruz Biotechnoloigy Inc (Sta.
Cruz, CA, USA).

Cell Lines

Primary SW480 and its derivative metastatic SW620 colorectal
cell lines, express a truncated version of APC (Adenomatous
polyposis coli), have constitutively active Wnt signaling and
are prototype of KRAS-driven cancer cells (KRAS GI12V, APC
Al457T/K1462R, FGFR3 S400R, TP53 R273H, and STK11 G585
mutations) (10). These cancer cell lines and the non-malignant
112CoN colon cell line used here were purchased from American
Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) and
were authenticated in June 2017 by Short Tandem Repeat
DNA profiling performed at the Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN) in Mexico City.

Cell Culture

112CoN cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagles
medium (DMEM) supplemented with 10% (w'v) fetal bovine
serum (FBS), antibiotics (120 mg/ml penicillin and 200 mg/ml
streptomycin) and 2mM L-glutamine. SW480 and SW620
cells were maintained in DMEM F-12 supplemented with
5% (viv) FBS, antibiotics and 2mM glutamine. All cells
were cultured in a humidified 5% (v/v) CO, incubator at
37°C. For starvation cells were washed twice with phosphate-
buffered saline (PBS, GIBCO/Invitrogen) and placed in HBSS
buffer { GIBCO/Invitrogen).

Western Blotting

Protein samples (30 pg) were separated by 10% SDS-
PAGE followed by electrophoretic transfer onto nitrocellulose
membranes { Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The membranes were
blocked with 5% (w/v) non-fat dry milk and incubated overnight
at 4°C with the corresponding primary antibody. Detection was
performed using the SuperSignal Kit (Pierce) with a horseradish
peroxidase-conjugated second antibody. Actin or fi-tubulin were
used as control for equal loading.

Immunofluorescence and Confocal

Microscopy

Cells were seeded into §-chamber culture slides (LabTek™) at 5
% 10% cells/ml per chamber overnight. Then, samples were fixed
with 1% (w/v) of paraformaldehyde in PBS for 10 min at room
temperature (RT). Fixed cells were washed with PBS and cell
permeabilization were performed with 1% (v/v) Triton X-100 in
PBS for 5min. Unspecific interaction sites were blocked with 3%
(wiv) BSA/PBS. After washing, the slides were incubated with
anti-0-GlcNAe, anti-CD133 or anti-CD44 primary antibodies
(Abcam) diluted in 1% (m/v) BSA/PBS overnight at 4°C in
darkness. Cells were washed with PBS, followed by incubation
with secondary Alexa Fluor 647-conjugated goat anti-rabbit or
Alexa 488-conjugated goat anti-mouse antibodies (Invitrogen)
for 2h at RT. Chambers were incubated with DAPI (SIGMA
Aldrich) in PBS for Smin at RT. After washing three times
with PBS, the slides were mounted with Vectorshield® (Vector
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Labs, CA). Cells were examined under a Nikon A1R+ STORM
confocal microscopy. Pictures were analyzed with Image].

Flow Cytometry
For membrane staining of CD44 and CD133, 1 x 10* cells were

detached with EDTA-PBS 10mM solution, scraped gently and
collected by centrifugation at 500 g. Pellet were washed twice
with PBS and samples were incubated with anti-CD44-APC
coupled (BD Bioscience), anti-CD133-PE-coupled (Myltenyi), or
with a mix of CD44/CD133 during 20 min at 4°C in darkness.
Then, PBS were added and cells were newly centrifuged. Finally,
samples were analyzed with an Attune® cytometer.

For intracellular staining of OGT and O-GlcNAc, cells were
detached in the same way but immediately they were fixed with
1% (m/v) of paraformaldehyde in PBS for 10 min at 4°C. Fixed
cells were permeabilized with absolute methanol for 20 min on
ice and unspecific interaction sites were blocked with 3% (m/v)
BSA in PBS. Anti O-GlcNAc (RL2) or anti-OGT antibodies were
added during 30 min at 4°C in darkness. Cells were washed one
time and incubated with FITC-coupled anti-mouse or FITC-
coupled anti-rabbit secondary antibodies. Cell were washed one
time with PBS. Finally, samples were analyzed with a FACScalibur
cytometer. All data were analyzed by Flow]o X software.

Cell Sorting

As in flow cytometry, cells were detached in the same conditions.
Samples were incubated with APC-conjugated anti CD44
(BD Bioscience), PE-conjugated anti-CD133 or a mix of ant-
CD44/CD133 during 20min at 4°C in darkness. Cells were
washed. Samples were filirated and collected in special cell
cytometry sterile tubes. Cell sorting was performed to separate
CDdd+, CD133+ or CD44+/CD133+ (double positive) cellsina
MoFlow Sorter. Later cells were seeded in different culture media
types (DMEMEF-12 with 5% {v/v) FBS, colony formation medium
with ITS, or 3D culture media).

Pharmacological Inhibitions

8 x I0F cells were seeded in 6 -well culture plaques and
incubated overnight. Then, for inhibition of OGT, cells were
incubated 24 h in the absence (vehicle DMS0) or presence of
AcHSGlcNAC (50 M final dilution), and for inhibition of OGA,
were incubated 24 h in the absence (vehicle DMSO) or presence
of Thiamet-G (1 pM final dilution). Cells were incubated at 37°C,
and pictures of cell cultures for each treatment were taken at
the end of incubation periods. The cells were then collected to
perform flow cytometry and to make lysates for Western blotting.

Apoptosis

Apoptosis was measured using the Annexin-V-FLUOS Staining
Kit (Sigma-Aldrich) as recommended by the manufacturer’s
instructions. Briefly, after 24 h of incubation with Ac5sGlcNAc
or ThiametG, cells were gently scraped (we did no use trypsin
to detach cells to avoid the unspecific exposure of Annexin
V), centrifuged and washed twice in PBS. Annexin V-FITC in
the staining buffer and propidium iodide were added to cell
suspension and incubated for 10 min at room temperature. Cell
were washed and analyzed with Attune Flow Cytometer.

Proliferation Assay

Proliferation was measured by labeling of cells with the
fluorescent dye Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester
(CFSE) to track generations of cells, since the associated
fluorescence signal decreases by half with each cell division cycle.
5 x 10M cells were incubated with CFSE (1 pM) in PBS during
20 min at 37°C. Then, cells were centrifuged and seeded on 12-
well tissue culture plates. Cells were incubated in the absence
or presence of Ac5sGlcNAc or ThiametG 24 h, then collected,
centrifuged and analyzed by flow cytometry.

Colony Formation Assay

After cell sorting, 500 cells were seeded in 6- well culture
plaques with DMEM F-12 medium supplemented with insulin,
transferrin and Selenite grow supplement (1X). After 2 weeks,
pictures for each condition were taken and colonies on the plaque
were counted.

3D Culture

After cell sorting, 500 cells were seeded in 6- well ultra-low
attachment cell culture plaques with DMEM F-12 medium
containing B27 (2% v/v) and EGF (20ng/ml) per duplicate. After
3 weeks, pictures for each condition were taken, and spheroids
were collected to be lysed for Western blot analysis.

Statistical Analysis

The data are expressed as the mean + standard error of the mean
(SEM). Statistical data analysis was performed using Student’s
t-test or a one-way-ANOVA with Tukey’s multiple comparison
test. A value of p = 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Expression Profile of Stem Cell Markers in
Colon Cancer Cells Changes During
Cancer Progression

Several colorectal CSC markers have been reported to date,
including CD133, CD44, CD24, CD166, and Lgr-5 (1, 2). CD44
isoform containing variant exon w6 (CD44v6) has also been
reported to play an important role in the progression, metastasis,
and prognosis of colorectal cancer (CRC) (3, 4). Because CD133
and CD44 have been widely validated as CSC markers in a
variety of solid tumors including colon cancer, we examined
their expression in human colen cancer cells. We selected as
a model the primary SW480 colon carcinoma cell line and its
derivative metastatic SW620 cell line which express a truncated
version of APC, have constitutively active Wnt signaling and
are prototype of KRAS-driven colon cancer cells in comparison
with the non-malignant colon cell line 112CoN (Figure 1).
Western blot analysis performed in total cells extracts shown
in Figure 1A, indicated that CD133 marker, which appears as
a doublet, is enriched in metastatic SW620 cells, while CD44,
also seen as a doublet, was found mainly expressed both in
non-malignant 112CoN cells and in primary cancer SW480
cells. The CD44 isoform, CD44v6, was found expressed only
in both cancer SW480 and SW620 cells. Interestingly, when we
analyzed the membrane expression of these stem cell markers
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by FACS (Figures 1B,C), we observed that neither CD133 nor
CD44 are expressed in non-malignant colon cells at the cell
membrane. In addition, we observed that SW480 cells only
express CD44/CD44v6 but do not express CD133. Remarkably,
SW620 cells, which are derived from a metastasis of the same
tumor from which the SW480 cells were derived, only express
CD133 and CD44v6, but do not longer express CD44. These
results indicate therefore that there must have been a change
in the expression profile of stem cell markers during malignant
progression. Moreover, although non-malignant cells contain
CD44, they do not express it at the cell membrane and in
contrast, a great proportion of the total CD44 expressed at the
cell membrane in SW480 cells corresponds to CD44v6, as shown
in Figure 1C.

Colon Cancer Cell Lines Have Increased
O-GicNAcylation Levels Compared With
Non-malignant Colon Cells and
Perturbation of These Levels Increased the

Expression of Stem Cell Markers

Increased O-GlcNAcylation levels have been reported in
diverse types of cancers including colon cancer (10, 11). To
determine the levels of O-GlcNAcylation, OGT expression,
and OGA expression in colon cancer cells compared to non-
malignant colon cells, we performed FACS analysis, Western blot
analysis, and immunofluorescence assays. The results shown in
Figure 2A (FACS analysis), Figure 2B (Western blot analysis),
and Figure 2C (immunofluorescence assays) clearly indicated
that, as previously reported, the O-GlcNAcylation levels are
higher in colon cancer cells compared to non-malignant cells.
Consistent with this, Figures 2A,B show how the expression of
OGT, which adds O-GlcNAc, appears increased while that of
OGA, which removes it, appears diminished in colon malignant
cells, compared with the expression found in colon non-
malignant cells.

We next investigated the effects produced by perturbation
of O-GlcNAc levels on the expression of stem cell markers
CD44 and CD133 by pharmacological inhibition of OGT or
OGA in colon cancer cells. We first examined by Western blot
the effectiveness of the OGT inhibitor Ac5SGIcNAc (50 uM) to
decrease O-GlcNAc levels on cells and of the OGA inhibitor
Thiamet-G (1 M) to increase O-GlcNAc levels (Figure 3). As
it can be observed in Figure 3A, as expected, when OGA was
inhibited, a global elevation of protein O-GlcNAcylation was
observed in both cancer cell lines, whereas inhibition of OGT
induced a strong decrease in O-GlcNAc levels compared with
controls in both cell lines. Pictures taken 24 h after incubation
of cells with the OGT or OGA inhibitors are shown in Figure 3B.
It is interesting to observe in this figure that in both cell lines
the inhibition of OGT, but not of OGA, produced a decrease
in the total number of cells seen in the pictures. Because the
decreased amount of cells could be caused by a decrease in the
proliferation rate or by an increase in the apoptotic cell death,
we decided to analyze the impact of the inhibition of OGT or
OGA on both processes in malignant cells. The results presented
in Figure 3C indicate that the OGT inhibition negatively affected

Y

FIGURE 1 | Exprassion of CD133, CD44, and CD44v6 in normal and
cokrectal cancer cell Ines. (A) Western blot showing the expression of
CD133, CD44, and CD44vE on total lysates of the cel fines. GAPDH wers
used as a load control. The results shown are represantative of at least three
independent experimants using different cafl preparations. A densitomstric
analysis of the expression levels found for each marker is shown at the nght
and the data represent the means + SEM from at least three independent
assays p = 0.01; “p = 0.001. (B) Membrane expression of CO133+.,
CD44 4+, and CD133+CD44 + subpopudations in 112CoN, SW480, and
SWB20 cell lines. Acquisition of 1 x 10* events. Anti-CD133 -PE-coupled and
anti-CD44 -APC-coupled were used to stain proteins. MOFlow cytomster
were used to acquired samples. (C) Membrane exprassion of CD44vE in
SW480 and SWB20 cell lines. Acquisition of 1 x 10° events. CD44v6 and a
secondary antibody mouse anti-CD44v6 AITC-coupled wers used to stan
proteins. FACScalbur cytometer wers used o acquired samples.

the proliferation of both SW480 and SW620 malignant cells,
as reported before in other cancer cell types (10) and in colon
cancer cells (12). The inhibition is visualized in the figure as a
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retention of the fluorescent compound CFSE in cells treated with
Ac5sGlcNAc because they did not proliferate, while in control
or in Thiamet-G - treated cells the fluorescence signal decreased
with each cell division cycle. In addition, neither the treatment
of cells with the OGT inhibitor nor with the OGA inhibitor

significantly affected the apoptosis rate of both SW480 or SW620
cells, as shown in Figure 3D

We next investigated the effects of the modification of O-
GlcNAc levels on the expression of cancer stem cell markers
by FACS analysis. The results presented in Figure4A clearly

o
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FIGURE 3 | Effects of the inhibiion of OGT and OGA on the proliferation and apoptosis rates of SW480 and SWE20 cels. Calls were incubated during 24 h in the
absance fvehicle) or presance of 50 yM AcSsGIcNAC to decrease the levels of O-GlcNAC, or in the absenoe fvehidie] or presaence of 1 M Thiamet- G to inhibit OGA
and increase them (A) Westem blotting showing the effectiveness of the inhibitors on GicNAC cellular levels, (B) After 24 h, pictures of each treatment were taken with
a light microscopy. sugmentation 40X. (C) Prolferation assays were performed by flow cytometry with CallTrace CFSE. Data represent the means + SEM ¥om at least
three indepandent assays *‘p = 0.001 (f-test) compared with control 112CoN cells. (D) Cell death was evaluated with the Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit.
Dotplots show early, late, necross or viable cels. The data represent the means + SEM from at least three independent assays.

apoptosis apoptosis

indicated that the inhibition of OGA did not affect the expression
profile of CD44 and CD133 stem cell markers in either SW480
cells or SW620 cells compared with control untreated cells.
However, and in clear contrast, the inhibition of OGT in the

metastatic SW620 cell line, induced the expression of CD44 and
an increase in CD133 expression. In addition, and remarkably,
OGT inhibition induced the appearance of a double positive
CD44+/CD133+ cell subpopulation in both primary SW480
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and metastatic SW620 cancer cell lines. Thus, these results
suggested that the inhibition of OGT increases the stemness in
colon cancer cells. Consistent with this, when we incubated both
control or treated cells with the OGT or the OGA inhibitors
in sphere formation and in clonogenic activity assays, only
the Ac5sGleNAc-treated SW480 or SW620 cells formed well-
defined and condensed spheres as observed in Figure 4B, and the
clonogenic activity only increased in the OGT-inhibited cells, as it
can be seen in Figure 4C. Moreover, the analysis of the expression
of CD44 and CD133 stem cell markers by Western blotting
in both SW480 and SW620 control or treated cells showed a
significant increase in the CD44 and CD133 expression only in
the OGT-inhibited cells compared with the OGA-inhibited and
with control cells (Figure 4D).

Double Positive CD133/CD44 Stem
Subpopulations Induced as Result of OGT
Inhibition Display More Aggressive
Phenotype Compared With Single

Positive Subpopulations

The appearance of double positive CD133/CD44 cancer cells
has been characteristically found in several highly metastatic
tumors of colon, liver, pancreas, and gallbladder (13-19).
Therefore, we decided to investigate if this event correlated
with a change to a more aggressive malignant phenotype.
To this end, we analyzed the typical cancer stem cell traits
such as clonogenic and spheroid formation abilities in the
double positive CD44/CD133 cell subpopulations compared
with the single positive subpopulations obtained as result
of OGT inhibition. As depicted in Figure5A, the stem cell
subpopulations found in each colon cell line after incubation
with the OGT inhibitor were isolated by FACS-cell sorting and
cultured for analysis of clonogenicity and of their ability to form
spheroids in 3D cultures. The results presented in Figure 5B
show that as expected, SW620 cells, which are metastatic,
clearly formed more colonies than primary SW480 cells. But
interestingly, when single positive stem marker subpopulation
was compared with double positive CD44/CD133 subpopulation
in each cell line, the double positive displayed an increased
clonogenicity ability, indicative of a more aggressive malignant
phenotype (Figure 5B). We also perfomed 3D culture in selective
media to induce colonosphere formation, and as shown in
Figure 5C, we observed that both subpopulation types in either
SW480 or SW620 cells had the ability to form spheres in
the selective medium. However, the double positive stem cell
subpopulation in either SW480 or SW620 cells formed much
bigger and condensed spheroids than single positive marker
subpopulations, particularly in the metastatic cell line SW620.
Finally, the evaluation of the levels of O-GlcNAcylation in
the isolated stem cell subpopulations derived from SW480 or
SW620 cells treated with OGT inhibitor (Figure 5D) showed
that whereas SW4B0 double positive stem cell subpopulation
displayed higher levels of 0-GlcNAc compared with their single
marker counterparts, there was no significant change in the
0-GlecNAc levels found in SW620 double positive stem cells
compared with single positive stem cells. It must be taken into

account that after exposure of stressful conditions, and once
cells adapt to the growth conditions, the O-GlcNAc levels are
recuperated. However, it is interesting to note that.

MNutritional Stress Mimics OGT Inhibition

Effects in Cancer Stem Cell Expression

We found that the inhibition of OGT in both primary
and metastatic colon cancer cell lines induced not only an
increase in stem cell markers expression but also, induced
an aggressive phenotype associated with the appearance of
double positive stem cell markers subpopulations. Accumulating
experimental evidence has shown that microenvironmental stress
signals in tumors drive phenotypic plasticity and invasion and
determine therapeutic outcome. Nutritional stress, particularly
glucose deprivation, would diminish UDP-GleNAc availability
and as a consequence, O-GlcNAc intracellular levels. Thus, we
hypothesized that exposure of cells to nutritional stress would
mimic the effects of OGT inhibition. To this end, growth
medium from SW480 or SW620 cells was replaced with Hanks’
Balanced Salt Solution (HBSS) for 4, 8, 16, or 24 h (Figure 6).
Cells were then collected at these time points and assessed
for O-GleNAcylation levels, OGT expression levels, and stem
cell markers expression by Western blot. Results presented in
Figure 6A clearly showed that in agreement with our hypothesis,
exposure of SW480 or SW620 cells to acute nutritional stress
mimicked the inhibition of OGT, since the total O-GlcNAcylation
levels and the OGT expression levels were both reduced in a
time-dependent manner, being greatly diminished after 16 and
24 h of incubation of cells in HBSS. In addition, results presented
in Figure 6B (CD133 expression), 6C (CD44 expression), and
6D (CD44vb expression), show that indeed, nutritional stress
induced a general increase in stem cell marker expression both
in SW480 and SW620 cells compared with controls {time 0), that
was significant after 8 h of starvation. It is noteworthy that SW430
cells, which under normal culture conditions do not express
CD133 stem cell marker, under stressful conditions induce its
expression, in addition to increase CD44/CD44vb expression in a
similar manner as when OGT is inhibited. Taken together, these
results confirmed that starvation increased the expression of stem
cell markers, reinforcing the notion that the activity of OGT is
closely integrated with the nutritional status of the cell, and that
increased (-GlcNAc levels appeared to be part of an endogenous
nutrient stress response that is linked to cell survival.

DISCUSSION

The presence of CSC subpopulations has been identified in nearly
all human malignancies. CD133, also called Prominin-1, is a
pentaspan transmembrane protein which has been used as a
biomarker to identify and isolate stem cells from cancer tissues,
including those emerging from colorectal mucosa. The presence
of CD133 positive cells have been associated with an aggressive
phenotype in several tumor types including CRC. Consistent
with this, it has been reported that the CD133+ subpopulation
is higher in liver metastasis than in primary colorectal tumors
(13). In addition, it has also been demonstrated that CD133+
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cells show a high degree of chemoresistance (20, 21). It is
interesting to note that in agreement with this, in our study we
found that under normal culture conditions, primary SW480
colon cancer cells express the CD44 stem marker and do not
express CD133, whereas their derivative metastatic SW620 cell
line mainly expresses CD133.

CD44 is a transmembrane glycoprotein which has also
been identified as being expressed by many tumor CSCs. It
participates in a variety of biological functions such as cell
adhesion, tumor cell migration, growth, differentiation, survival,
or even in chemoresistance (3, 22, 23). However, CD44s is
the smallest and the standard isoform codified by 10 exons,
without products of variant additional exons, and the CD44
variants are isoforms expressing additional segments (v2-v10)
in the extracellular domain that are generated by alternative
splicing (4). Both the standard and the variants can all be
recognized by an antibody directed against the standard region
but importantly, the expression of CD44 variants has only
been found in cancer cells and has been reported as produced
during tumor progression (3, 4). Thus, different cells of a
tumor can express various, and possibly different sets of CD44
isoforms. In CRC the vb-containing isoform of CD44 is the most
frequently found to be associated with metastatic phenotype in
the literature (24). It was also found that CD44vé is involved in
acquired drug resistance in CRC (4). According with this notion,
while the glandular epithelium of the large bowel expresses the
standard form of CD44 but not variant ones, in contrast, highly
dysplastic colorectal adenomas, primary and metastatic CRC,
express CD44v isoforms (3, 4). In agreement with this, here we
found that non-malignant fetal colon 112CoN cells express CD44
but do not express CD44v6, which we found only expressed in
colon malignant cells.

In this study we found that in colon cancer cells the inhibition
of OGT or the exposure of cells to an acute nutritional stress
mimicking the lack of OGT, induce the appearance of an
aggressive CD133/CD44 double positive CSC subpopulation. In
agreement with our results, these CD1334+CD44+ cancer cells
have been characterized in several highly metastatic tumors
such as CRCs (13-16), HCCs (17), pancreatic cancers (18), and
gallbladder carcinoma (19). It has also been reported that in CRC
with early liver metastases, co- expression of CD133 and CD4d4 is
significantly higher when compared to those without early liver
metastases (15).

To date, the functions played by O-GlcNAcylation in stem
cells and pluripotency has been poorly investigated and remains
unclear. In this respect, Jang et al. (5) have shown that
blocking O-GleNAcylation inhibited ESC self-renewal and the
efficiency of inducible pluripotent stem cells (iPSC) generation,
whereas increasing O-GlcNAcylation inhibited normal ESC
differentiation. Other authors have also shown that 0-GleNAc is
required for ESC survival, and that OGT knockout mouse shows
embryonic lethality (5, 25). In addition, experimental evidence
has revealed that O-GlcNAc controls pluripotency by directly
regulating transcriptional activities of core components of the
pluripotency network. Numerous stem cell factors have been
shown O-GlcNAcylated such as Octd (26) or Sox2 (5). Whereas,
the role of Sox2 O-GleNAcylation is still unclear, Oct4 interacts

with OGT and is modified in order to regulate pluripotency gene
networks (26).

Here we investigated the effects produced by the modification
of O-GlcNAc levels on the expression of stem cell markers
CD44 and CD133 by pharmacological inhibition of OGT or
OGA, the enzymes which catalyze the addition and removal
of O-GlcNAc, respectively. A salient feature obtained here is
that we not only confirmed that 0-GlcNAc serves as a nutrient
sensor and the activity of OGT is closely integrated with the
nutritional status of the cell, as previously reported in other
cell systems, but also that increased O-GlcNAc levels appeared
to be part of an endogenous stress response that is linked
to cell survival In this respect, accumulating experimental
evidence has shown that O-GlcNAcylation acts as a nutrient
sensor that associates the glucose metabolic status with cellular
regulation of signal transduction, transcription, protein function
and differentiation (7, 27). As mentioned before, in cancer cells,
metabolism is dramatically altered compared with normal cells.
They reprogram their metabolism to undergo a high rate of
glycolysis and lactic acid fermentation, even under normoxic
conditions [Warburg effect {28)]. One consequence of these
changes is cellular addiction to glutamine, that in turn, increases
the flux through the hexosamine biosynthetic pathway (HBP).
Because HBP requires glucose, glutamine, fatty acids, and UTP,
is thereby positioned to integrate information on the availability
of nutrients (7, 10). Importantly, HEP produces the high-energy-
donor UDP- GlcNAc, which is the sugar donor involved in the
synthesis of other nucleotide sugars, complex glycosylation and
also utilized by OGT to modify target proteins (10, 27).

Increased OGT expression has been detected in numerous
cancers, including bladder cancer (29) and lung and colon
cancers (30). In addition, HEP enzymes have also been reported
to be over- expressed in human prostate cancer patients (10,
31). Here we confirmed that OGT is overexpressed in colon
cancer cells compared with non-malignant colon cells. When we
decreased O-GlcNAc levels as a result of OGT inhibition, we
observed, as previously reported, a decrease in cell survival, but
unexpectedly, we also observed that the decrease in 0-GlcNAc
levels induced the appearance of an aggressive CD44+/CD133+
small subpopulation which in turn expressed high O-GlcNAc
levels. In this respect, we found that whereas SW620 double
positive stem cells displayed lower levels of O-GleNAc levels
than single positive ones as expected, unexpectedly, SW480
double positive stem cell subpopulation displayed higher levels
of O-GleNAc compared with their single marker counterparts.
But it must be taken into account that the O-GlcNAc levels
examined in the spheroids derived from the double positive
stem cells were obtained from 3-week old 3D spheroids cultures.
Thus, a decrease in O-GlcNAc levels would be expected to
happen only as result of starvation or if glucose were deprived
in tumor cells, but once they adapt to the growth conditions,
0-GlecNAc levels recuperate as a result of their metabolism.
However, it is interesting to note that these levels are lower in
the metastatic SW620 cells, compared with the primary SW480
cells from which they derived. Since a decrease in 0-GlcNAc
levels would be expected to happen if glucose were deprived,
we reasoned that the exposure of cells to an acute nutritional
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stress would mimic the effects produced by OGT inhibition.
Indeed, our results confirmed that starvation increased the
expression of stem cell markers, reinforcing the notion that
the HBP pathway and OGT activity are intimately integrated
with the nutritional status of the cell and contribute to regulate
stemness maintenance.

In this work we also found that the increased O-GleNAc
levels observed in colon cancer cells appeared to be part of
an endogenous nutrient stress response that is linked to cell
survival. In this respect, our data are consistent with the
notion that 0-GleNAc modification of proteins is a metabolically
modulated signaling pathway that regulates cell function and
plays a particularly critical role in mediating the response of
cells to stress (32). Evidence of this was first reported in 2004,
by Zachara et al. when O-GlcNAc levels were shown to increase
in response to a diverse array of stress stimuli, and inhibition
of this response resulted in reduced cell survival (33). Other
authors have also shown that O-GlcNAc levels are increased
in response to stress, that augmentation of O-GlcNAc levels
conferred increased tolerance to stress (32), and that the acute
augmentation of this response is cytoprotective, even in the
cardiovascular system (32, 34). Therefore, our data support that
0-GlcMNAcylation modification of proteins not only functions as
a nutrient status sensor which plays a critical role in stemness
maintenance, but also that it is an important mediator of the
response of cells to stressful conditions.

ETHICS STATEMENT

This work has been conducted following the ethical standards
according to the Declaration of Helsinki and according to

REFERENCES

I. Taniguchi H, Morya C, Igarashi H. Saito A, Yamamoto H. Adachi ¥,
et al. Cancer stem cells in human gastrointestinal cancer. Cancer Sci. (2006)
107:1556-62. doic 10,1111 /cas. 13068

national and international guidelines and has been approved by
the Faculty of Medicine Ethical Committee from Universidad
Nacional Auténoma de México.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

MER-E TL, and GF-G conceived and designed the experiments.
GF-G, MC-P, and A-5V-E performed the experiments. ME-F, TL,
and GF-G analyzed the data. MR-F and TL contributed reagents,
materials, and analysis tools, MR-F wrote the manuscript.

FUNDING

This research was supported by grants from Universidad
Nacional Auténoma de México (DGAPA-UNAM IN215514 and
[N225717) and from CONACYT (FOSSIS 2017-289600).

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank the LABNALCIT-UNAM (CONACYT)
technical support in the acquisition and amalysis of flow
cytometry samples, especially to MS Erick Christian Ivan
Espindola Arriaga. We want also thank to Dr. Miguel Tapia
Rodriguez from the Microscopy unit of IIB-UNAM and Dr.
Stephan Hardivillé from the University of Lille for the kindly
donation of Ac55GIcNAc and Dr. Chan Lagadec from th Cell
Plasticity and Cancer team (INSERM UB08) for helping in FACS
access. GF-G is a Ph.D. student in the Programa de Doctorado
en Ciencias Bioguimicas, Universidad Nacional Autdnoma de
México (UNAM), and was granted with a Fellowship by DGAPA,
UNAM, Mexico and by CONACYT.

. leon JH, Suh HN. Kim MO, Ryu [M. Han H]. Glucosamine- induced OGT
activation mediates glucose production through cleaved Notchl and Fox(O1.
which coordinately contributed to the regulation of maintenance of self-
renewal in mouse embryonic stem cells. Stem Cells Dev. (2004) 23:2067-
7% doi: 10.108%/scd. 301 3.0583

X Kim 5T, Sohn I, Do I-G, Jang |. Kim 5H. Jung SH. =t al. Transcriptome 9. Marsboom G, Zhang GF Pohl-Axila N, Zhang ¥, Yuan ¥, Kang H. et al
analysis of CDI33-positive stem  cells and prognostic wvalue of Glutamine metabolism regulates the plunpotency transcription Ector (T4,
survivin  in  oolorectal cancer. Camncer Genomics  Proteomics. (2014} Cell Rep. (2016]) 16:323-32. doi: 10.1016/j.celrep. 2016.05.089
11:25%-66. doi: 10.1016/50959-8049( 14)70327-2 10, Itkonen HM, Gorad 55 Duvean DY, Martin 5ES, Barkowskaya

3. Binky B. Risé-Bamett L, Barbai T, Timdr [ Becsigh P Rizo E A, Bathen TE et al Inhihition of o-GlcMNAc transferase  activity
Characteristics of CIM4  alternative splice patfern in the course of reprograms  prostate  cancer  cell metabolism.  Oncotarget.  [2016)
human colorectal adenocarcinoma  progression. Mol Cancer.  (2012) 7:12464-76. doi: 101863 Y oncotarget. 7039
11:83. doi: 10.1186/1476-4598-11-B3 11. Fardini ¥, Dehennaut V, Lefebvre T, Issad T. O-GlchNAcylation: a new cancer

4. Lv L, Liu H-G, Dong 5Y. Yang F, Wang Q-X, Guo G-L, et al. Upregulation hallmark? Fromt Endocrinol. {2013) 4:99. doi: 10,3389/ fendo. 201 300099
of CDM4v contributes to acquired chemoresistance wvia the modulation 12. Steenackers A, Olivier-Van Stichelen 5, Baldini 5F, Dehennaut V, Toillon A,
of autophagy in colon cancer SWA4BD cells. Tiemor Biol (2015} 37:8R11- Le Bourhis W, et al. Silencing the nucleccytoplasmic O-GleNAc transferase
24 doic 10.1007/s13277-015-4755-6 reduces proliferation, adhesion, and migration of cancer and fetal human

5 Jang H. Kim TW, Yoon 5. Choi 5Y, Kang TW. Kim 5Y, et al. O- cobon cell lines. Fromt Endocrimal (2016) 7-46. doi: 103389/ fendn. 201 600046
GlcMAc regulates pluripotency and reprogramming by directly acting on core 13, Li, £ CI¥33: a stem cell bismarker and beyond. Exp Hematol Cncol (2013}
components of the pluripotency network. Cell Stern Calll (2012) 11:62- 2:17 doi: 10.1186/2162-3619-2-17
74. doic 10,1006/ stern. 201 2.03.001 14. Chen KL Pan F Jiang H. Chen JF Pei L. Xie FW, et al. Highly enriched

6. Ogawa M. Sawaguchi 5. Kamemura K. Odajima T. Infracellular and CI¥ 33+ o044 +) stem-like cells with CD133+ )CDdd(high) metastatic
extracellular O-linked N-acetylglscosamine in the nervous system. Exp subset in HCT116 colon cancer cells. Clin Exp Metast. (2011) 2B:751-
Newrol. (2015} 274:166-74. doi: 10.1016/j.expneural 201 5.08.009 63, doi: 101007 /s10585-011-9407-7

7. Sharma NS Saluja AK. Banerjee 5 Nutrient-sensing and  self- 15, Huang X. Sheng Y, Guan M. Co-expression of stem cell genes CI133 and
renewal: O-GkNAc in 2 new role. [ Boenergy Biomembr. (2017) CIM4 in colorectal cancers with early liver metastasis. Surg Oncol (2012)
50:205-11. doi: 10.1007/s10863-017-9735-7 21:103-7. doi: 10.1016/jsuronc 201 1.06.001

Frontiers in Endocrinoiogy | wew. frontiersin.ong 12 May 2019 | Violume 10 | Arficle 288

86



Fuentes-Garcia et al.

O-GleNAC Lavels Ragulates Stermness

21,

24,

25.

26.

. Bellizzi A, Seb

S, Ceglia P, C M., Divella R. Manzillo EF, et al.
Co-expression of CDI33 (+)/CD44(+) in human colon cancer and liver
metastasis. J Cell Physiol. (2013) 228:408-15. doi: 10.1002/jcp.24145

. Hou Y, Zou Q, Ge R, Shen E Wang Y. The critical role of CD133(+)CD44

is of liver Cell Res.

(+/high) tumor cells in h s
(2012) 22:259-72. doi: 10.1038/cr.2011.139

. Wang D, Zhu H, Zhu Y, Liu Y. Shen H, Yin R, et al. CD133(+)/CD44

(+V0dl(+)fNemn1+) stem-like cells uohled from Panc-1 cell line may
it to multi and of p cancer. Acta
Histochem. (2013) 115:349-56. doi: lo.lnlﬁljaclhmmllmm

. Shi C, Tian R, Wang M, Wang X, Jiang |. Zhang Z, et al. CD44+ CD133+

population exhibits cancer stem cell-like characteristics in human gallbladder
carcinoma. Cancer Biol Ther. (2010) 10:1182-90. dos: 10.4161/cbt.10.11.
13664

. Zhang Q. Shi S, Yen Y. Brown J, Ta JQ. Le AD. A subpopulation of

CDl33 (+) cancer stem-like cells characterized in human oral squamous cell
confer to ch herapy. Cancer Lett. (2010) 289:151-

60. doi: 10.1016/j.canlet.2009.08.010

Angelastro M, Lame M. Overexpression of CDI133 promotes drug

resistance in C6 ghoma cells. Mol Cancer Res (2010) 8:1105-15.

doi: 10.1158/1541-7786. MCR-09-0383

Tumor M, Lilly P Bourguignon W. CD44 in cancer progression:

adhesion. Migr Growth Regul. (2004) 35:211-31.  doi:  10.1023/

B:HIJO.0000032354.94213.69

. Kuhn S, Koch M, Nabel T, Ladwein M, Antolovic D, Klingbeil P, et al

A:omplnol’ﬁp(:\M.ch::dm? CD44 variant isoforms, and tetraspanins
cancer i Mol Cancer Res. (2007) 5:553-

'BF

27. Ofivier-Van Stichelen S, Hanover JA. You are what you eat: O-linked N-
igl ine in di devel and epig Curr Opin Clin

NHNMMCCR (2015) 18:339-45. dol 10,1097/ MCO.0000000000000 1 88

Warburg O. On the origin of cancer cells. Science. (1936) 123:309-

14. doi: 10.1126/science.123.3191.309

Rozanski W, Krzeslak A, Forma E, Brys M, Blewniewsks M, Wozniak P, et al.

Prediction of bladder cancer based on urinary content of MGEAS and OGT

mRNA level. Clin Lab. (2012) 58:579-83.

. Mi W, Gu Y. Han C, Liu H, Fan Q, et al. O-GlcNAcylation s 2 novel

regulator of lung and colon cancer malignancy. Biochim Biophys Acta. (2011)

1812:514-9. doi: 10.1016/j.bbadis.2011.01.009

Itkonen HM, Engedal N. Babaie E. Luhr M, Guldvik I], Minner 5

et al. UAPl is overexpressed in prostate cancer and is protective

against inhibitors of N-linked glycosylation. Oncogene. (2015) 34:3744-

5032. doi: 10.1038/onc.2014.307

Chatham |C, Marchase RB. Protein O-GleNAcylation: a critical regul

of the cellular response to stress. Curr Signal Transduct Ther, (2010) 5:49-

59. doi: 10.2174/157436210790226492

Zachara NE, O'Donnell N, Cheun;WD.Mzutrﬂ.Mnﬁhl‘D.HanGW

Dynamic O-GlcNAc modification of nucleocy

mwu.AmmnlmponmormmnalunmllslﬂnlC}um u.oou

279:30133-42. doi: 10.1074/jbc. M 403773200

ac

28.

29.

31

32,

33,

34. Liu J, Pang Y. Chang T, B lis P, Chatham JC, Marchase RB. 1 d
h inc biosynthesis and p O-GleNAc levels associated with
rdial p i i dox and ischemia. J. Mol Cell

Cardiol. (2006) 40:303-12. doi: 10.1016/L.yjmcc2005.11.003

67.do': 10.1158/1541- m-osmu Conflict of I S The h declare Ilul the research was
R«&tlA.GﬁkyDCWMMnBM’MhﬂlTM" of d d in the ab of any ial or financial hips that could
antisense CD44 variant 6 i ! tumor i uud tumor  be dasap ial conflict of i

growth in a wmmd i pression of anti CD44 variant

Fibyi 1

6 i tumor and tumor growth in a wound
environment ). Cancer Res. (1998) 58:3719-26.

Shafi R, Iyer SP. Ellies LG, O'Donnell N, Marck KW, Chui D, et al. The O-
GUkcNAc transferase gene resides on the X ch and is ial for
embryonic stem cell viability and mouse ontogeny. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
(2000) 97:5735-9. dok: 10.1073/pnas 100471497
Paran.Ln\gB.YuLPrmmH.lndkyA.BnthM ct al. An expanded
Octd i ions for stem cell biology, development,
and discase. Cell Stem Ccl!. (2010) 6:382-95. doi: 10.1016/.stem.2010.
03.004

The reviewer EZ declared a shared affiliation, with no collaboration, with
several of the authors GF-G, MC-P and MR-F to the handling Editor.

Copyright © 2019 Fuentes-Garcia, Castafteda-Patldan, Vercoutter-Edowart, Lefebvre
and Roliles-Flores. This is an open-access article distributed under the terms of
the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use, distribution or
reproduction in other forums is permitted, provided the original author(s) and the
copyright owner(s) are credited and that Ih: omm-l publication in this pum-l
is cited, in i with d ice. No use, distrib, or
rq’rmﬁxtmupmmndwﬁmhhsmmmﬂynmmm

Frontiers in Endocrinciogy | www. frontiersin.org

13

May 2018 | Volurme 10 | Article 289

87



128

Revista de Educacién Bioguimica (REB) 40(3):128-144, 2021

LA FUNCION DE LA O-[3-N ACETILGLUCOSAMINA
(O-GLcNAc) EN LOS PROCESOS DE ENFERMEDAD*

Gabriela Fuentes-Garcia!, Cristina Patlan-Castafeda!,
Tony Lefebvre? y Martha Robles-Flores '3

!Departamento de Bioquimica. Facultad de Medicina, Universidad Macional Autdnoma de México. CDOMX, México.
ZUMR CNRS B576, Universite de Lille. Lille, France. *Autor de correspondencia: rmartha@unam.mx

RESUMEN

La O-GlcNAcilacion es una glicosilacion no-candnica que consta de la union del motivo
0-GlcNAc en las serinas y treoninas de diversas proteinas. Ya que la produccion de
0-GlcNAc depende del flujo de glucosa, aminoacidos, acidos grasos y nucledtidos,
se ha postulado como un sensor del estatus nutricional de la célula. Sin embargo, la
literatura que describe su papel en la regulacidon de diversos procesos celulares ha
incrementado de forma importante desde su descubrimiento. Por lo que ahora, no
solo es considerado como un sensor nutricional, sino como una modificacién postra-
duccional que interacciona con otras como la fosforilacidon, metilacidon, ubiguitinacion
para mantener la homeostasis celular. Asimismo, se ha descrito ampliamente que
el desequilibrio en los niveles de O-GlcMAc se ha asociado con diversas patologias.
Debido a lo anterior, el objetivo de esta revision es describir algunos de las princi-
pales funciones que desempefa la O-GlcNAcilacidn durante diversas patologias y
procesos celulares.

ABSTRACT

D-GlcNAcylation is a non-canonical glycosylation that consists of a linkage of O-
GlcMAcC motif to Serine and Threonine residues of different proteins. Since O-GlcNAC
depends on the flux of glucose, amino acids, fatty acids, and nucleotides, it has been
postulated as a nutrient status sensor within the cell. Howewver, literature describing
its role in the regulation of several cellular processes has greatly increased since
the discovery of O-GlcMAc. Now, O-GIcNAcC is not only considered as a nutritional
sensor, but as a posttranslational modification (PTM) which interacts with other
PTMs, such as phosphorylation, methylation, ubiquitinylation to maintain cellular
homeostasis. Likewise, it has been widely described that a disturbance in the le-
vels of O-GIcNAC is associated with several pathologies. Thus, the present review
is aimed to summarize some of the main roles of O-GlcNAcylation during different
pathologies and cellular processes.

PALABRAS
CLAVE:
O-GlcMAC,
modificacion
postraduccional,
cancer,
diabetes,

falla cardiaca.

KEY WORDS:
O-GlcMAC,
post-translational
modification,
cancer,

diabetes,
cardiac failure.

Introduccion

La O-GlcNAcilacidon es una modificacion postra-
duccional (PTM, post-translational modification,
por sus siglas en inglés) gue consta de la unidn
entre el grupo hidroxilo de la serina o treonina
de proteinas citoplasmaticas, nucleares y mito-
condriales y la N-acetil-glucosamina (GIcNAc) a

*Recibido: 11 de octubre de 2020

través de un enlace p-glucosidico (1). O-GlcNAc
proviene del sustrato Uridina-Difosfato-GlcNAc
(UDP-GlcMNAC) que es el producto final del flujo
de nutrientes a través de la via biosintética de
las hexosaminas (HBP, Hexosamine Biosynthe-
tic Pathway), la cual integra el metabolismo de
glucosa, aminoacidos, acidos grasos y nucledti-
dos. Solo existen dos enzimas responsables de

Aceptado: 13 de abril de 2021
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catalizar la adicién y la remocion de O-GIcNAc:
O-GIcNAc Transferasa (OGT), la cual cataliza
la transferencia del GicNAc desde el sustrato
donador UDP-GIcNAc a los grupos hidroxilo de
residuos de Ser y Thr de proteinas blanco; y
O-GlcNAcasa (OGA), que cataliza la hidrdlisis
de la modificacion (2). Ya que la produccion de
O-GlcNAc requiere de diversos nutrientes deriva-
dos de otras vias metabdlicas, se ha propuesto
que la O-GlcNAcilacién es un sensor metabdlico
y nutricional (Fig. 1). Sin embargo, evidencia
creciente indica que interviene en la regulacion
de procesos celulares como la transcripcion de
genes, la traduccion de proteinas, algunas vias
de sefializacion, el metabolismo, la apoptosis;
entre otros. A diferencia de las glucosilaciones

HBP
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I Figura 1, El flujo de nutrientes

| a través de las via Biosintetica

: de las Hexosaminas (HBP)

\ regula la O-GIcNAcilacién. La

| glucosa entra a la célula desde el

| medio extracelular por las proteinas

| transportadoras de glucosa (GLUT,

| Glucose Transporter). Mientras

: que la mayoria de la glucosa

| que ingresa a la célula se usa

| para la glucdlisis y la sintesis de

| glucdgeno, aproximadamente de

| 2-5% de la glucosa se destina a

| HBP. GFAT1 (Glutamine-Fructose-
6-Phosphate Amidotransferase 1)
cataliza el paso limitante de HBP,
el cual convierte a la fructosa-6-
fosfato en glucosamina-6-fosfato.

. Una subsecuente acetilacion y

: uridilacién produce el sustrato para
la O-GlcNAcilacion, Uridina-Difosfato-
GIcNAc. O-GIcNAc Transferasa (OGT)
y O-GIcNAcasa (OGA) catalizan la
adicion y remocion de O-GIcNAc,
respectivamente.

candnicas, la glucosilacién mediante O-GlcNac es
muy dinamica y frecuentemente es trascendente
en respuesta a diversas sefiales ambientales y
fisioldgicas. Incluso, se ha reportado que inte-
racciona con otras PTMs, como la fosforilacion, la
ubiquitinacion, la acetilacion y la metilacion (3).
Gracias al desarrollo de diversas tecnologias que
han permitido identificar la O-GlcNAcilacién de
proteinas especificas, se ha descrito que el nime-
ro de proteinas modificadas en células humanas
ha incrementado de algunos cientos a cerca de
4000, y la lista sigue en aumento (4). En este
articulo se resumen algunas de las funciones
que desemperia la O-GlcNAcilacion en diferentes
procesos biolégicos, como la regulacion de la
funcién de diversas proteinas, y se describe el
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papel que juega en algunas patogenias como el
cancer y la enfermedad de Alzheimer.

0-GlcNAc vy su interacciéon con proteinas nu-
cleares

Entre las proteinas que son modificadas por O-
GlcNAc, cerca del 25% de ellas son factores de
transcripcién o proteinas que estan involucradas
en la regulacion de la expresion génica (5). La
O-GlcNAcilacidn de estas proteinas puede deter-
minar su localizacién subcelular, su interaccidn
con otras proteinas, la fosforilacién por proteina
cinasas para determinar su actividad, o incluso
determinar su capacidad de unidn a DNA en res-
puesta a ciertos estimulos fisioldgicos (6). Desde
hace décadas se mostrd gue la RNA polimerasa
II (Pol II) se modifica por O-GlcNAc (7). El domi-
nio C-Terminal (CTD) de RNA-Pol 11 se fosforila y
es O-GlcNacilado reciprocamente en las Ser2 y
Ser5: la RNA-Pol II que estd O-GlcMNAcilada estd
enriguecida en sitios de inicio de la transcrip-
cién lo que permite el ensamblaje del complejo
de pre-iniciacion, mientras que la remocion de
O-GlcNAc del CTD promueve la fosforilacion ne-
cesaria durante el inicio de la transcripcion vy la
elongacidn (8, 9). Se ha propuesto que, en genes
activamente transcritos, la accidn secuencial de
OGT y OGA es esencial para reciclar a la RNA-Pol I1
de regreso al complejo de pre-iniciacion después
de cada ronda de transcripcion y se ha sugerido
que en el nicleo ambas enzimas pueden formar
un complejo gue interaccione de forma eficiente
con sus proteinas blanco (3). También, existe
evidencia que sugiere que la O-GlcNAcilacidn esta
involucrada con vias de reparacidn del DNA. Se ha
mostrado que la enzima Topoisomerasa [ (Topo
I) se une a OGT y es O-GlcNAcilada. Se observd
que al incrementar los niveles de O-GIcNAc, se
incrementa también la actividad de Topo I (10).
Asimismo, se ha descrito que OGT se reposicio-
na en los sitios de dafo en e DNA vy regula de
manera negativa la fosforilacién (inducida por el
rompimiento de la doble cadena del DNA) de la
histona H2AX y de la proteina MDC1 (Mediator of
DNA Damage Checkpoint) limitando asi la expan-
sion de los eventos de fosforilacidn del sitio inicial
del dafio al DNA (11). Por otro lado, se observd
que la O-GlcNacilacion de CRTC2, FOX01 y PGC1
modula la expresion de genes involucrados en
la gluconeogénesis en hepatocitos (12, 13, 14).
Ademas, afecta la translocacién, la unidn al DNA
y la estabilidad del factor de transcripcion NFkB
a través de la O-GlcNAcilacidon de la subunidad
p65. Esto disminuye la unidn del inhibidor IxkBa e
incrementa la translocacidn vy la actividad trans-

cripcional mientras que la O-GlcNAcilacién de
c-REL es esencial para la unién al DNA (15, 16).

Aproximadamente el 50% de OGT en el nlcleo
existe en complejo con HCF1, por lo que OGT se
ha relacionado con varias modificaciones en las
histonas (17). Se ha demostrado que el complejo
OGT-HCF1 {Host Cell Factor 1) interacciona con
la proteina 1 asociada a BRCAL (BAPI), un com-
ponente del complejo PR-DUB que desubiquitila
la histona H2A (18). Asimismo, OGT se requiere
para la trimetilacion de la histona H3 en la Lys27,
probablemente porgque estabiliza la metiltransfera-
sa de histonas EZH2 y mantiene la integridad del
complejo represivo PCR2 (19, 20). También, se
demostrd que la O-GleMAcilacion de H2B facilita su
mono-ubigquitinacion, proceso que se ha asociado
con la transcripcion activa de genes (21). Mas adn,
OGT se asocia con el complejo co-represor deaceti-
lasa de histonas SIN3A y se ha propuesto gue la O-
GlcMAcilacion de los factores de transcripcion y de
RMNA-Pol II actlien en paralelo con la deacetilacién
de las histonas para promover el silenciamiento de
genes (22). De forma similar, se ha demostrado
que OGT existe en complejo con las proteinas TET
(Ten-eleven translocation methylcytosine dioxy-
genase, por sus siglas en inglés), las cuales regulan
la desmetilacion del DNA a través de la oxidacidn
sucesiva de S5-metil-citocina. Algunos estudios
indican que las proteinas TET facilitan el recluta-
miento de OGT a la cromatina para incrementar la
O-GlcNAcilacidn de las histonas, mientras que otros
sugieren que OGT puede modificar directamente a
las proteinas TET y modular su estabilidad o loca-
lizacién nuclear (23, 24). TET1 se une a OGT y es
0O-GlcNacilada, promoviendo el exporte nuclear de
TET1 v la inhibicién de la formacidn de S-hidroxi-
metilcitosina (25). TET2 y TET3 también se unen
a OGT y se O-GlcMAcilan lo que a su vez facilita la
O-GlcNAcilacion de H2B (26). Por lo que, a nivel
del nicleo, OGT podria estar regulando programas
epigenéticos de las histonas al modular su aceti-
lacion, ubiquitilacién y metilacién, pero la relacién
que existe entre las enzimas que maodifican a las
histonas y OGT, adn necesita ser dilucidada (Fig.
2).

0O-GlcNAc y los sistemas de proteccion celular

Las células y los tejidos responden a los dafios fi-
siolégicos y ambientales a través de la reprograma-
cidn en la transcripcion, traduccion, metabolismo y
sefializacion para reparar el dafio para sobrevivir,
o sl es necesario, promover la muerte celular pro-
gramada. De forma colectiva, esta reprogramacion
celular también es conocida como respuesta celular
al estrés y se caracteriza por la induccion de chape-
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Nucleo O-GlcNAcilacion
Transcripcién Reparacion de DNA Modificacion Regulacién programas
directa de la . .
epigenéticos
- . proteina
ANA > : HCF1 TET
Pol ll
MDC1 NFxB
Esencial para reciclar - :
a la RNA-Pol || de Regula de manera Afecta la Relacionado con varias
regreso al complejo negativa la fosforilacion translocacion, la medificaciones en las
de pre-iniciacién limitando la expansién unidn al DNA y la histonas: acetilacién,
después de cada de estos eventos del estabilidad del metilacion,
ronda de sitio inicial del dafio al factor de ubiquitinacidn
transcripcién DNA transcripcidn

Figura 2. La O-GlcNAcilacidn en el nicleo afecta diversos procesos esenciales para la célula. OGT y OGA
interaccionan con diversas proteinas y su papel es fundamental en dichos procesos, ademdas se ha descrito su
fnteraccién con otras modificaciones post-traduccionales.

ronas, conocidas como proteinas de choque térmi-
co HSP (Heat Shock Protein) (27, 28, 29). En ma-
miferos, esta respuesta es mediada por 6 grupos
de proteinas muy relacionadas: HSP100, HSPIO,
HSP70, HSP&0, HSP40 v las pequefias HSPs, que
estan reguladas transcripcionalmente por HSF1
(Heat Shock Transcripction Factor 1) (30). Se ha
observado que la elevacion inducida por estrés de
los niveles de O-GlcNAc cumple con una funcion
protectora contra el dafio celular a través del incre-
mento en los niveles de HSPs, incluyendo HSP70 y
HSP90 (31). En fibroblastos de embrién de ratdn,
al disminuir los niveles de O-GlcNAcilacién, se ob-
servo una disminucion en la expresion de HSP70
y H5P40 (32). Asimismo, en ratones y en cardio-
miocitos de rata aislados, el incremento del flujo de
la via HEP a través de tratamiento con glutamina
para elevar O-GIcNAC promovid la expresion de
HSF1 y HSP70 (33). Ademas de estar involucrada
con la expresion de las HSPs, se reveld que HSP70D
y HSP90 estan O-GlcMAciladas (34, 35); HSP70
mostro una actividad de reconocimiento y unidn
hacia motivos especificos de O-GlcNAc, de manera
similar a las lectinas (36), mientras que la inhibi-
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cion de HSP90 desestabiliza a OGT vy reduce los
niveles de O-GlcNAcilacion (37). Debido a lo ante-
rior, se ha sugerido que la O-GlcNAcilacidn reduce
el estrés celular a través de diversos mecanismos:
induccién transcripcional de las HSPs, estabiliza-
cion proteica a través de la O-GlcNacilacion directa
y reclutamiento de las HSP a blancos especificos
modificados por O-GlcNAc a través de la actividad
similar a lectina en el caso de HSP70 (38). Por otro
lado, también se ha demostrado que O-GlcNAc
mitiga el estrés del reticulo endopldsmico (RE)
a través de la formacion de granulos de estrés y
cuerpos de procesamiento, los cuales regulan la
traduccion de mRMA y su degradacion (39). OGT
vy HSP son esenciales para el ensamblaje correcto
inducido por estrés de dichos granulos y algunas
proteinas O-GlcNAciladas, como RACK1, GAPDH y
subunidades ribosomales, son reclutadas de forma
subsecuente en ellos (40).

0-GlcNAc y la resistencia a la insulina

Ya que se ha implicado a la O-GlcNAcilacion en la
patogénesis de la resistencia a la insulina, el efecto
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de la estimulacion por insulina en la sefalizacidn
de O-GlcNac estd ampliamente estudiado (15).
La sobreexpresion de OGT en tejido muscular
y adiposo promueve resistencia a la insulina e
hiper-leptinemia (41), asi como la inhibicion de
OGA por PUGNAc (O-(2-acetamido-2desoxi-D-
glucopiranosilideno) amino-N-fenilcarbamato,)
también promueve la resistencia a la insulina en
cultivo celular (42, 43, 44). Se ha demostrado que
la sefalizacion por insulina regula a OGT a través
de diversos mecanismos, como la modulacion de
su expresion, su localizacion subcelular y su ac-
tividad enzimatica. Ademas de regular de forma
positiva la expresion de OGT a través de la via
dependiente de PI3K (Fosfoinositido 3-Cinasa), la
estimulacién por insulina promueve la transloca-
cion de OGT del nicleo al citoplasma vy después a
la membrana plasmatica en balsas lipidicas donde
es activada a través de su fosforilacion por el re-
ceptor de insulina (45). También, se ha mostrado
que la elevacion de los niveles de O-GlcNacilacién
(a través de PUGNAc) en adipocitos en cultivo
bloquea la fosforilacion de AKT estimulada por
insulina (42). De manera contraria, la sobreexpre-
sion de OGA en células de hepatoblastorma HepG2
provocd una disminucidn en la O-GlcNAcilacion de
AKT, aumentando su forsforilacién y su actividad
(46). Anteriormente, los sitios de O-GlcNacilacidn
en AKT ya habian sido identificados en Thr308 vy
Serd473, los cuales también son sitios cruciales
para su fosforilacion y activacién, por lo que se ha
sugerido que la O-GlcNAcilacidn y la fosforilacidn
de AKT compiten directamente (47). Asi mismo,
se ha descrito que después de una estimulacién
prolongada de insulina, PIP; (Fosfatilidil Inositol
3, 4, 5 trisfofato) recluta a OGT (la cual posee un
motivo de unién a PIP:) a la membrana plasmatica
donde O-GlcMNAcila e inhibe a varios componentes
de la via de sefializacién de la insulina, lo cual gra-
dualmente atenla la cascada de sefializacion (15).
Finalmente, se ha reportado que un polimorfismo
de un solo nucledtido en el gen que codifica OGA,
MGEAS (Meningioma Expressed Antigen 5, por
sus siglas en inglés) se ha asociado con un riesgo
incrementado de desarrollar diabetes mellitus tipo
2 en una poblacién México-Americana (48).

0O-GlcNac y cancer

Las células cancerosas se caracterizan por presen-
tar un metabolismo basado en glucdlisis, y no en
fosforilacidn oxidativa, como principal fuente de
energia aldn en presencia de oxigeno, fendmeno
conocido como efecto Warburg. Este cambio en el
metabolismo celular es impulsado por la hipoxia
presente dentro del tumor y por mutaciones en
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oncogenes y supresores tumorales (49). Estas mu-
taciones promueven una regulacion positiva de las
enzimas glucoliticas y transportadores de glucosa,
lo que a su vez incrementa la ingesta de glucosa
en estas células (50). La abundancia de glucosa en
el citoplasma no solo contribuye al incremento de
glucélisis, sino gue también incrementa el flujo de
algunas ramas de la via, incluyendo la via de las
pentosas fosfato y la de biosintesis de hexosamina
(Hexosamine Biosynthetic Pathway, por sus siglas
en inglés). De hecho, ciertos oncogenes como Kras
regulan de forma positiva no solo los niveles de
los transportadores de glucosa, sino también de
otras enzimas como GFAT1 (glutamina-fructosa-
6-fosfato amidotransferasa 1), que es la enzima
limitante en la via HBP (51). Asimismo, las células
cancerosas son adictas a glutamina ya que la con-
sumen a tasas elevadas in vive en comparacién
con las células no transformadas, por lo que la re-
quieren en altas concentraciones para sobrevivir y
proliferar {(52). Los oncogenes también regulan de
forma positiva la ingesta de glutamina; por ejem-
plo, c-Myc promueve la expresion elevada de los
transportadores de glutamina (54). La glutamina
es el sustrato donador en la conversion de fructosa-
6-fosfato a glucosamina-6-fosfato mediante GFAT
en la via HBP. Por lo que el incremento en la ingesta
de glucosa debido al efecto Warburg, asi como el
incremento de la ingesta de glutamina, cooperan
para provocar un incremento en el flujo de HBP,
contribuyendo finalmente a un incremento en las
concentraciones de UDP-GlcNAc (55), sustrato do-
nador de la OGT. Confirmando lo anterior, se han
observado niveles de O-GlcNAcilacion aberrante
con una tendencia al incremento, fendmeno co-
nocido como hiper-0-GlcNAcilacidn en diferentes
tipos de cancer: en cancer de mama (56, 57), de
prostata (58), de pulmdn (59), colo-rectal (59,
60), de higado (61), y en leucemia linfoide crénica
(62). Existe evidencia creciente gue ha mostrado
una relacion entre los niveles de O-GlcNAc y di-
versas caracteristicas distintivas del cancer, como
angiogénesis y metastasis; ademas, muchos su-
presores tumorales y oncogenes conocidos por ser
iniciadores clave del fenotipo maligno canceroso,
estan regulados por O-GlcNac (p53, NFkB, c-Myc,
HIF-1 y AKT) (63). En el higado se ha descrito
que la hexocinasa IV (o también conocido como
glucocinasa, GK) es modificada dinamicamente
por O-GlcMAc incrementando su estabilidad, lo que
a su vez incrementa la ingesta de glucosa (64).
Asi mismo, se ha sugerido que la O-GleNAcilacion
de PKM2 incrementa su propia expresion, ya que
posee una sefal inducible de localizacién nuclear,
su elevada expresion incrementa los niveles de
produccién de piruvato y ATP mediante glicdlisis,
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lo cual es tipico de las células cancerosas (65, 66).
Por otro lado, existe evidencia que indica que la
angiogénesis tumoral puede mantenerse en parte
debido a O-GlcNAc ya que al reducir los niveles de
0O-GlcNac en la linea celular cancerosa de prostata
PC-3ML por knock-down de OGT se inhibe tanto la
expresion de VEGF como la angiogénesis in vitro.
Mas aln, la reducciéon de la hiper-O-GlcNAcilacion
en la misma linea PC-3ML y en las células cance-
rosas HEPG2, suprime la expresion de las meta-
loproteasas MMP-2 y MMP-9 (67, 61). De forma
interesante, se ha demostrado gue al incrementar
los niveles de O-GICNAC se promueve la migracion/
invasion de células cancerosas de mama y prostata
mientras gue disminuir los niveles por knock-down
de OGT, inhibe la invasidn tumoral y metastasis
(56, 57). Uno de los mecanismos que contribu-
ye al desarrollo de metastasis es la transicion
epitelio-meséngquima (EMT) (68, 69). Este proceso
promueve la pérdida de marcadores epiteliales
como E-cadherina y la ganancia de marcadores
mesenquimales como vimentina y N-cadherina
(70). Se ha demostrado gque reducir los niveles
de hiper-0OGlcNAcilacidn en cancer incrementa la
expresion de E-cadherina y disminuye la expresion
de vimentina mientras que elevarlos disminuye la
expresion de E-cadherina en células de cancer y
mama (57, 55, 71). Ademas, se ha descrito que
la O-GlcMAcilacion de E-cadherina en su dominio
citoplasmatico durante el estrés de RE blogquea su
transporte a membrana celular, inhibiendo la adhe-
sién celular (72); mientras que la O-GlcNAcilacidn
directa de Snail (el factor transcripcional que se
une al promotor de E-cadherina) en la Serll2 lo
estabiliza causando la represion de la expresion
de E-Cadherina, potencialmente originando mi-
gracion/metastasis (71). La O-GlcNAcilacion de
Myc se lleva a cabo en Thr58, un residuo que se
encuentra en el dominio de transactivacion de la
proteina y esta modificacién promueve un incre-
mento en la capacidad de transformacion y de
formacion de tumor en células de linfoma (73).
También se ha descrito que c-Myc se encuentra
maodificado por O-GlcNAc vy probablemente esté
estabilizado, resultando en un mal prondstico y
recurrencia en muestras clinicas de pacientes con
cancer de prostata (74). En células de Leucemia
linfoide cronica, los niveles de O-GlcMNAcilacion se
encuentran elevados y se ha sugerido que esto
contribuye a la patogénesis de la enfermedad.
Comparado con las células B circulantes normales,
en las células de leucemia hay un incremento en la
O-GlcNacilacidn de p53, de AKT v de c-Myc (62).
El mismo fendmeno fue observado en las células
pre-B de leucemia linfoide aguda (75). También se
ha reportado en ambos tipos de leucemia que la
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0O-GlcNAcilacion especifica de STATS en Thr92 pro-
mueve la fosforilacion de tirosinas y la proliferacién
neoplasica de las células mieloides (76).

0-GleNAc y la funcién cardiaca

Durante la falla cardiaca existen cambios meta-
bélicos que promueven la utilizacion de diferentes
sustratos y la reversion a un perfil metabdlico
fetal; el corazdén suprime la oxidacion de acidos
grasos y aumenta su dependencia a la oxidacion
de carbohidratos (77, 78). Lo anterior, resulta en
un incremento del flujo de la glucosa que entra a
la via HBP, lo cual deriva en un incremento en los
niveles de O-GlcNAc en cardiomiocitos. Se obser-
vo que en modelos de sobre carga de presion por
hipertrofia, las concentraciones de UDP-GIcNAC
estan incrementadas y los niveles de O-GIcNAC
y GFAT incrementan en hipertrofia cardiaca rela-
cionada con la edad (79, 80). Ademas, durante
la hipertrofia de cardiomiocitos se observd una
activacion de NFAT dependiente de O-GlcNAc; la
0O-GlcNAcilacion de NFAT promueve hipertrofia,
mientras que la inhibicién de O-GIcNAC la reduce
(81). Asi mismo, se reportd un incremento en los
niveles de O-GlcMNAcilacidn v en la expresion de
OGT durante la falla cardiaca en ratones; en este
modelo de infarto inducido por falla cardiaca, la
expresion de OGT es elevada mientras que la de
OGA esta disminuida (82). Ademas, se observd
que la hiperglicemia induce un incremento en la
0O-GlcMNAcilacidn de proteinas mitocondriales en
cardiomiocitos, lo cual se asocié con una disfuncion
mitocondrial, movilizacion de calcio y disminucion
en los depdsitos de ATP. También, se mostrd que
varias proteinas mitocondriales como NDUFAS del
complejo I, las subunidades 1 y 2 del complejo III y
la subunidad I codificada por DNA mitocondrial del
complejo IV (COX I) se encuentran O-GlcMAciladas
(83). O-GlcNAc no solo afecta a la funcidn mitocon-
drial, sino también a la funcidn contractil cardiaca
a través de la alteracion de los depdsitos de calcio.
Al tratar cardiomiocitos con altas concentracion de
glucosa, glucosamina o PUGNAc, se promovid un
retraso en la liberacién de calcio; la sobreexpre-
sién de OGT exacerba este efecto, mientras que
la sobreexpresion de OGA lo abate (B4; 85, 86).
Mas aun, durante el desarrollo de diabetes, la O-
GlcNAcilacion en la Serl6 de PLN (Phospholamban,
por sus siglas en inglés, fosfoproteina asociada al
RE que regula el transporte de calcio en las células
musculares cardiacas) esta incrementada. Esto re-
duce su fosforilacidn y su asociacidn con SERCAZ2a,
promoviendo una disminucion en la actividad de
la bomba y afectando a los depdsitos de calcio
(87, 88). Debido a lo anterior, se ha propuesto
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que el incremento de O-GlcMAcilacion durante la
hiperglicemia puede ser parte de patologia del fallo
cardiaco, ya sea a nivel mitocondrial, o por la alte-
racion en los depdsitos de calcio (89). Sin embargo,
también se ha observado que la O-GlcMNAcilacidn
confiere proteccion subsecuente a dafios letales;
por ejemplo, en respuesta al dafo al miocardio por
isguemia/perfusion, el cual se caracteriza por un
aumento en los niveles de calcio, estrés oxidativo
y estrés de RE, los niveles de O-GlcMAcilacion se
encuentran aumentados. Ademas, los niveles de
0-GlcNAc disminuyen durante hipoxia y después
incrementan en la re-oxigenacion de corazones so-
metidos a isquemia simulada. Se observd el mismo
efecto en cardiomiocitos de ratas neonatales, en
donde esta elevacion en la O-GleNAcilacidn redujo
la muerte celular (90-96). Algunos de estos efectos
protectores se originan en la mitocondria donde
O-GIcNAC es necesario para mantener el potencial
de membrana mitocondrial y prevenir la forma-
cién de poro mitocondrial de transicion. Uno de
los mecanismos por los que estos efectos pueden
ocurrir es mediante la O-GlcNAcilacion directa y la
regulacion de los canales anidnicos dependientes
de voltaje, que regulan el flujo de calcio a través
de la mitocondria (94,96). Ademas, aumentar los
niveles de O-GIlcNAC promueve la supervivencia de
las células troncales cardiacas, mientras que una
reduccion de los niveles a través de la inhibicién
farmacoldgica o una delecion genética las sensi-
biliza al dano causado por hipoxia (97). De forma
similar, el incremento de los niveles de O-GlcMAc,
también protege a los cardiomiocitos de la muerte
celular en respuesta al estrés del RE. Esta protec-
cidn se asocid con la disminucidn en la expresion
de las proteinas involucradas en la respuesta
desadaptativa, que incluyen a las chaperonas de
plegamiento enzimatico GRp74, GRp90 y a CHOP
(CCAAT/enhancer-Binding Porotein Homologous
Protein) (98).

0O-GleNAc y la funcién neural

La O-GlcNAcilacidn se encuentra de forma perma-
nente en el cerebro, pero su significado en la re-
gulacion de las funciones neuronales adn necesita
ser dilucidada. Sin embargo, se ha observado que
mantener los niveles de O-GIcNAC a un nivel ade-
cuado es vital para prevenir las funciones neurona-
les aberrantes (99). Esta posibilidad se evidencia
por el hecho de que el incremento o la disminucian
en los niveles de O-GleNAC conlleva a un déficit en
el aprendizaje dependiente del hipocampo (100,
101, 102}, lo cual no es sorprendente dado que el
hipotdlamo es una de las regiones del cerebro con
los niveles mas altos de expresion de OGT y OGA
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en el cuerpo. Otra regidon con alta expresion de
OGT y OGA es la amigdala, un area central gque se
involucra con el miedo v la ansiedad, sin embargo,
la funcidén fisioldgica de la O-GIlcNAcilacion en la
amigdala no estad bien comprendida (102, 103).
Algunos estudios han reportado que O-GlcMAcC
regula la maduracién y el desarrollo neuronal.
En cultivos primarios de neuronas corticales, el
silenciamiento de OGT conlleva a una reduccién
significativa del nimerc de sinapsis y al incremen-
to de la proporcién de espinas inmaduras (104).
De forma notable, la delecion especifica de OGA
en el cerebro de ratones, promueve un desarrollo
retardado del cerebro vy un desequilibrio entre la
proliferacion y la diferenciacion neuronal. Igual-
mente, la habilidad de diferenciacién de las células
troncales embrionarias derivadas de estos ratones
se vio dramaticamente suprimida (105). Mas adn,
0O-GlcMAcilacion del factor de transcripcion CREB
(Cyclic AMP-Response Element Binding Protein)
podria regular el crecimiento neuronal. Esta pro-
teina es O-GlcNAcilada en la Serd40 en respuesta a
la actividad neuronal, y se mostrd gue su glicosi-
lacion suprime la transcripcién mediada por CREB.
Cuando el residuo Serd0 es mutado por alanina, las
neuronas desarrollan axones y dendritas muy lar-
gas. El silenciamiento de OGT facilita el crecimiento
de los axones en el cultivo de neuronas corticales,
mientras que la sobreexpresion de OGT suprime su
crecimiento, indicando que la O-GlcNAcilacion de
CREB inhibe el crecimiento neuronal { 106). Por otro
lado, las neuronas AgRP (Agouti-Related Protein,
por sus siglas en inglés) en el hipotdlamo contro-
lan la ingesta de comida vy se ha observado que la
privacion de alimentos incrementa la expresion de
OGT v los niveles de O-GIlcNAC en estas neuronas
(107). La delecion especifica de OGT reduce la tasa
de los potenciales de accidn en las neuronas AgRP,
indicando que la disminucion de O-GleNAC suprime
la excitabilidad intrinseca neuronal; este cambio
es mediado por la O-GlcNAcilacion directa de los
canales de potasio dependientes de voltaje (Kcng3)
y el silenciamiento de OGT causa una reduccién en
las corrientes de potasio (108). Por otro lado, OGT
y OGA estan presentes en las sinapsis neuronales
y OGT esta particularmente enriquecida en la zona
de densidad postsinaptica de sinapsis excitato-
rias en comparacion con OGA (104). Muchas de
las proteinas de sinapsis estan O-GlcNAciladas,
lo cual ha sugerido que un cambio en los niveles
podria modular la fuerza de transmisién sinaptica
o la posible liberacion de neurotransmisores en
las terminales presinapticas (109, 110). Por otro
lado, el papel de la O-GlcNAcilacion también se ha
descrito ampliamente en algunas patologias del
sistema nervioso. Tau es una proteina asociada a
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microtibulos abundante en neuronas, la cual se
une y estabiliza microtdbulos (111). Se han repor-
tado diversos sitios de fosforilacion de tau (112,
113) y su fosforilacién juega un papel determinan-
te en la regulacion de sus funciones fisioldgicas,
incluyendo su dinamica con los microtdbulos, el
transporte en axones, la transmisidn sinaptica y
la estabilizacién del DNA (114-118). Cuando esta
hiper-fosforilada, tau pierde su afinidad por los
microtlbulos y la proteina que se libera forma agre-
gados conocidos como ovillos neurofibrilares, los
cuales, son considerados como la verdadera razon
de la neurotoxicidad asociada a tau y el desarrollo
de déficits cognitivos (113). De forma interesante,
la elevacion de los niveles de O-GlcNAcilacién de
tau, por inhibicion de OGA, conlleva a una disminu-
cién dramdtica de la fosforilacidon de tau y suprime
su agregacion, mientras que la inhibicién de OGT
desencadena el efecto opuesto (119). La caracte-
ristica principal de la enfermedad de Alzheimer es
la formacion de placas extracelulares compuestas
por la proteina B-amiloide y ovillos neurofibrilares
intracelulares compuestos por tau hiper-fosforilada
(120-121). B-amiloide también esta O-GlcNacilada
y se observd que elevar los niveles de O-GlcNAC
incrementa el procesamiento no-amiloide de la
proteina por lo que se reduce la produccidén de
B-amiloide (122-123). Asimismo, a-sinucleina es
otro ejemplo de un agregado proteico toxico y
esta enriquecido en las terminales sinapticas del
cerebro. Su agregacidn se asocia con la enferme-
dad de Parkinson (124). De forma similar a tau, la
O-GlcNAcilacion de a-sinucleina inhibe la formacion
de agregados toxicos lo cual afianza la funcién
protectora de la O-GlcNAcilacidn en la prevencion
de agregados proteicos (125). Estos resultados su-
gieren el efecto protector de la O-GlcMAcilacidon en
enfermedades neurodegenerativas, y este efecto
también se apoya en algunos otros hallazgos, por
ejemplo, al silenciar OGT en neuronas corticales
de ratones, se promueve la neurodegeneracion
junto a una reduccién en el tamafo del cerebro.
Estos ratones también mostraron niveles elevados
de B-amiloide y altos niveles de fosforilacion de
tau. Mas adn, en muestras de tejido cerebral post-
mortem de pacientes humanos con la enfermedad
de Alzheimer, los niveles de OGT estan reducidos
significativamente (121), lo cual indica una unidn
cercana entre la O-GlcNAcilacidén aberrante y la
etiologia de la enfermedad de Alzheimer.

O-GlcNAc y las células troncales

En la literatura se ha reportado que el estado
nutricional y el microambiente median las sena-
les que determinan los cambios que regulan la
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capacidad de auto-renovacion y la diferenciacion
en las células troncales. Se ha observado que las
células troncales embrionarias (ESC) (126), las
células troncales hematopoyéticas (HSC) (127),
las células troncales mesenquimales (MSC) (128)
y las células troncales hepaticas (129) basan su
metabolismo en la glucdlisis como su principal
fuente de energia. Ademas, estad bien estableci-
do que las células troncales gue se originan en
nichos hipéxicos tienden a tener una actividad
glucolitica incrementada como resultado de una
ingesta incrementada de glucosa en condiciones
anaerobias (130). Mas aln, se ha demostrado
qgue la estimulacion de la glucélisis a través de la
hipoxia en células troncales pluripotentes (131),
la inhibicién de la respiracién mitocondrial (132)
o la suplementacién con insulina (133) promue-
ven la troncalidad mientras que la inhibicion de
la glucdlisis impide la proliferacién y precipita la
muerte celular (134). Ademas de la glucosa, la
glutamina también es ingerida activamente por
las células troncales embrionarias (135) y como
ya se menciond anteriormente, esto promueve un
aumento en el flujo a la via HBP, un aumeanto en
la concentracién de UDP-GIcNAc vy el subsecuente
incremento de los niveles de O-GlcMAc. Ya que
la actividad de OGT es dependiente del flujo de
nutrientes y que a su vez el metabolismo influye
en la capacidad de auto-renovacion caracteristica
de las células troncales, se ha hipotetizado que
OGT es un determinante clave entre los genes de
auto-renovacion y su interconexion con el estatus
metabdlico de la célula (136). Se ha demostrado
que la completa pérdida de OGT resulta en la leta-
lidad de las ESC, por lo que la funcién de O-GlcNAC
es critica para el mantenimiento de la capacidad
de autorenovacion y la pluripotencia (137). Ade-
mas, se mostrd que bloquear O-GlcNAcC lleva a la
inhibicién de la capacidad de auto-renovacion de
ESC mientras que incrementar los niveles inhibe la
diferenciacion (138). Los factores de transcripcion
conocidos como "factores de Yamanaka” (Sox2,
OCT4, Myc y KLF4) son considerados como las
proteinas criticas que regulan la troncalidad y la
capacidad de auto-renovacion (139), y todos estos
factores estdn modificados por O-GIcNAc, lo cual
influye en su actividad. Ademas de regular trans-
cripcionalmente a la capacidad de auto-renovacion
y a la diferenciacion de las células troncales, O-
GlcNAc también regula la troncalidad a un nivel
epigenético. Un aumento en la O-GlcNAcilacién
promueve la regulacidn positiva de genes que
normalmente estan silenciados en ESC, apoyando
el rol emergente de esta modificacién postraduc-
cional en la regulacién de las modificacionas de las
histonas y la metilacion del DNA (140).
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0-GIcNAc y la regulacion del sistema inmune

En afios recientes se ha demostrado que la O-
GlcMAcilacion puede tener efectos importantes en
el sistema inmune, comprometiendo las respuestas
inmunoldgicas o llevando a una hipersensibilidad e
inflamacion sostenida (141-143). Esta modificacion
se ha reportado en diversas células del sistema
inmune, como macréfagos, células NK, células Ty
células B. Se ha mostrado que la O-GlcNAcilacion
disminuye durante la citotoxicidad de las células NK
y se ha sugerido que esta involucrada en la traduc-
cion de sefiales de células NK (144). En macréfa-
gos, a través de su interaccidn con mSin3a, OGT es
capaz de interferir con la activacion dependiente de
LPS de NFxB y la expresion de iNOS (inducible Nitric
Oxide Synthase) (145). Ademas, una delecién es-
pecifica de OGT promovid una sefializacion elevada
de NFkB y produccidn de citocinas proinflamatorias,
seguido de la estimulacién de varios antagonistas
de TLR (Toll Like Receptor). Estos hallazgos sugie-
ren que la O-GlcNAcilacidn podria desempefar un
papel anti-inflamatorio en macréfagos (146). Sin
embargo, también se ha mostrado que la inhibicion
experimental de O-GlcMAc promueve la disminu-
cion de una respuesta inflamatoria inducida por LPS
en macrofagos (147). Adicionalmente, se mostrd
que la O-GlcNacilacidon de STAT3 en Thr717 regula
de forma negativa su fosforilacion y la expresion de
genes dependientes de STAT3; por lo que el efecto
de la O-GlcMAcilacion de STAT3 podria incrementar
la sefialacién inflamatoria (148). Debido a lo an-
terior, el papel de la O-GlcMAcilacion en las células
mieloides es complejo, ya que puede tener efectos
reguladores tanto positivos como negativos en la
inflamacién que dependen de diversos factores
como la disponibilidad de glucosa, el microambien-
te en el que se presente la inflamacion o de la pro-
teina modificada (NFkB o STAT) (149). También se
ha mostrado que la elevacion de la O-GlcNAcilacion
al tratar a neutrdfilos con glucosamina o PUGNAC,
incrementa la migracién tanto basal como inducida
por el péptido quimiotactico formilado Met-Leu-Phe
(fMLP) de neutrdfilos. Lo anterior sugiere que los
neutrafilos tienen vias de activacion dependientes
de O-GlcNAc, sin embargo, las proteinas exactas
que son afectadas por esta modificacién adn se
desconocen (150). De todas las células del sistema
inmune, la relacidn entre la O-GlcNAcilacion y las
células T ha sido la mas estudiada y parece que
juega un papel esencial en la biologia de los linfo-
citos T. Se ha observado que la modificacién por
0-GlcNAC es esencial para la supervivencia de las
células T ya que la delecidn condicional de OGT in-
duce apoptosis masiva y disminucién del nimero de
células en el timo y en la periferia (151). También
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se ha demostrado que la O-GlcMAcilacion de pro-
teinas clave en la sefializacion como NFAT (Muclear
Factor of Activated T Cells) y de NFxB tiene efectos
importantes en el comportamiento, el destino y la
funcién de las células. La activacion de TCR (T cell
Receptor) induce la O-GlcNAcilacion de NFATcl
en el citoplasma y promueve su translocacion al
nlcleo. Mas aldn, la delecion de OGT disminuye la
produccion de IL-2, la expresidn del marcador de
activacion CD69 y la actividad de NFkB ya que p65
estd O-GlcNAcilada (152). La O-GlcNAcilacion de
t-Rel promueve su unién a la regién CD28R, lo cual
lleva a la expresion de moléculas proinflamatorias
como IL-2, INF-y (Interferén gama) y GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulation Fac-
tor) (153). Sin embargo, también se ha demostrado
gque esta modificacién puede proteger a las células
T de la muerte celular mediante vias alternas. La
O-GlcNAcilacién de DFF45 (DNA Fragmentation
Factor 45) confiere resistencia al corte proteoliti-
co de caspasas durante |la apoptosis inducida por
danio al DNA (154). Se han identificado alrededor
de 214 proteinas O-GlcNAciladas inducidas por
TCR en las células T, las cuales estan asociadas
con el metabolismo de RNA vy se ha descrito que la
funcién de OGT es esencial para la funcién efecto-
ra de las células T (155). También se ha descrito
que la pérdida de la O-GlcMAcilacion blogquea la
capacidad de auto-renovacion, la expansion clo-
nal y la transformacion maligna de las células T
mientras que la O-GlcMAcilacion se incrementa en
las células T activadas (156). Mas adn, la sobre-
expresion de miR-15b blogquea la diferenciacion
de las células Thl? a través del bloqueo en la ex-
presion de OGT, el bloqueo de NFkB vy la expresion
de ROR-y (Retineic-acid-receptor-related orphan
nuclear receptor gamma) dependiente de NFxB
(157). En comparacidn con las células T, el papel
de O-GlcMAc en las células B se ha estudiado poco
¥ se han hecho muchas especulaciones, pero se ha
descrito que la delecidén de OGT en células pre-B
conlleva a la expresion del receptor de células B
(BCR) ineficiente, a la sefializacion por BAFF (B Cell
Activation Factor) y al incremento en la apoptosis
de células B maduras. Ademads, se encontrd que
la O-GlcMAcilacion en la Serl9 de la cinasa Lyn es
esencial para su interaccidén con la cinasa Syk en
la sefalizacion apropiada de BCR. Asi mismo, la
O-GLcNAcilacién de las células B se requiere para
el desarrollo de memoria y la produccion de anti-
cuerpos (158). De manera similar a lo observado
en las células T, en células B NFxB y NFAT también
estan O-GlcMAcilados y esto incrementa su acti-
vidad transcripcional, por lo que se ha sugerido
que la O-GlcNAcilacién promueva la activacion de
células B (152).
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Conclusiones

Como ya se ha mencionado anteriormente, O-
GlcNAc afecta diversos procesos celulares y su
papel en diversas patologias ha sido ampliamente
estudiado. Mientras que se ha relacionado a O-
GlcNAc con un efecto citoprotector (como en los
modelos de dafio al miocardio), la elevacion cro-
nica de la O-GlcNAcilacion también se ha asociado
con el desarrollo de hipertensidn, falla cardiaca
y diabetes tipo II. Los mecanismos moleculares
subyacentes de la transicién entre la proteccidn
y la patologia aun no estan bien definidos, pero
se ha propuesto gue una elevacion aguda puede
ser protectora mientras que la elevacion cronica
es toxica, aunque no siempre sea el caso (159).
Debido a su importancia en el mantenimiento
de la homeostasis celular, la O-GlcNAcilacion ya

Compromete las respuestas
Inmunoldgicas y puede llevar a
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es considerada como parte de las modificacio-
nes postraduccionales que permiten a la célula
responder propiamente a sefiales a través del
control dindmico y directo de la funcién proteica
(3). Asimismo, muchos autores han postulado a
la O-GlcNAcilacién como blanco terapéutico, in-
cluso algunos inhibidores farmacoldgicos de OGA,
como thiametG, han sido usados para suprimir los
agregados proteicos en los modelos de patologias
relacionadas a Tau; se ha observado que son bio-
disponibles por via oral y aparentemente no son
toxicos (160). Sin embargo, en cualguier caso, la
regulacion de la O-GlcNAcilacion es un proceso
mucho més complejo de lo que antes se imaginaba
¥ muchos de los procesos en los gue se involucra
v su papel en los mecanismos de regulacion de los
procesos celulares adn dista mucho de ser haber
sido descrito completamente (Figura 3). @

Factores de transcripcion o

Involucrada en la
expresidn y modificacidn
directa de HSP

Critica para el Promiueve la
mantenimiento de Resiste resistencia a la
la capacidad de O-GlcMAcilacion N Il.tla insulina y esta a su
autorenovacion y 4 InzLifina vez, regula la
la pluripotencia expresion de OGT
~—_
“\-\RH

Mantener los niveles adecuados

Se han descrito niveles aberrantes
con una tendencia al incremento en

Los niveles elevados se asocian
es vital para prevenir las con hips cardiaca. diversos tipes de cincer, se
funciones neuronales aberrantes, Ia funcién rial hipotetiza que estos niveles se
Asaciada con |a patologia de ek mitocondrial y relacionan con diversas
Alzhaimer y Parkinson contrictil en cardiomiocitos. caracterfsticas distintivas del cancer

Figura 3. La O-GlcNAcilacién influencia distintos

celulares. Anteriormente, la O-GlcNAcilacidn solo

era considerada como un sensor nutricional que refleja el estade nutriclonal de las célula. Sin embargo, desde su
descubrimiento se ha descrito su papel fundamental en diversos procesos que van desde la regulacidn genética
en el nicleo, hasta su efecto sobre el sistema inmune. Los roles de O-GIcNAC siguen siendo descritos a través de
diversas lineas de Investigacidn para poder entender esta modificacidn que es la unidn del estado nutriclonal y su

regufacidn sobre la homeostasis celular.
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