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RESUMEN

La artrosis (OA) es la patologia reumatica mas comin en la poblacion mayor de 65 afios
de edad, pudiendo afectar hasta el 70%. Esta enfermedad se caracteriza principalmente
por la degradacion del cartilago articular aunque también se producen alteraciones en
otros tejidos articulares. Ademas, en los Ultimos afios se ha descrito que el condrocito
artrosico presenta un fenotipo hipertrofico similar al que se encuentra en la placa de

crecimiento durante el desarrollo.

En esta tesis se ha estudiado el papel que el sistema de O-B-N-Acetilglicosilacion (O-
GIcNAc) puede tener en el desarrollo del fenotipo hipertréfico del condrocito durante la
artrosis. Este tipo de modificacion post-traduccional ha sido relacionado anteriormente

con otras enfermedades crénicas, degenerativas y asociadas a la edad.

Hemos observado que el perfil protedmico de proteinas O-GIctNAc en el cartilago
artrosico es muy diferente al del cartilago sano. En conjunto, cada tipo de cartilago
presenta un aumento en la O-GIcNAc de proteinas involucradas en procesos biologicos
caracteristicos de su estado, y por tanto la O-GIcNAc se modifica en paralelo al fenotipo
del condrocito. La O-GIcNAc que participa en el mantenimiento de la matriz, de la
adhesion celular o del citoesqueleto del condrocito en el estado sano contrasta con los
procesos de protedlisis y destruccion de la matriz que estan regulados por O-GIcNAc en
el cartilago OA.

Hemos demostrado, en un modelo in vivo en ratones que reproduce varios de los
eventos celulares que tienen lugar en el condrocito artrésico, que un aumento de
proteinas O-GIcNAc incrementa la altura de la zona hipertrofica de la placa de

crecimiento durante la condrogénesis.

Nuestros estudios in vitro han revelado que la diferenciacion hipertrofica del condrocito
esta precedida de un aumento en la cantidad de proteinas O-GIcNAc. Ademas, no solo
esta modificacion es estrictamente necesaria para desarrollar el fenotipo hipertrofico,
sino que un acumulo de proteinas O-GIcNAc es suficiente para inducir esta

diferenciacion.

La alteracion de O-GIcNAc en el fenotipo condrocitario de la artrosis abre la puerta para

elucidar nuevas dianas terapéuticas para futuros tratamientos de esta patologia.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatic disease in population over 65 years
and can affect up to 70%. This disease is characterized mainly by cartilage degradation
but also by alterations in other joint tissues. Furthermore, in the last few years it has
been described that osteoarthritic chondrocytes present a hypertrophic phenotype

similar to that found in the growth plate during development.

In this work we have studied the role of the O-linked-pB-N-Acetyl-glycosylation (O-
GIcNAc) system in the development of chondrocyte hypertrophic phenotype during
osteoarthritis. This type of post-translational modification has been previously linked to

other chronic, degenerative and age-related diseases.

We observed a very different proteomic profile of protein O- GIcNAc in healthy and
osteoarthritic cartilage. Each type of cartilage appears to increase O- GIcNAc proteins
involved in biological processes characteristic of its state, and thus the O- GIcNAc is
modified in parallel to chondrocyte phenotype. The involvement of O- GIcNAC in
matrix maintenance, cellular adhesion or chondrocyte cytoskeleton in the healthy state
contrasts with the processes of proteolysis and matrix destruction which are regulated
by O- GIctNAc in OA cartilage.

We have shown in a mouse model, which reproduces multiple cellular events that occur
in osteoarthritic chondrocytes that an increase of protein O-GIcNAc increases the height

of the hypertrophic zone in the growth plate during chondrogenesis.

Our in vitro studies have revealed that chondrocyte hypertrophic differentiation is
preceded by an increase in the amount of protein O- GIcNAc. Moreover, not only this
modification is strictly necessary to develop the hypertrophic phenotype, but an

accumulation of protein O- GIcNAc is sufficient to induce this differentiation.

Alteration of O- GIcNAc proteins in chondrocyte phenotype during osteoarthritis opens

the door to elucidate new targets for future treatments of this disease.
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Introduccion

1.1. LA ARTROSIS.

La artrosis (OA) es una enfermedad cronica degenerativa de la articulacion, siendo la
patologia reumatica mas comun en la poblacion mayor de 65 afios de edad, pudiendo
afectar hasta el 70%. Esta alta prevalencia, sumado a que la ausencia de tratamiento
eficaz hasta el momento conduce generalmente a cirugia de reemplazo, pone de
manifiesto el elevadisimo coste socio-econdmico que produce.

La OA se caracteriza principalmente por la degradacion del cartilago articular aunque
también se produce un engrosamiento del hueso subcondral, una inflamacion de grado
variable en la membrana sinovial, se forman osteofttos, y hay una hipertrofia de la
capsula articular. El dolor y la discapacidad funcional producidos en la articulacion
conducen a una considerable pérdida de la calidad de vida [1-4].

La artrosis se ha descrito histéricamente como una enfermedad asociada a la edad, dado
que el envejecimiento del sistema musculoesquelético aumenta la susceptibilidad de
desarrollar artrosis, pero no todos los adultos desarrollan artrosis ni todas las
articulaciones del cuerpo estdn afectadas en el mismo grado. Asi el envejecimiento
contribuye, pero no es una causa directa de artrosis [5,6]. Otros muchos factores
influyen en el desarrollo de la OA como la presencia de otras patologias articulares, la
obesidad, el tabaco, el sexo o la predisposicion genética [7-10].

En una primera clasificacion, la artrosis puede definirse como primaria y secundaria,
entendiéndose la primera como la desarrollada en articulaciones no dafiadas
previamente, en ausencia de un suceso desencadenante aparente y por tanto de etiologia
desconocida, y la segunda como la causada por una predisposicion definida como
anormalidades anatomicas, traumatismos o desordenes inflamatorios y metabdlicos. Sin
embargo, la distincion entre artrosis primaria y secundaria no siempre esta clara.

El amplio abanico de posibles factores desencadenantes de la artrosis ha llevado a
nuestro grupo ha describir una clasificacion de la patologia segin el fenotipo expresado
[11], definiendo los siguientes tres tipos de artrosis primaria: (I) de origen genético, (II)
relacionada con hormonas sexuales (estrdgenos) y (lIl) asociada a la edad y al
envejecimiento celular.

La definicion de estos diferentes tipos puede integrarse dentro de otros enfoques para
mejorar la identificacion de diferentes de subtipos de OA, pero esta clasificacion es

altamente complicada debido a la gran heterogeneidad de factores.
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Rodilla sana Radilla artrosica

FIGURA 1. Representacion de los cambios que sufre la articulacion en la artrosis.

Debido a que la OA puede producir cambios en todos los tejidos articulares, se pueden
clasificar también diferentes fenotipos clinicos dependiendo de qué tejido sea el
mayoritariamente dafiado en un determinado momento. Estas formas clinicas son
intercambiables en las primeras etapas de la enfermedad, pero mas adelante, los
sintomas van siendo homogéneos, conduciendo a un estado clinico que nuestro grupo ha
descrito como “sindrome de artrosis comin” en las etapas avanzadas de la enfermedad
[12].

Por otra parte, los factores de riesgo extra-articulares como la obesidad y la sobrecarga
en articulaciones juegan un papel importante en el proceso de la artrosis. Ademas de la
sobrecarga mecanica, los niveles alterados de adipoquinas también contribuyen al
desarrollo de la OA en gente con sobrepeso, afectando tanto a las articulaciones que
soportan peso como a las que no. De hecho, la artrosis ya se ha incluido como
componente del sindrome metabdlico, definiéndose como artrosis metabdlica [13]. De
manera similar, se ha descrito una nueva artrosis producida por un estado diabético [14].
La diversidad de fenotipos artrésicos en los pacientes, el diferente grado que muestran
de la patologia y la variedad de factores que contribuyen al desarrollo de la artrosis
ponen de manifiesto la gran heterogeneidad de esta enfermedad. Posiblemente por este
motivo, las terapias utilizadas actualmente no muestran la efectividad deseada, por lo
que hasta la fecha no existe tratamiento que pueda frenar o revertir el desarrollo de la

artrosis, reflejando la urgente necesidad de definir nuevas dianas terapéuticas.
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1.1.A. EL CARTILAGO: COMPOSICION Y ESTRUCTURA.

El cartilago articular es un tejido avascular, aneuronal y alinfitico que confiere al
sistema esquelético propiedades como resistencia a las fuerzas de compresion y
elasticidad, y que permite el deslizamiento de las superficies cubiertas por él debido al
bajo coeficiente de friccion que presenta [15]. El cartilago articular esta formado por un
solo tipo celular, los condrocitos, y la matriz extracelular que los rodea. La composicion
y la estructura del cartilago explican sus propiedades biomecanicas. Es un tejido elastico
y resistente, lo que explica su deformabilidad y su resistencia a la compresion. La
elasticidad se explica por la hidrofilia de los proteoglicanos, que permite el movimiento
de vaivén de las moléculas de agua ante cargas mecanicas ciclicas. La rigidez del
sistema se mantiene por efecto de una red de fibras de colageno de tipo II.

Composicion

El cartilago esta constituido por dos elementos: los condrocitos y la matriz extracelular.
Las propiedades mecénicas del cartilago se deben principalmente a la integridad y la
estructura de la MEC, la cual es sintetizada por los condrocitos.

Condrocitos

Los condrocitos ocupan el 10% del volumen total del cartilago, si bien la densidad
celular varia segin el tipo de articulacion, la zona en la que se encuentran y la edad. El
contenido celular es mayor en la capa superficial y el nimero de células disminuye con
la edad del paciente [15]. Los condrocitos presentan un aparato de Golgi bien
desarrollado y numerosas vesiculas que muestran su gran actividad secretora. Estas
células forman uno de los pocos tejidos que funcionan en hipoxia, y por este motivo
poseen un escaso numero de mitocondrias. Los condrocitos no migran y se multiplican
poco o nada en el cartilago normal. A pesar de la relativa quiescencia del condrocito
maduro, este tipo celular es capaz de responder a estimulos bioquimicos, estructurales o
fisicos sintetizando diferentes enzimas, factores de crecimiento, citoquinas y los
diversos componentes de la MEC.

Matriz extracelular

La matriz extracelular estd compuesta por agua (65-80% del peso hdmedo) vy
macromoléculas (proteinas y glucosaminoglicanos, que constituyen el 20-35% del peso
himedo del cartilago). La cantidad de agua es mayor en las capas superficiales y va
disminuyendo a medida que aumenta la profundidad del cartilago. Juega un papel
principal neutralizando las cargas negativas de los proteoglicanos y confiriendo

elasticidad y lubricacion al tejido. Dentro de las macromoléculas encontramos un 50%

7
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de colageno tipo I, un 35% de proteoglicanos y un 15% formado por otras proteinas.
Todos esos componentes configuran las propiedades mecanicas y fisiologicas del

cartilago.

Fibras de colageno

El colageno tipo Il es la proteina mas abundante de la matriz del cartilago, (95% del
colageno total), y es practicamente exclusiva de este tejido jugando un papel crucial en
el mantenimiento de sus propiedades caracteristicas. Si bien el Unico colageno especifico
del cartilago es el tipo X, siendo propio del cartilago calcificado sintetizado por condrocitos
hipertréficos, el de tipo Il se comporta como marcador del condrocito normal y, en cultivo,
indica la diferenciacion del mismo. Habitualmente el colageno de tipo Il estd presente
como un heterodimero con colageno del tipo IX y XI, aunque también se encuentra
colageno 11l y pequefias cantidades de los tipos V, VI'y X [16,17].

Cada molécula de colageno esta constituida por tres cadenas polipeptidicas alfa en forma de
triple hélice. El coldgeno de tipo Il es sintetizado como un pre-propéptido con dominios
C- y N-terminales globulares. La agregacién final de procolagenos y formacién de
fioras requiere la eliminacion de los dominios C- y N-terminal para dar el
tropocolageno. Esta escision por las proteasas C- y N-terminal extracelulares asegura
que la formacion de la hélice no suceda intracelularmente. El propéptido se modifica
con hidroxilacion y glicosilacion antes de la asociacion de las cadenas y la formacion de
la triple heélice. La triple hélice plegada se secreta a la matriz extracelular. Los

tropocolagenos se agregan después espontaneamente.

Liquido intersticial e

Nicleo

Reticulo
Endoplasmico

Condrocito

Fibras de

Glicoproteinas 5
colageno

FIGURA 2. Disposicién del condrocito y los componentes extracelulares dentro del cartilago.
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Los propéptidos C- y N-terminal estan presentes en mayor proporcion en cartilago fetal,
disminuyen rapidamente en el nacimiento, y estdn presentes solo en niveles muy bajos
en el cartilago adulto, reflejando la baja actividad de sintesis de colageno tipo Il tras el
desarrollo [18].

El disefio estructural del colageno maduro parece ayudar a su longevidad y le
proporciona un inherente grado de proteccion frente a la protedlisis, ya que los sitios de
corte enzimatico, dentro de las moléculas y entre ellas, son escasos.

En modelos animales se ha demostrado que las perturbaciones en la integridad del
entramado del coldgeno tipo Il parecen ser un evento mucho mas temprano a la

evidencia histologica de pérdida de proteoglicanos [19].

Proteoglicanos

Los proteoglicanos (PG) son una clase de glicoproteinas formadas por un ndcleo
proteico al que se encuentran unidos covalentemente glicosaminoglicanos (GAG). Estas
cadenas de GAGs son largos polimeros de carbohidratos lineares que estan cargados
negativamente bajo condiciones fisiologicas, debido a la presencia de grupos sulfato y
de grupos de acido urénico . La mayoria de los PGs existen como grandes agregados de
moléculas formadas por un nicleo central de &cido hialuronico al que se unen otros
PGs de menor tamafio.

Los proteoglicanos del cartilago articular son de dos tipos: de masa molecular elevada,
representados en su mayoria por el agrecano; y de masa molecular reducida,
representados por la decorina, el biglicano y la fioromodulina [15].

Todos estos se disponen entre las fibras de coldgeno y sus propiedades biofisicas
(cargas negativas), atraen las moléculas de agua que participaran en las propiedades
biomecanicas del cartilago teniendo un papel decisivo en la resistencia a la compresion.
El agrecano es la segunda proteina mas abundante de la matriz del cartilago,
representando alrededor del 90% de los proteoglicanos totales. Este proteoglicano
presenta cadenas laterales de los glucosaminoglicanos condroitin y keratan sulfato.

La decorina, el biglicano y la fibromodulina tienen en comin una misma estructura
proteica central y sOlo se diferencian por la calidad y cantidad de sus GAGs. Las
moléculas pertenecen a la familia de las proteinas ricas en leucina. La decorina posee
una sola cadena de condroitin sulfato (0 dermatdn sulfato), mientras que el biglicano

posee dos. La fioromodulina, por su parte, consta de cuatro cadenas de queratan sulfato.
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Otras proteinas

En este grupo, se incluyen glucoproteinas y proteinas no colagenosas que participan en
el mantenimiento de la estructura tridimensional de la matriz extracelular y permiten las
adhesiones célula-matriz [15]. Entre ellas se encuentran el biglicano, la decorina, la
fiboromodulina, la condroadherina y la proteina oligomérica de matriz del cartilago
(COMP). La condroadherina pertenece a la familia de las proteinas ricas en leucina, al
igual que la decorina, el biglicano y la fiboromodulina, e intervendria, sobre todo, en
procesos de interaccion con integrinas y colageno de tipo Il. La tenascina, por su parte,
que se expresa especialmente en la artrosis, también participaria en la modulacion de la
fijacion del condrocito a la fibronectina. Otras son la osteonectina, las matrilinas

cartilaginosas y las trombospondinas.

Estructura

El cartilago articular se organiza en capas que difieren entre si segun criterios
bioguimicos (cantidad de proteoglicanos) y anatémicos (disposicién de las fibras de
colagenos, cuya red muestra una birrefringencia que varia desde la superficie hasta la
profundidad). Asi, podemos diferenciar cuatro zonas:

e Zona superficial. Constituye entre el 10 y el 20% del grosor del cartilago.
Presenta una gran resistencia a la erosion ya que tiene el mayor contenido de
colageno, alrededor de un 85% del peso seco. Las fibras de colageno se
disponen orientadas de manera paralela a la superficie. El contenido en
fibronectina es alto y los proteoglicanos son relativamente escasos. Los
condrocitos tienen una forma alargada y plana.

e Zona media o de transicion. Forma entre el 40 y el 50% del espesor del
cartilago y contiene mas proteoglicanos y menos colageno que la zona anterior.
Las fibras de coldgeno se disponen de manera oblicua unas a otras. Los
condrocitos adquieren una forma globular y se agrupan formando condronas. La
densidad celular es la mas baja de todo el cartilago.

e Zona profunda o radial. Forma alrededor del 40% del grosor y estd formada
por fibras de coldgeno con el mayor didmetro, la mayor concentracion de
proteoglicanos y la menor cantidad de agua. Los condrocitos son mas pequefios,
redondeados, Yy estan ordenados en columnas.

e Zona calcificada. Actlia como anclaje entre el cartilago articular y el hueso

subcondral. No muestra proteoglicanos y la cantidad de colageno desciende a
10
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medida que nos acercamos al hueso. La concentracion de calcio es elevada. Se

encuentra separada de la zona anterior por el frente de calcificacion.

1.1.B. PATOFISIOLOGIA DE LA ARTROSIS

El remodelado fisioldgico del cartilago implica un balance entre sintesis y degradacion
de la matriz extracelular para mantener la homeostasis del tejido [20]. Durante la OA,
este balance se rompe y conduce a cambios patoldgicos en la articulacion afectada [21].
Aungque, como se ha mencionado, en la OA todos los tejidos de la articulacion estan
alterados, los primeros cambios aparecen en la superficie del cartilago [22]. Los
condrocitos que se encontraban quiescentes adquieren un estado activo caracterizado
por la proliferacion de las células, formacion de agregados celulares, y un aumento de la
produccion tanto de proteinas de matriz, como de enzimas que degradan la matriz [23].
Aunque el balance global del metabolismo del condrocito artrosico conduce a la
degradacion de la matriz, se ha descrito un aumento de la sintesis y expresion génica
tanto de coldgeno tipo Il como de agrecano en el cartilago humano artrésico en
comparacion con el sano [24-26]. La sintesis compensatoria inicial de colageno tipo 1l
parece localizarse en las zonas mas profundas del cartilago artrésico [27].

La pérdida inicial de la red de colageno asi como de proteoglicanos sucede en las partes
més superficiales del cartilago, siendo en este punto reversibles [21]. Con el tiempo,
estos cambios se dan en zonas mas internas del cartilago, y los condrocitos van
perdiendo su capacidad de mantener la homeostasis, alcanzando un punto en el que no
son capaces de regenerar una matriz con las mismas propiedades que la presente en el
tejido sano. Asi la degradacion proteolitica de la matriz altera la elasticidad, la
resistencia a compresion y la fuerza tensora del cartilago. Dado que los principales
componentes del cartilago son el coldgeno y el agrecano, las enzimas de actividad
colagenasa y agrecanasa, englobadas en la familia de metaloproteasas (MMPS), juegan
un papel principal en la degradacion de la matriz durante la artrosis [28]. En las
primeras etapas, enzimas como MMP-3 y ADMTS-5 comienzan a degradar el agrecano
y a continuacion se produce un aumento en la actividad de colagenasas, siendo de
especial relevancia la enzima MMP13 (tambien colagenasa 3), que degrada el colageno
Il con mayor afinidad y potencia que otras colagenasas, jugando un papel predominante
en este proceso [29-31]. Otras MMPs involucradas en el desarrollo de la artrosis son las
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 [32].
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Los condrocitos del cartilago artrdsico, ademéds de receptores de MMPs, expresan
receptores de citoquinas, quemoquinas y otras numerosas moléculas involucradas en
respuestas inflamatorias y catabdlicas. En la artrosis se produce una elevada
concentracion de IL-1p y TNF-a, que conlleva una disminucion de la sintesis tanto de
coladgenos como de proteoglicanos [33,34]. Ademés hay un incremento en la produccion
de prostaglandinas, el cual es mediado no solo por la induccion de la expresion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), sino también por la prostaglandina-E sintasa microsomal-1
(mPGES-1) [35,36]. Otras moléculas como fosfolipasa soluble A2 (sPLA2), y Oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) se producen también durante el desarrollo de la artrosis
[37,38].

La activacion de los condrocitos por estimulos mecanicos e inflamatorios sucede en
primera instancia a través de las rutas de NF-kB y de las protein-quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) [23]. La quinasa de regulacion extracelular (ERK), quinasa terminal
c-Jun (JINK) y p38, pertenecientes a la familia de MAPK, coordinan la induccion y
activacion de factores de transcripcion que regulan la expresion de genes involucrados
en procesos inflamatorios y catabdlicos.

La via de sefalizacion Wnt interviene también en la destruccion del cartilago durante la
artrosis debido a que induce la hipertrofia del condrocito [39]. Los condrocitos expresan
multiples miembros de la familia Wnt [40] y la activacién de la via candnica de esta ruta
a traves de receptores “frizzled” que conduce a un aumento de la actividad de -
catenina, parece desembocar en la destruccion de la matriz.

Los cambios en la expresion de genes, sintesis de proteinas y activacion de rutas de
sefializacion, han llevado a postular en los ultimos afios que durante la OA los
condrocitos articulares inician un proceso de diferenciacion semejante a los condrocitos
presentes en la placa de crecimiento durante la osificacion endocondral, mostrando

cambios caracteristicos del proceso de hipertrofia [41].

1.1l. DIFERENCIACION HIPERTROFICA CONDROCITARIA: PAPEL EN LA
PLACA DE CRECIMIENTO.

El crecimiento del esqueleto se lleva a cabo a través de la osificacion endocondral (OE)

en la placa de crecimiento del cartilago durante las primeras etapas de la vida [42].

La OE se inicia por la condensacion y diferenciacion de células mesenquimales

progenitoras en condrocitos. La cascada de eventos de la diferenciacion condrogénica

incluye secuencialmente proliferacion celular, sintesis de matriz extracelular, hipertrofia
12
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celular, mineralizacion de la matriz, invasion vascular y eventualmente apoptosis, que
permite el remodelado del cartilago en hueso [42]. Existen numerosas enfermedades
esqueléticas causadas por disfunciones en la proliferacion e hipertrofia de la
diferenciacion condrocitaria, asi como numerosas displasias [43,44].

PLACADE CRECIMIENTO

Zona hipertréfica

Zona de calcificacién

FIGURA 3. Estructura de la placa de crecimiento donde se muestran las diferentes fases por las que pasa
el condrocito durante su diferenciacion.

La regulacion de los procesos de la OE en la placa de crecimiento (o placa endocondral)
sucede a través de estrechas interacciones entre hormonas sistémicas circulantes y
factores de crecimiento producidos localmente. Entre ellos, la insulina y su analogo
funcional y estructural, el factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-1), son fuertes
estimuladores de la condrogénesis y la OE [45,46]. Ratones IGF-1 null muestran una
reduccion en la altura de la placa de crecimiento [47]. El tratamiento con insulina ha
demostrado una mejora en el crecimiento y en la cicatrizacion del hueso deteriorado,
tanto in vitro como in vivo [46,48-50]. Sin embargo, poco se conoce sobre los
mecanismos moleculares especfificos responsables de la induccion de diferenciacion

condrogénica mediada por insulina.
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En el inicio de la OE, las células mesenquimales expresan el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y moléculas de adhesion como N-CAM y N-Cadherina,
induciendo la condensacion de las células [51]. El colageno I, ademas de los colagenos
Iy V, es el mayor componente de la matriz de estas células mesenquimales no
diferenciadas [52]. Mediante la sefializacion por proteinas morfogenéticas del hueso
(BMPs), estas células comienzan a expresar el factor de transcripcion Sox-9, el cual
compromete su entrada al proceso de condrogénesis [53]. Estos condrocitos entran
entonces en una fase de alta actividad proliferativa y se disponen ordenados en
columnas llamadas condronas. La expresion de Sox9 parece prevenir la conversion de
condrocitos proliferativos de la placa de crecimiento en condrocitos hipertroficos,
presentandose asi como un marcador mayoritariamente especifico de proliferacion [54].
Después de la diferenciacion inicial a condrocitos, las células dejan de producir
colagenos I, Il y V y empiezan a sintetizar componentes caracteristicos del cartilago,
incluidos colagenos 11, IX y Xl, asi como agrecano [51].
Més tarde, los condrocitos van entrando en una fase de transicion entre proliferacion e
hipertrofia, conocida como fase prehipertrofica, y empiezan a secretan Indian hedgehog
(Ihh), el cual a través de su receptor patched 1 (Ptchl), induce la expresion de la
proteina relacionada con la hormona paratiroidea PthrP y su receptor asociado PTHR
[55]. Aungue lhh incrementa la proliferacion de condrocitos no hipertréficos [56], tanto
Ihh, como el eje PthrP/PTHR continlan expresdndose mas adelante, teniendo un papel
clave en la coordinacion entre proliferacion y diferenciacion, siendo ambas moléculas
necesarias para la correcta regulacion de la hipertrofia de la célula [55,57,58].
La hipertrofia condrocitaria se caracteriza por un incremento de diez veces en el
volumen celular [59], el remodelado de la matriz extracelular y la expresion de
marcadores de diferenciacion terminal que incluyen “run-related transcription factor 2”
(Runx2), metaloproteasa de matriz 13 (MMP13), coldgeno X (Col X), y fosfatasa
alcalina (ALP) [60]. El factor de transcripcion Runx2 conduce la expresion de otros
marcadores de diferenciacion, incluidos MMP-13 [61], colageno X [62-64], Ihh [65] y
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) [66]. La MMP-13 secretada
degrada con una alta afinidad el Col Il, componente clave de la matriz extracelular
formada anteriormente [67][68]. El colageno X es depositado dentro de la MEC
hipertrofica y sirve como estructura para la consecuente calcificacion [69].
Otras moléculas, como los miembros de la familia Wnt, estan involucradas en diferentes
etapas de la OE. Durante la condensacion mesenquimal, la sefializacion por via Wnt
14
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previene la diferenciacion condrogénica, pero en las Ultimas etapas, la sefializacion a
través de la vias candnica Wnt/B-catenina es indispensable para la maduracion del
condrocito. La sefializacion por p-catenina actia como un regulador positivo de la
hipertrofia condrocitaria y la consecuente osificacion [42].

La calcificacion de la ECM del cartilago se origina en las vesiculas de matriz (MV5s)
que contienen ALP, las cuales son secretadas por los condrocitos en respuesta al
incremento de concentracion de calcio [70] y se anclan a la matriz de Col X [69]. En la
primera etapa de la mineralizacién, ALP hidroliza pirofosfato (PP;) a fosfato (PO4%), el
cual en presencia de calcio, da lugar a la formacion de hidroxiapatita dentro de las MVs
[71,72]. El flujo de calcio hacia las vesiculas estd regulado por anexina I, V y VI,
siendo la actividad de la anexina V directamente estimulada por union a las fibras de
colageno 1y X [73].

Las etapas finales de la osificacion endocondral, incluida la degradacion de la matriz
calcificada, la invasién vascular mediada por VEGF, y la deposicion de osteoblastos en
trabéculas calcificadas, estan bajo control de diferentes MMPs [74].

Los condrocitos hipertroficos pasan por una etapa transitoria de autofagia para ayudar a
las necesidades energéticas de las células [75] antes de sufrir apoptosis y ser eliminados

de la placa de crecimiento [76].

1L.ILA. SIMILITUDES ENTRE LA DIFERENCIACION HIPERTROFICA Y LA
ARTROSIS

El crecimiento longitudinal de los huesos depende de la proliferacion y diferenciacion
de los condrocitos de la placa de crecimiento hasta la hipertrofia y la formacién de
hueso, mientras que para la formacion del cartilago articular, es fundamental que el
cartilago no se diferencie hasta hueso. Tanto en el cartilago de la placa de crecimiento
como en el cartilago articular podemos encontrar condrocitos en distintas etapas de
diferenciacion, pero la organizacion y actividad de los condrocitos difieren en cada

etapa de ambos cartilagos [77].

Durante el desarrollo del sistema esquelético, la formacién de las articulaciones se
sucede por la agregacion de células mesenquimales y la proliferacion de los

condrocitos. Sin embargo, se ha propuesto que el primer paso para la formacion de la
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articulacion es que se inhiba la diferenciacion de los condrocitos prehipertroficos en las
células que se ubican en la region de la futura articulacion. Estas quedan fuera de la
influencia de sefiales que promueven la maduracion del cartilago, mientras que las
células vecinas continlan su proceso de diferenciacion hasta la hipertrofia 'y
posteriormente forman hueso por osificacion endocondral [78].

Los condrocitos articulares permanecen con un fenotipo “en reposo”, bloqueandose en
ese estado para no sufrir diferenciacion terminal. Sin embargo, en el estado patoldgico
de la artrosis, los condrocitos articulares pierden su fenotipo y entran en una cascada de
proliferacion [79] y diferenciacion hipertréfica similar a la que sucede durante la OE,
acompafiada de la expresion de marcadores de hipertrofia caracteristicos como ALP
[80], Colageno X [81] y MMP-13 [82], con la consecuente muerte apoptotica [83] y
mineralizacion del cartilago artrésico [84].

Varias moléculas de sefializacion involucradas en la proliferacion y diferenciacion
hipertrofica del condrocito durante la osificacion endocondral juegan también un papel
fundamental en la degradacion del cartilago articular durante la artrosis.

La sefializacion por la via candnica de Wnt a través de B-catenina determina el destino
condrogénico de las células mesenquimales progenitoras en las etapas méas tempranas
[85] y promueve la diferenciacion hipertrofica del condrocito en las etapas finales de la
OE [86]. Ademés, la sefializacion por [-catenina es estrictamente controlada en la
regulacion de la homeostasis del cartilago articular. La activacion o inactivacion de pB-
catenina en condrocitos articulares conllevan un fenotipo similar al artrésico [87][88].
Moléculas implicadas en la OE como BMPs, o lhh regulan también la diferenciacion
condrocitaria y el remodelado de la matriz en el cartilago artrésico. Aunque BMP-2
tiene potentes efectos anabolicos, se ha mostrado que en células de condrosarcoma y en
condrocitos murinos la actividad de la BMP-2 induce cambios caracteristicos de OA a
través de la estimulacion de MMP-13 [89], favoreciendo directamente la pérdida del
cartilago. Tanto en muestras de cartilago artrésico humano, como en cartilago articular
de raton tras OA inducida por cirugia, se ha encontrado un incremento en la expresion
de genes diana de moléculas “hedgehog”. Este aumento se ha correlacionado con etapas
avanzadas de la enfermedad, describiéndose la estimulacion de la expresion de
ADAMTS-5 a través del factor de transcripcion Runx2 por parte de moléculas
hedgehog [90]. Por otra parte, se ha encontrado menos erosion en el cartilago articular
de ratones deficientes en MMP-13 en los que se indujo OA por cirugia, pero la

hipertrofia condrocitaria y la formacion de osteofitos en estos ratones no resultaban
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disminuidas. Este hecho sugiere que la hipertrofia condrocitaria estd acompafada, pero
no directamente regulada, por MMP-13 [91].

Por otra parte, la deficiencia de Runx2 en ratones con OA inducida por cirugia demostrd
tener un efecto inhibitorio en la destruccion del cartilago y la formacion de osteofitos,
junto con un descenso en la expresion de ColX y MMP-13, sugiriendo la contribucion
del factor de transcripcion Runx2 en la patogénesis de la artrosis a través de la
hipertrofia de los condrocitos y la ruptura de la matriz tras la desestabilizacion de la
articulacion [92].

En resumen, numerosos factores involucrados en la proliferacion y diferenciacion
condrocitaria durante la OE han mostrado tener un papel regulador en el cartilago
articular durante la OA. Por tanto, la investigacion con mayor detalle de los mecanismos
moleculares que desencadenan el fenotipo hipertrofico en los condrocitos articulares

durante la OA resultara clave para el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas.

1.11l. LA GLICOSILACION COMO MECANISMO DE _RESPUESTA
CELULAR.

La produccion de los componentes de la matriz por parte del condrocito se lleva a cabo
gracias a los nutrientes proporcionados por los tejidos adyacentes al cartilago. La
glucosa es el principal sustrato energético del condrocito, aunque también aminoacidos,
vitaminas y trazas de algunos minerales son esenciales para el metabolismo del
cartilago. La glucosa se metaboliza basicamente por la via de la glucolisis anaerdbica
dada la condicidén hipdxica del tejido, y se transforma en glucosamina para la sintesis de
los proteoglicanos. El transporte de glucosa al interior del condrocito depende de los
transportadores GLUT 1, 3 y 9 [93], de los cuales el GLUT 1 es el mas utilizado [94];
GLUT 4 solo parece ser importante durante el desarrollo de la articulacion [95]. Los
condrocitos sintetizan GLUT1 en funcion de la concentracién de glucosa pero los
condrocitos artrosicos expuestos a altas concentraciones de glucosa pierden la capacidad
de modular la sintesis de GLUT1. Se ha sugerido que esta des-regulacion puede ser un
mecanismo patogénico importante por el que las condiciones diabéticas facilitan el
desarrollo de la OA [96]. Asi, el condrocito es susceptible a deficiencias y

desequilibrios nutricionales.
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La concentracion de glucosa determina, entre otras cosas, la glicosilacion de proteinas.
La glicosilacion es una modificacion postraduccional fundamental para la célula, que
determina la estructura, funcion vy localizacion de las proteinas modificadas [97].

El estudio de la funcién bioldgica de las cadenas de azlcares que modifican proteinas y
lipidos estd siendo ampliamente aplicado a estudios moleculares en el campo de la
biomedicina [97-100]. La glicosilacion de proteinas puede clasificarse en funcion de si

esta 0 no mediada por enzimas.

ENZIMATICA NO ENZIMATICA

* Requiere de la formacién previa de * Reaccidon de Maillard: un azucar
polisacaridos reductor + proteina

* RE/AG * Proceso espontaneo

+ Mediada por glicosil-transferasas + Regulado : concentracion de glucosa,

« Especifica de tejido, especie y depende vida media de las proteinas, ROS.
del estado celular « Sintesis de AGES: albumina,

* N-glicosilacién v O-glicosilacion hemoglobina o colageno.

0-p-N-ACETILGLICOSILACION

* Incorporacién de GleNAc

* Citoplasma, niicleo y mitocondrias

* Dos enzimas: OGT y OGA

* Dinamico y reversible

* Depende del estado nutricional de la
célula

FIGURA 4. Caracteristicas de los diferentes tipos de glicosilacion.

La glicosilacion enzimatica consiste en la adicion de polisacaridos complejos, formados
previamente, que se unen por medio de enlaces covalentes a las cadenas laterales de
aminodcidos concretos. Este proceso, mediado por mlltiples enzimas glicosil-
transferasas especificas de tejido y especie, esta muy localizada en el RE y en el aparato
de Golgi [101]. La mayoria de los glicanos unidos mediante enzimas a proteinas se
clasifican en dos grupos: aquellos que se unen a una asparagina a traves del atomo de
nitrdgeno de la cadena lateral de este aminodcido (N-glicanos) y aquellos que se unen a
residuos de serina o treonina (O-glicanos) [102,103]. Las glicoproteinas se encuentran
en la superficie celular, en la MEC y en suero. Aunque ambos tipos de glicanos han sido

analizados, la relacion entre estructura y funcion estd mejor definida en el caso de los N-
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glicanos [104]. Las modificaciones de proteinas con N-glicanos contribuyen a Ila
patogénesis de varias enfermedades [105-110]. Por ejemplo, cambios en la estructura
de los N-glicanos unidos a inmunoglobulinas G (lIgGs) en suero contribuye a la
patogénesis de la artritis reumatoide [111-113]. En un modelo de OA en conejos se
demostré que hay alteraciones en los N-glicanos del cartilago en las primeras fases de la
enfermedad [114]. Un estudio demuestra que a altas concentraciones de manosa se
producen mas N-glicanos en condrocitos y que esto se correlaciona con la sintesis de
MMP13 y ADMTS-5 durante la degradacion del cartilago [115], sugiriendo que los N-
glicanos juegan un papel crucial en el inicio y progresion de la artrosis.

La glicosilacién no enzimética (glicacion) sucede de forma espontanea entre el grupo
carbonilo libre de un azlcar y las cadenas laterales de aminoacidos de proteinas. Esta
reaccion es la responsable de la sintesis de productos de glicacién avanzada (AGES).

Los AGEs son moléculas muy heterogéneas en su estructura quimica con una tasa de
degradacion baja, y su acumulacion en tejidos esta muy relacionada con el
envejecimiento y se potencia en estados diabéticos [116,117].

Se ha postulado que uno de los mecanismos por los que se desarrollan los procesos
patolégicos de la OA es a través de la acumulacion de AGEs en las articulaciones
artrosicas [6,118,119].

En diabetes se cree que los AGEs se forman como resultado de una reaccion enziméatica
por exceso de glucosa en proteinas de la matriz extracelular de varios tejidos conectivos,
incluido el cartilago articular, provocando la rigidez y la pérdida de funcidn
biomecanica de la articulacion [120][121]. La estimulacion de AGEs a través de su
receptor RAGE puede inducir una respuesta pro-inflamatoria y el desarrollo de
hipertrofia condrocitaria [122]. Los AGEs se activan por mediadores inflamatorios,
pudiendo producir dafio en el cartilago a través de la activacion tanto de la ruta de
sefializacion COX-2 -PGE2 como de iNOS-NO [123].

La concentracion extracelular de glucosa puede modular la expresidn de genes
implicados en la hipertrofia condrocitaria y la OA como colageno Il y MMP13. De
hecho, la exposicion de condrocitos articulares a altas concentraciones de glucosa
aumenta la expresion de MMP13 exclusivamente en los condrocitos artrésicos, no
detectando cambios en esta expresion en condrocitos sanos [124]. La sintesis de AGES
induce la expresion de MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 y ADAMTS-5 y se ha

demostrado que este proceso sucede, al menos en parte, a través de la activacion de
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ERK [118]. Esto demuestra que los AGEs estdn directamente relacionados con el
proceso de destruccion del cartilago.

Ademés de estos dos tipos, hace treinta afios se describid un tercer tipo de glicosilacion
de proteinas que comparte algunas caracteristicas con las dos primeras. Esta nueva
glicosilacion, llamada O-B-N-Acetilglicosilacion, es muy dinamica y reversible, esta
regulada Unicamente por dos enzimas con funciones opuestas, y se localiza en el

citoplasma, nicleo y mitocondria celular.

1.111LA. LA O-B-N-ACETILGLICOSILACION

La incorporacion de residuos de O-NAcetilglucosamina (O-GIcNAc) es el principal tipo
de glicosilacion encontrado dentro de los compartimentos citosélico y nuclear de celulas
eucariotas, y constituye un mecanismo dindmico Yy reversible de modificacién post-
traduccional de proteinas [125-130]. EI monosacérido N-Acetilglucosamina (GIcNAC)
se une a residuos de serina o treonina por la O-GIcNAc transferasa (OGT) [126], la cual
usa UDP-GIcNAc como donor. O-GIcNAc puede ser eliminado por la O-GIcNAc-
glucosaminidasa (OGA) [131].

En la mayoria de las células, OGT se encuentra principalmente en el nicleo y OGA est4
mayoritariamente dentro del citosol. Sin embargo ambas enzimas se encuentran en
multiples componentes intracelulares, y se conoce poco sobre la regulacion de su trafico
intracelular. Dentro del nlcleo y particularmente en los sitios de transcripcion, las dos
enzimas del ciclo O-GIcNAc se encuentran habitualmente dentro del mismo complejo.
Paraddjicamente, aunque OGT es mayoritariamente nuclear, estd excluida de los
nucleolos, y OGA, presente sobretodo en el citosol, se encuentra en altas cantidades
dentro de los nucleolos [132]. Una de las isoformas de OGT se encuentra localizada en
la superficie de la membrana mas interna de la mitocondria [133] pero todavia no se ha
descrito una isoforma mitocondrial para OGA.

Mientras la O-GIcNAc catalizada por OGT parece estar restringida a compartimentos
celulares, se ha sugerido la existencia de una nueva glicosiltransferasa que cataliza la
adiciobn de O-GIcNAc a los dominios extracelulares del receptor Notch [134]. Esta
llamada eOGT parece no tener ninguna homologia con la OGT nucleocitoplasmica.

La concentracion de UDP-GIcNAc estd regulada por los niveles de glucosa y se
sintetiza a través de la ruta de biosintesis de hexosaminas (HBP) [135,136]. Esta ruta,

descrita hace alrededor de 25 afios [137], es una parte del metabolismo celular de la
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glucosa por la que se metaboliza entre un 2-5% de la glucosa celular [138]. Esta ruta
convierte fructosa 6-fosfato en UDP-N-Acetilglucosamina, necesario para la
incorporacion de grupos de GIcNAc mediante un enlace éster a residuos de serina y
treonina (O-GIcNAC).

Dado que la sintesis de UDP-GICNAc estd afectada por practicamente todas las rutas
metabdlicas de la célula y que la incorporacion enzimatica de este residuo es sensible a
la insulina, nutrientes, y al estrés celular, se ha propuesto al sistema de O-GIcNAc como
un sensor nutricional [126,127,139,140].

‘ Glucosa (2-5%) |

l Hexoquinasa

1G|c-6-P isomerasa

Fructosa-6- |
Metabolismodelos _ _ glytamida I
aminoacidos 3 I GFAT

Glutamato

‘ Glucosamina-6- ‘

Metabolismode — — — — — Actil CoAr™ lG,cN_s_P acetiltransferasa
los acidos grasos

| N-acetilglucosamina-6- ‘

1 P-GleNAc mutasa

| N-acetilglucosamina-1- ‘

Metabolismode _ _ _ _ _ _ . UTPq I UDP-GlcNAc fosforilasa
los nucledtidos

UDP-GIcNAc

FIGURA 5. Ruta de biosintesis de hexosaminas.

La O-GIcNAc es una modificacion muy abundante que ocurre en todos los organismos
superiores, y que se ha descrito para mas de 400 proteinas, incluyendo factores de
transcripcion (NFkB, Runx2, STAT5, CREB), proteinas del citoesqueleto (caderinas,
miosina, queratinas, tau, anexina II), moléculas traductoras de sefial y chaperonas
(HSP27, HSP70, HSP90, receptor GABA), proteinas implicadas en el metabolismo de
la glucosa (GSK3, enolasa) y oncogenes (c-myc, p53) [127,129,130,141,142]. Esto
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pone de manifiesto que la O-GIctNAc es un regulador clave de diferentes procesos

celulares, incluyendo traduccion de sefial, transcripcion y degradacion proteosoémica.

1.111.B. RELACION ENTRE O-B-N-ACETILGLICOSILACION Y
FOSFORILACION.

En los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto la extensa relacion que existe entre la O-
GIcNAc vy la fosforilacion [126,143-145]. De hecho, se ha demostrado que la inhibicion
de una tnica quinasa, GSK3pB, incrementa la O-GIcNAc de muchas proteinas
(mayoritariamente del citoesqueleto y proteinas de choque térmico, Hsp), y a su vez
disminuye la O-GIcNAc de muchas otras (principalmente factores de transcripcion y
proteinas de unibn a RNA) [146]. En otro estudio se demostrd que al inducir la
sobreexpresion de OGT se reducia drasticamente la actividad de la proteina quinasa
dependiente de ciclina-1 (CDK1), disminuyendo asi la fosforilacion de importantes
sustratos implicados en division celular [147].

En contraste con lo que ocurre con la fosforilacion, proceso en el que conocemos mas
de 600 fosforilasas y fosfatasas, las enzimas que catalizan la incorporacion y la
eliminacién del grupo O-GIcNAc son Gnicamente dos. Sin embargo, OGT y OGA
pueden compararse con el sistema de quinasas/fosfatasas si tenemos en cuenta que
catalizan modificaciones postraduccionales muy dinamicas, que se dan en residuos de
aminodcidos concretos y que pueden regular numerosos procesos celulares.

De hecho, los residuos de serina y treonina que se modifican por O-GIcNAc son, en
muchas ocasiones, susceptibles de fosforilarse, compitiendo reciprocamente en la
modificacion de estos residuos [148]. Asi ocurre en la proteina oncogénica c-Myc [149],
el receptor de estrdgenos-p [150], algunos sitios de la polimerasa Il de RNA [151][152],
la Oxido nitrico sintasa endotelial [153], y muchas otras. Otras proteinas son
competitivamente modificadas por O-GIctNAc o fosfato en residuos proximos, pero no
en el mismo residuo, como es el caso de la vimentina [154], p53 [155] 0 CAMKIV
[156]. Esta relacién no es Unicamente reciproca: algunas proteinas pueden estar a la vez
fosforiladas y O-GIcNAc. Se ha descrito que algunas de las moléculas que juegan un
importante papel en la OA, como B-catenina 0 AKT, regulan su accion a través de la O-
GIcNAc, determinando su localizacion celular, o interfiriendo en la fosforilacion de la
propia molécula [157][158]. En otras proteinas, estas dos modificaciones pueden existir

simultaneamente en sitios distantes dentro de la misma molécula, como sucede en las
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proteinas sustrato del receptor de insulina (IRS) [159] y la cadena ligera de miosina
cardiaca [160].

0-PO;*> O-GlcNAc

Ser/Thr Ser/Thr

Glico-Fosfo-
Proteina

0-PO;* O0-GlcNAc

Ser/Thr Ser/Thr

Fosfo-Proteina M

SerfThr
OH

FIGURA 6. Esquema que refleja la relacion entre la O-GlcNAc y fosforilacion de proteinas.

OGT: O-GlcNAc transferasa; OGA: O-GlcNAc-glucosaminidasa.

De hecho, se ha descrito la asociacion de fosfatasas con OGT [161], sugiriendo que el
mismo complejo enzimatico cataliza a la vez la eliminacion del grupo fosfato y la
adicion del residuo de O-GIcNAc. Cada vez se conocen mas quinasas que no solo son
capaces de O-GIcNAcilarse, sino que ademas esta modificacion regula su actividad,
como es el caso de AKT [158,162-164] o la proteina quinasa C (PKC) [165,166]. Por
otra parte, OGT se fosforila tanto en residuos de tirosina como de serina. La
fosforilacién por el receptor de insulina, CAMKIV y otras quinasas, activa OGT y
puede intervenir en su interaccion con sustratos o unidades reguladoras de especificidad
[167]. OGA también puede ser fosforilada, pero las consecuencias de esta modificacion

no estan claras [168].
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LII.C. LA ALTERACION DE O-B-N-ACETILGLICOSILACION COMO
MECANISMO PATOGENICO.

Dentro de las numerosas funciones biologicas en las que participa la O-GIcNAc se
incluye también la respuesta al dafio celular. Se ha observado que la O-GIcNAc de un
gran numero de proteinas aumenta rapidamente cuando las células se exponen a una
situacion de estrés como calor, alta concentracion salina, metales pesados, luz UV,
hipoxia y otros tipos [129][169]. Una alta O-GIcNAc parece contribuir a un aumento en
la expresion de chaperonas y proteinas de choque térmico (HSP). Cuando se aumentan
los niveles de O-GIcNAc por inhibicion de OGA u otros mecanismos, la supervivencia
celular a estrés toxico aumenta sorprendentemente. Varios estudios han demostrado in
vivo que un incremento de O-GIcNAc es protector contra estrés o trauma [170,171]. Por
ejemplo, se ha visto en modelos animales que un aumento en O-GIcNAc protege al
mlsculo cardiaco de dafio tisular después de un ataque cardiaco [172-174].
En contraste con el beneficio asociado a elevaciones transitorias, las alteraciones
cronicas en los niveles de O- GIctNAc se han asociado con la patogénesis de
enfermedades degenerativas como el Alzheimer, el cancer, la diabetes y sus
complicaciones. En cuanto a las alteraciones en incorporacion de residuos O-GIcNAc en
el envejecimiento, se ha demostrado un incremento en la cantidad O-GIcNAc en el
corazon, el cerebro y el musculo de ratas que se correlaciona con su edad [175].
Numerosos trabajos han establecido que la HBP y la O-GIcNAc juegan un papel
fundamental en la etiologia de la diabetes y la toxicidad de la glucosa
[136,138,176,177]. En adipocitos se ha establecido una relacion entre la conversion de
glucosa a glucosamina y la resistencia a insulina producida (4) actuando en la enzima
limitante de la ruta, GFAT (185-187). Por otro lado, se ha demostrado que el receptor
de insulina activa OGT y de esta forma modifica con O-GIcNAc componentes de la
cascada de sefializacion por insulina. Esto resulta en una alteracion de la fosforilacion
de moléculas sefalizadoras clave y la atenuacion de la sefial por esta ruta [178].
Ademas, las proteinas IRS se modifican por O-GIcNAc en diferentes sitios [179], y un
incremento en esta modificacion reduce su capacidad de unién a la subunidad p85
reguladora de la fosfoinositido-3 quinasa [167].
El hecho de que la hiperglucemia sea tan deletérea para las células y los tejidos cuando
la glucosa no es una molécula tdxica, puede explicarse por desequilibrio que se produce
entre O-GIcNAc vy fosforilacion. Ademas la hiper-O-GIcNAc no solo afecta a las rutas
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de sefializacion mediadas por fosforilacion, sino que también altera la regulacién de la
transcripcion, modificando a varios factores de transcripcion que conducirdn a una
expresion anormal de los genes diana [180-184].
Dada la importancia que el metabolismo de la glucosa tiene en el cerebro, y que después
del péncreas, es el tejido donde se encuentra mayor concentracion de O-GIcNAc, en los
ditimos afios muchos estudios se han centrado en el estudio de la O-GIcNAc en
patologias neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson [185][186]. De hecho,
algunos autores han clasificado al Alzheimer como “diabetes tipo 3” [187][188]. Las
neuronas afectadas en esta enfermedad muestran alterado el metabolismo de la glucosa
acompafiado de una disminucién de la O-GIctNAc global [189][190]. Ademas, varios
estudios en celulas neuronales demuestran una interaccion entre la O-GIctNAc y la
fosforilacion de la proteina “tau” [191]. La sobreexpresion de OGT en neuronas
incrementa la O-GIcNAc de “tau” y a su vez disminuye su fosforilacion en sitios clave
implicados en el desarrollo del Alzheimer [192]. Por otra parte, se ha demostrado que la
esclerosis lateral amiotrofica, otra enfermedad neurodegenerativa, cursa con una
reduccién de la O-GIcNAc [193].
Al contrario que en situaciones de estrés agudo, donde la O-GIctNAc parace tener un
papel protector, (como el que se produce en tejido cardiaco tras un infarto [172-174]),
cuando la O-GIcNAc esta elevada de forma crénica, contribuye directamente al
desarrollo de cardiomiopatias. La disfuncibn mitocondrial asociada a diabetes que
aparece en cardiomiocitos esta mediada por un incremento en la O-GIcNAc de proteinas
mitocondriales, incluidas proteinas clave de la cadena de transporte de electrones [194].
Ademés, una excesiva O-GIcNAc de proteinas implicadas en la contraccion del misculo
cardiaco contribuye a su disfuncion en diabetes [160]. Por lo tanto, la O-GIcNAc juega
un papel fundamental en la etiologia de la cardiomiopatia diabética por diferentes
mecanismos [175].
Dada la extensa relacién entre O-GIcNAc y fosforilacién y la ampliamente descrita
importancia de la fosforilacién en los mecanismos implicados en cancer, no es una
sorpresa que la O-GIcNAc juegue un importante papel en la etiologia del cancer.
Numerosos oncogenes Yy supresores tumorales juegan un papel principal en la
regulacion de la transcripcion, y casi todos son susceptibles de O-GIcNAc, como c-Myc
[148][149][195], retinoblastoma (Rb) [196], supresor tumoral HIC1 [197], B-catenina
[157], receptores de estrdgenos [198-200] y otros. La O-GIcNAc no solo regula
procesos de transcripcion implicados en céancer, sino que también afecta al tréfico de
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moléculas de adhesion celular importantes para el proceso de metéstasis. Por ejemplo, la
O-GIctNAc de B-catenina no solo afecta a su localizacion nuclear sino que también
bloquea su asociacion con E-cadherina, una molécula critica para la adhesion de células
epiteliales. La pérdida del transporte de E-cadherina a la superficie celular de estas
células es un importante fendmeno implicado en la metastasis de células del cancer
[201]. Las células de cancer de mama muestran aumentada su O-GIcNAc global, y una
reduccion de esta modificacion inhibe el crecimiento tumoral tanto in vitro como in vivo
y disminuye su capacidad invasiva [202]. Ademas, los linfocitos muestran un aumento
en su O-GIcNAc durante la leucemia linfocitica crdnica [203].

En resumen, la O-GIcNAc de proteinas se muestra como un importante proceso

involucrado en la etiologia de enfermedades cronicas.
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Objetivos

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que en el cartilago articular

de pacientes con artrosis avanzada, existe un incremento significativo de la cantidad de

proteinas O-N-Acetil-glicosiladas en comparacion a la cantidad de proteinas que

contienen esta modificacion en el cartilago articular de sujetos que no presentan

evidencia de enfermedad articular, y de la misma edad y sexo. Con estos antecedentes,

los objetivos de esta tesis doctoral fueron:

1.

3.

Identificar qué proteinas O-GIcNAc son caracteristicas del cartilago artrdsico, y
cuales lo son en el cartilago sano, con el fin de estudiar a qué procesos celulares
se asocian estas proteinas. Para ello, realizaremos un analisis protedmico de
extractos proteicos enriquecidos en esta modificacion post-traduccional tanto en
cartilago procedente de sujetos sanos, como procedente de pacientes con
artrosis. Posteriormente, clasificaremos las proteinas O-GIcNAc caracteristicas
de cada condicién segun los procesos bioldgicos en los que participan, con el fin

de establecer un perfil de procesos controlados por O-GIcNACc.

Estudiar el posible papel de un incremento en la cantidad de proteinas O-
GIcNAc sobre diferentes procesos celulares caracteristicos de los condrocitos
artrésicos, como son la proliferacion celular, la diferenciacion hipertréfica o la
calcificacion de la matriz extracelular. Para ello, emplearemos un modelo in
vivo en el que estos procesos se encuentran activos, como es la osificacion
endocondral que tiene lugar en la placa de crecimiento de los huesos largos

durante el desarrollo.

Analizar los mecanismos celulares implicados en la diferenciacion hipertréfica
del condrocito que pueden estar modulados por la O-GIctNAc de proteinas. Para
ello, emplearemos un modelo in vitro de diferenciacion condrogénica de la linea
celular ATDC5, que serd tratada con diferentes estimulos inductores de
diferenciacion hipertrofica. En este modelo, estudiaremos cual es el efecto de
incrementar la cantidad de proteinas O-GIcNAc, asi como los mecanismos

celulares implicados en estos efectos.
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Materiales y métodos

3.1. ESTUDIOS EN PACIENTES.

Los resultados de esta tesis incluyen muestras de cartilago articular de 6 pacientes
sometidos a una artroplasia total de rodilla en el servicio de cirugia ortopédica de la
Fundacion Jiménez Diaz de Madrid. Todos ellos presentaban evidencias clinicas y
radiologicas, de acuerdo con los criterios de la Sociedad Americana de Reumatologia.
Asimismo, se analizaron muestras de cartilago de 6 donantes sin evidencias de patologia
articular, obtenidos a través del Servicio de Trasplantes del Hospital Clinico de
Barcelona. Los comités éticos locales aprobaron el estudio y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes.

Para ambos grupos, se seleccionaron individuos de edades similares, siendo todos
mayores de 65 afios, y se asegur0 la presencia compensada de ambos sexos. El grupo de
los pacientes artrosicos estaba formado por 3 hombres y 3 mujeres. En el caso de los
donantes sanos 4 fueron hombres y 2 fueron mujeres.

Durante la cirugia se recogieron muestras de cartilago del céndilo femoral y del plato
tibial. Dado el caracter parcheado del dafio articular en la artrosis, se han utilizado al
menos tres porciones diferentes de cartilago para evitar resultados sesgados. Las
muestras obtenidas se congelaron en nitrogeno liquido para posteriormente llevar a cabo

el protocolo de extraccion de proteinas totales y realizar el andlisis protedmico.

3.11.  ESTUDIOS EN ANIMALES.

Para determinar la dosis 6ptima de thiamet-G, se administrd a seis ratones C57/BL/6
(Harlan Interfauna Ibérica, S.A., Barcelona, Spain), de 23 dias de edad, inyecciones
intraperitoneales de 10, 20, 100, 200 o 500 mg/kg de thiamet-G disuelto en PBS, y se
sacrificaron ocho horas después con el fin de evaluar los niveles de O-GIcNAc en
diferentes tejidos (cerebro, higado, masculo y rodilla). El tiempo de sacrificio se eligio
en base a datos previamente publicados sobre thiamet-G en roedores, que demostraron
que el pico de nivel de proteinas O-GIcNAc tras la administracion del farmaco se
consiguié tras 8-10 horas [204-206]. Los tejidos se recogieron inmediatamente tras el
sacrificio, se congelaron en nitrogeno liquido y se guardaron a -80°C hasta su uso.

Para los estudios de hipertrofia condrocitaria in vivo, ocho ratones de 23 dias C57/BL/6
recibieron inyecciones intraperitoneales diarias de 20 mg/kg de thiamet-G durante

quince dias, mientras que el grupo control (n=8) recibid inyecciones de PBS. Los
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ratones se pesaron al inicio y al final del estudio. Todas las précticas animales se
desarrollaron conforme a las guias del Comité Internacional e Institucional de

Investigacion Animal.

3.11l. ESTUDIOS EN LINEAS CELULARES.

Las ceélulas precondrogénicas ATDC5 se obtuvieron del banco de células “RIKEN Cell
Bank” (Ibaraki, Japdn). Estas células fueron cultivadas en medio DMEM/F12
(Dulbecco’s modified Eagle’s mediumyHam's F12 medium) (1:1) (Lonza, Walkersville,
MD, USA), conteniendo un 5% de suero fetal bovino (FBS, Lonza, Walkersville, MD,
USA), penicilina (100U/ml), y estreptomicina (100 U/ml) (Lonza, Walkersville, MD,
USA).

Para inducir la diferenciacion, el medio se cambié por 5% FBS-DMEM/F12, con 10
microgramos/ml de transferrina  humana, 10® M de selenito de sodio y 10
microgramos/ml de insulina bovina (Sigma, Saint Louis, MO, USA). Las células se
cultivaron a 37°C, con 5% CO2 durante diferentes tiempos, hasta 21 dias.

Para las diferentes condiciones de cultivo indicadas, el inhibidor de OGA, thiamet-G
[204,205] a una concentracion final de 1 uM, o &cido ascorbico a dosis de 50 pg/ml, o
agua estéril (vehiculo), fueron afadidos en lugar de insulina.

Para suprimir la presencia de UDP-GIcNAc (el donor de O-GIcNAc), se inhibid la
actividad de la enzima GFAT-1, utilizando 6-diazo-5-oxo-I-norleucina (DON; Sigma,
Saint Louis, MO, USA) a una dosis de 10°M, en presencia o ausencia de insulina. El

medio de cultivo fue cambiado cada dos o tres dias.
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P-E | Insulina | Transf. Selenito | Th-G | DON Acido
Medio de | FBS :
(100 (10 Humana Sédico (1 (10° | Ascorbico
cultivo (5%) .
uml | pg/ml) | (10 pg/ml) | (107 M) | puM) M) (50 pg/mli)
Mant. V4 J O ] ] ] ] ]
Dif. v v v v v ] ] ]
Th-G V4 v O v v N4 O O
Asc. v v ] v v O H v
DON VA v Ll V4 v ] v UJ
Dif+DON | / v v v v O v O

TABLA 1. Composicién de cada uno de los medios de cultivo utilizados para células ATDC5. Mant:
Medio de mantenimiento; Dif: Medio para inducir diferenciacién hipertréfica con insulina; Th-G: Medio
para tratar el cultivo con thiamet-G; Asc: Medio para inducir diferenciacién con acido ascérbico; Medio
para tratar las células con DON.

3.1V. ANALISIS HISTOLOGICOS.

Se obtuvieron muestras histologicas de los ratones usados para el estudio in vivo del
efecto de acumulacion de proteinas O-GIcNAc en la diferenciacién hipertrofica. Ambas
tibias se aislaron de tejidos blandos y se midieron bajo un microscopio de diseccion.
Después se fijaron en formaldehido al 4% durante 24h, y se decalcificaron con
Osteosoft® (VWR International Eurolab, Barcelona, Spain) durante dos dias. Las tibias
fueron posteriormente deshidratadas en diluciones seriadas de etanol, incluidas en
parafina y los cortes de parafina realizados (5 pm) se tifieron con hematoxilina y eosina.
Dos secciones de cada placa de crecimiento se visualizaron a un aumento 20x y las
imagenes se capturaron usando un microscopio Leica DMD108 (Leica Microsystems,
Barcelona, Spain). Las imagenes se alinearon de forma que la direccion de la placa de
crecimiento fuera vertical a la pantalla del ordenador. Asi, de cada placa de crecimiento
se midi6 la altura total y la altura de la zona hipertréfica, delineando la parte alta de la
placa de crecimiento, el limite entre la zona proliferativa e hipertréfica y la union
condro-0sea. Estas zonas se establecieron atendiendo a las caracteristicas morfologicas

de los condrocitos, y en los cambios de tincion de la matriz [207,208]. La altura vertical
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de cada zona se midid en la parte central de la imagen a intervalos similares a lo largo
de las secciones (n=9 o 10 por seccion). Los valores para cada raton se obtuvieron como
promedio de 40 medidas [2 secciones x 10 localizaciones x 2 placas de crecimiento
(derecha e izquierda)]. Para el contaje de células en la zona hipertrofica, se contaron el
nimero de condrocitos hipertréficos en &reas fijas de 1000 pm? (200pm x 50pm). Se
contaron tres areas diferentes en cada placa de crecimiento, y la media de esas medidas

se tomd como nimero de células//1000 pm? en cada placa de crecimiento.

3.V. INMUNOHISTOQUIMICA.

La localizacion de Col X en la placa de crecimiento de los ratones tratados con thiamet-
G vy wvehiculo se llevdo a cabo utilizando cortes de parafina de 5 pm de grosor. Las
secciones fueron desparafinadas y rehidratadas con concentraciones decrecientes de
etanol. La peroxidasa interna se inhibi6 con una solucién de metanol-H202 (3%) vy
posteriormente se incubaron los cortes con tripsina [0,1% peso/vol en CaClI2 (0,1%) pH
7)] durante 15 minutos a 37 °C para exponer el antigeno. La tincion
inmunohistoquimica de Col X se realizd con un anticuerpo rabbit anti-Col X (cortesia
de Dr. Danny Chan, University of Hong Kong, China) incubandolo O.N. a 4°C en
camar himeda. El anticuerpo secundario biotinilado, junto al kit ABC, (Vector Labs,
Burlingame, CA, USA), se aplicO para obtener la sefial quimiluminiscente. Las
secciones fueron finalmente contrastadas con hematoxilina y montadas en DPX (VWR
International Ltd, Poole, England).

En paralelo se realizaron controles negativos, eliminando el anticuerpo anti Col X de la

solucién de incubacion.

3.VI. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL.

Las muestras de cartilago articular humano y los tejidos de cerebro, higado, misculo y
rodilla de ratones se pulverizaron mediante homogeneizacion mecanica en una camara
enfriada previamente con nitrégeno liquido. ElI homogeneizado se resuspendido en un
tampon de lisis frio (15mM HEPES pH 7,3, 10% glicerol, 0,5% Nonidet P-40, 250mM
NaCl, ImM EDTA) que incluia inhibidores de proteasas especificos [Phenil-metil-

sulfonil-fluoride (PMSF) 0,1M, coctel de inhibidores de proteasas comercial (CIP;
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Sigma, St. Louis, MO, USA) y thiamet-G 1ul/ml (donado por la Dra. Natasha E.
Zachara, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD, USA).

Las proteinas totales de los cultivos celulares se extrajeron, tras el lavado con PBS 1M,
aplicando directamente sobre las células el tampon de lisis frio especificado
anteriormente.

En ambos casos, el tampdn se dejo actuar durante 15 minutos a 4 °C y se centrifugo las
muestras a 12000 r.p.m., 15 minutos a 4 °C. La concentracion de proteina total se midio

con el método del &cido bicinconinico (BCA) detallado a continuacion.

3.VIl. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Las muestras de proteinas extraidas fueron cuantificadas por el método de BCA, una sal
sodica capaz de formar un complejo, con iones Cu*, de color pdrpura en medio
alcalino. Asi, el método se basa en monitorizar el i6n cuproso producido en la reaccion
de las proteinas con Cu** en medio alcalino. Esto se llevd a cabo por medida de
absorcion espectrofotométrica a una longitud de onda de 540nm.

Se comprobo la homogeneidad de carga de proteinas entre diferentes muestras mediante
la cuantificacion de sintesis de o-tubulina, una proteina estructural expresada

constitutivamente, usando la técnica de western blot.
3.VIHI.WESTERN BLOT.

Tras la cuantificacién de proteina total, se extrajeron veinte microgramos de proteina de
cada una de las muestras de los extractos de tejido de raton y de cultivos celulares. Estas
proteinas fueron cargadas y separadas en geles SDS-poliacrilamida para determinar la
cantidad total de proteinas O-GIcNAc, asi como la presencia de OGT, OGA, ERK,
IJNK, p38, Akt, GSK3p, y B-catenina. Las proteinas se transfirieron del gel a membranas
de nitrocelulosa, (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), que fueron blogueadas con leche
desnatada al 3% en TBS con Tween20 al 0,5% a temperatura ambiente, durante una
hora, y después incubada O.N. a 4°C con RL2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), anti OGT ab59135 (Abcam, Cambridge, UK), anti-OGA (ab345, cortesia
del Dr. Gerald W. Hart, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD,
USA), anti-ERK, anti-fosfo ERK, anti JNK, anti-fosfo JNK, anti-p38, anti-fosfo p38,
anti GSK3p, anti fosfo GSK3p o anti B-catenina (todos de Cell Signaling, Danvers, MA,

34



Materiales y métodos

USA), o anti Akt1/2/3 o fosfo-Akt (Ser 474) (ambos de Santa Cruz), diluidos en BSA al
3% en TBS con Tween20 al 0,5%. A continuacion, la unién del anticuerpo se visualizo
por quimioluminiscencia utilizando el correspondiente anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa y el kit ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Las
bandas se cuantificaron por densitometria y los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias utilizando el software Quantity One (Version 4.6.3). Para la cuantificacion de

proteinas O-GIcNAc, se densitometraron la totalidad de las bandas de cada muestra.

3.IX. INMUNOPRECIPITACION.

Para detectar la O-GIcNAc de Akt, se incubaron 80 pg de proteina total de los cultivos
de ATDC5 con 50 pl de bolas magnéticas (Dynabeads Protein G; Invitrogen) acopladas,
siguiendo las indicaciones del fabricante, con 4 pl del anticuerpo policlonal de conejo
anti Akt 1/2/3 (Santa Cruz) a 4°C O.N. Después, las bolas magnéticas fueron
recuperadas y el sobrenadante se guardd para posteriormente medir la cantidad de Akt
no unido.

Las bolas magnéticas se lavaron tres veces con PBS y después mezcladas con el buffer
de carga y calentadas a 70°C durante 10 minutos. Las proteinas eluidas se separaron
entonces de las bolas magnéticas y cargadas en geles de SDS-poliacrilamida y despues

inmunob loteadas con anticuerpo RL2, como se ha descrito anteriormente.

3.X. SELECCION DE PROTEINAS O-GLCNAC

Tras homogeneizar y cuantificar los extractos de proteina total de cartilago humano, se
seleccionaron 25 g de proteina de cada individuo de forma que agrupando los
individuos por grupo se consiguiese un total de 1500 pg de proteina de cartilago
artroésico (6 pacientes OA), y 1500 ng de proteina de cartilago sano (6 donantes sin
evidencias de OA).

Estos dos extractos se sometieron a cromatografia de afinidad usando para ello
columnas de lectina WGA (Wheat Germ Agglutinin) inmovilizada en agarosa (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las lectinas son proteinas que tienen una alta
afinidad a residuos de carbohidratos, y la lectina WGA se une selectivamente a GIcNAc
y a estos residuos terminales presentes en las proteinas O-GIctNAc. El extracto proteico

se incubé con la columna de lectina durante 10 minutos en agitacion a temperatura
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ambiente. Tras dos lavados, las proteinas se eluyeron con una solucion de exceso de
moléculas de GIcNAc (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Una vez
obtenidos los extractos enriquecidos en proteinas O-GIcNAc se procedid a preparar las

muestras para su posterior analisis de identificacion por espectrometria.

3.Xl. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA ANALISIS
ESPECTROMETRICO.

Para la identificacion de proteinas O-GIcNAc por espectrometria de masas, se prepara la
muestra a partir del extracto conseguido tras el enriquecimiento por lectina WGA. Con
el objetivo de eliminar azlcares y concentrar la muestra, se realizd la digestion del
extracto proteico en solucion con tripsina, utilizando un fitro para centrifuga, previa
solubilizacion y desnaturalizacion de las proteinas. En resumen, 250 uL del extracto
proteico se trataron con DTT (Ditiotreitol) 25mM, para reducir los puentes disulfuro, y
se incubd a 56 °C durante 30 min. Después se transfirid la muestra a un filtro tipo
Amicon® NANOSEP 10 K OMEGA (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Se trato
con iodoacetamida 55mM 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad para bloquear
la  reduccibn de los puentes disulfuro modificando las  cisteinas  por
carbamidometilacion. Se lavd varias veces con TEAB (bicarbonato trietil amonio)
sequido de centrifugacion, y se afiadio la tripsina recombinante 1/10 (p/p) incubando
incub6 a 37 °C durante 16 horas. Posteriormente se recogieron los péptidos filtrados
mediante centrifugacion. Este protocolo de digestion ha demostrado ser mas eficaz que
otros métodos anteriormente descritos [209].

Los péptidos se secaron mediante centrifugacion a vacio y se acidificaron con TFA
(&cido trifluoroacético) 0.1% y para limpiar y concentrar se pasaron por una
microcolumna de PorosR2® (PerSeptive Biosystems). Se lavd 3 veces y se procedio a
eluir los péptidos con acetonitrilo 80% TFA 0.1. Se secO la muestra y se resuspendio en
25 upl de acido formico 0.1% acetonitrilo 2%. Luego se procedid al analisis de los
péptidos por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un espectrometro de

masas tipo QTRAP (cuadrupolo/trampa lineal).
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3.XI11. ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Los péptidos fueron analizados en un espectrometro de masas hibrido
cuadrupolo/trampa lineal QTRAP 5500 (AB Sciex, Toronto, Canada). La cromatografia
se llevd a cabo en un sistema Eksigent nano-LC (Eksigent, Dublin, CA, USA). El
solvente A fue agua milliQ con 0,1% de &cido formico y el solvente B, acetonitrilo en
0,1% de &cido formico. Se inyectaron 5ul de la muestra en una precolumna ChromXP
C18 — 3pm, 120 A ( 350 pm x 0,5 mm) vy, después, los péptidos fueron eluidos en una
columna de fase reversa Eksigent, C18, de 75 pum de diametro interno y 15 cm de
longitud con un tamafio de particula de 3 pum. El gradiente utilizado fue el siguiente: 0—
90 min 30% B, 90-105 min 60% B, 105-106 min 95% B, 106-111 min 95% B, 111-
112 min 5% B, 112-120 min 5% B y el flujo de 300 n/min. Se fragmentaron los 6
picos mas intensos en cada espectro que superaban los 15000 cps con cargas de +2 a +4

incluyendo los de carga indeterminada.

3.XIII.IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE ANALISIS
BIOINFORMATICO.

Para la identificacion de proteinas se utilizd el motor de busqueda MASCOT v 2.3.0.
Los parametros de busqueda que se utilizaron fueron:
Base de datos: SwissProt
Taxonomia: Homo sapiens (human)
Tolerancia de péptido: 0.15 Da
Tolerancia del fragmento: 0.15 Da
Ausencia de sitio de corte: 1
Modificacion constante: Carbamidometilacion de las cisteinas
Modificaciones variables: Metionina oxidada
HexNAc (N),HexNAc (S),HexNAc (T)
Como filtro en la identificacion se aplicé el algoritmo Percolator® siendo el FDR

(identificacién de falsos positivos) de 0% en todas las identificaciones.
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3.XIV. CLASIFICACION DE PROTEINAS POR GRUPOS BIOLOGICOS.

Para el analisis de los procesos bioldgicos en los que estan involucradas las proteinas
identificadas se usd el software GeneCodis [210][211][212]. Este programa identifica
todos los procesos bioldgicos en los que participa una determinada proteina. Se delimitd
la blsqueda al organismo “homo sapiens” y a la identificacion de procesos bioldgicos, y
se introdujeron los conjuntos diferentes de proteinas por su nimero de SwissProt.

Por un lado se analizaron los procesos bioldgicos de las proteinas que se encontraron
exclusivamente en pacientes artrdsicos, y por otro lado los de las proteinas identificadas

exclusivamente en donantes sanos.

3.XV. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA.

Para los estudios de expresion génica, las células se recogieron a los tiempos indicados
y se obtuvo el RNA total usando el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche
Diagnostics, Barcelona, Spain). EI RNA (1 pg) se retrotranscribié usando el kit High
Capacity cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), siguiendo las
instrucciones del manual, y la expresidn de RNA se cuantificdé por PCR a tiempo real
usando el sistema Step One Plus Detection system (Applied Biosystems) como se ha
descrito previamente [213]. Los oligonucledtidos especificos marcados con sonda
fluorescente (FAM) en el extremo 57, asi como la sonda FAM TagMan para el colageno
tipo 1lal (Col 1) (Assay ID: Mm01309565 ml), colageno tipo X (Col X) (Mm
00487041_ml), agrecano-1 (Agg) (Mm00545794 ml), receptor de la hormona
paratiroidea- 1 (PTH1R) (Mm01250244_m1), indian hedgehog (IHH)
(Mm00439613 ml), runx2 (Mm00501584 ml) and alkaline phosphatase (ALP
Mm00475834_ml) fueron comprados a Applied Biosystems. Como control end6geno
se usdé una sonda pre-disefiada GAPD FAM/MGB (rRNA) (4352932E, Applied
Biosystems), y la expresion de mRNA fue normalizada por el RNA de GAPD en cada
muestra. Los valores experimentales para cada gen fueron después normalizados por el

valor de referencia, (a las células en el dia O se les dio el valor de 1 para cada gen).
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3.XVI. TINCION AZUL ALCIAN.

Las células ATDC5 se sembraron en placas p65 y se cultivaron en los diferentes medios
testados. En cada tiempo establecido, las células se lavaron con PBS y se fijaron con
metanol durante 3 minutos a -20°C. A continuacion se tifieron con 0.1% Alcian blue
8GS (Sigma) en 0.1 M HCI durante 2 h en agitacion suave, a temperatura ambiente. Las
placas de cultivo tefiidas se lavaron con PBS tres veces y se extrajo el colorante con 2
ml de guanidinio-HCI 6M durante 2 h a temperatura ambiente. La lectura de densidad

Optica de los extractos de cada placa se realizd a 620 nm.
3.XVII, ESTUDIOS DE ZIMOGRAFIA.

Se determind la actividad de las gelatinasas metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-
9 en los sobrenadantes de las células ATDC5 sembradas a una densidad de 6x10°
cels/cm?. La misma cantidad de proteinas se cargd en un gel al 10% de poliacrilamida
conteniendo un 0,1% de gelatina. Las proteinas se separaron por SDS/PAGE bajo
condiciones no reductoras a 4°C. Después, los geles se lavaron con Triton X-100 y se
incubaron con buffer de protedlisis (50mM Tris—HCI pH7.6, 0.2mM NaCl, y 5mM
CaCl2, 0.2% Nonidet P-40 y 0.01% Tween 20) durante 16 h a 37°C. Por Ultimo los
geles fueron incubados con buffer de tincion (0.05% Coomassie blue, 50% metanol,
10% é&cido acético), seguido del buffer para destefiir (4% metanol, 8% &cido acético).

Los geles se escanearon usando el Gel Doc EZ scanner (Bio-Rad Laboratories, Inc).
3.XVIII. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresaron como la media + error estandar de la media (S.E.M.) y se
analizaron utilizando el test no paramétrico de Mann-Whitney. Para llevar a cabo
comparaciones mdltiples, se recurrio al test de Kruskal-Wallis. La hip6tesis nula se
rechazd en cada andlisis estadistico cuando el valor de p era <0.05. Todos los anélisis
estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS para Windows version 11.0
(SPSS, Chicago, IL)
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4.1. ESTUDIO PROTEOMICO DIFERENCIAL DE LA O-B-N-
ACETILGLICOSILACION EN CARTILAGO ARTICULAR DE
PACIENTES ARTROSICOS Y DONANTES SANOS.

En los Ultimos afios, el estudio de modificacién de proteinas por O-GIctNAc en la
patogenia de enfermedades como Alzheimer, diabetes o cancer ha cobrado especial
relevancia. Sin embargo, no se han descrito estudios previos acerca de la O-GIcNAc de
proteinas en otra enfermedad, que al igual que las anteriores, tiene caracter cronico y
esta asociada a la edad: la artrosis. Nuestro laboratorio mostré por primera vez a la
comunidad cientifica resultados que demuestran que este tipo de proteinas se encuentra
alterado en la artrosis. La cantidad total de proteinas O-GIcNAc se encuentra
incrementada en el cartilago de pacientes artrosicos en comparacion con el cartilago
sano [214]. Los mismos resultados se obtuvieron en un modelo experimental de artrosis
en conejo, mostrando el cartilago de conejos artrosicos mayores niveles de proteinas O-
GIcNAc en comparacion con conejos sanos. Los métodos de medida de proteinas O-
GIcNAc detectaron todas las proteinas que presentaban esta modificacion post-
traduccional, pero no permitieron identificar qué proteinas eran las que se modificaban
con residuos de GIcNAc en el cartilago. En continuidad con esos estudios, el primer
objetivo de esta tesis fue identificar el perfil de proteinas O-GIcNAc presentes en el
cartilago artrdsico. Identificaremos de igual modo las proteinas de este tipo presentes en
el cartilago sano, para posteriormente realizar un anlisis comparativo entre estos
tejidos.  Ademas, determinaremos los procesos bioldgicos en los que participan las
proteinas identificadas, con el objetivo de conocer los procesos en los que la

modificacién por O-GIcNAc se muestra relevante para el desarrollo de la artrosis.

4.1.A. ldentificacion de proteinas O-f-N-Acetilglicosiladas en cartilago articular

sano y artrosico.

Tras la extraccion de proteinas totales de las muestras de cartilago, se utilizaron
columnas de lectina WGA inmovilizada en agarosa para el enriquecimiento selectivo en
proteinas O-GIcNAc. Las lectinas son proteinas con afinidad selectiva a residuos de
carbohidratos. En concreto, la lectina  WGA se une con mayor preferencia a los
extremos de N-Acetilglucosamina presentes en numerosas glicoproteinas.

Las fracciones enriquecidas en proteinas O-GIcNAc fueron limpiadas y digeridas y
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posteriormente procesadas por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un

espectrometro de masas tipo QTRAP.

SANOS

N° Swissprot | Proteina
P60709 Actina citoplasmatica 1
P16112 Proteina central del agrecano
P02765 Glicoproteina alfa-2-HS
P10909 Clusterina
P02458 Cadena alfa-1del colageno tipo Il
P12109 Cadena alfa-1del colageno tipo VI
P01024 Proteina C3 del Complemento
P07585 Decorina
P02675 Cadena beta del fibrinégeno

Proteina 2 de union al factor de crecimiento de
Q9BYJO fibroblastos
P23142 Fibulina 1

Region constante de la cadena kappa de las
P01834 inmunoglobulinas

Region constante de la cadena lambda-2 de las
POCG05 inmunoglobulinas

Cadena pesada H1 del inhibidor de inter-alfa-
P19827 tripsina
P08779 Queratina citoesquelética 16 de tipo |
Q01546 Queratina citoesquelética 2 de tipo 1l
P12035 Queratina citoesquelética 3 de tipo 11
P19013 Queratina citoesquelética 4 de tipo 1l
P13647 Queratina citoesquelética 5 de tipo 11
P02538 Queratina citoesquelética 6A de tipo Il
P04259 Queratina citoesquelética 6B de tipo 11
P08729 Queratina citoesquelética 7 de tipo 1l
P05787 Queratina citoesquelética 8 de tipo 1l
P01042 Quininégeno |

Glicoproteina 1 de membrana asociada los
P11279 lisosomas
015232 Matrilina -3
Q16853 Oxidasa amina primaria de membrana
P05155 Inhibidor de la proteasa C1 del plasma

Miembro E de la familia del dominio POTE
Q6S8J3 ankirina

Potenciador 1 de la C-endopeptidasa
Q15113 del procolageno

Potenciador 2 de la C-endopeptidasa
Q9UKZ9 del procolageno

Proteina 1 de enlace con la adrenomedulina
P02760 obtenida del plasma
Q92954 Proteoglicano-4
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Proteina 3 de membrana relacionada

Q92765 con Frizzled
P07996 Trombospondina-1
P35443 Trombospondina-4
P04004 Vitronectina

TABLA 2. Proteinas O-GIcNAc identificadas exclusivamente en cartilago de donantes sanos.

Tras la identificacion de las proteinas presentes en los extractos de cartilago de donantes

sanos y de pacientes artrosicos, se realizd un analisis comparativo para determinar las

proteinas diferenciales de cada tipo de muestra (Tablas 2 y 3), asi como las comunes

presentes en ambas (Tabla 4).

PACIENTES OA

N° Swissprot | Proteina
P62736 Actina, musculo liso aértico
POCOL4 Complemento C4-A
P02671 Cadena alfa de fibrindgeno

Proteina 6 de union a la proteina similar al Factor de
P24592 crecimiento de la insulina
P19012 Queratina citoesquelética 15, tipo |
P08727 Queratina citoesqueléetica 19, tipo |

Proteina 2 de union al factor de crecimiento beta de
Q14767 transformacion latente
P 14555 Fosfolipasa A2, asociado a membrana
P00747 Plasminégeno
POCG38 Miembro | de la familia del dominio POTE anquirina
A4D1T9 Proteasa de serina 37 probablemente inactiva
Q8TAA3 Subunidad similar a tipo-7-alfa del proteosoma
P06396 Gelsolina
P02768 Albumina sérica
Q96H86 Proteina dedo de Zinc 764

TABLA 3. Proteinas O-GIcNAc identificadas exclusivamente en cartilago de pacientes artrésicos.

El cartilago articular humano sano y artrésico comparte un amplio ndmero de proteinas

O-GIcNAc modificadas, sin embargo, nuestro analisis basado en el enriquecimiento por

lectina WGA identifico subgrupos de proteinas O-GIcNAc diferenciales entre el estado

sano y el enfermo.
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En total, se encontraron 37 proteinas en el cartilago de donantes sanos que estaban
ausentes en el cartilago de pacientes artrosicos, y 15 proteinas fueron exclusivas de
pacientes artrésicos. Ademas se identificaron 31 proteinas presentes en ambos tipos de

cartilago, sano y artrésico.

COMUNES SANOS Y OA
N° Swissprot | Proteina
P01011 Alfa-1-antiquimotripsina
P01009 Alfa-1-antitripsina
P01023 Alfa-2-Macroglobulina
P21810 Biglicano
QINQ79 Proteina acida 1 del cartilago
075339 Proteina 1 de la capa intermedia del cartilago
P49747 Proteina oligomérica de la matriz del cartilago
P00450 Ceruloplasmina
015335 Condroadherina
P08603 Factor H de complemento
P08294 Superdxido dismutasa [Cu-Zn] Extracelular
P02679 Cadena gamma de Fibrindgeno
Q06828 Fibromodulina
P02751 Fibronectina
P00738 Haptoglobina
P00739 Proteina relacionada con haptoglobina
P69905 Subunidad alfa de la hemoglobina
P68871 Subunidad beta de la hemoglobina
P02790 Hemopexina
P01876 Region C de la cadena Ig alfa-1
Cadena pesada H2 del inhibidor de tripsina-
P19823 inter-alfa
P13645 Queratina citoesquelética 10, tipo |
P02533 Queratina citoesquelética 14, tipo |
P35527 Queratina citoesquelética 9, tipo |
P04264 Queratina citoesquelética 1, tipo 11
P35908 Queratina citoesquelética 2 epidérmica, tipo Il
P51884 Lumicano
P20774 Mimecano
Miembro F de la familia del dominio POTE
A5A3EQ anquirina
P51888 Prolargina
P08670 Vimentina

TABLA 4. Proteinas O-GIcNAc identificadas presentes tanto en cartilago de donantes sanos como de
pacientes artrésicos.
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4.1.B. Analisis bioldgico diferencial de proteinas O-p-N-Acetilglicosiladas en

cartilago articular sano y artrésico.

Una vez determinadas las proteinas diferenciales caracteristicas de cada tipo de
cartilago, utilizamos el software GeneCodis para agrupar estas proteinas segin el
proceso biologico en el que participan. Este software relaciona cada proteina con los
procesos bioldgicos en los que ésta juega un papel relevante, pudiendo por tanto,
asignar diferentes procesos biolégicos a una misma proteina.

Se realizaron dos analisis independientes; por un lado se evalué el grupo de proteinas
encontradas exclusivamente en cartilago de donantes sanos (Figura 1) y por otro las que
estan Unicamente en el cartilago de pacientes artrosicos (Figura 2).

El software puede identificar todos los procesos biologicos en los que interviene cada
una de las proteinas analizadas, mostrando 152 procesos biologicos diferentes en el
subgrupo de cartilago sano, y 51 en el caso de cartilago artrésico.

Para facilitar el analisis, escogimos solo los procesos méas importantes revelados por
GeneCodis, seleccionando 12 en cartilago sano y 12 en cartilago artrosico.

Los resultados se muestran como cantidad de proteinas presentes, expresado en
porcentaje, que participan en un determinado proceso biologico.

H organizacion del citoesqueleto

Cartilago sano

m adhesién celular
m desarrollo del sistema esquelético
M respuesta a calcio
M organizacion de fibras colageno
M organizacién de la matriz extracelular
M regulaciéon negativa de angiogénesis
m regulacién de apoptosis
metabolismo y biosintesis de proteoglicanos

M respuesta a estimulo de glucosa

M respuesta a estimulo mecdnico
regulacién negativa de crecimiento celular

otros

FIGURA 1. Distribucidon por procesos bioldgicos de las proteinas extraidas con columnas de lectina-
WGA de cartilago de donantes sanos.
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Alrededor de un 25% de las proteinas especificas de cartilago sano estan involucradas
en la “organizacion del citoesqueleto”, y mas de un 15% juegan un papel importante en
“adhesion celular”. Ninguno de estos procesos bioldgicos se encontrd en el anélisis de
las proteinas exclusivas de pacientes artrésicos (no solo no se encuentran en la lista de
principales procesos, sino que tampoco formaban parte de los 51 procesos identificados
en total), sugiriendo que la modificacion O-GIctNAc de proteinas puede jugar un papel
crucial en la conservacion de la integridad estructural de la célula en el cartilago sano.
Ademés, proteinas involucradas en el “desarrollo del sistema esquelético”, la “respuesta
a estimulo mecanico”, “biosintesis de proteoglicanos” o la “inhibicion de la
angiogénesis” también estaban presentes en las muestras sanas y completamente
ausentes en las artrosicas.

Todos estos procesos son propios del desarrollo y mantenimiento del cartilago,
mostrando asi que la O-GIcNAc de proteinas ayuda a preservar las caracteristicas de

este tejido en un estado sano.

m factores de coagulacion sanguinea

Cartilago OA

| protedlisis

M activacién del complemento

m desarrollo de epidermis

m desensamblaje de la matriz extracelular

m fibrindlisis

m regulacidn negativa de adhesion celular

H proceso metabdlico de fosfolipidos
diferenciacién de "foamcells" derivadas de

macréfagos
M secrecidn de proteinas

M regulacién del crecimiento celular
remodelado tisular

otros

FIGURA 2. Distribucién por procesos biologicos de las proteinas extraidas con columnas de lectina-
WGA de cartilago de pacientes artrésicos.

Curiosamente, en nuestro estudio diferencial de proteinas O-GIcNAc encontramos
procesos bioldgicos opuestos. Por ejemplo, la “organizacion de la matriz extracelular”
aparece en el listado de cartilago de donantes sanos, mientras que en el caso de cartilago
artrosico encontramos el proceso de “desensamblaje de la matriz extracelular”. La
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fibulina-1, encontrada solo en sanos, interacciona con otras proteinas de la ECM
incluyendo fibronectina, laminina y fibrinbgeno [215-217], jugando por tanto un papel
crucial en la estructura y ensamblaje de la ECM. De manera contraria, el plasminégeno
identificado exclusivamente en las muestras patologicas, participa en el proceso de
fibrindlisis, colaborando asi en la destruccion de la matriz extracelular. Esta proteina se
incluye también en el proceso de “regulacion negativa de adhesion celular” presente en
el cartilago artrésico, en contraposicion a la notable cantidad proteinas que participan en
la “adhesion celular” mencionada en el caso de donantes sanos.

Por otra parte, la modificacion O-GIcNAc de proteinas que participan en “protedlisis”,
la “diferenciacion de células foam derivadas de macrdfagos”, o el “metabolismo de
fosfolipidos” fue encontrada en cartilago artrésico y completamente ausente en cartilago
sano.

Nuestros resultados revelan que el cartilago artrosico muestra un perfil de proteinas O-
GIcNAc diferente al cartilago sano. Ademas, las proteinas que se muestran diferenciales
de cada tipo de cartilago participan en distintos procesos bioldgicos, permitiéendonos
diferenciar el cartilago sano y artrésico en base a los procesos biologicos y subconjuntos

de proteinas O-GIcNAc modificadas.

4.11.  INFLUENCIA DE PROTEINAS O-B-N-ACETILGLICOSILADAS EN LA

DIFERENCIACION HIPERTROFICA CONDROCITARIA: MODELO
IN VIVO EN RATONES.

El cartilago articular se conoce como cartilago permanente, y presenta caracteristicas
diferentes al cartilago temporal. El cartilago temporal es remplazado por hueso a través
de la osificacion endocondral, mientras que el cartilago permanente evita entrar en esta
ruta bajo condiciones normales. El proceso de diferenciacion de células mesenquimales
hacia el linaje condrocitario no finaliza con cartilago permanente, sino que por defecto
culmina con la formacion de hueso. Se ha postulado que para obtener el cartilago
permanente, esta habitual ruta hacia la osteogénesis tiene que estar activamente
bloqueada y los condrocitos articulares se encuentran congelados en la fase de
condrocitos diferenciados. En los Ultimos afios se ha demostrado que los condrocitos del
cartlago OA pierden este blogueo activo. Estos condrocitos muestran un fenotipo
alterado y se comportan de manera similar a los condrocitos de la placa de crecimiento
que han sufrido diferenciacion terminal.
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Nuestros resultados muestran que el cartilago artrésico se caracteriza por una pérdida de
proteinas O-GIcNAc implicadas en procesos importantes para la homeostasis del
cartilago articular. Asi, la modificacion de proteinas por O-GIcNAc parece tener un
papel activo en el mantenimiento de las caracteristicas del cartilago sano, mostrando el
cartilago artrosico una pérdida de ese mantenimiento.

De este modo, el cartilago artrosico presenta simultineamente una pérdida en la O-
GIcNAc de proteinas importantes para las propiedades del cartilago articular, y una
pérdida del bloqueo activo del condrocito diferenciado, que desemboca en un fenotipo
hipertrofico. Por este motivo, nuestro siguiente objetivo sera determinar si la O-GIctNAc
de proteinas esta relacionada con la diferenciacion hipertrofica del condrocito.
Escogimos para estos estudios un modelo in vivo que incluye las tres etapas de
diferenciacion del condrocito: fase de proliferacion, de hipertrofia y de calcificacion. En
la placa de crecimiento de los huesos largos encontramos simultaneamente todas estas
fases.

Asi, estudiaremos el efecto de incrementar los niveles de O-GIcNAc sobre la placa de
crecimiento de ratones en desarrollo, para evaluar si un cambio en los niveles de
proteinas O-GIcNAc altera los condrocitos hipertroficos y si estas consecuencias son

especfficas de esta fase.

4.11.A. La acumulacion O-GIcNAc aumenta la diferenciacion condrocitaria en la

placa de crecimiento in vivo.

El thiamet-G es un potente y selectivo inhibidor (K; = 21 nM) de la actividad enziméatica
de OGA, que actla bloqueando el centro activo de manera competitiva. Esta molecula,
al contrario que otros inhibidores de OGA, no inhibe la actividad de la hexosaminidasa-
B [205,218]. La inhibicion de esta enzima conduce a un incremento en los niveles
celulares globales de proteinas O-GIcNAc.
Para estudiar la efectividad del thiamet-G in vivo se llevaron a cabo experimentos
preliminares en ratones C57BL/6. Centramos primero nuestro interés en el efecto dosis-
dependiente del thiamet-G sobre los niveles de O-GIctNAc. Con este objetivo, los
ratones fueron tratados con diferentes dosis de thiamet-G a través de una Unica
inyeccion intraperitoneal, y sacrificados después de 8 horas. Posteriormente evaluamos
la cantidad de proteinas O-GIcNAc en diferentes 6rganos diana donde se habia descrito
este tipo de modificacion previamente.
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Para este fin, usamos el anticuerpo monoclonal RL2, el cual reconoce especificamente
los residuos de N-Acetilglucosamina unidos a serinas y treoninas de proteinas. Asi pues,
este anticuerpo no revelara una banda correspondiente a una determinada proteina, sino
un patron de diferentes bandas, dadas las miltiples proteinas modificadas reconocidas.
Durante el sacrificio se recogieron muestras de cerebro, higado, misculo y rodilla, y
posteriormente éstas se sometieron al protocolo de extraccién de proteina total.

El andlisis de los homogeneizados de estos tejidos por western blot usando el anticuerpo
RL2, demostré que los niveles de O-GIctNAc en cerebro, higado, y rodilla se
incrementaban de una manera dosis-dependiente en respuesta a la administracion del

thiamet-G, aunque no se observo efecto en musculo con una Unica dosis de thiamet-G
(Fig. 3).
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FIGURA 3. Andlisis dosis-dependiente del efecto del thiamet-G en la cantidad de proteinas O-GlcNAc
en diferentes tejidos de raton, ocho horas después de la inyeccion de la droga. Los valores de dosis se
expresan en mg/kg. Se muestra el Western blot de cada tejido y su correspondiente densitometria.

Ademas, no observamos mayores incrementos de O-GIcNAc en dosis mayores de 20

mg/kg por lo que se eligid esta dosis para los siguientes experimentos.

49



Resultados

Una vez escogida la dosis 6ptima, ocho ratones C57/BL/6 de 23 dias recibieron
inyecciones intraperitoneales diarias de thiamet-G durante quince dias, mientras que el
grupo control (n=8) recibid inyecciones de PBS.

De nuevo, al final del tratamiento se recogieron muestras de cerebro, higado y musculo,
asi como las rodillas de los ratones de ambos grupos.

En este caso, las rodillas se conservaron integras para estudios histoldgicos, y de los
tejidos restantes se obtuvieron los homogeneizados. Se analizaron dichos extractos
proteicos usando el anticuerpo RL2 mediante western blot para comparar entre los dos
grupos de ratones los niveles de O-GIcNAc en estos tejidos. El tratamiento continuado
durante 15 dias con thiamet-G increment6 el nivel de proteinas O-GIctNAc en todos los
tejidos testados en comparacion con los tejidos de ratones tratados con el vehiculo (Fig.
4). Curiosamente encontramos el mayor incremento en misculo, el cual no presentaba
aumento de O-GIcNAc a lo largo de la curva de dosis en 8 horas, lo que demuestra la
efectividad del tratamiento continuado de thiamet-G, con la dosis elegida, durante 15

dias.

CEREBRO HIGADO MUSCULO
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FIGURA 4. Western blot representativo mostrando los niveles de proteinas O-GlcNAc en diferentes
tejidos de ratones tratados durante 15 dias con 20 mg/kg de thiamet-G o vehiculo. Las barras opacas
muestran el andlisis densitométrico del grupo tratado con vehiculo y las transparentes el correspondiente
al grupo tratado con thiamet-G (n=8 en cada grupo). Los resultados estan expresados como la media
+SEM. *p <0.05 vs. vehiculo.

Lo siguiente que quisimos examinar fue el efecto que la acumulacion de O-GIcNAc

inducida por thiamet-G podria tener en la altura de la placa de crecimiento y de la zona

hipertrofica de los ratones, dado que son las zonas donde sucede la diferenciacion
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condrocitaria. Con este proposito se examind la placa endocondral de las tibias de
ratones tratados con thiamet-G y se comparé con las tibias de ratones tratados con PBS.
La placa endocondral es claramente identificable con tincion hematoxilina-eosina
principalmente debido a su estructura y a los cambios de coloracién entre el hueso
calcificado y los condrocitos. Dentro de la placa de crecimiento, dicha tincién también
permite diferenciar la zona proliferativa de la zona hipertrofica de condrocitos. Se
establecio la zona proliferativa como aquella en la que los condrocitos muestran un
fenotipo aplanado y disposicion en columnas, asi como una ligera coloracion interna, y
como zona hipertrofica aquella en la que los condrocitos son claramente mas grandes,
su disposicion no muestra un orden fijo, y su interior muestra un tono blanquecino.

Una vez delimitadas las diferentes zonas, se realizaron medidas de la altura total de la
placa de crecimiento, asi como de la altura de la zona hipertréfica y la zona
proliferativa.

El tratamiento con thiamet-G incrementd la altura de la placa de crecimiento en
comparacion con las alturas observadas en los ratones tratados con vehiculo. En detalle,
la zona hipertrofica de condrocitos fue mayor al aumentar las proteinas O-GIctNAc pero
la zona proliferativa no presentd diferencias en su altura entre los dos grupos de ratones.
Esto refleja un efecto estimulante de la acumulacion de O-GIctNAc sobre la
diferenciacion de los condrocitos en la placa de crecimiento, efecto que parece actuar

especificamente sobre la fase de diferenciacion hipertrofica (Fig. 5A-5E).
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FIGURA 5. Microfotografias de tincion hematoxilina-eosina de la placa de crecimiento representativas
de ratones tratados con vehiculo (A) o tratados con thiamet-G (B). Las barras muestran el efecto del
thiamet-G en la altura de la placa de crecimiento (C), altura de la zona hipertréfica (D), altura de la zona
proliferativa (E) nimero de condrocitos en 1000 pm* (F), ganancia de peso de los ratones (G) y longitud
tibial (H). Aumento: 200X; *p<0.05 vs. veiculos. PC, Placa de crecimiento; P, Zona proliferativa; H,
Zona hipertréfica.

Con el objetivo de comprobar si el incremento en la zona hipertrofica se debia a un
aumento en el tamafio celular, contamos el nimero de condrocitos hipertréficos en 1000
pm’ en las placas de crecimiento de los ratones. El thiamet-G no produjo ninglin cambio
en el nimero de células contadas por superficie (Fig. 5F), indicando que el tamafio de
condrocito hipertrofico es similar en los dos grupos estudiados. Adicionalmente, no
observamos ningun efecto significativo del thiamet-G en la longitud de las tibias o la
ganancia de peso de los ratones tras el periodo de tratamiento (Fig. 5G, 5H).
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Posteriormente quisimos corroborar si los condrocitos designados como hipertroficos en
base a la tincion hematoxilina-eosina expresaban algin marcador caracteristico de
hipertrofia. Asi, analizamos por inmunohistoquimica la presencia de ColX en la placa
de crecimiento de los dos grupos de animales. La deteccion de ColX mostr6 mas células

tefiidas en los animales tratados con thiamet-G frente a los tratados con suero salino.

FIGURA 6. Microfotografias mostrando la tincién de Col X en la zona hipertrofica de ratones tratados
con vehiculo (A) o tratados con thiamet-G (B). Aumento: 240X.

Nuestros resultados muestran que el acumulo de proteinas O-GIctNAc induce un
incremento en la altura de la placa de crecimiento debido exclusivamente a un aumento
de la zona hipertréfica de condrocitos. Este aumento se debe a la presencia de mas
células hipertréficas y no a un aumento en el tamafio de estas, ya que el contaje de
condrocitos hipertroficos por unidad de superficie no mostré diferencias entre los dos
grupos de ratones. La deteccion de uno de los marcadores principales de hipertrofia en

la placa de crecimiento, corroboré el aumento especifico de este fenotipo condrocitario.
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4.111. ANALISIS DEL PAPEL DE LA O-B-N-ACETILGLICOSILACION DE
PROTEINAS EN LA HIPERTROFIA CONDROCITARIA.

Tras comprobar el efecto que la acumulacion de proteinas O-GIcNAc tiene en la zona
de condrocitos hipertroficos de la placa de crecimiento, quisimos estudiar si la O-
GIcNAc de proteinas tiene un papel especifico en la diferenciacion hipertrofica
condrocitaria y como estas proteinas pueden actuar durante este proceso. Para esto,
establecimos un modelo in vitro de hipertrofia condrocitaria y analizamos el papel de

las proteinas O-GIcNAc en varios aspectos caracteristicos del fenotipo hipertréfico.

4.111.A. Estudio del perfil de expresion de genes hipertréficos en un modelo in vitro

de diferenciacién condrocitaria.

Se eligié la linea celular ATDC5 para estos estudios porque ha demostrado ser muy Uil
como modelo in vitro para estudiar la diferenciacion condrogénica [46,219,220].
Este tipo celular se aislo inicialmente a partir de una linea de teratocarcinoma de raton,
AT805 [221], y hasta la fecha ha sido utilizada en mas de 300 estudios. Con adicion de
insulina al medio, las células ATDC5 continGan creciendo, incluso en fase de post-
confluencia, formando agregados celulares similares a nddulos de cartilago, que
producen marcadores moleculares tipicos del proceso de condrogénesis.
Primero se analizd la curva de tiempo de diferenciacion de las células ATDC5S inducida
con insulina, evaluando el incremento observado en la expresion de genes marcadores
de diferenciacion, tanto temprana como tardia. Para esto, las células fueron incubadas
en presencia de insulina, recogidas a diferentes tiempos de cultivo, hasta el maximo de
21 dias, y tras la extraccion y la retrotranscripcion de RNA, se realizaron estudios de
expresion génica de varios marcadores mediante PCR a tiempo real.
Para descartar la posibilidad de que la expresién de estos marcadores sea inherente al
crecimiento celular y por tanto no sea especifico del proceso de diferenciacion,
cultivamos células ATDC5, durante los mismos tiempos descritos anteriormente,
tratandolas Unicamente con el wehiculo utilizado, en ausencia de insulina. Asi, se
compard la expresion génica, para los diferentes puntos de tiempo, en células tratadas
con insulina o con el vehiculo.
La expresibn de cada gen se corrigio frente a la expresion del gen constitutivo
metabdlico GAPDH, en cada uno de los puntos medidos.

54



Resultados

La insulina indujo un incremento gradual en la expresion de todos los marcadores de
diferenciacion: Col 1l, Agg, Runx2, ALP, Col X, IHH y PTHRL1 (Fig. 7). El incremento
en la expresion de cinco de los genes testados fue estadisticamente significativo desde el
dia 9 en comparacion con la expresion de cada gen en el dia 0, el cual fue normalizado
al valor 1. En presencia de insulina, la expresion de cada gen fue también
significativamente diferente a la observada en ausencia de insulina al mismo tiempo,
desde el dia 9. En el caso de la expresion de IHH y Runx2 se alcanza la significacion

estadistica en los dias 11y 14 respectivamente.
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FIGURA 7. Bxpresion de marcadores de hipertrofia condrocitaria durante la diferenciacion de células
ATDC5. Las células ATDC5 fueron diferenciadas con 10 mg/ml de insulina (columnas opacas), o
tratadas con el vehiculo (columnas transparentes), durante diferentes periodos de tiempo, hasta 21 dias.
La expresion génica de los marcadores de diferenciacion Col Il, Agg, IHH, PTHIR, Runx2, ALP, Col X
y GAPDH fue examinada por Real Time-PCR. Los resultados estan expresados como la media del
incremento inducido £ S.E.M. de 6 experimentos independientes en comparacion al dia 0.
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De este modo detectamos los tiempos, en nuestras manos, en los que se producen
cambios significativos en varios marcadores de hipertrofia en el modelo in vitro de
hipertrofia inducida por insulina. Ademas comprobamos que el crecimiento per se de
estas células no induce la expresion de los genes caracteristicos de la diferenciacion

hipertrofica.

4.111.B. Modulacion del sistema de O-B-N-Acetilglicosilacion a lo largo del proceso

hipertrofico.

Una vez definido el modelo hipertréfico in vitro, quisimos estudiar si la diferenciacion
de las células ATDC5 estaba asociada con alguna alteracion en la cantidad de proteinas
O-GIcNACc utilizando el anticuerpo RL2 que especificamente reconoce estos residuos.
Para esto, se utilizaron los mismos cultivos de ATDC5 a diferentes tiempos, en ausencia
0 presencia de insulina, de los que previamente se extrajo RNA, y se sometieron al
protocolo de extraccion de proteina total. Mediante la técnica de western blot, se analizd
la presencia de proteinas O-GIcNAc en cada uno de los tiempos de tratamiento.

Nuestros experimentos demostraron que la diferenciacion inducida por insulina
aumentaba gradualmente la cantidad de estas proteinas, incremento que fue significativo
desde el dia 3 en comparacion con la cantidad observada a dia 0, mientras que la
ausencia de insulina no produjo ningiin cambid en la sefial del RL2.

El mayor incremento de O-GIcNAc inducida por presencia de insulina se encontrd en
proteinas entre 110 y 170 kDa, y en proteinas alrededor de 55 a 70 kDa. El incremento
en la cantidad de proteinas O-GIcNAc se mantiene alto desde el dia 3 hasta el final del
estudio, sin diferencias significativas entre los diferentes dias de estudio.

Dado que comprobamos que este tipo de modificacion proteica se modula durante el
proceso de diferenciacion hipertrofica, quisimos estudiar si la sintesis de las enzimas
involucradas en el sistema de O-B-N-Acetilglicosilacion se modificaba también durante
la hipertrofia condrocitaria. Puesto que el anticuerpo RL2 mostraba un incremento
significativo desde el dia 3 sin diferencias en los tiempos posteriores hasta el final del
estudio, centramos el andlisis de la sintesis de enzimas en los primeros dias de
diferenciacion de las células ATDCS.

Con este fin, usamos dos anticuerpos diferentes para detectar OGT y OGA, y mediante
western blot analizamos su presencia en los mismos extractos proteicos donde habiamos

testado previamente el nivel de O-GIcNAc con el anticuerpo RL2.
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La diferenciacion de ATDC5 mostrd un incremento en la presencia de las enzimas clave
que regulan la adicion y eliminacion del residuo de GIctNAc. La presencia tanto de OGT
como de OGA, fue significativamente mayor desde el dia 3 de diferenciacion en
comparacion con el dia 0, mientras que en ausencia de insulina no hubo modificacion
alguna. La expresion de las enzimas permanece incrementada hasta el fin del estudio.

Dado que el incremento en la expresion de genes hipertréficos se conseguia alrededor
del dia 9 de cultivo, podemos decir que la activacion del sistema de modificacion O-

GIcNACc precede a dicho incremento en los marcadores de diferenciacion medidos.
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FIGURA 8. Western Blot representativos de la presencia de proteinas O-GIcNAc, y las enzimas OGT y
OGA durante la diferenciacion de ATDCS5 inducida con insulina. Las figuras superiores son
representativas de los Western Blot, mientras las inferiores muestran el analisis por densitometria de 4
experimentos independientes. Las columnas muestran los valores medios + S.EM. *p <0.05vs. dia 0y
vs. vehiculo en el correspondiente dia.
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El estimulo necesario para conseguir la diferenciacion hipertrofica en células ATDCS,
la insulina, esta directamente involucrado en el metabolismo de la glucosa.

Asi mismo, la ruta de sintesis de N-Acetilglucosamina (HBP), residuo que
posteriormente se incorpora a las proteinas consiguiendo su modificacion O-GIcNAc,
depende directamente del flujo de glucosa que se internaliza en la célula.

Por este motivo, quisimos comprobar si un estimulo condrogénico, no directamente
relacionado con el metabolismo de la glucosa, era capaz de modificar la cantidad de
proteinas O-GIcNAc en células ATDC5 en ausencia de insulina.

El acido ascorbico ha sido previamente descrito como agente diferenciador en células
ATDC5 [222], por lo que estimulamos estas celulas con 50 pg/ml de acido ascorbico
durante diferentes tiempos hasta 7 dias.

De nuevo con los anticuerpos especificos RL2, OGT y OGA, mediante western blot se
testd la cantidad de proteinas O-GIcNAc sintetizadas asi como la sintesis de ambas
enzimas.

El acido ascorbico provocod un claro aumento en la cantidad de proteinas O-GIcNAc
desde el dia 1 de incubacion. La sintesis de ambas enzimas, OGT y OGA fue también

mayor en presencia de acido ascorbico.
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FIGURA 9. Estudios por western blot de proteinas O-GIcNAc, OGT y OGA en células ATDCS tratadas
con &cido ascorbico a diferentes periodos de tiempo. El tratamiento con acido ascérbico en células
ATDC5 conduce a un incremento en proteinas O-GlcNAc.
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4.111.C. Efecto de los niveles de O-B-N-Acetilglicosilacién sobre el pefrfil
hipertrofico en células ATDCS.

Para analizar si la O-GIcNAc esta intrinsecamente relacionado con la diferenciacion
hipertréfica condrocitaria 0 por el contrario es solo un epifenémeno, estudiaremos los
efectos de disminuir los niveles de proteinas O-GIctNAc sobre la expresion de
marcadores hipertréficos. Con este fin, haremos uso de un inhibidor de la GFAT-1
(enzima limitante de HBP), DON, el cual fue afiadido al medio en presencia y ausencia
de insulina.

Primero se realizaron cultivos a diferentes tiempos hasta 7 dias, para estudiar el efecto
del inhibidor en el sistema O-GIcNAc, y posteriormente se prolongaron hasta 21 dias
para analizar la expresién de los marcadores de diferenciacion.

Las medidas por western blot con el anticuerpo RL2 mostraron que la elevacion de
proteinas O-GIcNAc inducida por insulina fue significativamente bloqueada por el
tratamiento con DON (Fig. 12). Estos resultados indican que el incremento en proteinas
O-GIcNACc durante la diferenciacion de ATDC5 sucede por activacion de HBP.
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FIGURA 12. Estudio por western blot de proteinas O-GIcNAc de células ATDCS tratadas con insulina
en ausencia (columnas opacas), o presencia (columnas semitransparentes) de DON. Las columnas
transparentes indican el efecto del DON en ausencia de insulina. El panel de la izquierda muestra un
western blot representativo y los paneles de la derecha el analisis densitométrico de 3 experimentos
independientes. Los resultados se muestran como incremento respecto al dia 0 £ SEM. *p <0.05 vs. dia 0;
#p <0.05 vs. insulina al mismo tiempo.
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Testamos entonces si la inhibicion de la O-GIcNAc podria tener algin efecto en el
incremento de los marcadores de diferenciacion inducidos por insulina. Como se

muestra en la figura 13, la presencia de DON préacticamente bloquea por completo el
incremento en los marcadores de diferenciacion inducidos por insulina.
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FIGURA 13. BExpresion de marcadores de hipertrofia condrocitaria en células ATDC5 tratadas con
insulina en ausencia (D), o presencia (D+D) de DON. Las columnas transparentes indican el efecto del
DON en ausencia de insulina (DON). La expresion génica de marcadores de diferenciacion Col II,
Agrecano, IHH, PTHIR, Runx2, ALP, Col X y GAPDH se examin6 por PCR a tiempo. Los resultados se
muestran como incremento respecto al dia 0 £ SEM. De 3 experimentos independientes *p <0.05 vs. dia
0; # p <0.05 vs. insulina al mismo tiempo.

Dado que durante la diferenciacion hipertrofica, inducida tanto por insulina como por
acido ascorbico, se incrementan los niveles proteinas O-GIcNAc y ademas estas son

estrictamente necesarias para este proceso, lo siguiente que examinamos fue si la
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acumulacion de O-GIcNAc per se era capaz de inducir la diferenciacion de ATDCS.
Para esto, las células ATDCS5 se incubaron con el inhibidor selectivo de OGA, thiamet-
G a la concentracion de 1 pM descrita en trabajos anteriores [205], afiadido en
sustitucion de la insulina.

Primero se estudié el efecto del thiamet-G en la acumulacién de proteinas O-GIctNAc y
en la regulacion de las enzimas responsables de esta modificacion durante los 7
primeros dias de cultivo en la linea celular ATDC5. Como podia esperarse, el thiamet-G
induce un claro incremento en la acumulacion de proteinas O-GIcNAc desde el dia 1 de
incubacion en comparacion con el dia 0 (Fig. 10). En cuanto a la regulacion enzimética,
se demostrd que el thiamet-G induce un incremento significativo en la sintesis de OGA
desde el dia 1 post-incubacion, probablemente debido a un intento de la célula por

recuperar la actividad bloqueada por inhibicion de esta enzima.
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FIGURA 10. Estudios de Western Blot en células ATDC5 tratadas con thiamet-G 1 mM a diferentes
tiempos. La imagen superior es representativa de los Western Blot, mientras la inferior muestra el andlisis
por densitometria de 4 experimentos independientes como aumento respecto al dia cero en valores medios
+ S.EM.

En contraste, la sintesis de OGT fue significativamente inhibida por el thiamet-G, como

respuesta al exceso de proteinas O-GIcNAc presentes.
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Una vez definida la actividad de este inhibidor en la linea celular ATDCS5, se realizaron
experimentos a los tiempos en los que previamente habiamos observado el incremento
de expresion de marcadores hipertroficos con el tratamiento con insulina.

Asi pues, se incubaron células ATDC5 en presencia de thiamet-G a diferentes tiempos
hasta un maximo de 21 dias, y analizamos por PCR en tiempo real la expresion génica
de los mismos genes medidos anteriormente.
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FIGURA 11. Expresion génica de marcadores de hipertrofia condrocitaria en células ATDCS5 tratadas
con thiamet-G a diferentes tiempos. Los resultados se expresan como medias + S.E.M. de la induccion de
la expresidn en comparacién con el dia 0 de 7 experimentos. *p <0.05 vs. dia 0.

La presencia de este inhibidor en ausencia de insulina condujo a un incremento
significativo en la expresion de los marcadores de diferenciacion medidos: Col II, Agg,
Runx2, ALP, Col X, IHH y PTHR1, en comparacion con la expresion a dia O (Fig. 11).

Estos incrementos fueron también significativamente mayores a los observados en los

cultivos anteriormente tratados con wvehiculo, en los correspondientes tiempos de
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incubacion. Al compararlos con la expresion génica inducida por insulina, no se
observaron diferencias significativas, probablemente debido a la desviacion estandar de
los experimentos, aunque la induccién por el tratamiento con thiamet-G parece menor
que la observada con insulina (Fig. 7y 11).

En conjunto estos datos indican que el aumento de proteinas O-GIctNAc durante la
diferenciacion hipertréfica no es un epifenébmeno, sino que es un evento clave para este
proceso. No solo la inhibicion de la sintesis del donador para la O-GIcNAc inhibe
directamente la expresion de marcadores de hipertrofia, sino que ademas un aumento de

proteinas O-GIcNAc es capaz de inducir por si mismo la expresion de estos marcadores.

4.111.D. Efectos de la acumulacién de proteinas O-GIcNAc sobre el remodelado de

la matriz.

Nuestros experimentos demostraron que la acumulacion de O-GIcNAc induce un perfil
hipertrofico en base a la expresion de marcadores de diferenciacion caracteristicos de la
hipertrofia condrocitaria. Es decir, el tratamiento de ATDC5 con thiamet-G produce una
hipertrofia inducida por proteinas O-GIcNAc.

Ademéas de la expresion de genes caracteristicos, un aspecto importante del proceso de
hipertrofia es el remodelado que sufre la matriz. Nuestros siguientes experimentos
tuvieron como objetivo estudiar en mayor detalle los efectos que el thiamet-G puede
tener sobre los procesos caracteristicos que se dan en la MEC durante la hipertrofia
condrocitaria.

Durante la  osificacion endocondral los  condrocitos  hipertroficos  sintetizan
proteoglicanos que formaran parte de la matriz extracelular. Por tanto, lo primero que se
testd fue si el tratamiento con el inhibidor de la enzima OGA, era capaz de incrementar
la sintesis de proteoglicanos, utilizando como referencia el tratamiento con insulina,
usando como método de medida la tincién con Azul Alcian.

La presencia de insulina incrementd progresivamente el contenido de proteoglicanos en
las células ATDC5 durante el tiempo de estudio. Las medidas de absorbancia mostraron
significacion estadistica a partir del dia 9, mismo dia en el que se observéd el aumento en

la expresion de la mayoria de marcadores hipertroficos anteriormente medidos.
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FIGURA 14. A, Tincion Alcian Blue de células ATDC5, después de 21 dias de cultivo con insulina
(barras azules) o thiamet-G (barras moradas). La figura inferior muestra la cuantificacion de absorbancia
a 620 nm. Las barras muestran las medias + S.E.M de 4 experimentos independientes. * p<0.05 vs. dia 0;
# p <0.05 vs. insulina al dia correspondiente.

En contraste, solo se observd un ligero aumento de tincién en las células estimuladas
con thiamet-G, que aunque fue significativamente diferente en comparacién con el dia
cero a todos los tiempos medidos, también fue significativamente menor que el
observado con insulina (Fig. 14).

Otra fase caracteristica de la diferenciacion condrocitaria es el remodelado enzimatico
de la matriz extracelular. La familia MMP de proteasas, la cual juega un papel principal
en el remodelado y la degradacion de la MEC, esta involucrada en la conservacion de la
integridad de la MEC y la vascularizacion de la placa de crecimiento [223][224]. Un
incremento en la actividad de MMP-2 y MMP-9 ha sido previamente relacionado con
un incremento en la diferenciacion de ATDC5 [225]. Nosotros estudiamos el efecto de
la acumulacion de O-GIcNAc en la actividad de MMP-2 y MMP-9 en los sobrenadantes
de los condrocitos ATDC5 cultivados 14 y 21 dias, en comparacion con la actividad

inducida por insulina.
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Dado que ambas MMPs son gelatinasas, se realizaron zimografias con geles al 0.1% de
gelatina para testar su actividad enzimatica. De esta forma se detectaron las bandas de
92 y 72 kDa correspondientes a MMP-9 y MMP-2 respectivamente (Fig 15). La
actividad de ambas MMPs fue mayor al dia 14 y 21 en células diferenciadas en
presencia de insulina que la observada a dia 0. La acumulacion de O-GIcNAc inducida
por thiamet-G también conduce a un claro aumento en la actividad de estas MMPs en
comparacion con la actividad a dia 0 en los dos tiempos testados. La induccion de estas

MMPs fue similar a la inducida por insulina.

0 Dias 14 Dias 21 Dias

N
)
&

& Q‘" (<] Q" O
S x‘\ x n&

92 KDa MMED

72 KDa
MMP-2

FIGURA 15. Zimografia en gelatina mostrando la presencia de MMP-9 y MMP-2 en el medio de células
ATDCS tratadas con 10 pug/ml insulina o0 1 uM thiamet-G durante 14 o 21 dias.

Nuestros resultados muestran que la acumulacion de proteinas O-GIcNAc produce un
remodelado enzimatico de la matriz por activacion de MMPs, pero no es capaz de
estimular la sintesis de proteoglicanos en la medida en la que se producen durante la

diferenciacion inducida por insulina.

4.111.E. Activacion de rutas moleculares involucradas en hipertrofia condrocitaria
por acumulacion de proteinas O-GIcNAc.

Para poder establecer si los mediadores moleculares que se inducen durante la

diferenciacion de ATDCS5 inducida por insulina eran o no similares a los inducidos por
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thiamet-G, examinamos la activacion de diferentes quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKs), y de la molécula AKT, las cuales estan involucradas en las rutas de
traduccion de sefial y han sido relacionadas con gran variedad de eventos celulares,
como diferenciacion, proliferacion, migracion y apoptosis [226][227][228].

Para esto, se compararon los efectos del thiamet-G con los de la insulina a diferentes
tiempos de incubacion durante las primeras 24 horas de diferenciacion.

Las sefiales obtenidas por western blot mostraron que el thiamet-G induce la
fosforilacion de JNK, ERK y p38, en comparacion con la activacion observada a las 0
horas, con un pico alrededor de 1-2 horas para los 3 mediadores (Fig 16). La insulina
también activa la fosforilacion de estas tres moléculas. Sin embargo, el thiamet-G no

indujo la fosforilacion de AKT, mientras la insulina mostrd una clara induccion.
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FIGURA 16. Analisis por Western blot de la activacion de MAPKs y Akt1/2/3 en precondrocitos
ATDCS5 cultivados con 10 pg/ml insulinao 1 pM thiamet-G durante los tiempos indicados.

Ademas, investigamos si alguna molécula por debajo de la cascada de las MAPKs vy
AKT, como la glucogeno sintasa kinasa-3p (GSK3p), ampliamente asociada con un
aumento de diferenciacion en condrocitos [229], podia ser activada con tratamiento de

insulina o thiamet-G. La fosforilacion de GSK3[ supone su inactivacion evitando asi la
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fosforilacion, (y por tanto degradacion), de p-catenina. Por este motivo quisimos
también comprobar si la fosforilacion de la primera molécula aumentaba la sintesis de la
segunda.

De nuevo estos estudios se realizaron por la técnica de western blot usando los
anticuerpos especificos para las proteinas mencionadas.

La diferenciacion, tanto con insulina como con thiamet-G, aumentdé claramente la
fosforilacion de GSK3p (Fig. 17). Ademas, esta inactivacion de GSK3p inducida por

insulina o thiamet-G, fue asociada con incremento en los niveles de B-catenina
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FIGURA 17. Andlisis por western blot de la activacibn de GSK3B y sintesis de p-catenina en

precondrocitos ATDC5 cultivados con 10 pg/ml insulina o 1 uM thiamet-G durante los tiempos
indicados.

4.111.F. Estudio de la O-GIcNAc de una molécula activada en rutas de transduccién

de sefal durante la hipertrofia condrocitaria.

Los anteriores resultados muestran que en nuestra diferenciacion hipertrofica inducida
por proteinas O-GIctNAc se activan rutas de la misma forma que se activan en la
hipertrofia “clasica” inducida por insulina. Sin embargo, la estimulacion con thiamet-G
fallb en la activacion de la molécula de AKT por fosforilacion. Dado que la activacion
de la ruta de AKT ha sido previamente asociada tanto con su fosforilacion como con su
dindmica modificacion O-GIcNAc [158], estudiamos si en la hipertrofia inducida por
insulina y por thiamet-G se regula esta ultima modificacion de AKT. Los extractos de

proteinas de células tratadas con insulina o thiamet-G fueron inmunoprecipitados con un
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anticuerpo anti-AKT, y las proteinas unidas a las bolas magnéticas fueron eluidas y

detectadas por western blot con el anticuerpo RL2.
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FIGURA 18. Andlisis de la modificacion de AKT por O-GIcNAc mediante inmunoprecipitacion. Las
proteinas fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo de Akt total, y después las proteinas eluidas se
blotearon con el anticuerpo RL2 en células ATDC5 cultivadas con 10 pg/ml insulina o 1 uM thiamet-G
durante los tiempos indicados.

Como puede observarse en la figura 18, tanto las células tratadas con insulina como las
tratadas con thiamet-G mostraron un incremento en la modificacion O-GIcNAc de
AKT, en comparacion con las células no diferenciadas. Por lo tanto, nuestros resultados
muestran que la diferenciacion con insulina induce simultineamente la fosforilacion y
O-GIcNAc de AKT, mientras que el thiamet-G induce solamente su O-GIcNAc.
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5.1. PERFIL DIFERENCIAL DE FRROTEINAS O-GLCNAC EN EL
CARTILAGO SANO Y ARTROSICO.

El estudio de proteinas en diferentes estados de fosforilacion proporciona conocimiento
sobre las funciones de esta modificacién post-traduccional en mecanismos implicados
en respuestas biologicas. De manera similar, la identificacion de un perfil de proteinas
O-GIctNAc en un determinado estado celular nos dard informacion sobre el papel
especifico de esta modificacion. Las proteinas reguladoras, normalmente las mas
interesantes en estudios protedmicos, suelen presentarse en un nimero de copias muy
bajo. En el caso de estudios de modificaciones post-traduccionales, el inconveniente de
la baja abundancia relativa es particularmente problematico. La estequiometria del
grupo fosfato o el de GIcNAc en una determinada proteina es pequefia pero
funcionalmente muy significativa. Asi, es necesario utilizar técnicas que permitan
reducir la complejidad de la muestra y enriquecerla en proteinas especificamente
modificadas. En el caso de O-GIcNAc, una de las técnicas mas usadas para el
enriquecimiento es la lectina WGA que reconoce residuos de GIcNAc terminales. Este
método de enriquecimiento resultd eficaz en otros analisis que revelaron proteinas que
no hubieran podido ser identificadas en mezclas crudas complejas [230-232]. La mejora
en los Ultimos afios de las herramientas disponibles para el estudio de O-GIcNAc hace
que el descubrimiento de nuevas proteinas susceptibles de O-GIcNAc sea exponencial.
La cromatografia de afinidad a lectina permitio la identificacion de mas de 142 sitios de
O-GIcNAc en 62 proteinas de células madre embrionarias de raton [233] y un estudio
reciente en cerebro ha descubierto 168 nuevas proteinas que no se sabia que se
modificaban por O-GIcNAc [234].

A pesar de que el estudio de proteinas O-GIcNAc esta cobrando gran relevancia en los
GUltimos afios, su andlisis en el tejido articular esta completamente inexplorado. Al igual
que ha sucedido en otras enfermedades crénicas como Alzheimer, diabetes o cancer, el
estudio de las proteinas que se modifican O-GIcNAc en el cartilago durante el
desarrollo de la artrosis, permitira elucidar mecanismos moleculares involucrados en la
patogenia de la enfermedad.

Nuestros resultados muestran que un gran nimero de proteinas O-GIcNAcC presentes en
el cartilago sano estan relacionadas con el citoesqueleto. Ademés, ninguna de las
proteinas O-GIcNAc exclusivas de OA participa en este proceso biologico. La

reorganizacién del citoesqueleto en los condrocitos es clave para la respuesta a
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diferentes estimulos y ha sido relacionada con el proceso de condrogénesis y la
hipertrofia condrocitaria que se da en la artrosis [235-242]. Un estudio reciente ha
demostrado que existe una disminucion en la expresion de genes relacionados con el
citoesqueleto durante el desarrollo de la OA [243]. Nuestros resultados muestran por
primera vez la importancia que la O-GIcNAc de proteinas del citoesqueleto tiene en la
conservacién del condrocito en su estado fisiologico. El cartilago artrésico presenta
menos proteinas O-GIcNAc relacionadas con el citoesqueleto en comparacion con el
tejido sano. Analisis protedmicos para identificacion de proteinas O-GIcNAc en otras
enfermedades cronicas también muestran un perfil diferencial donde las proteinas del
citoesqueleto estan alteradas [244]. La presencia de isoformas hiper-O-GIctNAc de Tau
detectadas en Alzheimer se correlaciona con defectos en el citoesqueleto de
microtibulos [245-247] y la O-GIcNAc de miofilamentos cardiacos estd asociada con
la regulacion de su funcién contractil [160]. Muchas caracteristicas del citoesqueleto
parecen estar reguladas por O-GIcNAc. La O-GIcNAc de tubulina inhibe su
polimerizacion a microtibulos [248] y la adicion de residuos O-GIcNAc a queratinas,
talina o vinculina puede influir en las uniones del citoesqueleto y el ensamblaje de
filamentos [249-252]. Ademés, la despolimerizacion inducida del citoesqueleto de
microtdbulos resulta en la hiper-O-GIcNAc de otros elementos del citoesqueleto como
queratinas [253]. Curiosamente, se ha mostrado que la sobreexpresion tanto de OGT
como de OGA conlleva la desorganizacion del citoesqueleto de microtlbulos y de
actina [254].

Uno de los procesos que regula la O-GIcNAc de proteinas del citoesqueleto es la
citoquinesis durante la division celular [147]. La pérdida cualitativa de proteinas O-
GIcNAc del citoesqueleto en el cartilago artrésico sugiere que esta modificacion podria
estar implicada en el bloqueo activo fisiologico al que estd sometido condrocito
articular, el cual se caracteriza por una baja tasa de division celular. La disminucion de
residuos O-GIcNAc en el citoesqueleto podria contribuir a la pérdida de ese blogueo,
desencadenando asi el fenotipo prolifératelo caracteristico del condrocito artrosico.

El citoesqueleto del condrocito estd formado principalmente por microfilamentos de
actina, microtubulos de tubulina y filamentos intermedios de vimentina. La vimentina es
una proteina mucho mas abundante en condrocitos que en otras células mesenquimales
[255] y se expresa constitutivamente en condrocitos adultos [256]. Aunque la O-
GIcNAc de vimentina ha sido descrita anteriormente [154], nuestros datos demuestran

por primera vez que esta proteina se encuentra O-GIctNAc modificada, al menos en
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parte, tanto en el cartilago sano como en el artrsico. La vimentina es importante para la
estabilizacion de la estructura celular dado que conecta varios componentes
citoplasmicos como el nicleo, el reticulo endoplasmico y la mitocondria, y juega un
papel principal en el soporte y anclaje de la posicién de cada organulo en el citoplasma
[257,258] Ademas, se ha descrito un papel de la vimentina implicado en la
diferenciacion celular [259]. De hecho, esta proteina puede regular la condrogénesis de
células progenitoras multipotentes derivadas de la médula 6sea en humanos adultos
[260]. Con estos datos previos, nuestros resultados podrian sugerir que la O-GIcNAc de
vimentina esta implicada en el proceso de diferenciacion hipertrofica que recupera el
condrocito durante la artrosis.

La vimentina tiene también una funcion mecanica en el mantenimiento de la rigidez del
condrocito y esta funcion esta alterada en los condrocitos del cartilago artrosico [261].
Varios estudios demuestran una relacion entre la pérdida de la red de vimentina y el
desarrollo de la OA [262-265]. Estudios futuros determinardn si la disminucion de esta
proteina en la OA esta relacionada con cambios cuantitativos en su modificacion O-
GIcNAc.

Nuestro analisis reveld también la importancia que la modificacion O-GIcNAc tiene en
la adhesion celular y la organizacién de la MEC del cartilago sano.

Las adhesiones focales median la interaccion entre las proteinas del citoesqueleto y la
MEC [266]. La cara externa del contacto focal incluye receptores especificos para
fibronectina y vitronectina, dos componentes comunes de la MEC, mientras que en la
cara citoplasmica de las adhesiones focales, varias proteinas median la interaccion con
los filamentos de actina del citoesqueleto.

Curiosamente, nuestro estudio identifica la O-GIcNAc de vitronectina solo en el
cartilago sano, y aunque también se detectd la modificacion con residuos de GIcNAc en
fibronectina, ésta aparece en ambos tipos de cartilago. De la misma forma, ambas
muestras muestran O-GIcNAc de actina, aunque corresponden a diferentes tipos de
actina. Esto pone de manifiesto el papel que la O-GIcNACc tiene en la regulacion de la
adhesion celular en el cartilago. Durante la artrosis los condrocitos sufren
modificaciones en su adhesién celular, principalmente cuando se inicia el proceso de
angiogenesis por el cual se rompen proteinas de union para permitir el crecimiento de
nuevos Vvasos sanguineos [267]. Asi, probablemente la pérdida de O-GIcNAc de
vitronectina esté implicada el proceso de destruccion de uniones celulares facilitando la

progresion de la OA.
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A pesar de que la O-GIctNAc se concibe clasicamente como un sistema intracelular,
todos nuestros datos apuntan a que la O-GIcNAc puede estar implicada en procesos
caracteristicos de la adhesion celular y regulacion de la MEC. Se ha demostrado durante
afios que la O-GIcNAc se da en numerosas proteinas nucleares y citoplasmicas, pero
existen datos recientes que muestran la posibilidad de un nuevo papel de esta
modificacion  post-traduccional [268]. Varios estudios muestran una O-GIcNAc
extracelular en los receptores Notch y Dumpy [134,269]. La enzima que une GIcNAc a
Notch y que no esta relacionada genéticamente con OGT, reside en el reticulo
endoplasmico dentro de la ruta de secrecion y se ha denominado OGT especifico de
dominio EGF (EOGT) [134]. EOGT parece estar conservada desde Drosophila hasta
mamiferos [269,270]. Sin embargo, se ha sugerido que esta EOGT tiene otros sustratos,
como varias proteinas de membrana, y que por tanto interviene en la interaccion de
receptores con la MEC [234]. La importancia de esta modificacion dentro de la MEC ha
sido demostrada en Drosophila, donde la pérdida de EOGT provoca defectos en la MEC
apical [269]. Varias proteinas importantes en la MEC del cartilago aparecen O-GIcNAc
modificadas en nuestro estudio. La matrilina-3, encontrada exclusivamente en su forma
O-GIcNACc en el cartilago sano, pertenece a la familia de proteinas matrilinas de matriz
extracelular y esta expresada sobretodo en cartilago [271]. Estd involucrada en la
orientacion y el alineamiento celular y proporciona sitios de union para fomentar la
adhesion celular y el crecimiento [272]. Se ha demostrado que la matrilina-3 esta
también relacionada con algunas enfermedades del cartilago y mutaciones en matrilina-
3 humana pueden causar condrodisplasias y un inicio precoz de OA [273]. Un estudio
demuestra que la matrilina-3 puede activar la expresion de genes asociados a OA en
condrocitos primarios humanos [274]. Otra proteina encontrada en su forma O-GIcNAc
exclusivamente en donantes sanos es el agrecano, el cual es ampliamente conocido
como componente fundamental en la matriz fisioldgica del cartilago. Asi, nuestros
resultados encajan con datos previos, y demuestran por primera vez que la regulacion de
la adhesion celular y los procesos de conservacion o destruccion de la MEC del
condrocito pueden estar regulados por O-GIcNAc en el proceso de la OA.

Nuestra técnica para la seleccion de proteinas O-GIcNAc, por afinidad a WGA, presenta
el inconveniente de que este tipo de lectina también se puede unir a proteinas
modificadas por sializacion. Sin embargo, dadas las escasas herramientas disponibles
para el estudio de O-GIcNAc, la cromatografia de afinidad a WGA se presenta como

una de las mejores opciones. Ademés, existe una base de datos (dbOGAP: “Database of
73



Discusién

O-GlIcNAcylated Proteins and Sites”) que recoge las proteinas O-GIcNAc identificadas
hasta el momento, en la cual puede consultarse si las proteinas de nuestro andlisis
protedmico han sido previamente descritas como susceptibles de ser O-GIcNAc
modificadas. Sin embargo, un estudio en profundidad de la literatura nos ha mostrado
que esta base de datos no estd completa, y que algunas proteinas de las que se ha
descrito su O-GIcNAc recientemente, no aparecen. Este es el caso de la
trombospondina-1 que hemos identificado en el cartilago sano. La base de datos
dbOGAP nos dice que esta proteina no es susceptible de modificarse por O-GIcNAc,
pero revisando la literatura encontramos que el afio pasado se describid que, entre otras
modificaciones post-traduccionales, la trombospondina-1 puede O-GIcNAc su dominio
extracelular [275]. Por otra parte, como hemos mencionado, los resultados de nuestro
laboratorio estan siendo pioneros en el campo de O-GIcNAc en la artrosis. Aunque
muchos otros tejidos han revelado proteinas O-GIcNAc, nadie ha identificado este tipo
de proteinas en cartilago. Por este motivo, dbOGAP no incluye proteinas caracteristicas
del cartilago que se expresan exclusivamente en este tejido, como la proteina 1 de la
capa intermedia del cartilago o la proteina oligomérica de la matriz del cartilago. Por
tanto, no podemos asegurar que las proteinas exclusivas de este tejido que revela
nuestro estudio de O-GIcNAc tengan realmente sitios de modificacion por O-GIcNAc.
Todo esto pone de manifiesto la necesidad de nuevas herramientas mejoradas para el
estudio de O-GIcNAc. Nuestro laboratorio continuara trabajando en este aspecto para
profundizar en el conocimiento de las proteinas que pueden modificarse por O-GIcNAc
en el cartilago.

En conjunto, nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de la O-GIcNAc en
el fenotipo caracteristico del condrocito en cada situacion. Si atendemos a la
identificacion de proteinas O-GIctNAc en cartlago OA, vemos una importante
disminucion cualitativa respecto al cartilago sano. La pérdida de O-GIctNAc en
proteinas implicadas en procesos tan importantes para el cartilago como la conservacion
del citoesqueleto del condrocito o la matriz extracelular, parece ser determinante en los
cambios fisiopatolégicos que se dan en la artrosis. Ademas de la pérdida de O-GIcNAc
en los procesos predominantes de la biologia del condrocito sano, en la OA se observa
una ganancia en O-GIcNAc de proteinas involucradas en procesos predominantes de la
patologia. Los datos previos de nuestro laboratorio mostraron que en la OA existe un

aumento cuantitativo neto de proteinas O-GIcNAc. Este hecho nos sugiere que la

74



Discusién

ganancia de O-GIcNAc en procesos patoldgicos durante la artrosis es mayor en cantidad
a la pérdida de O-GIcNAc en procesos fisiologicos del condrocito sano.

Los condrocitos articulares estan continuamente sometidos a un bloqueo activo de su
fenotipo, por el cual mantienen las condiciones fisiologicas del cartilago sano. Durante
la OA parece perderse este bloqueo activo, y el condrocito articular se des-diferencia y
entra en un proceso que recuerda a la cascada de eventos que se da en la osificacion
endocondral, recuperando un fenotipo hipertréfico (revisado en [41,276]).

Nuestros resultados muestran una relacién clara entre la O-GIctNAc y el fenotipo
caracteristico del condrocito en un determinado estado del cartilago.

Por lo tanto, nuestros siguientes estudios estan dirigidos a determinar si existe relacion
entre la O-GIcNAc y el fenotipo del condrocito caracteristico de la artrosis, pudiendo
estar la modificacion O-GIctNAc de proteinas involucrada en la diferenciacion

hipertrofica del condrocito.

5.11.  INFLUENCIA DE PROTEINAS O-GLCNAC EN LA DIFERENCIACION
HIPERTROFICA CONDROCITARIA IN VIVO.

Con el fin de analizar la influencia que las proteinas O-GIctNAc pueden tener en el
proceso de diferenciacién hipertrofica del condrocito, utilizamos un modelo in vivo
donde se da este fenotipo hipertrofico. La placa de crecimiento incluye condrocitos
quiescentes llamados “de reserva”, asi como condrocitos en fase de proliferacion, de
hipertrofia y de calcificacion. Todos estos estados celulares hacen que la placa de
crecimiento sea un buen modelo para estudiar los mecanismos que sufre el condrocito
articular desde su des-diferenciacion de célula quiescente hasta la recuperacion del
fenotipo hipertrofico que sucede en la artrosis. Asi, estudiamos el efecto de la
acumulacion de O-GIcNAc per se en el proceso de diferenciacion hipertrofica
condrocitaria, induciendo la acumulacion de proteinas O-GIcNAc con la administracion
del inhibidor de OGA, thiamet-G, a ratones jovenes. El thiamet-G y otras tiazolinas han
sido previamente empleadas para estudiar el efecto del incremento en la O-GIcNAc
evitando los efectos toxicos de otros inhibidores de OGA y con mejores resultados que
estudios que sobreexpresan OGT [204]. Ademas, se ha demostrado que la
administracion de inhibidores de OGA mejorados como las tiazolinas o 6-Acetamido-6-
desoxi-castanospermina in vivo, parece no provocar insulino-resistencia o perturbar la

glucohomeostasis ([204,206] Vocadlo DJ (datos no publicados)). Nuestros datos
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muestran que la administracion de thiamet-G induce un incremento significativo en la
altura de la placa endocondral, debido a un incremento en la longitud de la zona
hipertréfica. Sin embargo, la zona proliferativa no parece estar alterada y tampoco
encontramos un incremento paralelo de la longitud total de la tibia. En base a nuestros
experimentos, no somos capaces de determinar si un tratamiento mas prolongado en el
tiempo con thiamet-G podria inducir un incremento en la longitud de la tibia. Ademas,
no podemos excluir la posibilidad de que el efecto del thiamet-G en la diferenciacion de
condrocitos no sea seguido de una induccion de otros eventos que participen en la
elongacion del hueso, como la induccién de la vascularizacion o el proceso de
calcificacion.

En resumen, la administracion in vivo de thiamet-G provoc6 un incremento en la altura
de la placa endocondral de ratones debido a un efecto especifico sobre la fase de
diferenciacion hipertréfica condrocitaria. En conjunto, estos resultados indican que la
O-GIcNAc parece jugar un papel vital en la condrogénesis, y que una mayor
comprension de la actividad de OGT y OGA proporcionard nuevas vias para investigar

el control de la formacién, crecimiento, metabolismo y reparacion del cartilago.

5.111. MECANISMOS RELACIONADOS CON LA O-GLCNAC DE
PROTEINAS DURANTE LA HIPERTROFIA CONDROCITARIA.

Nuestros estudios in vivo demostraron que un incremento global en la O-GIcNAc de
proteinas influye en el desarrollo de un fenotipo hipertréfico en el condrocito. Asi,
quisimos analizar en profundidad como la O-GIctNAc de proteinas afecta a las
caracteristicas 'y los mecanismos implicados en la diferenciacion hipertrofica
condrocitaria. Estos estudios se realizaron in vitro sobre la linea de condrocitos pre-
hipertréficos ATDC5. En este trabajo se demuestra por primera vez que la
diferenciacion de ATDC5 inducida por insulina se produce después de un aumento en la
acumulacion de proteinas O-GIcNAc. La acumulacion de este tipo de proteinas
modificadas fue en paralelo a un aumento de la presencia de las enzimas responsables
del ciclo O-GIcNAc: OGT y OGA. Hemos demostrado que en ausencia de insulina, la
inhibicion de OGA induce un incremento en la O-GIcNAc junto al aumento de varios
marcadores de diferenciacion.
El aumento en la O-GIctNAc de proteinas asociado con la diferenciacion hipertrofica
que hemos demostrado, abarca un amplio nimero de proteinas. Andlisis protedmicos
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han identificado cerca de mil proteinas susceptibles de modificarse por O-GIcNAc [1],
pertenecientes a casi todas las clases funcionales [126,278]. En nuestro estudio in vitro
no hemos identificado que proteinas diana especificas de modificacion O-GIctNAc estan
funcionalmente unidas a los mecanismos de diferenciacion hipertréfica. Sin embargo, se
conoce que muchas de las moléculas principales determinantes de funcién en estos
procesos, son altamente modificables con O-GIcNAc. Se ha demostrado la modificacion
con O-GIcNAc de diferentes proteinas involucradas en la via Wnt , como placoglobina
[279], B-catenina [157], 0 cAMP-CREB (Elemento de respuesta de unién a proteina);
ademas de quinasas dependientes de calcio/calmodulina [156], y fosfatidilinositol 3-
kinasa/Akt [162]. Encontramos un especial incremento en la O-GIctNAc de proteinas
alrededor de 110-130 kDa de peso. Resultados similares han sido descritos en la O-
GIctNAc en corazones de ratas diabéticas [175]. Ademés observamos un claro
incremento en la O-GIctNAc de proteinas entorno a los 55-70 kDa, en la linea de
resultados anteriores en el corazon de ratones diabéticos [280].

La diferenciacion de la linea celular condrogenica ATDC5 es tipicamente inducida por
exposicion de las células a insulina a través de la estimulacion de los receptores de IGF
y de insulina [46], la cual impulsa la captacién y el uso de la glucosa [281]. Los
condrocitos proliferativos y los que estdn en fase temprana de hipertrofia acumulan
glucogeno que se empleara durante la fase de maduracion [281,282]. Por tanto, parece
concebible que la O-GIcNAc, la cual ha sido descrita como sensor de nutrientes que
conecta respuestas celulares con el estado nutricional de la celula [136,191], pueda ser
modificada durante la diferenciacion de ATDCS.

El aumento de O-GIcNAc global inducida por insulina, y la relacion entre resistencia a
insulina y alteraciones de O-GIcNAc han sido ampliamente estudiadas, especialmente
en procesos asociados con diabetes y desordenes cardiovasculares [136,191]. Algunos
estudios han mostrado que el incremento de O-GIcNAc puede moderar la respuesta a
insulina inhibiendo la via de Akt en tejidos diana de la insulina, como adipocitos y
células musculares. [178,283-285]. Sin embargo, en otros sistemas se ha demostrado
que un incremento en la O-GIcNAc potencia la sefalizacién de la insulina [286,287]. En
linea con nuestros datos, también se ha demostrado que la diferenciacion de
preadipocitos esta inducida a través de un incremento en la modificacion de O-GIcNAc
en proteinas [259], mientras la diferenciacion de adipocitos puede bloquearse
inhibiendo la HBP [288]. Hasta la fecha no se han publicado estudios acerca de la

regulacion de incorporacion de residuos O-GIcNAc en condrocitos articulares o
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hipertroficos. Recientes datos de nuestro laboratorio revelan que también hay una
acumulacion de proteinas O-GIcNAc en el cartilago de pacientes humanos artrosicos
[214]. Extraordinariamente, algunas caracteristicas de la artrosis -proliferacion de
condrocitos articulares, expresion génica de marcadores de diferenciacion, sintesis de
MMP vy remodelado de la matriz- se asemejan al proceso de diferenciacion de
condrocitos durante la EO [289,290].

Hemos demostrado que la acumulacién de proteinas O-GIcNAc inducida por thiamet-G
provocd un incremento en los genes de marcadores de diferenciacion y en la actividad
de MMP-2 y MMP-9 en las células condroprogenitoras ATDC5, lo que se asemeja al
efecto de la insulina. Encontramos pequefias diferencias entre insulina y thiamet-G en la
intensidad de la induccion de los marcadores de diferenciacion, y una clara diferencia en
la activacién de sintesis de proteoglicanos, al menos en la medida de la tincion de Azul
Alcian.

Ademés, el perfil de fosforilacion de MAPK inducido por ambos tratamientos fue
practicamente el mismo: tanto la insulina como el thiamet-G inducian un incremento en
p-p38, p-Erkl/2 and p-JNK, en la linea de anteriores datos en otras lineas celulares
[291,292] Sin embargo, el thiamet-G no induce la fosforilacion de Akt, como se ha
descrito anteriormente con otros inhibidores de OGA [162]. Resulta interesante la
existencia de datos previos que demuestran que la sintesis de proteoglicanos inducida
por insulina en condrocitos necesitaria la fosforilacion de Akt [293]. Esto justifica el
hecho de que el thiamet-G no sea capaz de incrementar la tincion de Azul Alcian en la
misma medida que la insulina, dado que no induce la fosforilacion de AKT. Observando
las rutas de activacion de GSK3p y B-catenina, también observamos que la acumulacion
de O-GIcNAC repetia de forma exacta el efecto de la insulina en los condrocitos pre-
hipertroficos ATDC5.

También estudiamos si algin mediador especifico de diferenciacion era diana de O-
GIctNAc durante la diferenciacion condrogénica. Como ha sido descrito, hay una
extensa relacion entre la O-GIctNAc y la fosforilacion de AKT que regula su
sefializacion [158,162]. Fuimos capaces de detectar cambios en la O-GIcNAc de AKT
inducidos tanto con insulina como con thiamet-G. Como demuestran nuestros datos, la
fosforilacién y la O-GIcNAc de AKT pueden ser simultineamente inducidas, en la linea
de resultados previamente publicados [162]. Ademas, la O-GIcNAc de AKT fue incluso
més intensa cuando su fosforilacion estaba activada, como es el caso de la

diferenciacion inducida por insulina. El efecto de la O-GIcNAc de AKT en cuanto a su
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actividad enzimatica o su localizacién celular, estd todavia en discusion [158,162,286],
y serdn necesarios mas experimentos para describir el efecto especifico de esta
modificacion en la diferenciacion de condrocitos.

En conjunto, y sin perder de vista las ligeras diferencias observadas entre una hormona
de crecimiento como es la insulina, y un inhibidor especifico de OGA, como es el
thiamet-G, nuestros datos sugieren que la acumulacion de proteinas O-GIcNAc puede
ser el mecanismo celular para la diferenciacion de condrocitos.

Entre los diferentes factores que pueden ser responsables del incremento en la O-
GIcNAc observada durante la diferenciacion condrocitaria inducida por insulina, hemos
demostrado que el incremento en la sintesis de OGT, la enzima responsable de este tipo
de modificacion, es potencialmente la responsable de este efecto. El incremento de la
presencia de esta enzima ha sido asociado con un incremento en esta modificacion post-
traduccional tanto en respuesta a estrés agudo [169,294], como en respuesta a un dafio
cronico [295]. Ademds, también hemos observado un incremento en la presencia de la
enzima responsable de la eliminacion del residuo O-GIctNAc, OGA, durante la
hipertrofia de ATDCS5. Nuestros resultados estan en linea con datos recientemente
publicados, sugiriendo que bajo ciertas condiciones, OGT y OGA pueden actuar en
tandem para regular la sefial O-GIcNAc dentro de la célula [295,296].

Resulta interesante que el incremento global de O-GIcNAc en respuesta a estrés agudo
parece depender de la induccion de OGT, asi como un descenso en la presencia de OGA
[294].

En contraste, en respuesta a un estimulo cronico, ambas enzimas parecen ser reguladas
en la misma direccion. El incremento en proteinas O-GIcNAc en hipertrofia cardiaca
humana se ha asociado con un incremento en la sintesis tanto de OGT como de OGA
[295], y nosotros obtuvimos los mismos resultados para el incremento en las proteinas
O-GIcNAc en cartilago humano artrésico [214]. Curiosamente, la regulacion en la
misma direccion de OGT y OGA ha sido también descrita en estudios cronicos, cuando
el resultado es un descenso global en la O-GIcNAc de proteinas, donde el autor muestra
un descenso en la sintesis de ambas enzimas [296]. De hecho, ha sido descrito que las
células “OGT null” también disminuyen su expresion de OGA [297]. En este contexto,
nuestros resultados de regulacion de OGT y OGA durante el tratamiento con thiamet-G
se muestran relevantes. Hemos demostrado que la acumulacion de proteinas O-GIcNAc
debida a la inhibicion farmacolégica de la actividad de OGA conduce a una induccion

en su sintesis, y a una inhibicion de OGT. Por esto, se podria especular que es la
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actividad de ambas enzimas, mas que la sintesis de proteinas, lo que debe estar regulado
en tandem. Sin embargo, se requieren mas estudios para profundizar en la regulacion de
la expresién de OGT y OGA, su sintesis Yy su actividad.

En resumen, este estudio demuestra que la diferenciacién de condrocitos inducida por
insulina esta asociada con un incremento en las proteinas O-GIctNAc debido, al menos,
en parte, a un aumento en la presencia de OGT. Ademés, la acumulacion de proteinas
O-GIcNAc inducida por la inhibicion de OGA, en ausencia de insulina, indujo tanto la
diferenciacion condrocitaria mediante la activacion de vias de sefializacion moleculares
especificas, como el remodelado de la matriz a través de la presencia aumentada de
diferentes MMPs.
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1. Las proteinas que se modifican por O-GIcNAc en el cartilago artrésico son
diferentes en comparacion con las presentes en el cartilago sano. La clasificacion
de estas proteinas en funcion de los procesos bioldgicos en los que participan,
revela también un perfil sustancialmente diferente en ambas situaciones. Asi, las
proteinas modificadas por O-GIcNAc en el cartilago sano son fundamentalmente
las asociadas a los procesos de organizacion del citoesqueleto, adhesion celular,
inhibicion de la proliferaciobn o inhibicion de la neoangiogénesis. Por el
contrario, en el cartilago artrdsico, se pierden estas proteinas O-GIcNAc vy, sin
embargo, aparecen con esta modificacion proteinas relacionadas con el
desensamblaje de la matriz extracelular, la protedlisis, el remodelado tisular y
los factores de la cascada de la coagulacion. Estos datos sugieren que las
proteinas O-GIcNAc podrian ser un marcador de la actividad celular en un

determinado estado de la célula.

2. La O-GIcNAc de proteinas esta involucrada en la condrogénesis, ya que un
incremento en la cantidad de estas proteinas inducido por una inhibicion
especifica de la glicanasa (OGA), afecta al desarrollo de la placa de crecimiento
endocondral. Un aumento en la cantidad de proteinas O-GIcNAc incrementa la
altura de la placa crecimiento por una accion especifica sobre el nimero de
condrocitos hipertroficos. Otros procesos celulares que se dan en la placa de
crecimiento, similares a los que pueden darse en la artrosis, como son la
proliferacién celular o la calcificacion de la matriz extracelular, parecen no

alterarse con un incremento de O-GIcNAc.

3. Mediante estudios in vitro, hemos demostrado que la diferenciacion hipertréfica
del condrocito, inducida por insulina o por &cido ascorbico, estd acompafiada por
un incremento previo en la O-GIctNAc neta celular. La O-GIcNAc no solo es
necesaria sino que también es suficiente para la expresion de genes marcadores
de hipertrofia condrocitaria, como Col I, Agg, Runx2, ALP, Col X, IHH y
PTHR1. La inhibicion especifica de la OGA, que induce un acumulo de
proteinas O-GIcNAc, produce ademds la activacion de mediadores implicados
en el remodelado de la matriz, como MMP-2 y MMP-9 y la activacion de
segundos  mensajeros  moleculares  caracteristicos de la  diferenciacion

hipertrofica condrocitaria, como JNK, ERK y p38.
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4. La diferenciacion hipertréfica de las condrocitos inducida por la inhibicion de
OGA fue similar a la que se indujo por la presencia de insulina, en cuanto al
incremento de genes marcadores de diferenciacion, o la activacion de segundos
mensajeros. Sin embargo, la sintesis de proteoglicanos inducida por ambos
procesos fue sustancialmente diferente. Probablemente, esta diferencia sea
debida a la actividad de la enzima AKT, regulada tanto por fosforilacion como
por O-GIcNAc durante la hipertrofia condrocitaria. EI acimulo de proteinas O-
GIcNAc, inducido por la inhibicion especifica de OGA, no fue capaz de inducir
la fosforilacion de la enzima AKT, pero si el incremento en su modificacion por
O-GIcNAc.

Nuestros resultados indican que la modificacion de proteinas por O-GIcNAc, es
un proceso asociado a la puesta en marcha de procesos de diferenciacion
hipertrofica del condrocito, un fendmeno caracteristico de la degeneracion del
cartilago durante la artrosis humana. Estos datos podrian abrir otras perspectivas
en el disefio de nuevas terapias para el tratamiento de esta enfermedad tan

prevalente y para la que no disponemos de un arsenal terapéutico adecuado.
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