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RESUMEN

El carcinoma pulmonar es la causa principal de muerte relacionada con el cancer en todo el
mundo El cancer de pulmén no microcitico (CPNM) representa un alto porcentaje del total de
todos los tumores de pulmdn. Hoy en dia en la clinica existen farmacos y estrategias
terapéuticas dirigidas para tratar a los pacientes segun el subtipo o mutaciones conductoras
del tumor. Estas terapias dirigidas han sido posibles gracias al mayor conocimiento del
genoma, asi como de mejoras en las técnicas de identificacién de las mutaciones génicas. La
supervivencia del cadncer de pulmdn sigue siendo baja ya que la mayoria de los pacientes no
pueden beneficiarse de una terapia dirigida y el fracaso en los tratamientos de quimioterapia
son frecuentes. Uno de los factores que puede contribuir a este fracaso es la existencia de una
subpoblacién de células madre tumorales (CMT) en el tumor. Las CMT se creen en gran parte
responsables de la agresividad y progresién del cancer. Esta tesis se centra en la identificacion
y caracterizacién de subpoblaciones de CMT en el CPNM. Hemos usado una coleccién de lineas
celulares establecidas como son las A549, H1395, H1650, H1993 y PC9, pero también lineas
celulares derivadas de tumores de pacientes (LDP) con CPNM establecidas en nuestro
laboratorio a partir de la disgregacidon de tumores primarios de pacientes. Hemos puesto a
punto una metodologia para la formacién de tumoroesferas enriquecidas en poblaciones de
CMT. Ensayos de inyeccion de células en ratones inmunocomprometidos permitieron la
evaluacidn de la capacidad iniciadora de tumores (CIT) de las tumoroesferas, confirmando su
caracteristica de CMT.Se han realizado ensayos de citometria multiparamétrica de
poblaciones de tumoroesferas comparados con cultivos tradicionales en monocapa que
permiten la identificacion de potenciales marcadores de CMT. Mediante citometria de flujo ha
analizado marcadores de CMT en células provenientes de la disgregaciéon de tumores primarios
de CPNM recién resecados. Estos tumores primarios muestran una enorme variabilidad, pero a
pesar de esta, algunos de los potenciales marcadores de CMT se han relacionado con variables
clinico-patolégicas, aunque estos resultados deberan ser validados en cohortes de pacientes
mayores. Los resultados obtenidos identifican posibles marcadores de CMT en CPNM vy sus vias
de sefalizacion. En concreto, el marcador de superficie EpCAM muestra la activacidn de una
ruta de transduccidn de sefales en las tumoroesferas de las LDPs. Un analisis génico identificd
una firma de 6 genes, CD44, NOTCH3, ITGA6, NANOG, P21y SNAI1, que se encuentran
sobreexpresados en las esferas de las LDP y que podrian ser de utilidad para la identificacion
de poblaciones de CMT en el adenocarcinoma pulmonar.
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1 El cancer.

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo y un problema de salud
publica de enorme magnitud. El cancer engloba a un grupo de enfermedades que implican un
crecimiento celular anormal con el potencial de invadir o extenderse a otras partes del cuerpo.
Estas enfermedades se mencionan en documentos histdoricos muy antiguos. El papiro “Edwin
Smith”, un documento médico llamado asi por el caballero que lo adquirid, contiene la
descripcién clinica de un caso de cancer de mama en el antiguo Egipto que data de entre los
afios 3000 y 2500 a.C.; de esta misma época tratados de medicina ayurvédica india también
describen otros casos de cancer como orales, faringeos, esofagicos, pélvicos o de recto.
Hipdcrates, también describio varios casos de cancer; pero fue Galen (131-200 a.C.) el que
describié su parecido con un cangrejo, “karkinos” en griego y “cancer” en latin; acufiando el
nombre por el que es conocida esta enfermedad (1). Hoy en dia, gracias a la medicina
moderna, tenemos una idea mas precisa de qué es la biologia del cancer; un complejo proceso
mediante el cual algunas células son capaces de ignorar las restricciones de su genoma vy
propia mortalidad, dividirse sin control y al tiempo evitar que los multiples mecanismos de
control tanto a nivel celular como sistémico terminen con ella. La comprension y tratamiento
del cancer es uno de los mayores desafios de la medicina contempordanea.

En dos articulos fundacionales publicados en la revista Cell, los autores Hanahan y Weinberg
propusieron un modelo que define las propiedades que adquiere y caracterizan a las células
tumorales; “Hallmark of Cancer” (2,3). En estos se describen las caracteristicas funcionales
adquiridas de las células tumorales y sus ventajas adaptativas en el cancer. Las caracteristicas
propuestas fueron: la proliferacion sostenida, la insensibilidad antes las sefiales
antiproliferativas, evasion de la apoptosis, potencial replicativo infinito, induccion y
mantenimiento de la angiogénesis, invasién y metdstasis, inestabilidad genética y mutaciones,
evasion del sistema inmune, inflamacion y reprogramacion del metabolismo (2,3). Estas
caracteristicas se pueden ver en la figura 11 y se definen brevemente como:

Proliferacidn sostenida: Las células normales proliferan cuando sus receptores celulares se
unen a los factores de crecimiento, necesitando ademas la unidén a moléculas extracelulares e
intercelulares. Las células cancerigenas son capaces de producir y mantener sefales de
crecimiento y proliferacién de manera continuada. Esto lo consiguen o bien produciendo los
factores de crecimiento de manera autocrina, o bien activando rutas dependientes de estos
factores en su ausencia. Los canceres son ademads capaces de alterar las integrinas de su matriz
extracelular, favoreciendo aquellas promitéticas. De entre las rutas celulares activadas la ruta
de las proteinas kinasas activadas por mitdgenos (MAPK) es una de las mas importantes (2—4)

Insensibilidad a las sefiales antiapoptéticas: En los tejidos, multiples senales mantienen la
quiescencia celular; incluyendo inhibidores solubles, presentes en la matriz extracelular o en
las membranas de células cercanas. A nivel intracelular muchas de estas sefiales usan la
proteina del retinoblastoma (pRb), asi como p107 y p130, para bloquear la proliferacién y
alterar la funcién del factor de transcripcién E2F. Este factor controla la expresién de un
amplio nimero de genes esenciales para la progresion de G1 a S. El factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) en condiciones normales evita la activacion de pRb, este factor
suprime también otros genes importantes en la transicion G1-S como el proto-oncogén MYC;



otra funcién de TGF-B es la regulacién de la sintesis de las proteinas p15™“® y p21, implicadas
en la inhibicion de los complejos ciclina/kinasa dependiente de ciclina (CDK). Los tumores
pueden inactivar estas rutas de diversas maneras (2,3).

Insensibilidad
Proliferacion a las sefiales
sostenida antiapoptoticas

Evasion del
sistema
inmune

Reprogramacion
metabolismo

Evasion Potencial
de la replicativo
apoptosis infinito
bili B
I“eﬂf bl_‘hdad Inflamacion
genomica y
mutaciones
Induccion y Invasion y
mantenimiento de metastasis

la angiogénesis

Figura 11. Los originales “sellos distintivos del cdncer” o “Hallmarks of Cancer”, adaptado de
Hanahan y Weinberg 2011 (3).

Evasion de la apoptosis: La apoptosis es una via de destruccion o muerte celular programada
que cuando es activada culmina con la destruccion de la célula. La maquinaria apoptética
consta de 2 tipos de componentes: los receptores y los efectores. Parejas de ligando/receptor
extracelular como el factor de crecimiento insulinico de tipo 1y su receptor (IGF-1/IGF-1R) o la
interleuquina 3 y su receptor (IL-3/IL-3R) favorecen la supervivencia de la célula, mientras que
otros como FAS y su ligando (FASL/FAS) o el factor de necrosis tumoral alfa y su receptor (TNF-
o/ TNFR1) inclinan la balanza hacia la apoptosis. En el interior de la célula hay también
sensores que dispararan la apoptosis ante evidencia de dafio celular, activacion aberrante de
rutas, falta de factores de supervivencia o hipoxia entre otros. Dentro de los efectores, la
mitocondria juega un papel principal; mediante el equilibrio entre las proteinas de la familia
Bcl-2 apoptdticas (Bax, Bak, Bid o Bim) y antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL o Bcl-W) se regula la
liberacion de Citocromo C. p53 actla principalmente como un sensor de dafio en el DNA vy
puede activar la expresion de la proteina proapototica Bax. Las ejecutoras de la apoptosis son
las caspasas, activadas por el Citocromo C o receptores como FAS; dichos efectores activan las
caspasas 8 y 9, las cuales inician una cascada que culmina con la ejecucidn de la muerte celular
programada. Las células tumorales tienen una alta resistencia a la apoptosis, mediada por un
gran niumero de mecanismos: entre otros c-Myc actuando en tdndem con la proteina Bcl-2,
efectores o sensores como la ruta de FAS o p53 pueden ser inactivados, o la sintesis de
factores de crecimiento antiapoptoticos como IGF-1 entre otros. El gen P53 estd mutado en
mas de un 50% de los canceres, otras rutas como la de ruta de fosfoinositol 3 Kinasa



(PI3K/AKT) o las MAPK suelen también estar activadas en cancer al promover la activacion de
sefiales antiapoptoticas. La apoptosis es un proceso bien descrito en el CPNM (2,3,5).

Potencial replicativo infinito: las células normales tienen un potencial limitado de replicacion;
este mecanismo esta ligado a la perdida de DNA en cada replicacién lo que acorta los
teldmeros y lleva a la senescencia. La inactivacién de p53 y pRB puede permitir a la célula
seguir dividiéndose, pero el acortamiento de los cromosomas llevara a un estado de crisis
seguido de una masiva muerte celular. Las células tumorales pueden alcanzar la inmortalidad
replicativa gracias a la actividad de la telomerasa, una enzima que puede evitar el
acortamiento de los teldmeros. Diferentes oncogenes como MYC o WNT son capaces de
activar la telomerasa en las células tumorales, ademds de tener un papel relevante en el
mantenimiento de los reservorios de células madre (2,3,6).

Induccion y mantenimiento de la angiogénesis: Las células necesitan un constante aporte de
nutrientes y oxigeno, y las células cancerigenas no son una excepcion; de hecho, por su
metabolismo acelerado tienen requerimientos mds elevados que el resto de células. La
activacion de la angiogénesis llevara a la formacion de un sistema capilar que nutrira al tumor
y le aportara oxigeno, y es por tanto un requisito para el crecimiento tumoral. Las sefiales
principales de este proceso son el Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el Factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF) que activaran las células endoteliales adyacentes,
aunque otras sefiales como el balance de las integrinas o la activacion de la ruta de NOTCH
también son importantes. Los tumores, gracias a la secrecién de dichos factores y la alteracion
de la matriz extracelular, pueden promover la formacién de los vasos. De nuevo encontramos
inactivacién de proteinas como p53 o la activacién de otras como Ras, importantes para este
proceso, aunque otros mecanismos como la liberacién de proteasas que liberen FGF bdasico
(bFGF) en la matriz extracelular también estan descritos (2,3,7)

Invasidén y metastasis: La invasion de tejidos lejanos y el establecimiento en estos de canceres
secundarios lleva al estadio 1V, donde la esperanza de recuperacién decae dramdticamente. En
este paso la alteracion de las moléculas de adhesion celular (CAMs), E-cadherina y las
integrinas; asi como la activacion de la motilidad de aquellas células invasoras tienen un papel
principal. La transicidn epitelio-mesenquimal (TEM) permite este cambio de CAMs y moléculas
de adhesion a un nuevo perfil, asi como la sintesis de proteasas que ayudaran a atravesar el
estroma adyacente y llegar a los vasos sanguineos o linfaticos (2,3,8).

Inestabilidad gendmica y mutaciones: La alteracién de los mecanismos de control del ADN y los
mecanismos de reparacién, asi como el gran niumero de divisiones hacen que el nimero de
mutaciones en los canceres sea mayor que en las células no malignizadas; esta caracteristica es
usada por el tumor para adaptarse mediante una especie de mecanismo darwiniano. Este
mecanismo no tiene por qué estar mediado por cambios en la secuencia del ADN, la
inactivacién epigenética de genes supresores de tumores puede ser un mecanismo tan
efectivo como la mutacion o delecion de estos por ejemplo (2,3).

Evasidn del sistema inmune: El sistema inmune es una de las barreras de nuestro cuerpo ante
el cancer, especialmente mediado por las células “natural killer” (NK) y otras células del
sistema inmune innato; la inactivacion o evasion de las células del sistema inmune es un paso
necesario para el desarrollo de un tumor. Dicha inactivacion es llevada a cabo mediante la
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secrecidn de inmunosupresores, como el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B), o el
reclutamiento de células inhibidoras de la respuesta inmune como los linfocitos T reguladores.
Actualmente la inmunoterapia trata de conseguir que el sistema inmune del paciente vuelva a
atacar al tumor, inhibidores de puntos de control del sistema inmune como el Antigeno 4 del
linfocito T citotdxico (CTLA-4) o la proteina de la muerte celular programada 1y su ligando (PD-
1y PD-L1) estan siendo usados con resultados prometedores (2,3,9).

Inflamacién: En cada tumor hay también un proceso inflamatorio crénico que favorece el
reclutamiento de células inmunes. Estas células, ahora incapaces de atacar al tumor e
influenciadas por el nicho tumoral, favorecerdn la perpetuacién de este mediante la sintesis de
citoquinas, IL o factores de crecimiento. La importancia de este proceso esta reforzada por el
hecho de que el tumor secreta sus propias moléculas proinflamatorias, como el TNF-q, las IL-1,
IL-6 o el Interferén gamma (INF-y); o presenta mayores niveles de receptores asociados como
los receptores de las quimiocinas CXC (CXCR) (2,3). Algunas de estas citoquinas pueden incluso
actuar como reguladores epigenéticos; por ejemplo, se ha descrito que una alta presencia de
TGF-B puede llevar a la sintesis del marcador de célula madre CD133 (10).

Reprogramacion del metabolismo: En las células tumorales estd descrito el cambio de un
metabolismo aerdbico a uno anaerdbico, incluso en presencia de oxigeno. Este proceso, el
efecto Warburg, lleva a la sobreexpresién de transportadores de glucosa, especialmente
GLUT1. Este efecto es contraintuitivo inicialmente, dada la menor eficiencia en la obtencién de
energia de la via anaerdbica; pero el uso de los intermedios glucoliticos hacia la sintesis de
otras moléculas, asi como la mayor velocidad comparada con la ruta aerdbica parece
justificarlo. El efecto Warburg genera una gran cantidad de lactato, que es usado células del
tumor para la generacion de su propia energia (2,3).

1.1 Cancer de pulmon: Estadisticas y etiologia.

El cdncer de pulmodn es el segundo cancer mas frecuente en hombres y mujeres, después del
cancer de prostata y mama respectivamente (11); aunque es el mas frecuente si se tienen en
cuenta ambos sexos (12). Es el cancer mas letal, por un amplio margen, en ambos sexos. En
Espafa en 2019 segun el informe de la SEOM se estimaba que habria 29.503 nuevos casos de
cancer de pulmdn, un 10.64% del total de nuevos casos esperados, siendo los mas frecuentes
los de colon y recto (24.14%), prostata (12.41%) y mama (11.74%). En hombres se esperaban
22.083 nuevos casos, un 13.71%, siendo el segundo mas frecuente después del de proéstata
(21.35%), mientras que en mujeres se esperaban 7.420 nuevos casos, un 6.39%, siendo el
tercero mas frecuente después del de mama (28.01%) y el de colon y recto (15.66%). La
mortalidad del cancer de pulmdn es muy alta, alcanzando los 22.896 casos en 2018, por lo que
la prevalencia a los 5 afios es baja, de un 3.7% en la poblacion general; de hecho fue el cancer
con mayor nimero de muertes en 2018 y se estimaba que lo serd también en 2019 (13).

En estados unidos en 2018 se estimd que el 25.27% de todas las muertes por cancer serian
debidas al cancer de pulmén. La supervivencia a los 5 afios esta en un 18%, una de las mas
bajas, al nivel del cancer de higado (18%) y superado por el de pancreas (8%) en los estados
unidos; aunque ninguno de estos 2 llega a los niveles de prevalencia del cancer de pulmén
(11); si tenemos en cuenta los datos mundiales, es solo del 13% (12); la supervivencia del
cancer de pulmadn, aunque baja, ha mejorado en los Ultimos afios mas que la de otros canceres
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al mejorar la atencidn al diagndstico de pacientes susceptibles de desarrollarlo, dado que este
cancer suele ser diagnosticado en estadios avanzados (11) y la identificacion de biomarcadores
con el fin de seleccionar a los pacientes que se pueden beneficiar de una terapia dirigida (14).

Como podemos ver en la figura 12, el cancer de pulmdn tuvo un pico de mortalidad en
hombres sobre principios de los 90, la mortalidad ha caido un 45% de 1990 a 2015 para los
hombres y un 19% del 2002 hasta el 2015 para las mujeres, actualmente decae a mayor
velocidad en hombres que en mujeres. Hay que tener en cuenta que la prevalencia de este
cancer estd muy ligada al consumo de tabaco; esto, al menos en parte, explica las diferencias
observadas entre ambos sexos (11). Segun el informe de 2019 de la sociedad espafiola de
oncologia médica (SEOM), en Espafia la incidencia del cdncer de pulmdén en mujeres continua
aumentando mientras que la de varones desciende a pesar de que el consumo de tabaco sigue
siendo mas frecuente en hombres que en mujeres (13).
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Figura 12: Evolucion de la incidencia del cdncer de pulmdn a lo largo del tiempo,
adaptado de Siegel, Miller and Jemal, 2018 (11).

El cancer de pulmdn se asocia positivamente con el indice de desarrollo, aunque esto puede
estar relacionado con la mayor deteccidn y esperanza de vida en estos paises; y negativamente
con el estatus socioecondmico. Esto es de esperar al contar este segundo segmento de
poblacién con un mayor porcentaje de fumadores, menor cobertura sanitaria y mayor
exposicidén ocupacional a carcinogénicos. Hay algunas tendencias globales a sefialar, el cancer
de pulmén asociado a la mutacidn activadora del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), también conocido como erbB-1, es mas frecuente en Asia que en Estados
Unidos y Europa, lo que también hace que en estos paises el uso de los inhibidores de la
tirosina kinasa (TKls) para el EGFR sea mas elevado. Ademds, hay diferencias en los mismos



estudios clinicos realizados en paises diferentes que podrian relacionarse con diferencias
genéticas en el metabolismo de farmacos (12).

Aunque el tabaco es una de las causas principales del cancer de pulmdn, otros factores
implicados en el desarrollo de este cancer son los procesos pulmonares inflamatorios,
causados entre otros por neumonias, infecciones por Mycobacterium tuberculosis o fibrosis.
Hay también factores ambientales que han sido relacionados a la aparicién de céncer de
pulmédn: la exposicién a altas dosis de radiacién ionizante(12,15); la exposicion a asbesto, silice,
radén, metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) (15); la contaminacion
del aire en ambientes cerrados, incluyendo el uso de combustibles como la madera o el
carbén, el humo de aceites vegetales sin refinar en concinas; asi como la contaminacién del
aire libre (15).

La relacidn tabaco-cancer de pulmén fue demostrada en los afos 50, e incrementa el riesgo de
cancer de pulmdn de 20 a 50 veces; el riesgo decrece en aquellos que dejan de fumar, pero
aun asi el riesgo sigue siendo mayor que en aquellos que nunca han fumado. Hay también una
asociacion epidemioldgica plausible de incremento de riego en los fumadores pasivos (15). El
humo del tabaco estd compuesto por un gran nimero de quimicos, mdas de 500 compuestos

como Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), N-nitrosaminas especificas del tabaco
(TSNAs), aminas aromaticas, 6xido de etileno y 1,3-butanodieno. Entre las sustancias mas
carcinogénicas tenemos las TSNAs nitrosamina cetona (NNK) y la N-nitrosonornicotina (NNN).
Estudios recientes sefialan que el uso de los cigarrillos electrénicos reduce en gran medida la
exposicidn a estas sustancias pero tienen otros riesgos asociados y aun deben ser totalmente

regulados por los organismos competentes como la Comisién Europea o la FDA (16)

Una historia familiar de cancer de pulmdn es también un factor de riesgo para el desarrollo de
este cancer; los mayores riesgos se han asociado al locus 6g23-25 asi como en casos de
mutaciones en el gen supresor de tumores TP53; aunque multiples polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) en un gran nimero de cromosomas también han sido asociados con mayor
riesgo de desarrollo de este tipo de cancer (15).



1.2 Deteccion y cribado del cancer de pulmén

El cancer de pulmdn es diagnosticado con frecuencia en estadios avanzados, lo que contribuye
en gran medida a su alta mortalidad; hoy en dia se esta haciendo un especial esfuerzo para
definir mejores formas de hacer cribados eficaces para una deteccion mas temprana. Hasta la
fecha los programas de diagndstico precoz basados en rayos X, andlisis de esputo o
biomarcadores no han dado buenos resultados; se apuesta por la tomografia computarizada
de baja dosis (LDCT) pero aun estd lejos de estar estandarizado para el cribado masivo,
necesitando mas estudios que demuestren su eficacia, la definiciéon de la poblacién de mayor
riesgo, tipo de tomografia o los intervalos en el cribado (17). La deteccidn temprana
solucionaria gran parte de los problemas de este cancer (en especial su alta mortalidad), por lo
que hay bastante investigacién en esta direccién; un caso poco convencional que queria
destacar es una curiosa estrategia de cribado usando perros entrenados para detectar cancer
de pulmdén mediante muestras de aliento (18), aunque esta aproximacién aun esta lejos de ser
definitiva (19).

Un estudio reciente que merece la pena sefialar es el estudio NELSON en el que siguieron la
evolucion de nddulos pulmonares por LDCT. En este estudio se demuestra que los nédulos
detectados por LDCT crecen de manera exponencial cuando son malignos; este tipo de
estudios son importantes ya que ayudaran a optimizar los protocolos de cribado (20). El
Ensayo nacional de cribado de pulmén (NLST), realizado en los Estados Unidos, es un estudio
realizado en mds de 53.000 personas con alto riesgo de padecer cancer de pulmédn; dicho
estudio mostré una reduccion de un 20% en la mortalidad cuando se realizé el cribado usando
LDCT frente al uso de radiografias, aunque hubo una mayor deteccidon de falsos positivos en
grupo de LDCT; en algunos casos esto llevo al uso de metodologias diagndsticas agresivas, pero
también se detectd un porcentaje mayor de los canceres en estadios mas tempranos que en el
grupo de radiografias (21). Teniendo en cuenta la reduccién de la mortalidad se determiné que
la LDCT era la estrategia mas eficaz a la hora de detectar el cancer; aunque los investigadores
discuten que también debe estudiarse la viabilidad econémica de estos cribados, y no se
deben dejar de buscar estrategias alternativas, como deteccidn de marcadores en orina,
esputo o sangre (21).

En el caso de que se vayan a usar estrategias que requieran poca cantidad de tejido tumoral
para su analisis, como secuenciacién de nueva generacién (NGS), se puede recurrir a otras
estrategias de muestreo; la busqueda de mutaciones en el liquido pleural es posible mediante
PCR multiple en tiempo real o pirosequenciacién multiple; pudiendo buscar mutaciones para
genes importantes como EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, NRAS, MEK1, AKT1, PTEN, HER2 o las
translocaciones de ALK, ROS1y RET (22).

1.3 Clasificacion de la OMS del 2015.

La referencia mas importante para la clasificacidn del cdncer de pulmdn es la organizacidon
mundial de la salud (OMS). Las 2 ultimas clasificaciones datan del 2004 y del 2015, la
clasificacion del 2015 tiene cambios bastante importantes gracias al avance de las pruebas
diagndsticas y los estudios a gran escala realizados en los ultimos afios; esto ha llevado a una
reorganizaciéon de la clasificacién de los tumores mas afin a las técnicas y necesidades de hoy
dia. A continuacién detallo el estado actual en referencia al CPNM, el cual estd dividido
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principalmente en los subtipos adenocarcinoma (ADC), carcinoma de células escamosas (CCE)
y carcinoma de células grandes (CCG), aungque hay muchos otros subtipos minoritarios (23)

Brevemente, el ADC tiene varios patrones histoldgicos relacionados directamente con el nivel
de diferenciacién y el prondstico: sélido y micropapilar, los mas indiferenciados y de peor
prondstico; acinar y papilar, con un mejor prondstico que el grupo anterior; lepidicos, con el
mejor prondstico. Puede aparecer mds de un patrén en el mismo tumor. Segun el grado de
invasién se pueden clasificar en adenocarcinoma in situ y adenocarcinoma minimamente
invasivo si cumplen determinados criterios. El adenocarcinoma se detecta mediante la
expresion por inmunohistoquimica (IHQ) del Factor de transcripcién tiroideo 1 (TTF-1) o la
Napsina A (23).

El CCE de pulmén se clasifica actualmente en queratinizado, no queratinizado y con subtipo
basaloide; no parece haber diferencias en el prondstico de los queratinizados frente a los no
gueratinizados, y hay controversia acerca de si los basaloides tienen peor prondstico. Los
marcadores usados en IHQ para su deteccién son el p40y el p63 (23).

El CCG se ha reducido enormemente en la clasificacion del 2015, actualmente varios de sus
subtipos se han redistribuido dentro de los subgrupos ADC (sélidos) y CCE (subtipo basaloide),
siempre que presenten los marcadores de IHQ de estos subtipos. El carcinoma neuroendocrino
de células grandes se han unificado dentro de tumores neuroendocrinos y el carcinoma
linfoepitelial ha sido movido a un grupo de carcinomas sin clasificar (23).

Hoy en dia hay farmacos y estrategias terapéuticas que funcionan mejor en determinados
subgrupos del cadncer de pulmdn, por esto se ha hecho especial hincapié en metodologias de
anadlisis de muestras de biopsias, usando principalmente Hematoxilina y Eosina, junto con la
inmunohistoquimica siempre que sea posible. El objetivo de esta aproximacién es reducir al
minimo el término “NOS” (“Not otherwise specified”), este término ha llegado a ser usado
hasta en el 50% de los casos en el pasado, cuando el patrén histoldgico no era tan relevante a
la hora de elegir una terapia. El termino NOS se utiliza cuando las pruebas diagndsticas no son
concluyentes, lo que llevaria al potencial tratamiento con una terapia subdptima (23).

1.4 Clasificacion TNM, 82 edicion y diagndstico clinico.

Considerada la actual referencia desde enero de 2017, la octava edicién del sistema de
clasificacion TNM (Tamafio Nodulos Metastasis) es la que se estd utilizando. Se realiza una
clasificacidon por estadios en funcién de 3 componentes. El componente T actualmente se
divide en 5 categorias, 15 si se cuentan las subcategorias; el tamafio es el principal
discriminador, aunque la invasién de ciertas localizaciones como la pleura, corazén o nervios
puede incrementar el valor T sin necesitar un mayor tamafio. El componente N se divide en 4
categorias, en funcidon de si hay metdstasis en los nddulos linfaticos y en cuales. El componente
M se divide en 2 categorias, 4 contando las subcategorias; indica si hay metastasis, la distancia
del pulmén y si hay mds de una. Si este componente M es mayor a 0 el tumor se considera en
estadio IV, sin importar cuales sean su componente Ty N.

Diferentes combinaciones de TNM definen diferentes estadios, tal y como indica la figura 13.
Estos estadios tratan de representan subgrupos homogéneos con prondsticos parecidos,



aunque no hay duda de que hay muchos factores adicionales que afectardn a este. Este
sistema provee a los profesionales que trabajan con pacientes de un lenguaje universal claro,
conciso, y que hace hincapié en puntos clave del desarrollo del tumor (24,25).

Los protocolos actuales tratan de identificar el subtipo de tumor previamente al tratamiento al
haber grandes diferencias ante la respuesta a estos, patrones de metdstasis, recidivas y
supervivencia entre los diferentes subtipos de CPNM. Esto es cierto incluso dentro del mismo
subtipo cuando hay diferentes mutaciones conductoras, el objetivo final es realizar una terapia
lo mas personalizada y eficaz posible. La endoscopia bronquial o la endoscopia esofagica son
los métodos usados para biopsiar las lesiones y confirmar el estado de los nédulos (17,23,26).

Las técnicas mencionadas son las mds recomendadas al ser poco invasivas, aunque hay casos
en los que es necesaria una biopsia por puncién; que también estd dentro de los protocolos
recomendados por la OMS (23). Segun la SEOM, los procedimientos recomendados para el
diagndstico clinicos son: Citologia del esputo, para el estudio de células cancerosas mezcladas
con el esputo; Broncoscopia; Puncion transtordcica o toracoscopia, para obtencién de material
directamente sobre el tumor; Toracotomia, para el estudio in situ, toma de muestras y
reseccion de este; toracentesis, para toma de muestra del exceso de liquido en la cavidad
pleural; Mediastinoscopia, para el estudio de los ganglios linfaticos. A nivel radioldgico
también recomiendan: Tomografia axial computarizada (TAC), Resonancia Magnética Nuclear
(RNM), Gammagrafia ésea y Tomografia por emision de positrones (PET) (27).
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Figura 13: Sistema de clasificacion TNM del cdncer de pulmdn (8th edicion) de
2017 (25)

Actualmente el tratamiento recomendado en los estadios | a Ill es de reseccién siempre que
sea posible, recomendando ademas la eliminacién sistematica de los nddulos linfaticos para
reducir el riesgo de recidivas en estadios superiores a I. Tras esto se recomienda quimioterapia
adyuvante combinada de cisplatino mas otro quimioterapico, siendo la vinorelbina el mas
comun. A dia de hoy no recomiendan el uso de agentes dirigidos a mutaciones en esta fase,
asumiendo que la deteccién del subtipo de cancer y la terapia dirigida no es tan importante en
estos estadios tempranos; en estos, el uso de terapias clasicas de primera linea es la
metodologia estandar. A pesar de ello siempre se trata de detectar el tipo de tumor ante el



que se estd si eso no retrasa demasiado el tratamiento. En aquellos casos en los que la
reseccion no fuese posible se ofrece la radioterapia estereotactica ablativa. En estadios
avanzados no resecables el tratamiento de eleccidon es radioquimioterapia (17).

Aunque en estadios tempranos el uso de terapias dirigidas no estd indicado, en los estadios
avanzados hasta un 69% de los cdnceres podrian tener mutaciones susceptibles de ser tratadas
con agentes dirigidos a estas; en estas fases ya se introducen quimioterdpicos que los tienen
como dianas (28). Ademas se estan explorando otras opciones terapéuticas, como el uso de
inmunoterapia contra canceres positivos para el PD-L1, capaces de inhibir la respuesta inmune
(28). Dado el éxito de la vinorelbina como agente quimioterapico en las terapias combinadas
en CPNM, la busqueda de nuevos inhibidores de los microtubulos, asi como nuevas terapias
combinadas es también una de las estrategias que estan siendo evaluadas (29).

1.5 Mutaciones y terapias dirigidas en el cancer de pulmoén.

Actualmente el tratamiento recomendado en caso de deteccién temprana es la reseccién del
tumor, en casos de tumores de gran tamafio o con sospecha de diseminacién a los ganglios
linfaticos (estadios IIA, IIB o IlIA) los pacientes se pueden beneficiar de quimioterapia tras la
cirugia, la radioterapia se emplea en aquellos pacientes que no se pueden someter a una
intervencidén quirdrgica, pero el porcentaje de curacién es menor (27). Por desgracia en
muchos casos la deteccidn ocurre en estadios avanzados donde la reseccion no es posible, o
hay ya una alta posibilidad de expansidon del tumor. Como hemos visto por las cifras de
mortalidad de este cancer los tratamientos cldsicos no son muy efectivos, por esto hoy dia hay
un interés creciente en buscar tratamientos personalizados basado en el estudio de las
mutaciones conductoras (26). Los marcadores predictivos en CPNM usados actualmente segun
las guias del “National Comprehensive Cancer Network” (NCCN) son EGFR, las translocaciones
de la kinasa del linfoma anaplasico (ALK) o el homdlogo 1 del oncogén del virus del sarcoma
UR2 v-ros (ROS) o mutaciones en el homdlogo del oncogén viral del sarcoma de la rata de
Kirsten (KRAS) (14,30). Aunque otros como el PD-L1 o BRAF V600E también se recomiendan.
(26)

La deteccion de estas mutaciones utiliza técnicas como la secuenciacion génica,
inmunohistoquimica, hibridaciéon fluorescente in situ (FISH) o NGS (14,30). Una correcta
deteccion de dichas mutaciones conductoras es importante a la hora de elegir el tratamiento,
ya que estas mutaciones son en su gran mayoria mutualmente excluyentes; por esto los
tratamientos que tendrian un gran efecto en tumores con una mutacién pueden ser
absolutamente ineficaces en tumores con otra. (14)

Las mutaciones relevantes de EGFR son aquellas que hacen al tumor sensible ante los TKls. Las
delecciones del exén 19 y una mutacion puntual en el exdn 21 (L858R) son las 2 mas comunes,
aunque hay muchas otras como las L861Q o G719X. Ante este tipo de tumores se utilizan
erlotinib, gefitinib y afatinib como tratamientos de primera linea, estos incrementan la
supervivencia libre de progresidn pero no la supervivencia general. La aparicién de resistencia
a estos tratamientos estd asociada con mutaciones en EGFR que la hacen insensible a los TKIs.
La mutacidon T790M es una de las mas comunes en CPNM vy el tratamiento recomendado es
Osimertinib. Las mutaciones en EGFR son bastante frecuentes, presentandose en el 10-20% de
los pacientes caucdsicos, llegando al 48% en pacientes de origen asiatico (14,26)
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Las translocaciones de ALK y ROS1 también comunes, siendo crizotinib, un TKI de ALK, ROS1 y
el receptor de factor de crecimiento del hepatocito c-Met el tratamiento de primera linea por
defecto. Recomendando los derivados de segunda generacidn ceritinib y alectinib en caso de
aparicion de resistencia en ALK. Esta mutaciones se han visto en rangos que varian del 2 al 7%
en el caso de ALK y del 1 al 2% en de ROS (14,26). En el caso de mutaciones en KRAS no hay
tratamiento especifico, aunque actualmente hay inhibidores de MEK en pruebas clinicas. Estas
mutaciones en KRAS son bastante frecuentes en adenocarcinoma, habiéndose detectado en
un 25% de los pacientes. (14)

Otra estrategia siendo evaluada hoy dia son los inhibidores del receptor PD-1 o su ligando PD-
L1 (14). Esta terapia busca desactivar la supresion de la activacion de los linfocitos T mediante
la activacidon de este punto de control inmunolégico, esta terapia estaria dirigida a aquellos
tumores con una alta expresidon de PD-L1, teniendo como efectos secundarios una activacién
aberrante del sistema inmune en hasta un 30% de los pacientes, lo que requiere un especial
cuidado en el uso de esta aproximacion (26).

Los oncogenes descritos son los mas usados en la clinica, pero no son los Unicos puntos en los
gue se puede incidir; hay otras mutaciones conductoras que son vigiladas y sobre las que se
investiga para dotar en el futuro a los médicos de mds herramientas:

El homoélogo del oncogén viral del sarcoma v-raf murino B1 (BRAF) codifica a otro miembro de
las MAPK, su activacién lleva a la fosforilacidn y activacion de MEK y ERK. Las mutaciones mas
comunes son la T1799A, G469 y la D594G, aunque su impacto en el prondstico del cancer de
pulmdn es motivo de debate actualmente (22).

También se observan alteraciones de la ruta de PI3K/AKT en el cancer de pulmdn, las mas
frecuentes son la mutacién de PIK3CA y la perdida de PTEN, el gen supresor de tumores que
regula negativamente la ruta. Sus efectos negativos en el prondstico del cancer de pulmdn son
claros, aunque su respuesta a las terapias estandar no esta aun claras (22)

HER2 o erbB-2 es un miembro de la familia de receptores tirosin kinasa erbB, igual que EGFR,
(también conocido como HER1), su ligando no ha sido descrito y es activado por homo- o
heterodimerizacidn con otros miembros de la familia de erbB. La activacidn constitutiva de
este receptor lleva a la activacidn de las rutas de PI3K/AKT y MAPK (MEK). Se observa con
mayor frecuencia en mujeres, no fumadoras y en adenocarcinoma, recientes estudios sugieren
que terapias contra HER2 como los HER2-TKIs o anticuerpos contra este podrian ser
beneficiosas en pacientes de cancer de pulmdn con esta mutacion (22,28)

Las translocaciones de RET también pueden ocurrir con baja frecuencia en el CPNM,
inhibidores de RET como el cabozantinib and vandetanib han mostrado eficacia en ensayos
clinicos (22). Translocaciones para el gen del receptor de tirosina quinasa neurotréfico 1y 2
(NTKR1 y NTKR2) se encuentran en un bajo porcentaje de CPNM, actualmente inhibidores
contra estos receptores como cabozantinib o entrectinib estan en fases clinicas (28).

Los porcentajes concretos de estas mutaciones conductoras varia segun el estudio o el origen
de los casos, se muestra un ejemplo en la figura /4. La correcta deteccion y tratamiento del
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tumor es una gran herramienta en estadios avanzados sobre la que hay una intensa
investigacion.

Mutaciones en genes supresores de tumores como: TP53, STK11, CDKN2A8, KEAP1, SMARCA4,
NF1, RB1 han sido también descritas; algunas como el TP53 presentes en un gran porcentaje
de los canceres. Actualmente en la clinica no son terapéuticamente tratables (31).

B EGFR-sensitising (17%)

B ALK (7%)

B EGFR other (4%)

B MET (3%)

B >1 mutation (3%)

[ HER2 (2%)

CIROS1 (2%)

Il BRAF (2%)

= RET (2%)

[0 NTRK1 (1%)

[ PIK3CA [1%)

B MEKL (1%)

X Unknown encogenic
driver detected (31%)

[ KRAS (25%)

Figura I4. Frecuencia de las mutaciones conductoras en ADC, tomado de Hirsch et
al., (28).

Como se ha comentado, mutaciones en determinados genes permiten a las células adquirir
capacidades necesarias para su supervivencia, multiplicacién y crecimiento; sin embargo, cabe
afiadir que los tumores estan formados por poblaciones celulares diferentes que confieren
heterogeneidad a la masa tumoral, y en esta heterogeneidad radica las caracteristicas del
tumor y la dificultad de su erradicacién. La composicidn celular heterogénea de los tumores
malignos consiste en: una masa de células que se dividen, diferencian y mueren; células del
estroma; vasculatura infiltrante y células hematopoyéticas. Desde que se postuld, hace mds de
150 afios que el cancer era una enfermedad basada en las células (2,3,32), la complejidad
celular que forma la malignidad neopldsica ha sido ampliamente estudiada. Las complejidades
subyacentes a la heterogeneidad tumoral son ahora foco de enorme interés (33).

Se ha descrito que un factor que contribuye a la heterogeneidad tumoral es la presencia de
células madre tumorales (CMTs). Estas células con capacidad para iniciar tumores cuando se
trasplantan en un ratén y propiedades de células madre, es una poblacion minoritaria de
células, situada en lo alto de la jerarquia tumoral, que presenta unas caracteristicas especificas
como: Alta capacidad de resistencia a los agentes quimioterdapicos, alta capacidad iniciadora de
tumores (CIT), asi como de regenerar el tumor. Su presencia podria explicar las recidivas tras
tratamientos aparentemente exitosos, y su alta CIT las hace muy peligrosas (34). A
continuacidn se detallan las caracteristicas de las CMTs, la poblacidn celular de estudio en esta
tesis, asi como algunos de los procesos bioldgicos relacionados con ellas como la TEM, que
esta relacionada con la adquisicion de sus caracteristicas (3).
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2 Células madre tumorales.

El concepto de las CMTs las presenta como una subpoblacién de células dentro del tumor que
poseen la capacidad de autorrenovarse y generar los linajes heterogéneos de las células
cancerosas. Estas células con propiedades de célula madre, son relativamente quiescentes y
cada vez hay mas evidencias que muestran que podrian ser las responsables de la metdstasis,
la recidiva, o la resistencia a farmacos (35,36). Los principales mecanismos de resistencia a
farmacos de las CMT se muestran en la figura 15.

El uso del nombre célula madre tumoral hace referencia a varios hechos, el primero es el
modelo inicial propuesto para este tipo de poblaciones. Se expuso que un cancer no era una
cadtica mezcla de subpoblaciones de células en continua competencia entre ellas y con el
sistema inmune, como defiende el modelo estocastico; sino que habia una estructura
jerdrquica parecida a un tejido donde las células mas indiferenciadas, las CMTs, serian las
encargadas de generar una suerte de progenitores mas diferenciados por division asimétrica; y
gue serian estos a su vez los que generarian el grueso de células “diferenciadas” del tumor
(37).

Otro punto a favor de la existencia de las CMTs es el hecho de que las rutas que se han
encontrado activas en ellas son rutas bastante especificas de las células madre embrionarias;
por ejemplo, las rutas de WNT, Hedgehog (HH) y NOTCH. Dichas rutas regulan la proliferacion,
diferenciacidn, migracién, destino celular y apoptosis de células madre del tejido de origen
(38).

Ademads de esto las CMTs comparten mas caracteristicas con las células madre como la
expresion de factores de transcripcion especificos de células madre sanas, una alta actividad
de reparacion del ADN, una alta resistencia a la apoptosis o una alta expresidon de
transportadores de la familia ABC o un estado quiescente (39,40).

Reparacion
eficiente del ADN

A

DT N

Bloqueo Caracteristicas . .
de la de laresistencia Quiescencia
apoptosis delas CSC

Alta expresion de
transportadores de
firmacos

Figura I5: Mecanismos de resistencia a la quimioterapia de las CMT. Adaptado de
Colak and Medema, 2014 (39).
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2.1 Las CMT en tumores sélidos, modelos y controversias.

El concepto de CMT fue descrito por primera vez en leucemia. La primera evidencia
experimental de la existencia de células madre tumorales fue en 1937 cuando Furth y Kahn
inyectaron una sola célula leucémica de un ratén en un ratdon endogdmico y transmitieron la
leucemia (41). En 1994, un experimento histérico demostré que solo una subpoblacién de
células cancerosas podia generar el cancer en ratén inmunodeprimido (42). John Dick y su
grupo aislaron células cancerosas de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) vy
separaron estas células en funcion de la expresién de CD34 y CD38. En este estudio, el
trasplante de medio millén de células positivas para CD34 y negativas para CD38 (CD34* CD38)
en ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) indujo LMA en ratones en treinta
dias, mientras que la misma cantidad de células CD34* CD38" no indujo LMA. La subpoblacién
de células cancerosas que podrian transmitir cancer se denomind células iniciadoras de
leucemia y se pensd que se encontraba entre las células CD34* CD38". Inicialmente objeto de
debate, el concepto de CMT se asentaba en 1997 cuando ya se proponia una organizacion
jerarquica para la leucemia con esta poblacion de células CD34+/CD38- en la cuspide de ella
(37). El hallazgo clave fue que solo dicha poblacién CD34*/CD38" era capaz de autorrenovarse
ilimitadamente, iniciar y mantener el crecimiento del clon leucémico in vivo; asi como
diferenciarse en el resto de la poblacidén de células cancerosas. Estas capacidades llevaron a la
conclusién de que las células madre cancerosas existian y formaban una subpoblacién distinta
del resto de células cancerosas (37,42,43).

Similitudes entre las células madre hematopoyéticas (CMH) y aquellas células iniciadoras de
leucemia CD34*/CD38 llevaron a sugerir que estas ultimas derivaban de las CMH; las
diferentes caracteristicas de las CMT con respecto al resto de células tumorales y la existencia
de una jerarquizacién en la poblacién llevé a proponer que la leucemia seguia un modelo de
CMT o clonal frente al estocastico, mostrado en la figura 16 (44). Los experimentos en ratones
inmunocomprometidos SCID mostraron que estas células, con fenotipo CD34*/CD38 eran
capaces de replicar el tumor original;, estas evidencias son cruciales para definir la base
bioldgica de la heterogeneidad tumoral y sentar las bases de las CMT (42). En conjunto esta es
la primera evidencia en el campo de las CMT de que un cambio genético especifico esta
asociado con el cancery el trastorno es de naturaleza clonal.

Afos mas tarde este mismo tipo de poblacion se describid por primera vez en un tumor sélido,
en 2003 usando los marcadores CD44*/CD247°% las CMT fueron descritas en cancer de mama
(45). Tras este hallazgo, poblaciones de CMTs fueron descritas en otros tumores solidos: en
cerebro en 2004 (46), en colén en 2007 (47,48), en pulmdn en 2008 (49,50) y en ovario en
2011 (51). Varios de estos tumores se describieron inicialmente por expresar el antigeno
CD133, también conocido como prominin-1, en cerebro, colén, pulmdn y ovario; sin embargo
en varios de estos articulos se hace hincapié que, aunque la poblacién CD133 positiva (CD133¥)
es aquella con mayor potencial para iniciar tumores, no todas las células de esta poblacidn
pueden formarlos; incluso en la publicacidn inicial de la poblacion de CMT en céncer de ovario
se remarca la heterogeneidad de las poblaciones CD133", citando casos donde esta poblacion
no tiene capacidad iniciadora de tumores (51).
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Figura 16: Modelo estocdstico y modelo de CMT. En ambos se asume una
heterogeneidad tumoral (a) En el modelo estocdstico cada célula tiene una
probabilidad similar de dividirse. En este modelo todas las células tienen el mismo
potencial tumorigénicos, lo que hace que todas las células tumorales sean
equipotentes con la capacidad de autorrenovarse o diferenciarse, lo que conduce a
la heterogeneidad del tumor (b) Existe una jerarquia donde las células de la
cuspide es la subpoblacion de células madre (CMT) que tiene la capacidad de
generar un nuevo tumor, siendo capaces de regenerar el tumor original. Estas
CMT tienen caracteristicas diferentes al resto de células tumorales. Adaptado de
Wang and Dick (44).

El modelo de las CMT podria no aplicarse en todos los canceres. En los canceres sélidos se ha
descrito también que con solo el fenotipo no se puede aislar esta poblacién de CMTs (52);
ademads en otros tumores como en melanoma se ha visto que las células capaces de iniciar
tumores en ratones inmunocomprometidos son altas, poniendo en duda si este modelo se
aplica en todos los tumores y estadios (53).

El principal modelo de propagacidn de las células tumorales alternativo al clonal propuesto es
el modelo estocastico, descrito formalmente en 1976. Este modelo describe la evoluciéon de un
tumor de una forma darwiniana, es decir las células evolucionarian tal y como evolucionaria
una especie cualquiera ante un ambiente hostil; solo aquellos individuos/células que mejor se
adapten a las condiciones sobrevivirian y se reproducirian/dividirian (54). El modelo de las
CMTs aboga sin embargo por un sistema piramidal jerarquizado rigido parecido al presente en
tejidos sanos (37). Esto hizo que inicialmente ambos modelos fuesen incompatibles; sin
embargo esto cambid tras la descripcion de que la reversion de células tumorales ya
diferenciadas a mas indiferenciadas con propiedades de CMTs era posible (55). En la figura 17
se puede apreciar un modelo cercano al consenso actual sobre el funcionamiento de esta
poblacién.
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En la bibliografia hay también evidencias que apoyan este hecho; un trabajo de Gupta et al.,
publicado en 2011 (56) donde se estudian las lineas celulares de cancer de mama SUM159 y
SUM149 demuestra, apoyandose en un modelo matematico, que es imposible que la rapida
regeneracién de la subpoblacidn con caracteristicas de célula madre en cdncer de mama
CD44"/CD24"8/EpCAM"™" fuese debida a la divisién de dicha subpoblacién; sino que existia un
equilibrio entre las 3 subpoblaciones descritas que tendia a recuperarse, y que ademas era
diferente en funcidn de la linea celular usada. En este articulo también se constatd Ila
diferente resistencia a farmacos quimioterapicos de las 3 poblaciones (56). No es el Unico caso,
también en cancer de mama otro grupo demostré que la poblacién CD44*/CD247°" podia
generarse a partir de una subpoblacién con células CD44; mostrando ademds que estas no
procedian de un posible remanente de células CD44%, sino que se desdiferenciaban a partir de
las células CD44 (57).

En referencia al modelo propuesto de CMTs cabe destacar algunas de las observaciones
realizadas en la “Year 2011 Working Conference on CSCs for CSC terminology”. La falta de una
terminologia unificada y de un modelo celular claro es lo que ha generado buena parte de la
controversia sobre la existencia de las CMT en tumores sdélidos. Hay un consenso general sobre
gue un tumor se origina a partir de una Unica célula que ha adquirido mutaciones, pero un
error frecuente es asociar a las CMTs detectadas con esta célula original; ya que estas CMTs
podrian ser subclones que han adquirido mutaciones diferentes y se han desdiferenciado en
una nueva progenie de CMTs. Destacan también la alta heterogeneidad y las limitaciones de
los ensayos cominmente usados para la deteccion de las CMTs (52).
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Figura 17: Modelo de evolucion de CMTs dentro de un tumor propuesto en la “Year
2011 Working Conference on CSCs for CSC terminology”. Las CMT siguen
formando parte de la cuspide de su jerarquia, pero la evolucion de un tumor puede
dar lugar a la aparicion de varias de estas jerarquias y nuevas CMTs a partir de
células de la masa tumoral. Adaptada de (52)
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Con esta idea de un férreo sistema tisular jerarquizado, la reversién de un estado diferenciado
a uno mas indiferenciado era percibida como una gesta celular practicamente imposible; no
obstante Yamanaka demostré en 2006 que con solo 4 factores de transcripcion (los ya
conocidos como factores de Yamanaka Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4) se pueden revertir
fibroblastos de ratén a células madre pluripotentes inducidas (iPS); mostrando un gran
parecido en morfologia y capacidades a las células madre embrionarias de ratén (58). Se
describié posteriormente que en células humanas la expresién del factor de transcripcidn
Nanog también era necesario (59). Esto abre la posibilidad de que, con los estimulos
adecuados, las células de un tumor sean capaces de pasar a estadios menos diferenciados.

De hecho hay autores que sostienen que el concepto de CMT es mas un proceso celular de
desdiferenciacion que muchas células de un tumor pueden llegar a sufrir que una poblacién
con unos limites bien definidos (60). Estas caracteristicas de las CMT dificultan su aislamiento y
estudio; lo cual no ha evitado una intensa investigacién sobre terapias dirigidas a esta
poblacidn, las cuales se esperan que ayuden a una mejor erradicacién y control del tumor (60).
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2.2 Estrategias de identificacion cldsicas de las CMT.

Para la identificacion de las CMTs se utilizan diferentes técnicas: el estudio de proteinas de
superficie especificas de estas células, la poblacion lateral o “side population” (SP) (61), la
actividad de la ALDH1A1 (61) y el uso de cultivos de baja adherencia que dan lugar al
crecimiento celular en 3 dimensiones son las principales (62). Otras estrategias como el
estudio de los potenciales de membrana, reporteros asociados a genes de CMTs, estudio de la
autofluorescencia, trazadores de membrana, inmunoseleccion o ensayos funcionales de
invasion o resistencia a farmacos también son utilizados (62). A continuacion, se describen
brevemente algunas de estas técnicas.

El estudio de proteinas o marcadores de superficie se basa en identificar aquellos marcadores
especificos de las CMTs, diferentes al resto de la poblacidn de células cancerosas; esta
estrategia ha tenido diferentes niveles de éxito en diferentes canceres, aunque tiene la
desventaja de que cambios fenotipicos que hagan que dejen de expresar los marcadores de
superficie las harian indetectables. La técnica de clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) se utiliza para separar estas poblaciones celulares mediante el uso de
anticuerpos especificos que reconocen a los marcadores de superficie especificos de las CMTs
conjugados a un marcador fluorescente. La gran ventaja de esta técnica es la capacidad para
aislar subpoblaciones minoritarias de células vivas, permitiendo confirmar posteriormente el
potencial de estas mediante ensayos funcionales (61).

Otra técnica para aislar CMTs es la identificacién de la SP de una poblacién de células
cancerosas, se puede ver un ejemplo en la figura I8. La SP esta compuesta por aquellas células
capaces de expulsar el colorante fluorescente de ADN Hoesch 33342 gracias a la actividad de
los transportadores ABC; esta caracteristica brinda una mayor resistencia a las terapias ya que
permite la expulsién de los farmacos y es una caracteristica de las CMTs ampliamente
aceptada (61).

La alta actividad de la enzima ALDH1A1, un marcador de muchas células madre sanas, es otra
potencial caracteristica de las CMTs que se utiliza para identificarlas. Esta enzima cataliza la
conversion de retinol en acido retinoico, pero también puede actuar sobre muchos otros
aldehidos. Esta es una de las razones por las que ofrece ventajas a las CMTs, puede modificar e
inactivar fdrmacos que actlan a partir de intermedios aldehidos, como el Cisplatino. De nuevo
el citdmetro de flujo junto con un ensayo funcional, la transformacidn de un sustrato en una
forma acetato fluorescente detectado por el canal verde (A 570/530 nm), es el mecanismo de
deteccion usado para este ensayo (61).

Otra técnica ampliamente utilizada para aislar CMTs es la generacion de esferoides. El uso de
cultivos de baja adherencia para el crecimiento en tres dimensiones se basa en un trabajo de
Reynolds y Weiss. En este trabajo se aislaron potenciales precursores de neuronas y astrocitos
usando un sustrato de baja adherencia y varios factores de crecimiento: bFGF, EGF y el factor
de crecimiento nervioso (NGF), consiguiendo los primeros cultivos de neuroesferas (63). Esta
estrategia aplicada a los tumores permite la generacion de esferas tumorales que estd
enriquecidas en células con propiedades de CMT; estas células han demostrado la capacidad
de iniciar esferas a partir de una célula uUnica, un fenotipo mas indiferenciado, agresivo, y
quimioresistente (62).
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Otra estrategia usada en este campo son los trazadores, como el PKH-26, que permiten saber
el numero aproximado de divisiones que ha sufrido una célula; esto permite seguir aquellas
células mas quiescentes de una poblacidon tumoral, aquellas en lo alto de la jerarquia y, segin
esta teoria, uno de los mayores objetivos terapéuticos (62). El uso de trazadores se usé en el
CPNM para la identificacién de una jerarquia en la poblacion de células cancerosas con una
buena correlacién con la expresién de los marcadores de superficie CD133 y CXCR4 (64). Hoy
dia la tecnologia para la caracterizacidon de célula Unica es de elevado coste; pero en el futuro
la secuenciacion de células individuales dentro del tumor podria ayudar a comprender las
diferentes subpoblaciones, e incluso tener un papel importante en la eleccién de terapias (65).
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Figura 18: Ensayo cldsico de deteccion de la “Side Population” En el diagrama de
puntos de la derecha se observa esta poblacion (region R2) en la parte inferior.
Cuando las células se tratan con inhibidores de los trasportadores ABCG2 como
verapamil (diagrama de puntos de la izquierda) la poblacion R2 desaparece ya que
las células no pueden expulsan el Hoechst y por tanto se comportan como el resto
de células. Imagen adaptada de Greve et al., (61)

Por otro lado, los xenoinjertos de estas poblaciones celulares en ratén son uno de los ensayos
mas importantes en el campo de las CMTs. Una poblacién de CMT por definicidon debe tener
capacidad iniciadora de tumores, capacidad que normalmente se comprueba mediante este
ensayo, la inyeccién de potenciales CMTs en ratén inmunocomprometido NOD/SCID. Aunque
los detractores de estos ensayos afirman que el uso de sistemas inmunodeprimidos y extrafios
al tumor podria permitir a células sin potencial CMT también dividirse (53,66—68).

Sin embargo, no hay duda de que los xenoinjertos tienen algunas ventajas sobre los cultivos
celulares en adherencia tradicionales, los segundos someten a las células a sustratos de
plastico, medio rico en nutrientes y concentraciones altas de oxigeno; condiciones mas
alejadas de su contexto original que los modelos in vivo o xenoinjertados. Ademas las lineas
celulares, incluso en numero de pases bajos en el cultivo celular, tienden a presentar
modificaciones en la expresidon de genes y una reduccion de la heterogeneidad; mientras que
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en los xenoinjertados, especialmente si se implanta un fragmento completo de tumor
resecado, mantienen la heterogeneidad del tumor primario en un alto porcentaje (53,68).

Dadas las caracteristicas de las CMTs, su implicacidn en la progresién del cancer y resistencia a
las terapias convencionales, la busqueda de farmacos que puedan atacarlas estd en auge;
ademas de los farmacos hay otras estrategias que se han contemplado como el uso de
anticuerpos dirigidos, terapia antiagiogénica (69) o incluso viroterapia (70).

2.3 CMT y Transicion Epitelio Mesenquimal)

La Transicidn epitelio mesenquimal (TEM) es un proceso mediante el cual las células llevan a
cabo una serie de cambios fenotipicos y genotipicos en los que pierden las caracteristicas
epiteliales en favor de caracteristicas mesenquimales. La pérdida de las uniones célula-célula
epiteliales, el cambio de polaridad y la reorganizacién del citoesqueleto son las alteraciones
mas importantes de este proceso; alteraciones que favorecen un aumento de la motilidad y la
invasividad (71).

El TGF-B es uno de los mediadores mas potente de la TEM, esta ruta sefializa a través de
SMAD, PI3K y las MAPK. Varios receptores tirosina kinasa también median la TEM, siendo muy
relevantes los activadores FGF, el IGF-1y el EGF (8,72).

Algunas de las proteinas clave involucradas en la TEM también lo estan en el cancer. Por
ejemplo, represién de E-cadherina y, activacién de la sefializacion de B-catenina; activacién de
factores de transcripcién de las familias SNAI, ZEB y TWIST que potencian la represion de los
marcadores epiteliales y activan la transcripcion de proteinas asociados con el fenotipo
mesenquimal como N-cadherina, fibronectina o vimentina (71-73).

La TEM es un proceso reversible, y las células mesenquimales pueden volver al estado epitelial
al someterse a la transicién mesenquimal epitelial. TEM y su inverso ocurren durante el
desarrollo normal y durante la progresién del cancer (74). Aunque la TEM en si no es suficiente
para malignizar las células, si promueve la invasion en células con mutaciones malignizantes,
como la delecién de p53 o mutaciones activadoras en KRAS (75).

La TEM y las CM son 2 conceptos que estan muy relacionados; varias de las rutas de
sefializacion que activan la TEM son WNT, NOTCH y HH, rutas también clave en el
mantenimiento del fenotipo CM y CMT (76); otros eventos como la hipoxia también pueden
activarla (71). La TEM tiene estadios intermedios entre una célula con caracteristicas
totalmente epiteliales o mesenquimales y, como ya hemos comentado, no es un proceso
unidireccional. En el cancer la TEM se ha asociado principalmente a la metastasis, siendo la
transicion mesenquimal epitelial necesaria para el establecimiento de las metastasis. Aunque
se ha visto también TEM dentro del contexto de los tumores primarios, y se ha descrito que
aquellos tumores con células con TEM parcial tienden a ser mas agresivos (73,76,77).

En la TEM también participa todo un conjunto de células malignizadas por el microambiente
tumoral que secretan desde metaloproteasas a citoquinas, y que favorecen la migracion o
retroalimentan el fenotipo; incluso las propias células cancerigenas pueden secretar TGF-B y
TNF, activando una sefalizacidn autocrina que les permite mantener el fenotipo, esto ha sido
descrito especificamente en cancer de pulmén (78).
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En cadncer de pulmdn, asi como en otros canceres como mama o estdmago, se ha descrito que
la sefializacion de IGF, asociada a la TEM, sefializa a través de las rutas PI3K/AKT y las MAPK;
llevando a la activacion de marcadores de esta como ZEB1/2, SNAIL1 and TWIST1 (72). En la
Figura 19 se puede ver un esquema resumiendo las diferentes rutas de sefializacién que
inducen la TEM en el contexto del cancer.
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Figura 19. Esquema del proceso de estimulacion de la TEM en el contexto del
cdncer. Se muestran algunas rutas asociadas a la TEM, estrés asociado a la
tumorogénesis, los factores de transcripcion activados y el proceso de
malignizacion en presencia de mutaciones. Tomado de Puisieux et al., (76)

El solapamiento de estas rutas de sefializacion puede ser importante a la hora del tratamiento.
Como hemos comentado en el apartado general las mutaciones en EGFR son mutaciones
conductoras en un porcentaje alto del CPNM; se ha visto que IGF-1, mediante la activacidn de
TEM y sus rutas, confiere resistencia a las TKIs de EGFR a través de la activacién de la TEM y su
inductor SNAI1 (72).

Veremos mas sobre la TEM dentro de los apartados de las diferentes rutas y factores de
transcripcién ya que como he comentado la TEM y las CMT estan bastante relacionadas.
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3 Rutas de senalizacion clave en las CMT y el CPNM.

Varias de las principales rutas de sefializacién relacionadas con las CMT en CPNM son las rutas
de Notch, WNT, HH, MAPK y PI3K/AKT/mTOR. La pérdida de regulacion de estas rutas se ha
relacionado con diferentes tipos de cancer, incluyendo el CPNM. En este apartado se
introducen brevemente:

La ruta de Notch es una ruta de sefializacion celular implicada en las interacciones célula-célula
durante el desarrollo embrionario, es una ruta evolutivamente muy conservada; de hecho los
componentes centrales de esta ruta y el modelo bdsico de la ruta fueron primero descritos en
Drosophila y C. elegans; posteriormente se comprobd que habia muy poca diferencia con la de
humanos (79).

La ruta de WNT es una ruta implicada en muchos procesos esenciales como la regulacion del
nicho de células madre, la migracion celular, la diferenciacién en el desarrollo o la curaciéon de
heridas y la homeostasis de tejidos en el adulto (80).

La ruta de HH es una ruta muy importante en el desarrollo humano, participando en eventos
como el desarrollo del tubo neural, la yema de las extremidades y la yema pulmonar; también
estd implicada en el desarrollo de multitud de otros érganos, procesos y estructuras (81). En
esta ruta no es solo importante su presencia y ausencia, sino también la presencia de
gradientes para el correcto desarrollo del embrién (82). Participa ademas en algunas funciones
en el adulto como la autorrenovacion de las células madre, la homeostasis de tejidos (83), la
reprogramacién metabdlica de adipocitos (81) o la curacion de heridas.

Las ruta de las MAPK se basa en cadenas de quinasas conservadas evolutivamente que
vinculan las sefiales extracelulares a la maquinaria que controla los procesos celulares
fundamentales como el crecimiento, la proliferacidn, la diferenciacién, la migracion y la
apoptosis (84).

La ruta de PI3K/AKT/mTOR se activa por factores de crecimiento a través de RTK o Tirosinas
kinasas no receptoras. Los residuos fosforilados sirven de anclaje para proteinas adaptadoras y
para PI3K (4).

3.1 Ruta de Notch.

La ruta de Notch tiene un papel fundamental en el desarrollo del pulmén, coordinando el
destino celular de las células desde el inicio de la formacion de este drgano. Esta descrita su
presencia en varias patologias como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPQC), la hipertensidn arterial pulmonar o el cancer de pulmén (85).

El receptor Notch activo es un heterodimero procesado, activado por la protedlisis gracias a
una furina durante el transporte a la membrana (85,86). En mamiferos hay 4 receptores Notch:
Notch1, Notch-2, Notch-3 y Notch-4; y 5 ligandos de la familia DSL (Delta/Serrate/Lag-2):
Delta-like 1 (DII1), DII3, Dll4, Jagged-1 y Jagged-2 conservados a lo largo de la evolucion (79)
(85,86). Las proteinas Numb y Sanpodo guian las divisiones asimétricas dependientes de Notch
(86)
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Figura 110: Esquema bdsico de la ruta de Notch donde se pueden apreciar las 2
proteolisis y la formacion del complejo con CSL, Mam y otros coactivadores.
Tomado de Bray 2006 (87)

Todos los receptores de Notch constan de las mismas estructuras: 36 repeticiones EGF-like, 3
repeticiones Lin-12/Notch (LNR), un dominio RAM de unién al factor de transcripcion CSL, una
secuencia PEST y 7 repeticiones Ankyrin-like (88). La mayoria de los genes diana de Notch se
activan mediante una ruta dependiente de los factores de transcripcidon CSL, pero hay también
una ruta independiente de estos (88).

Una vez que el receptor Notch se une a su ligando, para lo que son necesarias las repeticiones
EGF-like, reciben 2 protedlisis adicionales en tandem. Estas son llevadas a cabo por una
metaloproteinasa ADAM y por una y-secretasa (86). Dichas protedlisis liberan el fragmento
intracelular (NICD), este fragmento viaja al nucleo y forma un complejo con CSL, Mastermind y
otros coactivadores como las acetiltransferasas CBP/p300 o complejos remodeladores de
cromatina (86).

Ahora este complejo conocido como RBPJ pasa de represor a activador (89). Quinasas como la
GSK-3B, G-CSF y la CDK8 fosforilan al fragmento intracelular N-terminal de Notch (NICD) con
diferentes efectos en su estabilidad y actividad (86). Este mecanismo mediante el cual es el
propio NICD el que se une al complejo hace que no pueda haber una amplificacién de la seial
en esta ruta (88). Ademas de la interaccion ligando-receptor en trans descrita puede haber
también interaccidn en cis si el ligando esta en la misma célula; sin embargo esta interaccion es
inhibitoria al no permitir la protedlisis de Notch (90). Se muestra un esquema de esta ruta de
sefializacion en la figura 110.

La actividad de la ruta de Notch es altamente dependiente del contexto celular, pudiendo
tanto promover la proliferacidn o la apoptosis en funcidn de este o activar diferentes genes o
respuestas celulares (86,91). Los genes HESR, que codifican represores transcripcionales, son
los principales genes activados por esta ruta, otros genes que activados son MYC, CCND1,
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CDK5, P21, SNAI1 o el receptor PDGFRB (91); estos genes pueden a su vez modular la
respuesta celular al activar sus propios genes diana o regular negativamente la transcripcidn
de Notch inhibiendo la unién del complejo RBPJ al ADN (91).

Aunque la ruta de sefializacién de Notch es conocida, no lo es tanto el rol de los marcadores
individuales; se ha sugerido que Notch 1y 2 pueden divergir ligeramente de Notch 3 y 4. De
hecho Notch3 ha mostrado no ser un buen activador de HES-1, el gen diana “canonico” de la
ruta de Notch (89,92).

La activacion de la ruta de Notch esta asociada a células madre o células poco diferenciadas;
hecho congruente dado su papel regulando las divisiones asimétricas, una caracteristica muy
importante de estas (86). Alin no se entiende aun bien el papel de Notch en la apoptosis, se ha
descrito que esta ruta puede dirigir a las células hacia la divisién o la apoptosis en funcién del
contexto celular (86).

3.1.1 La ruta de Notch en Cancer.

En el CPNM se han descrito la presencia de los receptores Notch, en especial Notch3, y se han
asociado con una menor supervivencia y mayor resistencia a la quimioterapia (85). En el
contexto del cancer de pulmdn esta descrita su interaccidn con varias rutas importantes: activa
la ruta de las MAPK, se activa por las ruta de WNT (85) y el TGF-B (89,91), interacciona con la
ruta de NF-kB (88), se activa también por hipoxia y participa en la angiogénesis. La ruta de
Notch aumenta la autorrenovacion de las CMTs, enriquece los cultivos en poblaciones ricas en
células con caracteristicas de CMTs, estd asociada a fenotipos mds resistentes a farmacos e
incluso incrementa la agresividad de un fenotipo TEM (85,89). Esta ruta también estd
implicada en la resistencia de las células CD133* ante el cisplatino (93,94). Incluso se ha
descrito en un modelo murino que la coexpresién de NICD y c-Myc lleva a al desarrollo de
adenocarcinoma (85).

La sobreexpresidn de Notch3 ocurre en otros tipos de canceres como cérvix, ovario,
carcinomas hepatocelulares, melanoma o prdstata; en la variedad CCE se ha descrito una
menor expresion de este marcador (89). Hay, sin embargo, algunos canceres como melanoma
o prostata donde Notch actia como supresor de tumores (88).

3.2 La ruta de WNT.

La ruta de WNT regula multiples actividades en el pulmén dependientes del contexto celular
especifico (95). WNT sefializa a través de 3 rutas: la candnica, la no candnica de polaridad de
células planares y la ruta no canénica dependiente de calcio. La sefializacion a través de WNT
es el resultado de la sefalizacidn a través de las 3 rutas (80), se puede ver un esquema de estas
rutas de sefalizacion en la figura 111.

Los receptores de la ruta de WNT son los receptores Frizzled, existiendo 10 genes diferentes
en mamiferos; son receptores con 7 hélices transmembrana, un dominio N terminal con un
dominio rico en cisteina (CRD), asi como un dominio C terminal donde se realizan las
interacciones con las proteinas citosdlicas (96). Los correceptores de esta ruta son las LRP,
codificadas por 12 genes y necesarias para la activacién de esta ruta. Las LRPs son proteinas
transmembrana tipo |, de un solo paso que tienen en el fragmento C terminal citosdlico
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dominios fosforilables importantes para su funcién. Por ejemplo, en el caso del LRP5 y 6 tienen
un motivo rico en prolinas que es fosforilado por la GSK-3f3 (96).

En la ruta candnica las proteinas Wnt se unen a su receptor Frizzled y a los correceptores LRPs
(LRP5 y 6 en la ruta candnica); esta union lleva a la fosforilacion de Dishevelled (DVL), el
reclutamiento de axina-1 a la membrana y la inhibicidn del complejo de destrucciéon de B-
catenina; formado por Axina, APC y las quinasas CKla y GSK-3B. En ausencia de sefializacion
por Wnt este complejo de destruccion estd activo, fosforilando la B-catenina; la cual es
reconocida entonces por la B-transducina, parte de un complejo ubiquitin-ligasa; acabando
con a su destruccidn por el proteasoma (80).

Hay descritos varios mecanismos para la inactivacién del complejo de destruccién de [3-
Catenina: La inhibicion competitiva mediada por el extremo N-terminal de los LRPs que
actuaria como pseudosustrato de la GSK-3[3; la endocitosis del complejo de destruccion unido
a DVL; un cambio de conformacién en la axina, que llevaria a la separacion e inactivacion del
complejo de destruccidn de -catenina (96).
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Figura 111: Vias canonica y no candnicas de la ruta de Wnt, tomado de Rapp et al.,
(95).

La sefializacién por la via candnica lleva a la estabilizacion de [-catenina; la cual puede
entonces migra al nicleo para unirse a los factores de transcripcion TCF/LEF y reclutar varios
coactivadores; siendo los mas importantes la proteina p300 y la proteina de unién a CREB
(CBP) (80,96). A través de la ruta candnica se sefalizan los procesos de autorrenovacion,
proliferacién y diferenciacion (97) y la activacion de esta puede llevar a la sobreexpresién de
genes importantes en el cancer y las CMT como CCND1, FOXM1, MYC y YAP/TAZ; ademas de
inducir la secrecion de factores de crecimiento como los FGFs, ligandos de Kit y el VEGF, con un
papel en la modulacidn del microambiente tumoral (80,96,97).
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En la ruta no canédnica de polaridad de células planares se activan las GTPasas RhoA, RAC y
Cdc59 también a través de DVL; mediando por tanto las respuestas asociadas al citoesqueleto,
la adhesién y la migracion (80), a través principalmente de la activacidon de la kinsasa N-
terminal de c-Jun (JNK) (95,97); aungque también se ha descrito la sobreexpresion de YAP/TAZ
por esta via (97). La ruta no candnica dependiente de calcio sefializa a partir de 2 receptores
Frizzled alternativos, RYK y ROR, activando posteriormente la quinasa de calmodulina Il
(CaMK2), JNK y la PKC (80,95); esta ruta esta implicada en el mantenimiento del estado de
célula madre y la modulacién del citoesqueleto, ademas se ha descrito que puede activar PI3K-
AKT incluso en ausencia de sefializacién candnica (97).

3.2.1 La ruta de WNT en las CMT e intercomunicaciones relevantes.

La ruta de WNT es importante en el contexto de las CMT, se ha descrito que marcadores de
CMT como el CD44, CD133, Oct4 o CD24 estdn sobreexpresados tras la activacion de esta ruta;
ademas, otros marcadores de CMT como EpCAM pueden potenciar la sefializacién candnica de
WNT/B-catenina mediante la protedlisis intracelular controlada (RIP) y la translocacién nuclear
de su fragmento C-terminal (97,98).

La ruta de WNT participa en una sefalizacidn conjunta junto a otras rutas, habiéndose descrito
intercomunicaciones con las rutas de FGF, NOTCH, HH y TGF-B. Los receptores no candnicos
ROR1 y ROR2 pueden ser fosforilados por otras TK como aquellas codificadas por EGFR, ERBB3
o MET (97). También hay intercomunicaciones con Notch o las MAPK; y otros factores como la
hipoxia o altos niveles de glucosa también pueden activar esta sefializacion (99). Estas pueden
tener un efecto importante en el tumor, por ejemplo en modelos de ratdon de céncer de
pulmdn que la activacidon conjunta de KRAS y la ruta de WNT lleva al incremento del tamafio
del tumor (95).

En el contexto de las CMTs tanto la ruta candnica como la no candnica pueden participar en la
invasién y metdstasis; ambas rutas pueden llevar a la sobreexpresion de SNAI1, reprimiendo
genes epiteliales como la CDH1 y facilitando el inicio de la TEM (97).

Una importante intercomunicacién entre rutas de sefializacién es el de la ruta de WNT con p53
y los mecanismos de reparacion del ADN. La presencia de [-catenina gracias a la activacion de
la ruta de WNT lleva a la activacion p53 a través del eje ARF/Mdm2/p53; en este ARF se uney
promueve la degradaciéon de Mdm2, lo que lleva a la acumulacién y activacién de p53 y su
consiguiente respuesta celular. La presencia de B-catenina lleva también a la activacién del
mecanismo de respuesta al dafio del ADN e induce la expresidén de proteinas como p21, p53 o
pl6. Se ha observado ademds la interaccion molecular entre p53 y [-catenina y su
translocacion al nucleo donde participa en la respuesta de p53; esto a su vez evita que la
quinasa GSK-3B pueda fosforilar a B-catenina para inducir su degradacién via ubiquitina-
proteasoma; aunque por otro lado p53 activa a SIAH-1; otra ubiquitina ligasa que promueve la
ubiquitinacién y degradacién de [B-catenina estableciendo una retroalimentaciéon negativa
(100).

Otra intercomunicacién relevante con la ruta de WNT es la de la proteina de superficie EpCAM
o CD326, un potencial marcador de CMTs. EpCAM participa en una ruta de transduccion de
sefiales en la que sufre RIP, compartiendo tanto componentes de la ruta de WNT como dianas
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(101-103). Una de las dianas mas importante es MYC (101), el cual a su vez promueve la
sintesis de las Ciclinas D y E (102). El fragmento intracelular de EpCAM forma complejos
proteina/ADN en sitios consenso para Lef-1; y hay otros genes relacionados con el
establecimiento o mantenimiento de poblaciones de células indiferenciadas como nanog,
sox2, oct4 y kfl4, cuyos genes son dianas directas de EpCAM (103).

Se han descrito ademas otras intercomunicaciones con varias de las rutas de sefializacion de
las CMTs. Wnt regula a Hes-1, uno de los genes diana mads importantes de la ruta de Notch;
esta regulacion se produce a través de la disminucidon de la ubiquitinacién de Notch-1 al
interaccionar este con la B-catenina, promoviendo que el dominio intracelular de Notch se
transloque al nucleo (104).

3.3 La ruta de Hedgehog.

Muy bien estudiada en mosca de la fruta, ratén y pez cebra (D. melanogaster, M. musculus y D.
Rerio respectivamente), la ruta de Hedgehog (HH) esta conservada a lo largo de la evolucion;
aunque en vertebrados se presentan algunas estructuras adicionales, asi como duplicaciones
de varios genes (105).

Entre las proteinas mas importantes en vertebrados encontramos: los receptores Patched
(Ptch1 y Ptch2) con roles parcialmente redundantes; los co-receptores Cdo y Boc, también con
roles parcialmente redundantes; las proteinas inhibidoras Hhipl y Sufu; Kif7, con un papel
inhibidor o activador dependiendo del resto de sefiales de la ruta; los ligandos Hedgehog SHH
DHH e IHH (Sonic, Desert e Indian) y las proteinas Gli (Gli1l-3) con dominios activadores y
represores. Gli3 actla principalmente como represor de la ruta mientras que Gli 1 y 2 actdan
sobre todo como activadores. En mamiferos esta ruta se organiza alrededor del cilio primario
(81,105). La cascada de sefializacién de esta ruta culmina en un cambio en el balance entre las
proteinas Gli activadoras y represoras (106).

Las proteinas HH, ligandos de Ptch, sufren varias modificaciones antes de su secrecion; la
proteina de 45 kDa es cortada en 2 péptidos. La parte N-terminal, el péptido activo, es
modificada afiadiendo colesterol y 4cido palmitico; siendo ademas translocada a la membrana
celular (107). Esta parte lipidica hace que esta proteina sea altamente insoluble y requiera de
la participacién de otras proteinas para su secrecion, siendo la mas importante Disp1 (82,105).
Las proteinas HH secretadas pueden promover una sefializacion autocrina o paracrina (106).

El receptor de la ruta candnica son los receptores Ptch. El receptor Ptch en ausencia de HH
estd inhibiendo a Smo, en este contexto sobre Ptch actian como inhibidoras las proteinas Kif7
y Sufu (81,107), asi como Hhipl que compite competitivamente con HH por el receptor (81).
Hhip1 es un gen diana de esta ruta por lo que la propia ruta de HH tiene un bucle de feedback
negativo directo (81). La union de HH a Ptch lleva a la internalizacién y destruccién de ambos
en los lisosomas, lo que evita que Ptch siga ejerciendo su actividad inhibidora sobre Smo. Ptch
es una diana de su propia ruta, por lo que su transcripcion lleva a un segundo bucle de
retroalimentacidn negativo que evita una activacién anémala de la ruta (106).

Tanto Ptch como Smo son receptores transmembrana: Ptch es un receptor con 12 hélices
transmembrana y 2 bucles extracelulares, Smo es un miembro de la superfamilia de los
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receptores asociados a proteinas G con 7 helices transmembrana (83). No se conocen el
mecanismo exacto por el que Ptch inhibe a Smo, aunque dado que 1 molécula de Ptch puede
inhibir a unas 50 moléculas de SMO se sabe que no es por interaccion directa (82).

La actividad de varias kinasas es fundamental para la activacidon de esta ruta de sefalizacion.
Todas proteinas Gli tienen un dominio activador C-terminal, Gli2 y Gli3 tienen ademas un
dominio represor N-terminal (83)(82). En ausencia de Hh, Gli2 y Gli3 son fosforiladas por las
kinasas PKA, CK1 y GSK-3; esto lleva a la eliminacidn del fragmento activador y la degradacion
de estas proteinas Gli (82,106,108). La unién de HH hace que dichas quinasas dejen de inhibir a
los factores de trascripcién Gli; tras esta unién receptor-ligando varias de ellas pasan a
fosforilar y activar a Smo (106,108) (figura 112).

Tras la activacién de la ruta, las proteinas Gli migran al nucleo donde activan a sus genes
dianas; en ausencia de ligando hay una mayor presencia de formas Gli represoras que migran
al ndcleo e inhiben a estos. La proteina inhibidora Sufu también puede unirse e inhibir estos
mismos promotores (106). Entre los genes activados por esta ruta tenemos a PTCH1, PTCH2,
HHIP1 y GLI1 (81-83,106).

Ptch === Smo
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I pei
Figura 112: Izquierda, organizacion de los elementos de la ruta de Hedgehog en el

cilio primario en humanos, adaptado de Wu et al., (108). Derecha, papel dual de

las protein kinasas como moduladoras del la ruta de Hh, adaptado de Skoda et al.,
(106)

El cilio primario es una estructura que consiste en microtubulos cubiertos por una evaginacion
de la membrana celular que reciben sefiales mecanicas, quimicas y térmicas (106). Esta
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estructura es donde todas estas proteinas se organizan: El receptor Ptch y los complejos
inhibidores de los factores de transcripcién Gli con las proteinas Sufu estan arrestados en el
extremo del cilio, principalmente Glil; encontramos también a la proteina kif7 con roles
diferentes segun el estado de activacién de la ruta. Kif7 favorece la ruptura de los factores Gli
en ausencia de activacion o su disociacién de Sufu junto con su transporte fuera del PC en
presencia de HH (81,108). Tras la activacién de la ruta es Smo el que se acumula en el PC, alli
promueve la activaciéon de Gli y su translocacién al nucleo (83,106,107). Se puede ver un
esquema del cilio primario con los elementos de la ruta de HH en la parte izquierda de la figura
112

La activacién no candnica de esta ruta ocurre cuando no median las proteinas Hh; como hemos
comentado Smo pertenece a la superfamilia de los receptores asociados a proteinas G,
pudiendo sefializar a través de estas (81,105). Especialmente en cancer otras rutas como las
rutas de las MAPK, PI3K, EGFR, TGF-B o TNF-a pueden llevar a la activacion de las proteinas Gli
no mediada por las proteinas HH (107,109).

Hay 3 formas diferentes de activacién de esta ruta descritas en cancer: tipo |, sefializacién de
HH auténoma e independiente de ligando; tipo I, seializacion de HH dependiente de ligando
de manera autocrina o juxtacrina; o tipo lll, sefalizacion de HH dependiente de ligando de
manera paracrina. La ruta puede ser activada por mutaciones, ligandos e incluso por eventos
epigenéticos (106).

3.4 Ruta de las MAPK.

La ruta de las MAPK es activada por factores de crecimiento, hormonas y citoquinas a través
de receptores tirosin kinasa (RTK) (4). La activacion de esta ruta puede ser debida a un amplio
abanico de efectos, tanto estrés metabdlico, dafio en el DNA, concentracién de proteinas,
factores de crecimiento o interacciones célula-matriz entre otras (84). Estos receptores, tras la
unién del ligando apropiado, dimerizan y se autofosforilan; las tirosinas fosforiladas actuan
como sitios de anclaje para proteinas con un dominio de holologia Src (SH2) o un dominio de
union a fosfotirosina (PTB). Tras esto, proteinas que se unen a estos dominios sirven de
adaptadoras para los efectores de la ruta (4).

En el caso de la ruta clasica de las MAPK, el adaptador GRB2 reclutaria a SOS y RAS,
permitiendo el intercambio de GDP por GTP; RAS activo continuara la ruta de transduccion
RAS-RAF-MEK-ERK (4). Las MAPK conforman unas cascadas enzimaticas compuestas por 3
quinasas que se activan secuencialmente, hay 4 familias, designadas con el nombre de la
MAPK efectora: MAPK/ERK, BMK-1, JNK y p-38 (84). Hay otras proteinas adaptadoras como
MP1, KSR1/2, B-Arrestin1/2 o IQGAP1, algunas especificas de la ruta de ERK y otras pudiendo
actuar en mas de una ruta (110).

La ruta cldsica o ruta de ERK es muy relevante en el cancer puesto que ERK activa varias dianas
importantes tanto citoplasmdticas como nucleares. Entre ellas estdn algunas quinasas
ribosomales S6 que regulan la GSK-3 y promueven el ciclo celular; la proteina de adhesién L1 o
la carbamoil fostato sintetasa Il (CPS-11), que facilita la sintesis del ADN. También se promueve
la sintesis de factores de transcripcion entre los que se incluyen ELK-1, CREB, c-Fos, c-Jun (84).
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La ruta de ERK puede activarse de manera aberrante por diferentes eventos, entre otros: RTK
permanentemente activos, entre los que se incluye EGFR; amplificaciones o sefalizacidn
autocrina o paracrina incrementada o mutaciones en genes de la ruta, como mutaciones en
RAS (frecuentemente KRAS o BRAF), que comprometan la funcién GTPasa y por tanto la
inactivacidn de este; o incluso las poco frecuentes mutaciones en MEK (4).

Dado el papel central de la ruta de las MAPK en cancer, las mutaciones de componentes de
esta cascada estan entre las alteraciones mas frecuentes: mutaciones activadoras en KRAS y
BRAF; hiperactivacion de ERK y JNK; también se han descrito mutaciones activadoras en MEK1
y MEK2 (84,110). Entre otras mutaciones frecuentes activadoras o inhibidoras de esta ruta
encontramos: Mutaciones en el gen PI3KR1, que codifica la subunidad reguladora p85a de
PI3K; mutaciones en miembros del axis inhibidor p53-p21“P1-Rb, importante para el punto de
control GO-G1 (110); asi como la delecién del 19 EGFR (84).
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Figura 113: a, Esquema general de la ruta de las MAPK. b, proteinas adaptadoras
que median la interaccion entre las diferentes MAPK. Tomado de Kim and Choi
(110).

En el CPNM las mutaciones de la ruta de las MAPK son frecuentes, aunque pueden variar
segun la poblacién estudiada; en caucasicos se encuentran mutaciones en KRAS (20-25%),
BRAF (2%) y amplificacion de MET (2-5%) (22). Las mutaciones de KRAS son las mas frecuentes
y dentro de estas la sustituciéon G12C es la mutacion mads frecuente, en pacientes no
fumadores se encuentra frecuentemente la mutacién G12D. KRAS se presenta mas
frecuentemente en ADC (18-32%) que en los otros tipos de CPNM y se ha demostrado una
asociacion entre mutaciones en KRAS y el tabaco (22). La mutacién mdas comun de BRAF es la
sustitucidon V600E, y al igual que KRAS esta mutacion es mas frecuente en ADC que en otros
tipos de CPNM (22).

El efecto de la activacién de estas rutas es dependiente de factores diferentes a la presencia o
ausencia de estimulo; factores como la duracidon e intensidad de la sefial, asi como del
contexto bioldgico. Los productos de los genes de respuesta temprana como c-Fos pueden ser
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usados para monitorizar la sefial y diferenciar una sefal fuerte y mantenida de un evento fugaz
(84)

3.5 La Ruta de fosfoinositol 3 Kinasa .

Como comentamos, esta ruta es activada por factores de crecimiento a través de RTK o
Tirosinas kinasas no receptoras. Los residuos fosforilados sirven de anclaje para proteinas
adaptadoras y para PI3K; la unién con la enzima a través de la subunidad reguladora libera la
subunidad catalitica, la cual puede fosforilar fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), generando
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). Proteinas con un dominio homologo a la pleckstrina
(PH) pueden unirse a PIP3 (4).

Hay 3 clases de enzimas PI3K, las de clase | son las principalmente implicadas en cancer. Estas
PI3K de tipo | son enzimas heterodiméricas formadas por una subunidad reguladora,
normalmente p85; y una unidad catalitica, siendo p110 la mas comun (111). La sefalizacion de
PI3K esta principalmente mediada por la activacién de kinasas acopladas a proteinas G (111).
AKT se une al PIP3 y es activada mediante 2 fosforilaciones en las posiciones 308 y 473 por
PDK1 y el complejo mTOR2. Las kinasas efectoras de esta ruta son AKT y el complejo mTOR1

(4).

AKT actua directamente e indirectamente sobre varias dianas importantes en cancer: inactiva
a la proteina proapoptdtica Bad; activa a Mdmz2, represor de p53; inactiva el factor de
transcripciéon FKHRL-1 (también conocido como FOXO0-3A), arrestandolo y evitando la
transcripcidén de genes pro-apoptoticos; inactiva la IKK, una proteina kinasa inhibidora de NF-
kB; activa también el complejo mTOR1, responsable de otras importantes respuestas; también
inhibe la GSK-3, activando como ya hemos visto la ruta de WNT (4,112).

El compejo mTORC1 es activado cuando AKT inactiva TSC2, impidiendo la unién de TSC2 con
TSC1 y la inactivacién de Rheb por el complejo formado por ambas proteinas. Rheb activo
activa mTORC1 y permite la activacidn de la proteina quinasa ribosomal S6K1, y la proteina de
unién al factor de iniciacion 4E (4E-BP1); lo que lleva a una mayor sintesis de proteinas (4).
mTORC1 también inhibe el proceso de autofagia, el cual se ha demostrado tiene un papel en
cancer como supresor de tumores. Los complejos mTORC1 y 2 modulan la actividad de las
proteinas de la familia de Rho, por tanto estan implicados también en la reorganizacién del
citoesqueleto y la formacion de lamelipodios y filopodios (112). Entre los mecanismos de
regulacién de esta ruta tenemos al gen supresor de tumores PTEN, cuya proteina cataliza la
desfosforilacion de PIP3 (4); y a la propia proteina S6K1, que fosforila e induce la degradacion
de la proteina adaptadora IRS-1, debilitando la sefalizacidn (112).

Ademas de la sefializacion a través de AKT/mTOR, hay sefializacion mediada por AKT
independiente relevante en cdncer. La PDK1, quinasa acoplada a proteinas G, puede
colocalizar con AKT y tiene sustratos similares a esta; pudiendo incluso llegar a sustituir a AKT.
PDK1 activa el mTORC2 activando mediadores independientes de AKT como el SGK. Esta
sefializacion independiente de AKT tiene un alto solapamiento de sustratos con la sefializacion
dependiente de AKT, y también es capaz de promover crecimiento y migracion; esta
sefializacion ha sido descrita como un mecanismo de resistencia a los inhibidores de PI3K y AKT
(113).
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Una de las senalizaciones de PI3K independiente de AKT mas importantes es la regulacion del
citoesqueleto a través de la modulacidon de las proteinas RAC1,2 y 3 (miembros de la familia de
GTPasas Rho) (113). PI3K es un activador de RAC mediante la estimulacion de Rac-GEFs con
dominios PH; esto lleva a la activacidon de otros efectores que llevan a la reorganizacién del
citoesqueleto, formacién de lamelipodios, la migracién celular y la invasion (111,113).

La sefializacién de PI3K también puede ser generada gracias a las kinasas TEC, una familia de
tirosin kinasas no receptoras que pueden fosforilar directamente la subunidad reguladora o los
adaptadores (113).

3.5.1 La Ruta de fosfoinositol 3 Kinasa en CPNM.

La ruta de PI3K/AKT/mTOR es muy importante en CPNM, estando implicada en procesos
celulares como la proliferacién celular, supervivencia, migracién y motilidad, metdstasis y
angiogénesis (114); ademas varios estudios apoyan el papel de mTOR en el mantenimiento de
las CMT (115). La ruta de PI3K/AKT/mTOR ha sido asociada con CPNM de estadios avanzados
(l1+). En el CPNM los principales mecanismos de sobreexpresién de esta ruta son: activacion
de RTKs; amplificacidon de PIK3CA; mutaciones en K-RAS, PI3K, AKT o pérdida de la expresién de
PTEN (111).

Las mutaciones mas frecuentes de PIK3C encontradas en el CPNM son la amplificaciéon de
PIK3CA (35% CCE y 7% ADC) y las mutaciones E545K Y H1047R de PIK3CA (3-10% CCE y 0-2.7%
ADC) (112,114). No se han encontrado mutaciones en los genes PIK3CB o PIK3CD. Mutaciones
activadoras de AKT son eventos infrecuentes en CPNM, pero si es mas frecuente la
sobreexpresion de AKT1/2 (19/32% CCE Y 16/12% ADC). Otra mutacion rara en cancer de
pulmén es la mutacidon en el gen de la subunidad reguladora, el PIK3CB (114). En otros
canceres se detectan con mas frecuencia mutaciones en genes como el PIK3R1, el PIK3CB o la
sobreexpresion del isotipo y de la subunidad catalitica (111).

La pérdida de funcion de PTEN es también frecuente en CPNM (hasta un 70% en los tumores
mejor diferenciados), siendo las deleciones mas frecuente que las mutaciones (112,114). Las
mutaciones en linea germinal de PTEN promueven sindromes hereditarios con mayor
probabilidad de desarrollo de tumores malignos. La pérdida de heterocigosidad en el 10q es
también comun en el cdncer de pulmdn (27% CPNM), en estos casos una mutacion en el alelo
restante llevara a una total perdida de funcién del gen (114).

Actualmente no se utilizan inhibidores de la ruta de PI3K de forma rutinaria en la clinica del
CPNM, sin embargo, si se hay una amplia investigacién en farmacos que actUan sobre esta
ruta. La rapamacina es el primer inhibidor de mTOR descubierto, un farmaco con efectos
citostaticos sobre poblaciones de tumores (112). Hoy en dia nuevos analogos sintéticos como
everolimus, temsirolimus o ridaforolimus, estdn en fases clinicas. Otros fadrmacos que actuan
sobre mTOR, AKT, PI3K de clase | o isoformas de las subunidades de p110 estan también
siendo estudiados (112).
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4 Proteinas de superficie caracteristicas de células madre en el CPNM.

El desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas contra las CMT se basa principalmente en el
uso de marcadores de superficie celular para identificar, enriquecer y/o aislar las CMTs. Se han
identificado muchos marcadores de superficie de CMT, aunque algunos marcadores de
superficie son controvertidos y necesitan mas investigacion (52). La mayoria de los marcadores
de superficie de CMTs utilizados en la actualidad derivan de marcadores de superficie de
células madre adultas o embrionarias normales conocidas. La similitud de los marcadores de
superficie celular podria sugerir que las CMT se originan predominantemente a partir de
células madre normales a través de la acumulacion de alteraciones epigenéticas y genéticas
(52). A continuacion, se describen los marcadores de superficie caracteristicos de CMT
descritos para el CPNM.

4.1 EpCAM.

La molécula de adhesién celular epitelial, EpCAM, también conocida como CD326, fue descrita
por primera vez en 1979 durante un cribado de marcadores en melanoma y cancer de colén
(116). Es un miembro de las moléculas de adhesién célular (CAMs), pero no pertenece a
ninguna de las familias cldsicas de estas: cadherinas, selectinas, integrinas e IgG-like. EpCAM es
una proteina de membrana con una corta regién intracelular de 26 aminodcidos, una region
transmembrana de 23 y un dominio extracelular de 242 aminoacidos. Se localiza en la
membrana basolateral de epitelios simples, pseudoestratificados y de transicién; aunque es
caracteristico también de células altamente proliferativas e indiferenciadas (117-119). EpCAM
participa en la sefializacion celular, migracién, proliferacidn y diferenciacion (103).

En células madre coexpresa con marcadores de indiferenciacion como Oct4 y Sox2, y la
diferenciacidn de estas progenies va asociado con una disminucion de la expresion de EpCAM
(118). En estas células EpCAM no tiene un papel inerte; se ha visto que en células madre
embrionarias los factores de transcripcion asociados al estado indiferenciado, como Oct4,
Sox2, Nanog y KIf4, son dianas directas de EpCAM (103). Esto ademas ha sido confirmado en
estudios con iPS, donde EpCAM ayudaba a la reprogramacion y era expresado en aquellas en
las que el proceso era un éxito (103).

Durante mucho tiempo la principal funcién que se atribuyd a este marcador fue la de adhesién
celular; irébnicamente se ha visto que las uniones homofilicas de EpCAM son débiles y que
ademas puede inhibir la E-cadherina (117). Recientemente se ha descrito que esta proteina
participa en las rutas transduccidn de sefiales mediante la escision regulada de su fragmento
intracelular por RIP; esta implicado en proliferacién al inducir la sobreexpresién de las ciclinas
Ay D, asi como c-Myc (118). La transduccion de sefiales inducida por el fragmento intracelular
de EpCAM comparte algunas proteinas de la ruta y dianas con la ruta de Wnt/B-catenina;
dianas como MYC o CCND1 y componentes de la ruta como la propia -catenina y las proteinas
FHL2 y Lef (101,102).

4.1.1 Utilidad como marcador diagndstico.

En el tejido adulto sano, EpCAM se expresa en la membrana basolateral de epitelios simples,
pseudoestratificados o de transicidn; se expresa en la mayoria de érganos y glandulas. Su
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expresion es mayor en células en activa proliferacién y baja en células diferenciadas (118). No
se encuentra en células derivadas de la estirpe linfoide o mieloide, mesenquimal, muscular o
tejidos neuroendocrinos. EpCAM puede ser encontrado en células madre o progenitoras de
diversos drganos (118). En cancer, EpCAM se expresa en la mayoria de los tumores derivados
epitelios y una alta expresion de este se suele correlacionar con un mal prondstico (118).

EpCAM se expresa exclusivamente en epitelios y neoplasias derivadas del epitelio, gracias a
esto EpCAM puede usarse como marcador de diagndstico en estos. Juega también un papel en
la tumorigénesis y metastasis de carcinomas, por lo que también puede actuar como un
marcador prondstico potencial y como una diana potencial para las estrategias
inmunoterapéuticas (117,118).

El uso de EpCAM como marcador diagndstico mediante diferentes técnicas ha dado en general
buenos resultados, pero no exentos de limitaciones. EpCAM es usado para aislar células
tumorales circulantes (CTC) (120). En la comparacion de los niveles de EpCAM por ELISA en
suero de pacientes con cancer de pulmén y controles sanos se encontraron diferencias
significativas (121) y esta descrito que la presencia del ARNm de EpCAM o MUC1 en CTCs se
asocia con un mal prondstico en cancer de pulmén (122). Sin embargo los sistemas clasicos de
deteccién de CTCs tienen el problema de no poder detectar aquellas CTCs con una expresion
débil o nula de EpCAM, descrito especificamente en ADC de pulmén (123) y la deteccion de
células EpCAM por seleccidon inmunomagnética en aspirados de médula ésea tampoco mostro
ser un buen método diagndstico (124).

El estudio de EpCAM con la clinica del CPNM presenta, de nuevo, algunos buenos resultados
pero no en todos los casos y contextos. Algunos no encuentran relacién entre la
sobreexpresion de EpCAM, mediante inmunohistoquimica, y los pardmetros clinicopatoldgicos
(125) mientras que otros usando estd misma técnica muestran mayor presencia de EpCAM en
fases tempranas, aunque no se asocia con una mejor o peor supervivencia; curiosamente en
este estudio un andlogo de EPCAM, TROP2, se asocié con un mejor pronostico (126). En ambos
estudios se describid la localizacion de EpCAM en membrana celular.

Mediante PCR cuantitativa a tiempo real una combinacién de 3 genes, entre los que se
encuentra TACSTD1 (el gen que codifica a EpCAM), se asocié a micrometdstasis en nodulos
linfaticos, el uso de varios genes permitid la identificacion de nddulos que hubiesen dado
negativo solo usando TACSTD1 (127).

Aunque algunos articulos parecen indicar que EpCAM no es un buen marcador diagnéstico por
si solo en cancer de pulmodn, si puede tener cierta utilidad en el aislamiento de CTCs en
combinacion con otros marcadores; ademas parece tener un papel activo en la célula mas alla
de las funciones de adhesién de las CAMs.

4.2 Antigeno CD166.

La molécula de adhesion celular leucocitaria activada ALCAM o CD166 (grupo de diferenciacién
166) es una glucoproteina miembro de una subfamilia de receptores de inmunoglobulina con
cinco dominios de tipo inmunoglobulina (VVC2C2C2) en el dominio extracelular, se expresa en
leucocitos, células madre hematopoyéticas y progenitores mieloides. Estos dominios estan
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implicados tanto en la unién con el ligando como en la oligomerizacidn de esta proteina,
necesaria para conseguir una interaccion estable (128). CD166 tiene, ademds de estos 5
dominios extracelulares parecidos a inmunoglobulinas, una regién transmembrana y una corta
cola citoplasmatica. Su peso molecular es de 65 kDa, que aumenta hasta 110 kDa por la
glicosilacién. En los epitelios se localiza en los sitios de uniéon célula célula (129).

CD166 se une al antigeno de diferenciacidn de células T CD6 mediante una unidn heterotipica
de alta afinidad y estd implicada en los procesos de activacion del linaje T, adhesion y
migracion celular. CD166 se puede unir ademas a si mismo, realizando una unién hométipica
de baja afinidad (128,129). Para una unién estable homotipica de CD166 se necesita la
presencia de una PKCa activa que actue sobre sus propios residuos de Ser y Thry la disrupcién
del citoesqueleto (128). Ademads, se ha visto que E-Cadherina y CD166 son reclutados en las
zonas de union célula-célula por la a-catenina. (130).
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Figura 114: Estructura del CD166, tomada de Weidle et al., (128).

Esta descrita la presencia del CD166 durante el desarrollo de algunos 6rganos, pero su rol no
estd aun bien definido (128). Un estudio sobre la reprogramacion de células del pulmén
identifica a CD166 como un marcador capaz de seleccionar la poblacién mas viable, dentro del
conjunto de células obtenidas tras usar los factores de Yamanaka en lineas de células madre
embridnicas de pulmén. En este estudio se analizaron CD166, EpCAM, CD44 y CD133,
quedandose finalmente con CD166 como el marcador de célula madre en pulmoén (131). Se
detectaron altos niveles en las etapas tempranas y una caida en este conforme se diferencian.
Mostraron también que estas células inyectadas en raton son capaces de ayudar a reparar
dafio pulmonar inducido por farmacos. (131) Otro reciente estudio relaciona la falta de CD166
con ciertos defectos en la vascularizaciéon del pulmdn, lo que también se asocia a menor
metadstasis y crecimiento de otros canceres en este drgano; curiosamente la inhibicion del
CD166 llevo a un mayor crecimiento del tumor primario, pero acompanado de menor
metastasis (132).

35



El papel del CD166 en cancer necesita ser investigado mas a fondo; un reciente metaandlisis
usando 31 articulos de mds de 12 canceres diferentes concluye que CD166 esta relacionado
con el riesgo de cancer, estadio y supervivencia, aunque hace hincapié en la necesidad
estudios a mayor escala (133).

Hay algunos articulos concretos que parecen indicar un papel del CD166 en la adhesidon en el
contexto del cdncer. En cancer de prdstata la localizaciéon de CD166 varia dependiendo de la
presencia o ausencia de a-catenina, coexpresando con E-Cadherina en presencia de esta (130).
En ADC la expresion de un miRNA por la ruta de Wnt/B-catenina lleva a la represion de CD166,
expresion de Snail y activacién de la TEM; correlacionandose ademas con una mayor
metastasis (134). Se ha descrito que la inhibicidn de la polimerizacién de actina promueve las
uniones CD166-CD166 (128).

Uno de los primeros y mas importantes trabajos sobre el papel de CD166 como marcador de
CMT en CPNM es el de Zhang et al. 2012 donde describié a CD166 como el mejor marcador de
CMT en su ensayo. En este estudio se disgregaron varios tumores de pacientes y se realizan
estudios funcionales probando también otros marcadores de CMT: CD166, CD44, CD133 y
EpCAM. De todos ellos la subpoblacion CD166+ fueron las que mostraron una mayor CIT,
siendo la subpoblacidon CD133- la que menos CIT mostré. Estas poblaciones CD166+ también
formaron esferas de manera mds eficiente y llegaron a iniciar tumores con tan solo 1-5
células; aunque este estudio también concluyd que el CD166 era un marcador “inerte” (135).

Posteriormente otros grupos también lo estudiaron, Ishiguro et al. 2013 presentaron CD166
como un posible marcador de evolucién en cancer de pulmdn al relacionarlo negativamente
con la supervivencia media en una cohorte de pacientes; en estudios con lineas, incluyendo las
A549, se mostrd que la represion de CD166 disminuia la capacidad de invasion de estas (136).
Otro estudio encontré que en una amplia cohorte de pacientes este marcador se asociaba al
tamafio del tumor, al grado y a la presencia de metdstasis en los nddulos linfaticos, pero no
con la supervivencia media (137). Se describié también en la linea A549 que en condiciones de
hipoxia inducidas por CoCl,, el CD166 se incrementaba acompafiado de marcadores de célula
madre y TEM; en una cohorte de pacientes se asocid la presencia de CD166 con menor
diferenciacidon del tumor y que la coexpresion de CD166 y HIF se asociaba con un peor
prondstico (138). Recientemente otro estudio ha abogado por las caracteristicas de CMT de la
poblacién CD166+ en un estudio con 25 pacientes, mostrando también mayor
qguimioresistencia y menor supervivencia en células que expresan el receptor SLC27A2
sobreexpresado en esta poblacidn; caracteristicas también comprobadas in vitro (139).

4.3 Antigeno CD44.

El antigeno CD44 es una glicoproteina de superficie celular involucrada en interacciones célula-
células, adhesion y migracion celular, que se ha asociado con varios tipos de cancer. Su ligando
principal es el acido hialurénico, componente de la matriz extracelular; aunque se ha
encontrado capaz de unirse a muchas otras moléculas como colageno, fibronectina,
fibrinégeno, laminina, condroitin sulfato y osteopontina entre otras. CD44 tiene varias
isoformas generadas por splicing alternativo y glicosilacidén. Sus exones 6-11 son los llamados
exones variables, v1-v10, los cuales se combinan para la generaciéon de las diferentes variantes
(140,141).
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La regién amino terminal, acabada en un dominio globular; es la encargada de la unién a sus
ligandos y es alterada segun la isoforma y las modificaciones postraduccionales. La variante
mas comun del CD44, llamada CD44s (standard), tiene a continuacion un pequefio fragmento
transmembrana seguido de una pequefia cola intracelular. Los exones variables afiaden una
estructura helicoidal entre la region aminoterminal y la regién transmembrana. La pequefia
cola intracelular puede unirse a miembros de la familia MRE (ezrina, radixina, moesina),
Ankirina y Merlina; pudiendo a través de estas interaccionar o bloquear su unién al
citoesqueleto de actina (142).

El CD44 tiene 3 funciones principales: receptor, correceptor y organizador del esqueleto de
actina. Estas funciones estan ampliamente descritas y diversos estudios no hacen mas que
confirmar su papel central en numerosas rutas y procesos (141,142): Se ha demostrado su
interaccion con proteinas que participan en el anclaje del citoesqueleto a la membrana, las
proteinas de la superfamilia de proteinas 4.1 Ezrin, Radixina y Moesina (ERM); la unién vy
sefalizacion dependiente del acido Hialurdnico; el reclutamiento de metaloproteasas; un
papel regulador de la senalizacion por MAPK; funciones como correceptor del receptor de TGF-
B, EGFR, VEGFR o FGF (141,142). CD44 fue propuesto como marcador de CMT en CPNM por
Leung en 2010 en lugar de CD133 que en su estudio solo fue encontrado en una linea celular,
la HCC1883, mostrando ademas alta CIT, marcadores de TEM y resistencia a cisplatino (143).

Las variantes del CD44, especialmente CD44v6, estan normalmente asociadas a proliferacién y
se asocian con un mal prondstico en cancer; en el CPNM numerosos articulos y metaanalisis lo
confirman (144-149). Por tanto CD44 es un marcador con potencial tanto diagndstico como
terapéutico; un articulo reciente explora la posibilidad de usar la deteccién de la variante
CD44v6 en suero de pacientes diagnosticados para identificar aquellos con un peor prondstico
(148).

Dominio de unién al Acido Hialurdnico Dominio de unién al Acido Hialurdnico

=1 !

Exones variables —
FPDDY PR DY PN~ (AR
<€—— Dominio de unién a ERM
<€ Dominio de unién a Ankirina

CD44s CD44v6

Figura 115. Representacion esquemdtica de la estructura de CD44s y una de sus
isoformas. Adaptado de Orian-Rosseau (141).

Gran parte de la bibliografia se centra en las diferencias entre las isoformas CD44v y las CD44s,
esto podria ser aln mas complejo si afiadimos a la ecuacién no solo isotipos sino también
mutaciones, algo poco estudiado en el CD44; por ejemplo, un estudio reciente que establece
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una relacién entre un SNP del CD44, el rs187115, y el riesgo de sufrir metastasis dsea en
cancer de pulmdén no microcitico (150).

4.4 Antigeno CD133.

Como he comentado previamente, la primera descripcidon de una poblacién de CMT CD133+ en
CPNM fue en 2008 por Eramo et al., (49). Esto ha favorecido que haya una gran cantidad de
estudios sobre este marcador.

El antigeno CD133, también conocido como promonin-1, estd codificado por un uUnico gen,
PROM1, en el cromosoma 4p15.33. Este gen codifica una proteina de unos 565 aminodacidos y
120 kDa. Su estructura consiste un dominio N-terminal extracelular, 5 helices transmembrana
con 2 bucles extracelulares, una pequefia cola C-terminal de 59 aa y 8 sitios de N-glucosilacion.
Ademas, hay descritas varias isoformas generadas por splicing alternativo. CD133 se expresa
en la mayoria de los tejidos, pero no asi algunas de sus isoformas. Una de dichas isoformas
reconocida por el anticuerpo AC133 estd mas restringida; habiendo sido descrita solo en
progenitores endoteliales, epitelio embridnico, células miogénicas, varios tipos de células
madre (hematopoyéticas, de cerebro fetal o prostdticas) y en varios canceres. Esta variante
reconocida por AC133 es una de las mas importantes estudiadas en CPNM por citometria de
flujo (151,152). Se muestra una representacién esquematica de esta estructura en la figura 116

CD133 se localiza en la membrana celular donde actia como un organizador de las
protrusiones celulares (152), esta descrito asociado a las balsas lipidicas en la membrana (153).

........0...........................Q..O......‘

- COO0-

Citoplasma

Figura 116 :Representacion esquemadtica de la estructura del CD133, adaptado de
Grosse-Gehling et al., (152).
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4.4.1 CD133 en cancer.

CD133 no es solo un marcador inerte de estirpe, esta proteina ha sido relacionada con varias
rutas de sefalizacién en varios cdnceres y procesos celulares importantes; ademas al ser el
primer marcador de CSC descrito en CPNM disponemos de una amplia bibliografia al respecto:

Estd descrito que la expresion de CD133 aumenta en células con una ruta de PI3K/AKT activa
(153) y algunas publicaciones apoyan esto en CPNM: CD133 activa a SRC y promueve una
mayor fosforilacion de AKT y GSK-3B en varios canceres, incluyendo pulmén (154); pudiendo
activar por tanto también las MAPK. En este mismo estudio se vio que la localizacidon
polarizada de CD133 tiene importancia en sus funciones promotoras de la migracién y la ruta
de AKT, asi como de su capacidad iniciadora de tumores in vivo (154). En un estudio con la
linea celular de CPNM A549 I|a poblacion CD133+ presentd mayor activaciéon de
PI3K/AKT/mTOR (155) y en células derivadas de una cohorte de pacientes con ADC de pulmén
también se encontré que este eje PI3K/AKT/mTOR es importante en la invasion celular (156).

Ademas de esto hay estudios que indican intercomunicaciones entre algunos receptores
importantes en CPNM y el CD133. Por ejemplo, EGFR puede interaccionar directamente con
CD133, siendo ademas este uno de los receptores que puede activar la ruta de PI3K/AKT (153).
Se ha descrito que la supresidn de IGF, que también puede sefializar por la ruta de PI3K/AKT,
lleva a la disminucién de CD133 y Oct4 en las lineas de CPNM PC9 y HCC827 (157).

Hay otras rutas que también pueden estar mas activas o solo activarse en las células CD133+:
En un estudio en las lineas celulares de CPNM A549, H1299 y H157, solo estas poblaciones
respondieron a la IL-6 (158). Este tratamiento favorecié la autorrenovacion, TEM vy la activacion
de otras rutas importantes en las CMT como Hh, WNT, Notch, AKT o las MAPK (158).

La expresiéon de CD133 se ha relacionado con poblaciones de células en ambientes con baja
presion de oxigeno. En la linea celular de CPNM PC9 se describid el eje Hipoxia/HIF1/IGFR,
viendo también incremento de CD133 en estas condiciones (157). O en la linea celular A549 se
describidé que las células CD133+ tenian mayor expresidon basal de HIF2a que las CD133-, y que
la activacion de HIF mediada por la hipoxia puede incrementar marcadores de CMT como el
Oct4 (159). Cabe sefialar que la ruta de PI3K/AKT tiene como diana genes relacionados con
ambientes hipdxicos, como el HIF-2a (152).

La resistencia al dafio en el ADN y la mayor eficiencia en la reparacion de este es otra de las
caracteristicas de las CMT descrita en relacidn con el marcador CD133. Tumoroesferas
enriquecidas en CD133 de varios canceres, incluyendo CPNM, mostraron una mayor
resistencia a las radiaciones ionizantes y un menor arresto del ciclo celular. Esto esta asociado
a una mayor resistencia al daifo del ADN y vias de reparacion mas eficientes (160). En otro
estudio con células CD133+ de varias lineas celulares de CPNM se describid una mayor
capacidad de reparacion de roturas dobles en lineas resistentes a cisplatino (161).

La expresion de CD133 en varios canceres también se ha relacionado con la resistencia a la
apoptosis (152) o con la angiogénesis. CD133 interacciona directamente con el VEGF y
reprimiendo la expresién de CD133 también puede inhibirse la angiogénesis (162).

39



CD133 también ha sido relacionado con la TEM (152). En células CD133+ de CPNM se ha
descrito que solo las células hibridas epitelio-mesenquimales o mesenquimales responden al
TGF-B y un estudio con 60 muestras de pacientes asocié esto a peor prondstico (163). Esto
podria poner en contexto a publicaciones previas como la de Tirino et al 2013 donde se
estudidé el efecto de la sefalizacion de TGF-B en poblaciones CMT y no CMT en las A549,
mostrando mayor migracidn e invasién in vitro de las CMTs (164).

4.4.2 CD133 como diana farmacoldgica.

Dada la evidencia del rol de CD133 en CMT, se ha estudiado como posible diana terapéutica
utilizando enfoques para dirigirse selectivamente a CD133. Estas estrategias aun estdn en
estadios tempranos de desarrollo, ademds el CD133 es un marcador que como hemos
comentado estad expresado de manera natural en células madre y progenitoras, lo que puede
llevar a toxicidad de estos farmacos (162).

Se han identificado también en las poblaciones CD133+ de CPNM marcadores y mecanismos
descritos para las CMT relacionados con la resistencia a fdrmacoscomo por ejemplo la menor
internalizacién o mayor expulsidon de drogas (161), en parte gracias a los transportadores ABC
(93,165).

Hay bibliografia interesante sobre la interaccion de las CMT con aquellos quimioterdpicos mas
usados. Como ya se comentd anteriormente, el cisplatino es una de las piedras angulares del
tratamiento de CPNM. Los estudios en CMT parecen indicar que, aunque este es efectivo
contra la mayoria de las células, no lo es contra las mads indiferenciadas; y podria incluso
enriquecer la poblacién de CMT. De hecho, numerosos articulos ponen de manifiesto que las
tumoroesferas de CPNM enriquecidas en CD133 tienen una mayor resistencia al cisplatino
(64,93,155,160,161,165—-169). Cabe destacar que en algunos de ellos la presencia de niveles no
letales de cisplatino llevaron al incremento de los transportadores ABCG2 (93), activacion de
genes relacionados con la TEM y otras rutas de sefializacién (161) o mayor resistencia a otros
farmacos (155,167). Este efecto podria ser dependiente de la concentracion que llega a esta
poblacién, en un estudio reciente los autores usaron nanoparticulas micelares para facilitar la
asimilacion de cisplatino en las CMT de A549 y H460, consiguiendo un efecto inhibidor en la
poblacion CD133+, mientras que el uso tradicional de cisplatino enriquecia la poblacion
CD133+ (170).

Las mutaciones en EGFR en los tumores permiten el uso de Gefitinib como terapia dirigida.
Varios autores han tratado de desvelar los mecanismos detrds de las resistencias a esta
terapia, y de nuevo las CMT parecen presentar una mayor resistencia y CD133+ identifica estas
poblaciones de células resistentes. Por ejemplo, Alama et al., 2015 describieron que las CMTs
de CPNM identificadas por los marcadores CD133* y EpCAM* presentaban una mayor
activacion de la ruta de EGFR y mayor resistencia a los EGFR-TKIs que las poblaciones sin
caracteristicas de CMT. Encontraron este comportamiento tanto en lineas con EGFR mutado,
como las PC9 o las H1650, o como en las A549, una linea EGFR"* (168). Otros autores también
estudiaron la resistencia a los TKIs en la linea PC9 centrandose en la sefializaciéon de EGFR, y
encontraron que el tratamiento con Gefitinib aumentaba el porcentaje de células CD133* y
este efecto podia ser bloqueado usando inhibidores de la ruta de sefializacion de la insulina
(171). Otros trabajos previamente comentados también establecen una relacion entre lineas
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resistentes a Gefitinib y marcadores como CD133, CXCR4, ALDH1A1, Oct4, Sox2, Nanog e IGFR
(157,172).

Se ha descrito que la ruta de Notch en el CPNM promueve la resistencia a farmacos en la
poblacién CD133* (94)(93), curiosamente uno de los articulos indicé que los niveles de Notch
eran mayores en la poblacion CD133-, pero su efecto sobre la resistencia se hacia efectivo en
las CD133* (94).

4.5 Antigeno CD90.

CD90, también conocido como Thy-1 es una proteina de 25-37 KDa altamente N-glicosilada y
unida a la membrana celular por glicosilfosfatidilinositol; en los humanos esta codificada por
un gen localizado en el cromosoma 11g23.3. Su expresion estad descrita en neuronas, células
endoteliales, células madre mesenquimales y hematopoyéticas, fibroblastos, linfocitos T (173),
timocitos, células foliculares del ovario y algunos tipos de cancer (174).

CD90 tiene también un papel estabilizando las sinapsis neuronales y regulando la reparacion
en regiones ricas en astrocitos (175). En modelos de ratones knockout (Thy-knockout) se han
visto algunas deficiencias a nivel de aprendizaje social relacionados con un exceso de
inhibicion por GABA (175). Se ha descrito que CD90 junto con la pro-proteina C surfactante,
permite seleccionar una subpoblacidn progenitora en el pulmén con capacidad de
diferenciarse en células alveolares tipo Il (176).

Su rol en el cancer es dependiente del contexto celular y del tumor. En el carcinoma
hepatocelular estd descrito que la sefializacion del CD90 es conductora y asociada con un peor
prondstico, esto no esta tan claro en otros tumores como el cancer de estomago, los gliomas
en estadios Il o 1V, las leucemias o el cadncer de pulmdn. Hay cdnceres donde incluso se asocia
a un mejor prondstico como el adenocarcinoma de ovario, el carcinoma nasofaringeo o el
neuroblastoma infantil (173); en melanoma puede favorecer la metastasis (175).

En neuronas humanas CD90 puede interaccionar con la integrina avp3, activando RhoA via FAK
y promoviendo formacién de adhesiones focales y fibras de actina. Esta interaccidn trans de
CD90 puede tener otras funciones en otros tipos celulares, como en leucocitos o melanoma
donde promueve la migracion transendotelial o la metastasis respectivamente (174). En otras
especies sus funciones sobre la reorganizacidon del citoesqueleto estan conservadas (175).
CD90 también puede sefializar en cis, modificando la respuesta de las células ante citoquinas o
factores de crecimiento; este fendmeno es observado en los fibroblastos pulmonares o en los
linfocitos (174).

La expresion de CD90 nuclear se ha asociado a un peor prondstico en CPNM, menor
supervivencia en pacientes sin metastasis en los nddulos linfaticos (componente N=0); ademas
se establecid una correlacién entre la deteccion de CD90 y p53 nuclear (177).

4.6 Antigeno CD34.

CD34 es una fosfoglicoproteina transmembrana marcadora de células madre
hematopoyéticas; pero estd presente en muchas otras células como las células satélite
musculares, los queratinocitos corneales, células intersticiales, progenitores epiteliales y
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endoteliales entre otros. Sus funciones no han sido claramente establecidas pero se ha
asociado a la adhesion, la proliferacion celular y la regulacién de la diferenciacién (178).

Como se ha comentado previamente, CD34 fue identificado como un marcador especifico de la
poblacién de CMT en la leucemia mieloide aguda (42). También se ha identificado una
poblacién de CMT en células de cancer de higado CD34*, aunque se ha sugerido que estas
células podian provenir de una fusion de células progenitoras hepaticas y hematopoyéticas al
presentar caracteristicas mixtas de ambos tipos de células (179,180). En cancer de pulmén, la
utilizacion de un modelo de adenocarcinoma en ratén portador de una mutaciéon KRAS G12D
inducible ha permitido mostrar que las células Sca-1*/CD34* tienen una mayor capacidad para
formar colonias, invadir matrigel, asi como una mayor CIT en ratones NOD/SCID. Estos
resultados sugieren que esta poblacion podria ser una poblacién de CMT en adenocarcinoma
(181). Otros estudios también han encontrado indicios de una posible sobreexpresién de CD34
en el CPNM (149).

4.7 Antigeno CD117.

C-Kit 0 CD117 es un miembro de la familia de receptores tirosin kinasa Ill que esta codificado
por un gen en la posicion 4q11~12. Es una glucoproteina de 976 amonoacidos que consta de
una parte extracelular con 5 dominios IgG-like, una corta fraccion transmembrana y un
dominio intracelular con 2 dominios tirosina kinasa. Se expresa en células madre
hematopoyéticas, células germinales, progenitores de células B, células del higado fetal y
mastocitos entre otros (182).

Su ligando es el factor de células madre (SCF), una citoquina que tras su unién produce una
homodimerizacion del receptor, fosforilacién y activacidon de rutas. Se han descrito una gran
cantidad de rutas de transduccién para el CD117 como: MAPK, PI3K, PLC-y, Src y Jak/STAT
(182,183). Las mutaciones en CD117 son muy importantes en los tumores del estroma
gastrointestinales; actualmente hay farmacos, como imatinib, dasatinib, sunitinib o PKC412,
que inhiben la sefializacion de este receptor (182,183).

En CPNM el CD117 no esta considerado uno de los principales RTKs responsables del avance
de la enfermedad; de hecho este marcador se ha propuesto como diferenciador entre tumores
de CPNM de las variedades ADC y CCE y tumores neuroendocrinos como el SCLC por su baja
expresion en los primeros (184). Si esta descrita la presencia del CD117 en al menos un
pequefio porcentaje de CPNM, aunque no asociado generalmente a un peor prondstico (185—
188). Aunque si hay algun estudio en el que la expresidon de la proteina CD117 en cancer
pulmon se asocia a baja diferenciacion y peor prondstico (189) o donde mutaciones de esta
pueden activar otras rutas importantes como AKT o las MAPK (190).

Las mutaciones activadoras de CD117 no son la manera mas frecuente de activacion de este
marcador sino su amplificacion génica. CD117 y la DNA metiltransferasa DNMT1 tienen un
bucle de retroalimentacidn positiva en el que uno activa a la otra; lo que llevaria a una
amplificacion del marcador. Experimentos con lineas celulares de cancer de pulmén con esta
ruta constitutivamente activa demuestran que las células CD117+ son mas agresivas y tienen
una mayor CIT. Esto abre ademds nuevas estrategias terapéuticas al poder atacar esta los
tumores con una DNMT1 hiperactiva con inhibidores del CD117 y viceversa (191,192).
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La eficacia de los inhibidores de CD117, solos o en terapias combinadas, en tumores CD117+ se
ha demostrado (185,186,191,192); lo que puede dotar de mas herramientas terapeuticas si se
encuentran casos de CPNM en el que el CD117 tenga un papel relevante en la

tumorigenicidad.
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Hipotesis y objetivos

El CPNM es un enorme problema de salud publica por su alta prevalencia y mortalidad, este
problema tiene un alto coste personal y econdmico. Dado la tardia diagnosis del cdncer de
pulmdn en la mayoria de los casos, las opciones terapéuticas viables en estadios avanzados
tienen una eficacia moderada. Una de las hipétesis sobre la poca eficacia de los tratamientos
en dichos estadios tiene que ver con la existencia de poblaciones de CMT.

Estas poblaciones serian las responsables de las recidivas y resistencia a las terapias y estarian
detras de los fracasos de muchas terapias. La caracterizacién de estas poblaciones de CMT
permitiria la identificacidon de dianas terapéuticas y también podria ayudar a establecer nuevos
diagndsticos clinicos y el uso de terapias dirigidas para eliminar estas células.

La bibliografia de las CMT en tumores sdlidos en general y en el CPNM en particular deja pocas
dudas acerca de la existencia de esta poblacién. Sin embargo, a lo largo y ancho de la
bibliografia hay ciertas incongruencias sobre los marcadores que caracterizan esta poblacién

Nuestra hipdtesis es que es posible el establecimiento de cultivos celulares en 3D,
enriquecidos en CMT, y el uso de estos modelos para la caracterizacion de estas poblaciones
celulares, la identificacion de biomarcadores de utilidad para el diagnéstico y tratamiento del
CPNM.

De esta manera el objetivo general de esta tesis es:

e El desarrollo de modelos experimentales in vivo e in vitro para el aislamiento vy
caracterizacion de las CMT de CPNM.

Los objetivos especificos son:

e El desarrollo de un modelo experimental in vitro capaz de enriquecer CMT basado en
cultivos 3D.

e Puesta a punto de ensayos de xenotransplantes en ratédn y validacién de la
caracteristica iniciadora de tumores de las CMT.

e Estudio de la utilidad diagndstica y predictiva de poblaciones de CMT de marcadores
de CMT en CPNM.

e Estudio de la ruta de transduccién del marcador EpCAM.

e Validacién de una firma molecular de 6 genes CD44, Notch3, ITGA6, Nanog, P21 y Snail
descriptiva de poblaciones de CMT en adenocarcinoma de pulmén.

e Asociacién de las variables clinico-patoldgicas con los marcadores de superficie de
CMT en tumores primarios.
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M1 Cultivo Celular.

Las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 fueron adquiridas de la coleccidn americana de
cultivos (ATCC). Las lineas derivadas de paciente 301, 302, 315, 317 y 320 fueron establecidas
por nuestro laboratorio y el laboratorio de Oncologia Molecular de la FHGUV dirigido por el Dr.

Camps y la Dra. Jantus a partir de tumor primario resecado y disgregado como se describe mas

adelante. Se pueden ver algunas caracteristicas de las lineas celulares usadas en este estudio

en la tabla M1.

La manipulacidn de los cultivos celulares se realizé en una cabina de flujo laminar Telstar BIO-

II-A (Telstar®, Terrassa, Espafia). Las células se crecieron en un incubador (Steri-Cycle® CO2
Incubador HEPA class 100, Hucoa Erlés, Madrid, Espafia) a 372C en una atmédsfera con un 80%

de humedad relativa y un 5% (v/v) de CO2/aire.

Linea Celular Sexo d?' .pamente Edad | Histologia Estatus Mutacional
original
KRAS (C. 34G>A)
A549 Masculino 58 ADC STK11 (c. 109C>T)
CDKN2A (delecion locus)
. BRAF (c.1406G>C)
NCI-H1395 Femenino 55 ADC ATM (c.7996A5T)
EGFR (c.2235_2249del15)
NCI-H1650 Masculino 27 ADC CDKN2A (c.1_471deld71)
TP53 (c.673-2A>G)
NCI-H1993 Femenino 47 ADC TP53 (c. 726C>G)
. EGFR (c.2235_2249del15)
PC9 Masculino Desc ADC TP53 (. 743G>A)
299 Masculino 69 CE TP53 K132E
301 Masculino 71 CE TP53 D259fs*84
302 Femenino 74 ADC KRAS 12 Asp
303 Femenino 57 ADC TP53 R175H
315 Femenino 65 ADC -
317 Masculino 76 CE -
320 Masculino 65 ADC TP53 P153fs*26
343 Femenino 68 ADC TP53 R158L

Tabla M1: Listado de las lineas celulares establecidas utilizadas en los diferentes

experimentos realizados. Los pacientes 299-343 se testaron para mutaciones en

EGFR, KRAS, ALK y ROS en la Fundacion para la Investigacion del Hospital General

Universitario de Valencia (FIHGUV, Valencia). Informacion obtenida de la base de

datos de la coleccion comercial de lineas celulares de la American Type Culture

Collection (ATCC); de la base de datos de lineas Cellosaurus de la web de recursos

bioinformdticos ExPASy; y de la base de datos CellLineNavigator, de Medical

Genomics. ADC: Adenocarcinoma; CE, Carcinoma Escamoso.
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M1.1 Cultivo en adherencia de lineas celulares.

El cultivo celular se realizd en placas de 100 mm x 20 mm (Corning Incorporated ®, Corning,
NY, USA). El medio de cultivo para las lineas celulares mantenidas en condiciones de
adherencia fue medio de Eagle modificado por Dulbecco con formulacién F12 y suplementado
con GlutaMAX® (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F12, DMEM/F12 + GlutaMAX®, Gibco®,
Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) suplementado con un 10% de suero bovino fetal
(Fetal bovine serum, FBS, Gibco®, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) y suplementado
con los antibidtico Penicilina/Estreptomicina (Penicilin/Streptomicin, P/S, Gibco®, Thermo
Fisher Scientific®, Estados Unidos) con unas concentraciones de 100 unidades/mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina.

M1.2 Mantenimiento de cultivos de lineas celulares en adherencia.

Cada 3-4 dias se realiza un cambio de medio, el medio se aspira y se aflade inmediatamente
medio fresco. Al llegar a condiciones de subconfluencia (densidad celular aproximada de un
80% de confluencia) se realizan dos lavados con tampdn fosfato salino atemperado a 372C
(Phospate buffered saline, PBS, Biowest®, Nuaillé, Francia). A continuacidn, se afiade 1ml de
Tripsina-EDTA al 0,05% (Tripsina-EDTA 0,5%, Gibco®, Thermo Fisher Scientific®, Estados
Unidos) en PBS, y se incuba 5 minutos a 372C. A continuacién, la enzima se inactiva con medio
DMEM/F12 suplementado con suero y se centrifuga a 400g durante 5 minutos.

El pellet resultante se resuspende en 1 ml de medio y se determina la densidad y viabilidad
celular para proceder a la siembra. Para ello se han utilizado, respectivamente, la camara de
recuento Neubauer (Ref: 8100103, Hirschmann®, Neckartenzlingen, Alemania) y la tincién con
azul de tripano por métodos estandar (Trypan Blue solution, Ref: T8154, Sigma-Aldrich®,
Merck®, Darmstadt, Alemania).

M1.3 Cultivo de tumoroesferas de lineas celulares.

Para el establecimiento y el mantenimiento de las células en baja adherencia suspensiones
celulares de las lineas se sembraron en placas de 6 pocillos que estan tratadas con poli-2-
hidroxietil-metacrilato, que permite el crecimiento de las células en suspensién (Ultra Low
Attachment Surface, Corning® Costar®, Nueva York, Estados Unidos), a una concentracion de
10.000 células/pocillo.

Se us6 medio DMEM/F12 suplementado con insulina 5 pg/mL, transferrina 5 pg/mL y acido
selenoso 5 ng/mL (Insulin-Transferrin-Selenious acid, ITS, Corning®, Estados Unidos), factor de
crecimiento epidérmico humano 0,2 pg/mL (human epidermal growth factor, hEGF,
PeproTech®, Estados Unidos), factor de crecimiento de fibroblastos humano basico 0,1 pg/mL
(human Fibroblastic growth factor-basic, hFGFb, PeproTech®, Estados Unidos), albimina sérica
bovina fraccién V 0,4% (BSA, Gibco®, Thermo Fisher Scientific®), 50 pg/mL de acido ascérbico
(Ref: A2218-25G, Merck), aminoacidos no esenciales del medio esencial minimo 1X (Ref:
11140035, Gibco®, Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos) y penicilina/estreptomicina (100
unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, P/S).
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M1.4 Mantenimiento de cultivos de tumoroesferas.

Cada 3 dias se sustituye la cuarta parte del volumen por medio fresco, realizando esta
suplementacién con mucho cuidado para no arrastrar ninguna esfera. Al alcanzar los 8 dias se
procede a la disgregacion de las esferas, proceso mediante el cual obtenemos células
individuales. Estas se recogen en un tubo cdnico de 15ml (Ref: 525-0401, VWR®, Avantor®,
Radnor, Estados Unidos) y se centrifugan a 400g durante 5 minutos. Se lavan con PBS y se
afiaden 200 pL de Tripsina-EDTA al 0,05% (Tripsina-EDTA 0,5%, Gibco®, Thermo Fisher
Scientific®, Estados Unidos) en PBS. Se incuba durante 5 minutos a 379C. La tripsina se inactiva
afiadiendo 2ml de DMEM:F12 suplementado con un 1% de Albdimina bovina fraccién V (BSA) y
se centrifuga a 400g durante 5 minutos. El pellet de células resultante es resuspendido en 1ml
de medio formulado para tumoroesferas y se valora el contaje y la viabilidad celular por
métodos estandares.
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M2 Establecimiento de cultivos primarios de tumoroesferas.
M2.1 Criterio de seleccion de muestras y recepcion.

Las muestras de tejido tumoral y tejido pulmonar adyacente al tumor proceden de pacientes a
los que se les ha extirpado un tumor de CPNM en el Hospital General Universitario de Valencia.
El criterio de seleccién de pacientes fue el siguiente: pacientes que fueron intervenidos
quirargicamente, con posibilidad de obtener biopsia, no tratados previamente, estadios I-1lIA y

con diagndstico histoldgico de algin subtipo de CPNM.

Paciente| Sexo |Edad TNM Histologia Fo;;‘::algn Estatus Mutacional Relapse or Exitus Fumador
290 |Masculino| 70 11B(T3NOMO) SCC NO - S| exfumador
291 |Masculino| 66 I1A(T2bNOMO) SCC Sl KRAS G 12C S| fumador activo
292 | Femenino| 62 IA(T1bNOMO) ADC NO - NO fumador activo
293 |Masculino| 70 I1A(T2bN1M0) SCC NO - NO exfumador
299 Masculino| 69 IIIA(TAN1MO) SCC Sl TP53 K132E Sl -

301 |Masculino| 71 11B(T3NOMO) Scc S| TP53 D259FS*84 NO exfumador
302 Femenino | 74 I1A(T2aNOMO) ADC Sl KRAS G12D / TP53 E285K NO -

303 |Femenino| 57 IB(T1bNOMO) ADC S| TP53 R175H S| exfumador
304 |Masculino| 48 IIA(T2bN1MO) SCC NO - NO fumador activo
307 |Masculino| 62 IB(T2aNOMO) ADC NO - NO exfumador
308 |Masculino| 72 11B(T3NOMO) ScC NO - NO fumador activo
311 |Masculino| 78 IB(T2aNOMO) ADC NO - NO exfumador
315 | Femenino| 65 IA(T1aNOMO) ADC S| - NO nunca fumo
316 |Femenino| 42 | 11I-B(T2aN3M0) ADC NO - Sl fumador activo
317 Masculino| 76 11B(T3NOMO) SCC Sl - SI -

320 |Masculino| 65 IB(T2aNOMO) ADC Sl TP53 P153fs*26 NO

322 |Masculino| 75 IB(T2aNOMO) ScC NO - NO exfumador
325 | Femenino| 67 IB(T2aNOMO) ADC NO EGFR L858R NO nunca fumo
326 |Femenino| 62 IB(T2aNOMO) ADC NO EGFR L858R / TP53 G2RRC Sl exfumador
327 |Masculino| 66 IB(T2aNOMO) scc NO - NO exfumador
334 |Masculino| 67 11B(T3NOMO) SCC NO - NO exfumador
336 |Masculino| 62 IIIA(T4AN3MO) ADC NO - Sl fumador activo
343 Femenino | 60 IB(T2aNOMO) ADC Sl TP53 R158L Sl -

Tabla M2: Listado de los pacientes incluidos en esta tesis y sus variables clinico-

patoldgicas.

Investigacion del Hospital General Universitario de Valencia (FIHGUV, Valencia).

El estado mutacional fue testado en la Fundacion para la

Las muestras seleccionadas por un patdlogo fueron enviadas al Laboratorio de Oncologia
Molecular de la Fundacion de Investigacion del Hospital General Universitario de Valencia
(FIHGUV, Valencia), dirigido por el Dr. Camps y la Dra. Eloisa Jantus y al Laboratorio de
Sefializacién Oncogénica en el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF, Valencia). Las
secciones biopsiadas se recibieron sumergidas en DMEM/F12+GlutaMAX® suplementado con
antibioticos P/S.

Las muestras fueron caracterizadas histolégicamente en el hospital, donde también se
determind si contenian mutaciones en los genes EGFR, TP53, ROS1, ALK, y KRAS. En la tabla
M2 se muestran las caracteristicas de los pacientes que se han incluido en esta tesis.
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M2.2 Obtencion de cultivos primarios derivados de tumores de CPNM.

El protocolo usado estd adaptado del trabajo de Zhang del 2012 (135). Siempre que la cantidad
de material extraido lo permite se reserva parte del tumor para extracciéon de DNA/RNA y
estudios histolégicos. Brevemente, el fragmento de tumor primario resecado recibido es
lavado con PBS y penicilina/estreptomicina en las concentraciones previamente mencionadas
al menos 3 veces y es cortado en varios fragmentos representativos.

El fragmento destinado a cultivo primario es cortado usando cuchillas de bisturi en fragmentos
de como maximo 1 mm?3, con precaucién de no aplastar la muestra. Estos fragmentos son
sometidos a una disgregacién enzimatica con colagenasa tipo IV 1 mg/mL (Gibco®, Thermo
Fisher Scientific®, Estados Unidos), dispasa 1 mg/mL (Gibco®, Thermo Fisher Scientific®,
Estados Unidos) y DNasa | 0,001% (10 pg/mL, Sigma Aldrich®, Merck®, Darmstadt, Alemania)
durante 2 horas con agitacidn suave. Tras ello se procede a una disgregacién mecanica usando
pipetas de didmetros descendentes y se realiza una filtracion con filtros de 0,70 um y 0,40 um
(Falcon®, Estados Unidos).

Este tumor disgregado se centrifuga a 400g durante 5 minutos, se lava con PBS, se resuspende
en 10 ml de tampdn de lisis de eritrocitos 1X (Ref: 555899, BD Biosciences®, Estados Unidos) y
se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitacién media. Tras un ultimo
lavado con PBS, la suspensidn celular se resuspende en medio fresco para tumoroesferas, se
evalua la viabilidad y el nimero de células mediante método estandar.

M2.3 Cultivo de tumoroesferas derivadas de tumores de CPNM.

Para establecer el cultivo de tumoroesferas derivadas de tumores de CPNM las células se
sembraron a una densidad de 25.000 células/mL de medio en placas de 6 pocillos tratadas
para cultivos de baja adherencia segun el protocolo descrito en el apartado M1.3.

MZ2.4 Cultivo en adherencia de derivadas de tumores de CPNM.

Para establecer el cultivo en adherencia, las células obtenidas tras la disgregacion se
sembraron a una densidad de 10.000 células/cm2 en placa de 6 pocillos para cultivos en
adherencia (TC-treated, Ref:153516, Corning® Costar®) en DMEM/F12 suplementado con un
10% de FBS y P/S.
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M3 Técnicas de analisis celular.
M3.1 Ensayos de citometria multiparamétrica.

La citometria de flujo nos permite estudiar el fenotipo de nuestras células usando anticuerpos
unidos a fluorocromos contra nuestras proteinas de interés. La caracterizacidn de la expresion
de las proteinas de membrana tanto de las tumoroesferas como de los cultivos en adherencia
se realiz6 mediante citometria multiparamétrica.

M3.1.1 Preparacidn de células para citometria.

Tanto las células crecidas en adherencia como las tumoresferas se sembraron y disgregaron
como se detalla en los apartados M1.2 y M1.4 respectivamente. Los tumores primarios de
pacientes o derivados de los xenotransplantes son disgregados tal y como se describe en el
apartado M2.2, con el paso adicional indicado en M5.3 en el segundo caso, y son analizados
inmediatamente tras su disgregacidén. Las células individualizadas se resuspendieron a razén de
1*108 células/ml.

M3.1.2 Marcaje con anticuerpos y deteccidn de eventos.

En tubos de citometria se preparan 50.000 células por tubo, realizando tantos tubos como el
panel de anticuerpos requiera. Se afiade a continuacidn el céctel de anticuerpos (ver tablas M3
y M4) y se incuba durante una hora en hielo. Tras la incubacién se afiaden 500ul de PBS frio, se
centrifuga durante a 400 g durante 4 minutos a 49C, se decanta el sobrenadante y el
sedimento celular se resuspende en 300ul de medio frio DMEM/F12 suplementado con
Penicilina/Estreptomicina. Las muestras se analizaron en el citdmetro FC500 MCL Flow
(Beckman-Coulter®, Estados Unidos).

Anticuerpo Referencia Casa comercial
CD44 PE-Cy7 560533 BD Pharmingen™
Isotype lgG2b k PE-Cy7 560542 BD Pharmingen™
CD90 PE-CF594 562385 BD Pharmingen™
Iso-lgG1k PE-CF594 562292 BD Pharmingen™
CD133/1 APC 130-090-826 Miltenyi Biotec
CD133/2 APC 130-090-854 Miltenyi Biotec
Iso IgG1 APC 130-098-846 Miltenyi Biotec
CD166 PerCP-eFluor710 46-1668-41 eBioscience
Isotype IgG1, k PerCP-eFluor 710  46-4714-80 eBioscience
E-cadherine PE FAB18381P R&D
Isotype lgG2B PE IC0041P R&D
ABCG2 APC FAB995A R&D
Isotype IgG2B, APC ICO041A R&D
CD117-PC5 IM2733U Beckman Coulter
Epcam FITC 130-080-301 Miltenyi Biotec
Isotype IgG1, FITC 130-092-213 Miltenyi Biotec
CD34-PE 555822 BD Pharmingen™
CD31-PE 555446 BD Pharmingen™
CD45-PE 555483 BD Pharmingen™
Isotipo PE IgG1k 555749 BD Pharmingen™

Tabla M3: Lista de anticuerpos utilizados en los ensayos de citometria multiparamétrica.
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Lineas establecidas

Combinacion anticuerpos/isotipos Por 100ul (1x106 cels/ml)
CD326-FITC + CD166-PerCPeF710 + CD90-PECF594 + E-Cadh-PE 10+5+10+10
CD326-FITC + CD34-PE + CD44-PE-Cy7 + ABCG2-APC 10+10+5+10
CD133/1-APC 5
CD133/2-APC 5
Iso-FITC + IsoPerCPFluor710 + IsoPE-CF594 + IsoPE 10+5+10+20
Iso-FITC + Iso-PE + Iso-PE-Cy7 + Iso-APC 10+10+5+10
Iso-APC 10+10+5
Disgregacion tumores (Paciente o PDX)

Combinacion anticuerpos/isotipos Por 100ul (1x106 cels/ml)
CD326-FITC + CD166-PerCPeF710 + CDI0-PECF594 + CD45-PE + CD31-H10+ 5+ 10 + 20 + 20
CD326-FITC + CD34-PE + CD44-PE-Cy7 + ABCG2-APC 10+10+5+10
CD326-FICT + Ecadh-PE + CD133-APC 10+10+5
Cd117-PC5 2
Iso-FITC + IsoPerCPFluor710 + IsoPE-CF594 + IsoPE 10+5+10+20
Iso-FITC + Iso-PE + Iso-PE-Cy7 + Iso-APC 10+10+5+10
Iso-FITC + Iso-PE + Iso-APC 10+10+5
medio (autofluorescencia) 2

Tabla M4: Combinacion de anticuerpos usados en los ensayos de citometria multiparamétrica.
M3.2 Ensayos de Microscopia.
M3.2.1 Microscopia éptica.

Las imagenes de microscopia optica fueron tomadas en un microscopio Leica DM6000 (Leica
Microsystems®, Wetzlar, Alemania) y un microscopio Leica DM IL (Leica Microsystems ®) con
camara incorporada DFC350FX (Leica Microsystems®). Se tomaron imagenes a diferentes
maghnificaciones (4x, 10x, 20x, 40x) y, segun el caso, por contraste de fases o directas.

M3.2.2 Microscopia de Fluorescencia.
M3.2.2.1 Fijacion de cultivos crecidos en adherencia o tumoroesferas.

Las células provenientes de cultivos adherentes se sembraron en densidad de 30.000
células/cm2 sobre cubreobjetos de vidrio de 13 mm de didmetro (Thermo Fisher Scientific®,
Estados Unidos). 48 horas después de la siembra los cultivos en monocapa se fijaron durante
15 minutos a temperatura ambiente con paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en PBS y se
realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS.

Tumoresferas de 8 dias de cultivo se recogieron en un tubo de 15 mL, se centrifugaron a 400g
durante 5 minutos y se resuspendieron en 600 pL de PBS. Las tumoroesferas son entonces
transferidas al porta gracias a la centrifuga adaptada Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific®,
Estados Unidos). Para una correcta adhesién de las tumoroesferas al portaobjetos, este fue
tratado con una solucién de gelatina de alumbre, formada por 0,5% de gelatina (Gelatina tipo
A, Sigma-Aldrich®, Merck®, Alemania) y 0,05% de alumbre de cromo y potasio (Merck®,
Alemania). A continuacion, las células se fijaron con 100 pL de paraformaldehido al 4% durante
15 minutos a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS.
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Las preparaciones se conservaron en PBS + 0.05% azida sdédica a 49C hasta realizar la
inmunocitoquimica.

M3.2.2.2 Inmunofluorescencia.

Para analizar la expresién y localizacién de las proteinas de estudio, las células se
permeabilizaron con PBS con 0,4% de Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich®, Merck®, Alemania)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se bloquearon con un 10% de
albumina sérica bovina (BSA), y 0,2% de Tritén X-100 en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente, y a continuacidon se incubaron con el anticuerpo primario diluido en la solucién de
bloqueo durante 16 horas a 42C. Tras este tiempo, se realizaron 5 lavados de 5 minutos con
PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en la solucién de
bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente.

A continuacioén, se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS y las preparaciones se montaron
con el medio de montaje antidecoloracién ProLong® Gold Antifade (Thermo Fisher Scientific®,
Estados Unidos) que ya lleva DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), colorante para la tinciéon
fluorescente del ADN. Los anticuerpos primarios empleados, asi como los correspondientes
anticuerpos secundarios aparecen indicados en la Tabla M5.

Anticuerpo Referencia |Casa Comercial
EpCAM-FITC Miltenyi 130-080-301
EpCAM(ICD) Abcam ab32392
CD166 Abcam ab109215
CD44 Cell Signaling Tech #3570
CD133 Novus Biologicals| NB120-16518SS
Notch1 Abcam ab8387
Sox2 Abcam ab97959
Oct4 abcam ab272985
Nanog Santa Cruz sc-293121
Integrin a6 Santa Cruz sc-374057
Notch3 Santa Cruz sc-515825
p21 Cell Signaling Tech #2946
SNAI1 Santa Cruz sc-271977
E-Cadherina Santa Cruz sc-8426
Vimentina Abcam ab8978
Anti-raton IgG (AlexaFluor 647) Abcam ab150115
Anti-cabra IgG (AlexaFluor 647) Abcam ab150129
Anti-conejo IgG (AlexaFluor 488) Abcam ab150073
Anti-conejo IgG (AlexaFluor 647) Invitrogen A21244

Tabla M5: Anticuerpos usados en la inmunocitoquimica de fluorescencia.
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M4 Técnicas de analisis molecular.
M4.1 Western Blot.
M4.1.1 Preparacion y lisis de células para extraccién proteica.

Las lineas celulares se sembraron para western blot en las condiciones descritas en los
apartados M1.1y M1.3. Las tumoroesferas se sembraron 8 dias antes a 10.000 células/ml (2ml
por pocillo en placas de 6 pocillos). Los cultivos adherentes se sembraron 2 dias antes a
300.000 células/ml (10 ml en placas de 10 cm). Se realiza un mantenimiento de cultivos tal y
como se describio en los aparatados M1.2 y M1.3.

Las células adherentes se lavaron con PBS frio y se separaron de la placa con un raspador
celular y las células en baja adherencia se centrifugaron y se lavaron 2 veces con PBS frio. Una
vez recogidas las células se lisaron a 42C en tampdn Triplex (50 mM Tris; HCl pH 8; 150 mM
NaCl; 0.01% SDS; 1% lgepal; y 0.5% desoxicolato de sodio), conteniendo el cdoctel de
inhibidores de proteasas cOmplete® de Roche. Las células se incubaron en hielo durante 30
min y se centrifugaron a 16000 g durante 10 min a 4°C para eliminar los restos celulares.

Las concentraciones proteicas se determinaron mediante el método de Bradford, un método
colorimétrico que se basa en el desplazamiento del maximo de absorcién desde 465 nm a 595
nm que experimenta el colorante Brilliant Blue G al formar un complejo con proteinas. Se
mezclaron 200 pl del reactivo de Bradford (Sigma) con 5 pl de los extractos diluidos y se midié
la absorbancia de las muestras a 595 nm. Se empled una curva patrén con concentraciones
conocidas de BSA para interpolar las concentraciones de las muestras. Una vez determinada la
concentracién de proteinas, se afiadié tampdn de muestra Laemmli 5X a los extractos, y se
calentaron 5 minutos a 95°C.

M4.1.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y transferencia a membrana.

Las proteinas de cada muestra se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE), que permite la separacién por tamano
de las proteinas, con tampon de electroforesis formado por Running Buffer 1X (formado por
Tris base y glicina), agua tipo Il (90% del volumen) y SDS 20% (5 mL/L de tampdn), y en fuente
de alimentacion de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories®, Estados Unidos). Se usaron
concentraciones de poliacrilamida de entre el 10y el 12,5% segun las proteinas de interés.

Una vez realizada la electroforesis, se procedié a la transferencia en condiciones humedas de
las proteinas del gel a una membrana de fluoruro de polivinilideno (Immun-Blot® PVDF
Membrane, Bio-Rad Laboratories®, Estados Unidos), utilizando el sistema Mini Trans-Blot®
Cell” (Bio-Rad Laboratories®, Estados Unidos). El tampdn de transferencia empleado se
compuso de Tris base 6 g/L y acido bédrico 3,1 g/L. Previamente a la transferencia, la
membrana de PVDF se activé con metanol 100% siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transferencia se realizd durante 16 horas a temperatura ambiente con un voltaje fijo de 12 V.

Para comprobar la correcta transferencia de proteinas a la membrana se realiza una tincién de
la membrana. La tincidn se prepara como 0,1% (masa/volumen) de Ponceau S (Sigma-Aldrich®,
Merck®, Alemania) en acido acético al 1% (volumen/volumen agua tipo Il). La membrana de
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PVDF es sumergida en la tincion durante 5 minutos; y seguidamente se destifie el rojo
inespecifico del fondo con tres lavados de 3 minutos con acido acético al 1%. La tincién con
Ponceau S no priva del posterior marcaje con anticuerpos y deteccién especifica de proteinas.

M4.1.3 Bloqueo, incubacion con anticuerpos y detecciéon de quimioluminiscencia.

Para la deteccién inmunolégica de las proteinas de interés, las membranas se bloquearon con
solucién de bloqueo (5% leche desnatada en TBS/Tween 0,05%) durante una hora a
temperatura ambiente, en agitacidén. A continuacion, se incubd la membrana con anticuerpo
primario. Posteriormente, se lavd la membrana tres veces durante 10 minutos con TBS/Tween
0.05% y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente. Los anticuerpos usados en el
estudio se detallan en la Tabla M6. Los tiempos de incubacién son dependientes de cada
anticuerpo y experimento.

Finalmente se detecté la wunién antigeno-anticuerpo mediante el método de
qguimioluminiscencia, empleando un kit comercial de quimioluminiscencia mejorada (ECL,
Enhanced chemiluminescence) de Pierce® (Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo
Fisher Scientific®, Estados Unidos). Este kit contiene dos soluciones: peréxido de hidrégeno y
luminol en proporcién 1:1. Se empled una reveladora automatica de peliculas AGFA® para
detectar la sefial en peliculas radiograficas (Carestream Medical X-Ray Film, Kodak®, Nueva
York, Estados Unidos).

Anticuerpo Casa comercial | Referencia
EpCAM(ICD) Abcam ab32392
CD44 Cell Signaling Tech 156-3C11
CD166 Abcam ab109215
CD133 Abcam ab19898
ALDH1 Abcam ab23375
Sox2 Abcam ab97959
Oct3/4 Santa Cruz sc-5279
Oct4 abcam ab272985
Nanog Santa Cruz sc-293121
Integrin a6 Santa Cruz sc-374057
Notch3 Santa Cruz sc-515825
p21 Cell Signaling Tech #2946
SNAI1 Santa Cruz sc-271977
E-Cadherina Santa Cruz sc-8426
Vimentina Abcam ab8978
B-Actina Sigma-Aldrich A5441
Anti-conejo IgG-HRP|  Sigma-Aldrich A6154
Anti-raton IgG Sigma-Aldrich A9044

Tabla Mé6: Anticuerpos usados en la inmunocitoquimica de fluorescencia.
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M5 Modelo experimental in vivo de CPNM.
M5.1 Animales.

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con el Real Decreto 53/2013
sobre proteccidn y cuidado de los animales en experimentacidn y otros fines cientificos. Se
siguieron estrictamente las normas y recomendaciones del Comité de Etica en Bienestar
Animal de CIPF (CEBA, CIPF, Valencia, Espafia). Los procedimientos (2013/027/CIPF/0284)
fueron aprobados por la Direccién General de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Generalitat
Valenciana (Comunidad Valenciana, Espana). Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado donde se les informa del uso para investigacion del material extirpado en las
cirugias.

Un total de 26 ratones NOD SCID (NOD.CB17-Prkdc*“/NCrCrl, Charles River Laboratories®,
Estados Unidos) se incluyeron en este proyecto de tesis doctoral para la inyeccion subcutdnea
de células de CPNM.

M5.2 Inyeccidn subcutanea de células de CPNM.

Fue realizada en ratones de 5-6 semanas. El ratdon se anestesié con isofluorano (dosis inicial al
5% y dosis de mantenimiento al 2,5%), se colocd en posicién supina y se realizaron dos
inyecciones subcutaneas (una en cada lado del abdomen) con el correspondiente nimero de
células (500, 2.000, 5.000, 20.000, 50.000 o 500.000) derivadas de tumoresferas de CPNM en
un volumen de 200 pL de medio libre de suero y Matrigel® (Falcon® Corning®, Estados Unidos)
(1:1). Una vez realizadas las inyecciones, esperamos a que el ratén se despierte para volverlo a
meter en la jaula.

A partir de aqui se observa el crecimiento tumoral en el lugar de la inyeccion o alrededores,
hasta alcanzar volumen de 1500 mm?3, momento en el que el ratén es sacrificado con diéxido
de carbono (>70%) y los tumores se extirpan para proceder a su estudio. El tamafio del tumor
se midid una vez a la semana y se uso la férmula descrita en el material suplementario del
articulo de 2015 de Bertolini et al. (193) VT (mm3) = d? x D/2, donde d y D son el didmetro
corto y largo respectivamente para calcular el tamafio tumoral.

M5.3 Disgregacion de tumores de CPNM crecidos en raton.

Los tumores extirpados son disgregados siguiendo el protocolo descrito en el apartado M2.2
con una modificacidn. Tras la lisis de eritrocitos se procede a eliminar las células de ratén de la
suspension celular mediante el kit de deplecidén de células de ratén (130-104-694, Milteny
Biotec, Alemania) siguiendo las instrucciones de la ficha técnica.
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M6 Analisis estadistico y de imagen.

Para el manejo de bases de datos con nuestros datos de citometria y los analisis se usé el
programa libre R (version 3.3.0), usado mediante la aplicacion R studio, version 0.99.902.

Los andlisis de imagenes de microscopio, Western Blot, inmunocitoquimica para cuantificacién
o incorporacion de escala, mejora del visionado por correcciones de brillo y contraste, y otros
tratamientos, se realizaron con el software de cddigo abierto de procesamiento de imagenes
digitales Fiji ImagelJ (Imagel, Estados Unidos, version 1.51j).
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R1 Puesta a punto de un protocolo para la generacion de cultivo 3D o tumoroesferas
derivadas de CPNM.

El cultivo de tumoresferas es un cultivo tridimensional (3D) a partir de células madre
tumorales (CMT) en el que se utiliza medio de cultivo sintéticos de composicion definida. Esta
técnica derivada de la usada por Reynold y Weiss en 1992 (63) permite la obtencién de una
poblacién mas indiferenciada y pluripotente. Las tumoresferas se han revelado en los ultimos
afos como una alternativa a las lineas celulares establecidas y a los xenoinjertos derivados de
pacientes (PDX) en ratones inmunodeprimidos. Poseen las ventajas de las lineas celulares
como son el crecimiento in vitro, la facilidad para ser expandidas y conservadas, y la
posibilidad de ser manipularlas genéticamente. También poseen ventajas atribuidas a los PDX,
como son la estabilidad biolégica, ser genéticamente similares al tumor, crecimiento
tridimensional, y poder mantener parte de la heterogeneidad tumoral.

El establecimiento se realiza a partir de suspensiones de células sembradas a densidad clonal
en placas cuya superficie impide la adhesién celular (placas de baja adherencia) en medio
DMEM-F12 suplementado con factores de crecimiento como EGF y bFGF, ademas de insulina,
transferrina humana y acido selenioso, (ITS) como se ha descrito en Materiales y Métodos. En
estas condiciones de cultivo solo algunas células serdn capaces de dividirse y formar
tumoroesferas, y seran aquellas que tienen caracteristicas de CMT. Los experimentos se
realizan con un cultivo de tumoroesferas con entre dos y doce pases, tratando siempre de usar
un cultivo mas cercano a la parte inicial de dicho intervalo. Una vez formadas, las tumoresferas
pueden expandirse tras ser disgregadas y cultivadas de nuevo de la misma forma en placas de
6-10 cm de didmetro o en placas multipocillo (6, 24 o 96 pocillos) en funcidn de la técnica a
realizar (por ej. citometria de flujo, aislamiento de ADN, ARN mensajero, proteina o ensayos de
citotoxicidad).

El cultivo de tumoroesferas puede derivar tanto de lineas celulares establecidas, de lineas
derivadas de pacientes (LDP) establecidas en nuestro laboratorio, como de células obtenidas
de la disgregacion de tumores primarios de pacientes. La obtencién de tumoroesferas nos dota
de un modelo experimental para el estudio in vitro de las CMT, al tener una poblacidon
enriquecida en células con propiedades de célula madre y por tanto se pueden utilizar para
identificar, aislar y caracterizar CMT derivadas de tumores de pacientes con CPNM, objetivo de
esta tesis doctoral.

R1.1 Generacion de tumoresferas derivadas de lineas celulares de CPNM .

Como se ha comentado previamente en la introduccion, una importante herramienta para la
busqueda de marcadores de CMT es la comparacién entre las poblaciones con caracteristicas
de CMT y la misma poblacidn adherente y mas diferenciada, cultivada en placas de adherencia
en presencia de suero bovino fetal al 10%. A continuacidn, se muestran imagenes de ambos
tipos de cultivos para las lineas celulares derivadas de CPNM A549, H1395, H1650, H1993 vy
PCo.

Como podemos ver en la figura R1, las diferentes lineas celulares generan tumoroesferas con
diferentes caracteristicas morfoldgicas. Se observan principalmente 2 tipos de fenotipos: Las
lineas celulares H1650, H1993 y PC9 forman tumoroesferas redondeadas, mientras que las
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lineas A549 y H1395 presentan una morfologia parecida a racimos de uva, mas cercana a
agregados que esferas. Los cultivos en adherencia también muestran una heterogeneidad
tanto en morfologia como en ritmo de crecimiento: las lineas celulares A549 y H1650 estan
compuestas por células con morfologia escamosa, las células de las lineas PC9 y H1395 tienden
a ser mas fusiformes, mientras que las de la linea H1993 tienden a agruparse sin formar una
monocapa confluente. Las células A549, H1395 y PC9 muestran un mayor ritmo de crecimiento
qgue las H1650 y las H1993.

A459 ADH H1395 ADH H1650 ADH H1993 ADH PCOADH

Figura R1: Imdgenes de microscopia Optica de contraste de fases de las lineas
celulares A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 en condiciones de adherencia (ADH),
arriba y de baja adherencia o tumoroesferas (ESF), abajo. Las imdgenes se
capturaron con un de aumento 10x. Las barras de escala indican 200 um.

Los cultivos en condiciones de baja adherencia se siembran a baja densidad y solo un pequefo
porcentaje de las células pueden dividirse en esas condiciones de cultivo; por este motivo se
asume que cada una de las tumoroesferas proviene de una uUnica célula, independientemente
de la morfologia de esta.

R1.2 Generacién de tumoresferas derivadas de tumores de pacientes con CPNM .

En colaboracién con el laboratorio de Oncologia Molecular de la FIHGUV dirigido por el Dr.
Carlos Camps y la Dra. Eloisa Jantus, en el laboratorio hemos generado cultivos de baja
adherencia a partir tumores de pacientes con cancer de pulmén no microcitico procedentes
del HGUV (FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320). En el caso de estos cultivos establecidos en
nuestro laboratorio, las 5 lineas celulares crecidas en condiciones de baja adherencia
presentaron una morfologia en racimo de uva como se aprecia en la figura R2. En condiciones
de adherencia estas células mostraron abundantes interacciones célula-célula en forma de
filopodios y lamelipodios, las células de la linea 317 son cubicas y crecen en monocapa; las
células de las lineas 302, 303, 315 y 320 son mas elongadas, con unos nucleos mas brillantes y
menores interacciones célula-célula.
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302 AD! 303 ADH 315ADH 317 ADH 320ADH

302 SPH 303 SPH 315SPH 317SPH 320SPH

Figura R2: Imdgenes de microscopia optica de contraste de fases de células

derivadas de tumores de pacientes con CPNM en condiciones de adherencia
(ADH), arriba y de baja adherencia o esferas (ESF), abajo. Las imdgenes se
capturaron con un aumento 10x. Las barras de escala indican 200 um.
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R2 Las tumoroesferas tienen mayor capacidad iniciadora de tumores.

Para demostrar la capacidad de iniciar tumores (CIT) de las tumoresferas, éstas se inyectaron
en raton inmunodeprimido NOD SCID. Se inyectaron entre 500 y 500.000 células derivadas de
las tumoresferas de las muestras FIS302, FIS303, FIS315, FIS317 y FIS320. En paralelo, se
inyectaron el mismo numero de células crecidas en adherencia. Tanto las células crecidas en
adherencia (ADH) como en baja adherencia (ESF) fueron capaces de generar tumor en raton,
sin embargo, el crecimiento del tumor era mds acelerado en células derivadas de
tumoresferas.

La linea 302 requirid un alto nimero de células inyectadas para formar tumor, mas de 50.000.
Para los experimentos en los que se inyectaron 50.000 células obtuvimos un 100% de éxito en
2 inoculaciones usando células cultivadas en condiciones de adherencia; y un 33,33% de éxito
en 3 inoculaciones usando tumoroeferas, midiendo como éxito la capacidad de inducir
tumores. Para los experimentos donde se inyectaron 500.000 células, las células cultivadas en
condiciones de adherencia volvieron a dar un 100% de éxito en 2 inoculaciones, mientras que
las inyecciones de tumoroesferas presentaron un 80% de éxito. Inoculaciones de 100.000
células de cultivos de tumoroesferas presentaron un porcentaje de éxito intermedio de 66,67%
en 3 inoculaciones.
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Figura R3, Capacidad iniciadora de tumores y curvas de crecimiento de las células
FIS302, FIS303, FIS315, FIS317 y FIS320 inyectadas en raton inmunodeficiente. Las
lineas azules corresponden a las células adherentes (ADH), las lineas rojas a las
células provenientes de cultivos de tumoroesferas (ESF).

La linea 303 requiri6 una menor cantidad de células para generar un tumor. En los
experimentos donde se inyectaron 2.000 células, las inoculaciones de células cultivadas en
condiciones de adherencia presentaron un 0% de éxito en 2 inoculaciones, mientras que las
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células de cultivos de tumoroesferas presentaron un 100% de éxito en 3 inoculaciones. En
experimentos con 20.000 células los porcentajes de éxito fueron del 50% en 2 inoculaciones
para células cultivadas en condiciones de adherencia y de un 100% en 3 inoculaciones para
células de cultivos de tumoroesferas.

En las lineas 315, 317 y 320 se realizaron 2 inoculaciones de 500, 5.000 y 50.000 células en
tanto con células crecidas en condiciones de adherencia como en células de cultivos de
tumoroesferas. Las 3 lineas celulares obtuvieron un 100% de éxito en todas las condiciones,
con la excepcidn de la inoculacidn de 500 células cultivadas en condiciones de adherencia de la
linea 320, donde solo se obtuvo un 50% de éxito en 2 inoculaciones.

En la figura R3 se observan las curvas de crecimiento de los tumores representativas de estos
ensayos, en la tabla R4 se pueden ver el nimero de pinchazos y nimero de células. En todas
las lineas el crecimiento de los tumores de las células derivadas de tumoroesferas fue mayor
gue su contrapartida adherente. Asi mismo, el tiempo de latencia para la formacién del tumor
fue mayor en los tumores derivados de células adherentes. Este resultado es muy claro para
las lineas 302, 303 y 317, aunque en la diferencia es bastante menor en las lineas 315 y 320.

500 | 2000 | 20000 | 5000 | 50000 (100000| 500000

FIS302| ADH 212 212
F1S302| ESF 0N 0N 113 213 4/5
FIS303| ADH 012 112

FIS303| ESF 313 313

F1S315| ADH 212 212 212

FIS315| ESF 212 212 212

FIS317| ADH 212 212 212

FIS317| ESF 212 212 212

FIS320( ADH 212 212 212

F1S320| ESF 112 2/2 212

Tabla R4, Tabla donde se indica el nimero de inyecciones donde se observo
crecimiento tumoral (numero a la izquierda) frente al numero de inyecciones
totales (numero a la derecha), desglosado por linea celular, tipo de cultivo y
numero de células inyectadas.
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R3 Las tumoroesferas y sus contrapartes adherentes correspondientes expresan
EpCAM, CD166, CD44 y CD90.

Se evalud la expresion de las proteinas de superficie EpCAM, CD166, CD44, CD90, CD34, CD133
y ABCG2 mediante citometria de flujo en las tumoroesferas y células adherentes derivadas de
las lineas celulares A549, H1395, H1650, H1993 y PC9; las lineas celulares derivadas de
tumores de pacientes establecidas en nuestro laboratorio 302, 303, 315, 317 y 320; asi como
en las células derivadas de los tumores generados en los ratones (Xenoinjerto derivado del
tumor del paciente, PDX). Llamaré a esta ultima condicion PDX en este apartado. Los
resultados se muestran en la figura R5.
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Figura R5: Representacion de cajas de los resultados para EpCAM, CD166 y CD44
en cultivo primario derivado de pacientes (fila 1), los PDX de estos (fila 2) y en
lineas celulares establecidas (fila 3). En cada linea celular se presentan los
resultados de cultivos de células adherentes primero, en blanco, y los de cultivos
de tumoroesferas después, en gris. La caja representa los cuartiles Q1 y Q3, la
linea dentro de la caja la mediana, los bigotes van hasta un mdximo de 1,5 veces
el rango intercuartilico, los valores fuera de este rango se representan como
circulos.

Los datos numéricos se muestran en la tabla R6, donde se indica ademas el nimero de
repeticiones, en la tabla R7 se pueden ver ademas los valores p del test de la T. Es importante
destacar que la falta de desviacidn en los cultivos en adherencia de los PDX de la linea 303 se
debe a la dificultad de la obtencion de PDXs usando células adherentes en esta linea. En esta
linea solo 1 de 4 tumores crecieron, frente a 6 de 6 tumores en el caso de la inyeccién con
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células de tumoroesferas. Los valores de citometria de los tumores derivados de los PDX de la
linea 303 se han representado, pero no seran considerados en adelante al carecer de réplicas.

302a 302e 303a 303e 315a 315e 317a 317e 320a 320e

CD326 99.75+  99.28 999 + 9595+ 9968+ 9923+ 9897+  99.26 £ 99.8 + 98.82 +
015(3) 075() 006(3) 744 047(3) 067(3) 019(3) 065(3) 0.19(3) 141 (3)
9564 + 9844+ 9583+ 9516+ 9931+ 9823+ 9238+ 9015+ 9671+ 9859
cbiee 339 (3) 125(3)  3.15(3) 502(33)  035(2) 027(2) 267(2) 6.19(2) 157 (2) = 0.39(2)
98.05+ 9234+  98.09 £ 75.7 = 9813+ 8318+ 9629+ 8525+ 9836+ 9044+

cha4 0.4 (3) 9.41 (2) 0.08 (3) 7.21(2) 0.86 (3) 1.03 (3) 1.61 (3) 0.83 (2) 078 (3) 4.38(3)
302xa 302xe 303xa 303xe 315xa 315xe 317xa 317xe 320xa 320xe
96.68 + 6841 + 90.08 + 8842+ 9555+ 9727+  89.11 % 97.8 + 95.25 +
CD326 98,68 (1)
2.34 (3) 2.63 (3) 1026 (6) 3.05(4) 4.51(4) 099 (2) 1235(3) 148(4) 3.57 (4)
D166 9453 +  65.31+ 91.86 (1) 80.26 + 8253+ 9333+ 8729+ 8605+ 8809+ 8748+
0.74 (3)  16.88 (3) ' 11.87 (5) = 3.51(4) 5.72 (4) 216 (2) 1013 (3) 4.65(4) 436 (4)
81.22 + 73.45 + 53.04 3219 27.7 £ 4383 t 3535+ 56.59 +  49.57 +
CD44 67,24 (1)
5.18 (3) 9.08 (2) 1.69(3)  443(2) 3994(33) 16.89(2) 1538(3) 17.12(4) 11.64 (4)
A549a A549e H1395a @ H1395e @ H1650a H1650e @ H1993a A H1993e PC9a PC9a
CD326 56.77 + 2886+ 9974+ 9974+ 9346+ 9909+ 9969+ 9921+ 9987+ 9961+
5.76 (5) 5.66 (4) 0.33 (4) 0.19 (4) 6.56 (4) 0.52 (4) 0.23 (3) 0.19 (5) 0.15 (6) 0.3 (8)
T 96.81+ 87.69 + 94.6 + 7284+ 8196+ 7468+ 9241+ 9608+ 9576+  93.61 %
1.27 (5) 735(4) 4324 433(2) 6.52 (3) 7.69 (3) 7.59 (3) 325(5) 453 (5 @ 4.34(6)
D44 9586+ 9622+ 8999+ 9363+ 9216+ 7603+ 9428 + 375+ 95.62 +  79.22 +

1.1(3) 204 (3) 791(3) 2083) 971(3) 11.05(2) 217(2) 385(5) 2423) 3433

Tabla R6: A. Tabla con la Media * desviacion estdndar junto al numero de
repeticiones entre paréntesis (M+SD (n)) del porcentaje de células que expresa
cada marcador en el andlisis de citometria de flujo de los cultivos en adherencia
(a), cultivos de tumoroesferas (e) y tumores primarios disgregados de PDX
generados a partir de cultivos en adherencia (xa) y de tumoroesferas (xe).

302a / 302e 303a / 303e 315a / 315e 317a/ 317e 320a / 320e

CD326 0,3324 041113 0,39704 0,50935 0,29735
CD166 0,25003 0,85516 0,07284 0,6854 0,24276
CD44 0,33419 0,00975 0,00004 0,00328 0,03671

302xa / 302xe 303xa / 303xe 315xa / 315xe 317xa / 317xe 320xa / 320xe
CD326 0,00016 NA 0,03963 0,44093 0,23543
CD166 0,04009 NA 0,01815 0,88113 0,85462
CD44 0,29544 NA 0,89015 0,60022 0,52266

A549a / A549e H1395a / H1395e H1650a / H1650e H1993a / H1993e PC9a / PC9a
CD326 0,00017 0,97221 0,13815 0,01859 0,07445
CD166 0,02765 0,00435 0,27904 0,36492 0,4441
CD44 0,79941 0,48299 0,18103 7.418x1 0'7 0,00247

Tabla R7: Valores p del test de la T para cada marcador comparando la expresion
entre los cultivos adherentes y tumoroferes.

Como podemos ver en la figura R5, EpCAM es un marcador que se expresa en la gran mayoria
de las células analizadas; solo la linea A549 se aleja de este patrén. Las lineas celulares que han
dado significativo en el test de la T para este marcador al analizar la expresion en ambas
condiciones (adherentes frente a tumoroesferas) son los tumores de los PDX de las lineas 302
y 315, asi como las lineas A549 y H1650.
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CD166 es un marcador que también se expresa en un alto porcentaje de las células analizadas,
y ademas con un patrén de expresidén bastante heterogéneo, pudiéndose observar mayor
expresion tanto en ADH como en ESF, incluso en la misma pareja de ADH/ESF en cultivo y
xenoinjerto, como ocurre también en el caso de las lineas 302, 303, 315 y 317. Para este
marcador los valores significativos en el test de la T provienen de las lineas A549 y H1395, asi
como de nuevo de los PDX de los pacientes 302 y 315.

CD44 tiende a expresarse en un porcentaje de células ligeramente inferior en las esferas de la
mayoria de los casos, y de nuevo las A549 se alejan de este patron. Todos los valores
significativos del test de la T corresponden a este comportamiento: las lineas derivadas de los
tumores de pacientes 303, 315, 317 y 320 y las lineas celulares H1993 y PC9; cabe mencionar
qgue en la linea H1993 se produce una gran disminucién de la expresion de este marcador en
las tumoroesferas, pasando de un 94.28% de expresién en células adherentes a un 3.75% en
tumoroesferas.

La expresion de CD90 solo se observé en 2 andlisis en las células H1650 crecidas en
adherencia, en la figura R8 se puede ver uno de ellos en la columna superior. En el resto de
casos los valores fueron negativos o posibles falsos positivos. Los marcadores CD34, CD133 y
ABCG2 no pudieron ser detectados por citometria de flujo en ningun caso.

Isotipo PE-CF594 CD90 PE-CF594

Dispersion Frontal (FS)

b |

Canal 3 (610 nm)

Figura R8: Ejemplo de un positivo y un negativo para CD90 en un cultivo de H1650
adherente. A la izquierda se observa el isotipo, usado como control negativo para
CD90. A la derecha podemos ver el marcaje con el anticuerpo CD90 PE-CF594, en
el panel superior se observa un resultado positivo y en el inferior un negativo.

R3.1 Identificacidn de subpoblaciones celulares en la linea de CPNM H1650.

En células H1650 crecidas en adherencia se identific6 una subpoblacion celular
EpCAM™E/CD44P°, En la figura R9 se muestra un ejemplo de células H1650 ADH y ESF
analizadas consecutivamente el mismo dia, encontrando dicha poblacién en las células
adherentes, pero no en las esferas.
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Figura R9: Ejemplos representativos para la linea celular H1650 cultivada en
condiciones de ADH (arriba) y ESF (abajo). Se muestra la expresion de EpCAM
respecto al FS (panel de la derecha) y la expresion de EpCAM respecto a CD44
(panel de la derecha). La poblacién EpCAM"™9/CD44P° estd sefialada en rojo en el
histograma EpCAM/CD44.

El estudio de las subpoblaciones EpCAM/CD166 en las H1650 también identificé una posible
subpoblacién en ADH, las subpoblaciones EpCAM"€/CD166"€" mostraron también buena
resolucidon, pudiéndose diferenciar incluso una segunda subpoblacién con mayor expresion de
CD166. En la figura R10 se muestra los histogramas que identifican estas subpoblaciones.
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Figura R10: Ejemplos representativos para la linea H1650 en condiciones de ADH
(arriba) y ESF (abajo). En el panel de la izquierda se muestra la expresion de la
pablacion EpCAM respecto al FS. En el panel de la izquierda se muestran las
poblaciones  EpCAM/CD166). Podemos observar la doble poblacion
EpCAM™9/CD166", con la subpoblacién con mayor expresion de CD166
sefialada por la flecha azul.
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R4 Anadlisis de la expresion de marcadores de CMT por microscopia de fluorescencia y
WB en las lineas celulares A549, H1395, H1650, H1993 y PC9.

Se analizé la expresion de marcadores de CMT por microscopia de fluorescencia y western
blot. Ademas, se analizaron analizamos también otras proteinas intracelulares relevantes de
las CMT como ALDH1, los factores de transcripciéon Sox2, Oct4 y Nanog, o los marcadores de
célula epitelial E-Cadherina y de células mesénquimal Vimentina.

R4.1 Analisis de expresion de los marcadores de superficie EpCAM, CD166, CD44, CD144,
ALDH1 mediante microscopia de fluorescencia.

A continuacidn, se describen los resultados para los marcadores de superficie EpCAM, CD166,
CD44, CD133, asi como para el marcador intracelular ALDH1, las imagenes de microscopia de
fluorescencia se muestran en la figura R11

La linea A549 fue la Unica que no presentd expresion de EpCAM en ADH ni en tumoroesferas.
Si presentd expresién de CD166, de una intensidad similar, pero con mucha mayor expresiéon
en membrana plasmatica en condiciones adherentes y mucha mayor expresién citoplasmatica
y especialmente nuclear en las tumoroesferas. La expresion de CD44 en dicha linea también
fue similar, presentando expresién en membrana plasmatica en ambos casos; en las
tumoroesferas algunas presentaron una mayor concentracion en la membrana que las
adherentes. Al contrario que por citometria, CD133 si pudo ser detectado por microscopia de
fluorescencia, aunque la seiial fue leve, en ambos casos parece presentar una expresion
citoplasmatica difusa, expresandose también en nucleos en las condiciones de adherencia y
estando ausente de estos en la tumoroesferas. ALDH1A1 fue expresado en ambos casos,
aunque con mayor intensidad en las tumoroesferas, en ambos casos tiende a excluirse del
nucleo, con algunas excepciones en las tumoroesferas.

La linea H1395 si presentd expresion de EpCAM, principalmente en membrana, pero mucho
mayor en las tumoroesferas, las tumoroesferas también presentan expresién citoplasmatica.
CD166 de nuevo mostrd una intensidad relativamente similar y con el mismo patréon de
expresion que la linea A549: en membrana plasmatica en los cultivos adherentes e intensa
expresion intracelular, especialmente en nucleos, en las tumoroesferas. De la misma manera el
patron de CD44 fue idéntico, con expresién en membrana plasmadtica; aunque en este caso se
aprecia una clara mayor expresion en las células adherentes. El marcador CD133 mostrd una
enorme expresion en el citoplasma de las tumoroesferas con exclusiéon en los nucleos, en
cultivos adherentes la expresidon fue mucho menor, pero si se observé presencia en ntcleos del
marcador. ALDH1 volvié a presentar un marcaje similar, aunque la diferencia de expresion
entre los cultivos fue menor en esta ocasidn y en este caso si se observd expresion nuclear.

La linea H1650 mostré un marcaje de EpCAM muy intenso, aunque mayor en tumoroesferas,
con expresion en membrana, citoplasma y débil expresidn nuclear. La expresién de CD166
mostré un patrén diferente, con mucha mayor expresién intracelular, con exclusion nuclear y
menor expresion en tumoroesferas. El patron de CD44 fue mas parecido a las lineas anteriores,
con una clara expresion en membrana plasmatica, aunque en este caso también una clara
presencia intracelular, con exclusion nuclear en condiciones de adherencia.
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EpCAM CD166

H1993 ESF H1993 ADH H1650 ESF H1650 ADH H1395 ESF H1395 ADH A549 ESF A549 ADH

PC9 ADH

PCY ESF

Figura R11: Imdgenes de Microscopia de Fluorescencia de EpCAM, CD166, CD44,
CD133, y ALDH1A1 en lineas celulares A549, H1395, H1650, H1993 y PC9, en
condiciones de adherencia y tumoroesferas. En azul se observan los nucleos
tefiidos con DAPI. Las barras de escala indican 40 um.
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CD133 en la linea H1650 presentd una expresién parecida a las lineas anteriores en
condiciones de adherencia, aunque con ausencia de marcaje nuclear, la expresidn en
tumoroesferas fue muy leve. ALDH1 presento esta vez una gran intensidad en ambas
condiciones, con exclusién nuclear en tumoroesferas.

En la linea H1993 la expresidon de EpCAM fue muy parecida a la observada en la linea H1395,
presentando mayor expresidn en tumoroesferas y expresion en membrana plasmatica. CD166
también presentd una expresidn parecida a dicha linea, quizas con una ligera mayor expresién
en tumoroesferas, leve expresién en membrana plasmdtica en ambos casos con una mayor y
elevada expresion en los nucleos de las tumoroesferas. CD44 mostrd una leve expresion en
algunas de las células en adherencia y no pudo ser detectado en las tumoroesferas. CD133 se
detecté de manera leve y difusa solo en las tumoroesferas de esta linea. De nuevo ALDH1
presenté el mismo patrén que el observado en las otras lineas celulares, expresién intracelular
con una similar intensidad, pero presentando exclusidn en los nucleos de las tumoroesferas.

Por ultimo, la linea PC9 presentd un intenso marcaje de EpCAM, similar a las otras lineas; este
marcador se encuentra principalmente presente en membrana plasmatica, aunque también se
aprecia presencia citoplasmatica, especialmente en las tumoroesferas. Al igual que en las
H1650, la linea PC9 presentd para el marcador CD166 una mayor intensidad en cultivos
adherentes y en citoplasma, aunque en este caso se excluye la expresidn nuclear en ambas
condiciones. CD44 se expresd en membrana plasmatica y citoplasma en tumoroesferas y
células adherentes, presentando mayor intensidad las células adherentes. CD133 parece
presentar de nuevo expresién intracelular, de una intensidad similar en ambas condiciones,
pero con un marcaje mas elevado en los nucleos de las tumoroesferas. El marcador ALDH1 de
nuevo mostrd una expresion citoplasmatica, en este caso parece que no hay expresion nuclear
en ninguna de las dos condiciones.

R4.2 Analisis de expresion de los marcadores Sox2, Oct-4, Nanog, E-Cadherina y Vimentina
mediante microscopia de fluorescencia.

A continuacién, se muestran los resultados de los analisis de microscopia de fluorescencia de
los factores de transcripcion Sox2, Oct4 y Nanog, asi como de los marcadores de célula
epitelial-mesenquimal E-cadherina y Vimentina. Estos marcadores juegan un papel importante
en las CMT y nos pueden ofrecer informacién que confirme la caracteristica de CM presente en
nuestros cultivos celulares. Los resultados obtenidos mediante microscopia de fluorescencia se
muestran en la figura R12

R4.2.1 Expresion de los factores de transcripcion Sox2, Oct-4 y Nanog.

En la linea A549 la expresion de Sox2 fue mayor en tumoroesferas que en adherentes, en
tumoroesferas se localiza principalmente en citoplasma, presentando ademdas una mayor
concentracién perinuclear; en cultivos adherentes la expresién es menor, pero hay una clara
expresion nuclear. Oct-4 presentd mayor expresidn en células adherentes que en esferas, la
expresion es citoplasmatica y nuclear; siendo la expresion nuclear especialmente patente en
condiciones de adherencia. Nanog no pudo ser detectado en condiciones de adherencia y
presentd una levisima expresién en tumoroesferas. La expresién de NICD es similar en ambas
condiciones, siendo levemente superior en las tumoroesferas, sin embargo, estas presentan
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una exclusién del marcador del nucleo, mientras que en las adherentes si que hay expresion
nuclear, mas intensa en algunos casos.

SOX2 NANOG E-Cadherina Vimentina

A549 ADH

AS549 ESF

H1395 ADH

H1395 ESF

H1650 ADH

H1650 ESF

H1993 ADH

H1993 ESF

Figura R12: Imdgenes representativas de Microscopia de fluorescencia para los

PCY ADH

PCY ESF

factores de transcripcion Sox2, Oct4 y Nanog; asi como para los marcadores de
célula epitelial-mesenquimal E-cadherina y Vimentina en las lineas A549, H1395,
H1650, H1993 Y PC9 en condiciones de adherencia y tumoroesferas. En azul se
observan los nucleos tefiidos con DAPI. Las barras de escala indican 40 um.
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La linea H1395 muestra el mismo patrdon que las A549 para Sox2, las lineas adherentes vuelven
a mostrar menor expresién, pero esta es nuclear mientras que las tumoroesferas tienen una
elevada expresion citoplasmdtica con exclusién de marcaje nuclear; en este caso no parece
haber una expresién perinuclear mas intensa sino que el marcaje citoplasmatico es mucho mas
uniforme. Oct4 de nuevo muestra un patrén similar, con mayor expresién en condiciones
adherentes, donde ademads hay un claro mayor marcaje nuclear, mas marcado en este caso
gue en la linea descrita anteriormente. Nanog si fue expresado en ambas condiciones, las
tumoroesferas tienen mucho mdas marcaje que las adherentes, en ambos casos parece que no
hay marcaje nuclear. NICD mostré de nuevo un patrén similar, con expresion intracelular con
exclusidn nuclear en tumoroesferas, en este caso la expresiéon en tumoroesferas fue superior.
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Figura R13: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia de Sox2 (en

verde) de las células crecidas en condiciones de adherencia y de tumoroesferas en
las lineas A549, H1395, H1650, H1993 Y PC9. Las barras de escala indican 40 um.

En la linea H1650 Sox 2 volvid a presentar este patron de marcaje nuclear en condiciones de
adherencia y exclusion nuclear en condiciones de tumoroesferas, pero en este caso la
intensidad fue similar entre ambos tipos de cultivos. Oct4 presentd de nuevo el mismo patrén
con mayor expresion en células adherentes, asi como un claro marcaje nuclear en esta
condicidon. Nanog presenta una expresion ligeramente superior en adherentes, con marcaje
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intracelular y nuclear en ambas condiciones. La expresiéon de NICD mostré una expresion,
principalmente intracelular, muy similar, en esta linea los cultivos adherentes presentaron un
intenso marcaje nuclear y las tumoroesferas un claro marcaje perinuclear.

En la linea H1993 de nuevo Sox2 presenta una expresion ligeramente superior en células
adherentes, con marcaje intracelular, aunque en este caso no parece haber marcaje nuclear en
tumoroesferas. Oct4 presento de nuevo mayor marcaje en adherentes con cierto marcaje
nuclear, aunque algunas células de baja adherencia mostraron gran expresion. La expresién de
Nanog fue muy baja, no se detectd en condiciones de adherencia y es casi indetectable en
tumoroesferas. Notch intracelular presenta un patrén similar a la linea H1395 con expresién
intracelular ligeramente superior en tumoroesferas pero con exclusion nuclear en dicha
condicién, aunque en este caso el marcaje nuclear en los cultivos adherentes fue mucho
menos claro.

La expresion de Sox2 fue intensa pero similar en ambas condiciones de cultivo de linea PC9 y
mostré expresién en membrana plasmatica, citoplasma y nucleo. En esta linea Oct4 presentd
una leve expresion en ambas condiciones, ligeramente superior en tumoroesferas, con
presencia de marcaje en citoplasma y nucleo. No se detectd expresién de Nanog en esta linea.
NICD mostré un intenso marcaje en membrana plasmatica en condiciones adherentes, y
expresidn citoplasmatica con exclusiéon nuclear en ambas condiciones.

En la figura R13 se muestran por separado imagenes de microscopia de fluorescencia de Sox2,
DAPI y la superposicion de ambos para poder apreciar mejor el patron descrito para este
marcador.

R4.2.2 Expresion de E-Cadherina y Vimentina.

E-Cadherina y Vimentina son los 2 marcadores de célula epitelial y mesenquimal
respectivamente.

Mediante microscopia de fluorescencia observamos que la E-Cadherina se localiza en
membrana plasmatica y citoplasma. Los cultivos adherentes de las lineas A549, H1395 y H1993
presentan localizacidon de E-Cadherina en membrana plasmatica, las esferas de la linea H1993
también presentan marcaje similar. E-Cadherina muestra mayor expresion en las células
adherentes de todas las lineas, aunque con la variacién de intensidad cambia segun la linea.

Vimentina muestra una localizacidon citoplasmatica en todos los casos con una expresion
similar en ambas condiciones, ligeramente superior en tumoroesferas de A549, cultivos
adherentes de H1395, H1650 y H1993 y muy débil expresién en PC9.

R4.3 Anadlisis de la expresion de marcadores de CMT mediante Western blot.

En este apartado se muestran los resultados de la expresion de los marcadores de CMT
analizados mediante western blot; los resultados de los marcadores de superficie y el ALDH1
se muestran en la figura R14, los resultados de los factores de transcripcién y la E-Cadherina y
la Vimentina se presentan en la figura R15.

El anticuerpo contra EpCAM utilizado reconoce el fragmento intracelular de este (EplICD).
EpICD no pudo ser detectado en todos los casos, y en aquellos donde se detectd fue siempre
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mayor en los cultivos adherentes. Encontramos presencia en todas las lineas de CD166 por
WB, con la excepcién de las esferas de las H1650, aunque la intensidad de las bandas parece
correlacionarse mas con la expresidon de CD166 en membrana o citoplasma que con aquellas
lineas con una mayor expresion nuclear. Los resultados obtenidos mediante WB para analizar
la expresion de CD44 difieren de los obtenidos en los analisis de citometria de flujo vy
microscopia de fluorescencia: A549 y H1395 si presentaron una sefial similar; en el caso de
H1650 y PC9 no se detectd CD44 en los cultivos de esferas y CD44 tampoco fue detectado por
WB en ninguna condicidén de la linea H1993. Cabe destacar también que la linea A549 presenta
la isoforma CD44s en lugar de las CD44v y que los cultivos adherentes de H1650 muestran
coexpresion de ambas isoformas.

A549 H1395 H1650 H1993 PC9
Adh Esf Adh Esf Adh Esf Adh Esf Adh Esf
125KDa
96 KDa CD44
>180 KDa
- .
— =

Figura R14: Westerns Blots con anticuerpos contra el fragmento intracelular de
EpCAM (EpICD), CD166, CD44, CD133, ALDH1A1 en lineas celulares A549, H1395,
H1650, H1993 y PC9, en condiciones de adherencia y tumoroesferas. La 8-actina se
utilizé como control de carga.

Se observé expresion de CD133 en todos los casos, aunque la expresion solo coincide con lo
observado por microscopia de fluorescencia en las H1395. Atendiendo al western blot hay una
expresion heterogénea con mayor expresion en las células adherentes de las lineas A549 y PC9
y en las tumoroesfeas de la linea H1395. ALDH1A1 solo pudo ser detectada por WB en la linea
A549, mostrando también las tumoroesferas mayor expresion.

Por WB se observa una mayor expresion de Sox2 en las células adherentes de todas las lineas
salvo las A549, donde ademds encontramos una doble banda no presente en ninguna otra
linea. La expresion de Oct3/4 observada mediante WB es muy similar a los niveles encontrados
por microscopia de fluorescencia, aunque hay un par de discrepancias leves entre ambas
técnicas en las lineas A549 y H1395 que muestran ambas mayor expresidon en esferas. La
expresion de Nanog observada por WB también mostré algunas diferencias con los resultados
de microscopia de fluorescencia, las lineas A549 y H1650 mostraron expresiones similares a las
encontradas por microscopia, pero las H1395 y PC9 mostraron una mayor expresion en
condiciones ADH y las H1993, en las que no se detectd expresién mediante microscopia de
fluorescencia, si mostrd expresién por WB, siendo mayor en las células adherentes.
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La expresidn de E-Cadherina observada por WB es similar a la observada por Microscopia de
fluorescencia, aunque en la linea A549 no se pudo detectar en condiciones de ADH. Solo se
observd expresion de Vimentina en las lineas A549 y H1650, mostrando mayor expresién en
las esferas de las A549 y solo expresidn en las células adherentes de las H1650.

A549 H1395 H1650 H1993 PC9
Adh Esf  Adh Esf Adh Esf  Adh Esf  Adh Esf

Sox2

Oct3/4
Nanog

E-Cadherina
Vimentina

B-Actina

Figura R15: Westerns Blots con anticuerpos contra los factores de transcripcion Sox2, Oct4 y
Nanog; asi como para los marcadores de célula epitelial-mesenquimal E-cadherina y Vimentina
en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 Y PC9 en condiciones de adherencia y tumoroesferas.
Se ha usado la 8-actina como control de carga.
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R5 Analisis de la expresion de marcadores de CMT por microscopia de fluorescencia y
WB en las LDP 302, 303, 315, 317 y 320.

R5.1 Analisis de expresion de EpCAM, CD166, CD44, CD133, ALDH1 mediante microscopia de
fluorescencia .

Al igual que en el apartado anterior, se analizd la expresién de los marcadores de CMT
extracelulares EpCAM, CD166, CD44 y CD133, asi como el intracelular ALDH1 mediante
microscopia de fluorescencia en las tumoroesferas derivadas de los tumores de pacientes con
CPNM (LDP?), estos resultados se muestran en la figura R16.

EpCAM en la linea 302 no mostrd diferencias de expresidn entre las células crecidas en
condiciones de adherencia y las tumoroesferas y se expresé con mayor intensidad en la
membrana plasmatica; en la membrana de los cultivos adherentes hay algunas diferencias de
expresion entre células; en las tumoroesferas también se detecté marcaje citoplasmatico.
CD166 muestra un patréon de expresion diferente entre las células crecidas en condiciones de
adherencia y las tumoroesferas. Se observa mediante microscopia de fluorescencia que su
expresion se presenta principalmente en el citoplasma de las células adherentes, mientras que
presenta una expresion intensa en el citoplasma y nucleo de las tumoroesferas. CD44 presentd
una mayor expresién en membrana plasmatica en las tumoroesferas con una expresion
citoplasmdatica muy leve. En las células adherentes hay algunas con una clara mayor expresién
de CD44. CD133 mostré expresion citoplasmatica con exclusion en nucleos, ligeramente
superior en tumoroesferas. La expresion de ALDH1 fue muy parecida entre las células crecidas
en condiciones de adherencia y las tumoroesferas, con una intensidad similar y expresién
celular y nuclear.

En la linea 303 el patrén de expresion EpCAM fue muy parecido a la linea 302, esta vez la
expresion se observa ligeramente superior en tumoroesferas, se localiza principalmente en la
membrana plasmatica y de nuevo las células adherentes presentan diferencias en la expresion
entre las diferencias células, se observa también su expresién en el citoplasma de las
tumoroesferas. De nuevo el patron de expresidn de CD166 se repite en esta linea, con una
mayor expresion en tumoroesferas, donde se localiza en citoplasma y en nucleo, presentando
ademads una gran expresién en esta ultima localizacién; en cultivos adherentes hay menor
expresion y solo en citoplasma. CD44 presentd de nuevo mayor expresion en la membrana
plasmatica de las tumoroesferas, en este caso la expresion citoplasmatica en las tumoroesferas
es mas débil; de nuevo se aprecian diferencias en la expresién de este marcador entre las

células de los cultivos adherentes. En la linea 303 CD133 mostré una clara mayor expresidon en
las tumoroesferas, la expresion fue citoplasmatica, con presencia ademas en nucleos de las
tumoroesferas. ALDH1 mostré de nuevo una expresion similar entre ambas condiciones con

expresion citoplasmdtica y nuclear, aunque menos intensa y definida.

La linea 315 presenta una expresién de EpCAM ligeramente superior en los cultivos
adherentes, de nuevo con diferencias de expresion entre las diferentes células; las
tumoroesferas mostraron de nuevo expresion citoplasmatica. La expresion de CD166 sigue el
patrén descrito para las lineas 302 y 303, con la particularidad de que en las tumoroesferas de
esta linea hay una expresion similar entre el citoplasma y el nicleo.
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FIS302 ADH
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Figura R16: Imdgenes representativas de Microscopia de Fluorescencia de EpCAM,
CD166, CD44, CD133, ALDH1A1 en lineas derivadas de paciente 302, 303, 315, 317
y 320, en condiciones de adherencia y tumoroesferas. En azul se observan los
nucleos tefiidos con DAPI. Las barras de escala indican 40 um.
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Siguiendo con la linea 315, el marcador CD44 de nuevo presenta una mayor expresion en la
membrana plasmatica de las tumoroesferas, en este caso en ambas condiciones se observaron
diferencias en la expresion de CD44, y no se detecté su presencia en el citoplasma de las
tumoroesferas CD133 presentd un patrdn similar a las otras lineas derivadas de pacientes,
aunque en este caso en las tumoroesferas la expresion intracelular parece mas intensa en
algunas células cerca de la membrana nuclear o plasmatica, en tumoroesferas hay algunos
casos con expresion en nucleos. ALDH1 mostré una mayor expresidon en tumoroesferas, y su
localizacién fue citoplasmatica en ambas condiciones.

En la linea 317 la expresion de EpCAM es claramente superior en las células adherentes, las
tumoroesferas de esta linea presentan una mayor expresién relativa del marcador en el
citoplasma con respecto a aquella expresada en la membrana plasmatica. De nuevo la
expresion de CD166 presenta el mismo patrdn, expresion intracelular con exclusion de nucleos
en adherentes y mucha mayor expresidon en tumoroesferas. La expresion de CD44 fue muy
similar a las otras lineas derivadas de pacientes, con mayor expresion en membrana
plasmatica en tumoroesferas y algo de expresion citoplasmatica. CD133 presenta de nuevo
expresion citoplasmatica, ligeramente mds intensa en tumoroesferas; de nuevo algunas células
de esta ultima condicidon presentan mayor presencia de este marcador alrededor de la
membrana plasmatica o nuclear. ALDH1 presenta una mayor expresién en tumoroesferas, con
expresion en citoplasma y algunos nucleos tanto en célula adherentes como en tumoroesferas.

En la linea 320 EpCAM no mostrd diferencias de expresion entre ambas condiciones y se
expresé con mayor intensidad en la membrana plasmdtica; de nuevo encontramos la
expresion irregular en la membrana de las células adherentes, en este caso no se aprecia
expresion citoplasmatica en las tumoroesferas. El marcador CD166 en esta linea mostro el
mismo patrén descrito para las otras 4 lineas derivadas de pacientes. CD44 de nuevo mostré
un patrén similar a las otras lineas derivadas de pacientes, con una mayor expresidén en
membrana plasmatica de tumoroesferas y algo de expresion citoplasmatica. La expresidon de
CD133 se observa de nuevo mas intensa en tumoroesferas y se localiza en citoplasma. ALDH1
mostro de nuevo mayor expresién en tumoroesferas con expresion mayoritaria en nucleos
tanto de células adherentes como de tumoroesferas; con presencia también en citoplasma,
pero no en todas las células.

R5.2 Expresion de Sox2, Oct-4, Nanog, E-Cadherina y Vimentina.

En este apartado se muestran los resultados de expresién para los factores de transcripcidon
Sox2, Oct4 y Nanog, asi como los marcadores de célula epitelial-mesenquimal E-cadherina y
Vimentina, en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320. En la figura R17 se muestran imagenes
representativas de microscopia de fluorescencia y en la figura R21, se muestran los resultados
obtenidos mediante Western Blot.

R5.2.1 Expresion de los factores de transcripcion Sox2, Oct-4 y Nanog.

En la linea 302 la expresion de Sox2 fue mayor en cultivos adherentes, el patron de expresion
entre células adherentes y tumoroesferas fue diferente. En las células adherentes se expresa
en citoplasma y, con mas intensidad, en nucleo; en las tumoroesferas la localizaciéon es
citoplasmatica con mayor expresion perinuclear en algunos casos. Oct-4 presentd expresion
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nuclear en células adherentes y tumoroesferas; dicha expresion fué muy similar, aunque
ligeramente mas intensa en tumoroesferas. Se observa la localizacion de Nanog en el
citoplasma y nucleo de células adherentes y tumoroesferas, mas intenso en los nucleos de las
tumoroesferas. NICD se encuentra claramente asociado a la membrana plasmatica, aunque
también hay una ligera expresidn citoplasmatica y presenta una expresidn similar entre células
adherentes y tumoroesferas.

En la linea 303 la expresion de Sox2 se observa mas intensa en las células adherentes, pero en
este la localizacidn fue citoplasmatica en ambas condiciones, y en algunas células de las
tumoroesferas se observa mayor expresién perinuclear. Oct4 mostrd una expresion nuclear
con una intensidad muy similar entre célula adherentes y tumoroesferas. La expresiéon de
Nanog es de nuevo mayor en tumoroesferas y la localizacidn vuelve a ser citoplasmatica y
nuclear, con mayor expresion nuclear. NICD solo pudo ser detectado en tumoroesferas, en la
membrana plasmatica y citoplasma.

En la linea 315 la expresidon en tumoroesferas fue mds intensa que en las células adherentes,
pero en esta condiciéon se observa una clara exclusidn nuclear mientras que en las células
adherentes tenemos expresion nuclear mds intensa que en el citoplasma; de nuevo
observamos una mayor localizacidn perinuclear en algunas células de tumoroesferas. Oct4
mostrd expresion nuclear de una intensidad similar en ambos tipos de cultivos. La expresion
de Nanog en esta linea vuelve a presentar el mismo patrén de expresién citoplasmatica y
nuclear, con mayor expresion en nucleos; en este caso la expresion en los cultivos adherentes
es muy parecida a la de tumoroesferas, si no ligeramente superior. NICD se presenta en la
membrana plasmdtica de las tumoroesferas y en unas pocas células adherentes, también se
detecta en citoplasma en el caso de las tumoroesferas.

La linea 317 presentd una mayor expresion de Sox2 en las células en adherencia, donde este
marcador se presenta en citoplasma y, preferentemente, en nicleo; las tumoroesferas solo
presentaron presencia de Sox2 claramente asociada a la membrana plasmadtica. En esta linea la
expresion de Oct4 fue superior en las células adherentes, de nuevo de clara localizacién
nuclear en ambos casos, ademds no todas las tumoroesferas presentaron expresion del
marcador. Esta linea presenta para Nanog un patron idéntico al resto de las lineas derivadas de
paciente en los cultivos adherentes, pero en las tumoroesferas no se aprecia marcaje nuclear
en la mayoria de los casos. NICD presenta una mayor expresidn en las tumoroesferas, donde
se encuentra en membrana plasmatica y se detecta algo de expresién en citoplasma, en los
cultivos adherentes sélo se detecta una expresion citoplasmatica difusa.

En la linea 320 se observa una mayor expresion de Sox2 en los cultivos adherentes; tanto en
células adherentes como en tumoroesferas la localizacién de este maracador es citoplasmatica
y nuclear; esta expresion estda mucho mas localizada en los cultivos adherentes. La expresidon
de Sox2 fue muy similar en ambos tipos de cultivos, de nuevo se detectd sdlo en nlcleos. La
expresion de Nanog en esta linea sigue el patrén de localizacién general observado en las
lineas derivadas de pacientes, localizacién citoplasmatica y nuclear, en esta linea la expresion
en ambas condiciones es muy parecida y la expresion en nucleos es superior a la del
citoplasma, pero no tan claramente como en el resto de las lineas.
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NANOG E-Cadherina Vimentina

FIS302 ADH

FIS302 ESF

FIS303 ADH

FIS303 ESF

FIS315 ADH

FIS315 ESF

FIS317 ADH

FIS317 ESF

FIS320 ADH

FIS320 ESF

Figura R17: Imdgenes representativas de Microscopia de fluorescencia para los factores de
transcripcion Sox2, Oct4 y Nanog; asi como para los marcadores de célula epitelial-
mesenquimal E-cadherina y Vimentina en las lineas derivadas de paciente 302, 303, 315, 317 y
320, en condiciones de adherencia y tumoroesferas. En azul se observan los nucleos tefiidos con
DAPI. Las barras de escala indican 40 um.
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En la linea 320, NICD mostrd una seial débil en ambas condiciones, mostrando una expresion
citoplasmatica difusa en ambos casos, aunque en cultivos adherentes parece también
detectarse en membrana plasmatica.

Se puede ver un detalle de imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia para
Sox2 y Nanog en las figuras R18 y R19 respectivamente; para Nanog incluimos una imagen de
una célula muy positiva para Nanog en las tumoroesferas de la linea 317.

R5.2.2 Expresion de E-Cadherina y Vimentina.

La expresiéon de E-Cadherina por microscopia de fluorescencia mostré una localizacion
citoplasmdtica, no mostrando un marcaje claro en membrana plasmatica con intensidades
bastante similares entre células adherentes y tumoroesferas, salvo en las esferas de la linea
315, donde la intensidad fue mayor que su contrapartida adherente.

Vimentina, por microscopia de fluorescencia presenté también una localizacion citoplasmatica,
en las tumoroesferas presentd una mayor expresién en todos los casos salvo en la linea 317.
En las lineas 303 y 320 la diferencia entre las células adherentes y las tumoroesferas fue muy

marcada
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Figura R18: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia de Sox2 (en

verde) de las células crecidas en condiciones de adherencia y de las tumoroesferas
en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320. Las barras de escala indican 40 um.
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Adherencia Tumoroesferas
Nanog DAPI MERGE Nanog DAPI MERGE

L Bl

Figura R19: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia de Nanog

302

303

315

317

320

(en verde) de las células crecidas en condiciones de adherencia y de tumoroesferas
en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320. Las barras de escala indican 40 um.

R5.3 Analisis de la expresion de marcadores de CMT mediante Western Blot.

En este apartado se muestran los resultados de la expresién de marcadores de CMT obtenidos
mediante western blot; la expresién de los marcadores de superficie y ALDH1 se muestran en
la figura R20, y la de los factores de transcripcién, E-Cadherina y Vimentina se presentan en la
figura R21.

EpICD mostro una mayor expresion en tumoroesferas en todas las lineas salvo en la linea 302
donde este resultado se invirtid. CD44 mostré expresidon en todas las tumoroesferas, no
pudiendo ser detectado en las células adherentes.

CD133 al igual que por microscopia de fluorescencia muestra mayor expresion en los cultivos
en baja adherencia de las LDPs 302 y 320, aunque la LDP 317 parece indicar una ligera
sobreexpresidn en condiciones de adherencia no apreciable en las imagenes de microscopia de
fluorescencia.

La expresion de Sox2 mostrd un patrén muy diferente en el caso de células adherentes y
tumoroesferas, mostrando las células adherentes un patrén de bandas compatible con
degradacion proteica y en tumoroesferas una Unica banda. Hay una mayor expresién de Sox2
en tumoroesferas en todos los casos, salvo en la linea 303. La expresién de Oct4 sugiere que
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este marcador podria estar mas expresado en condiciones de adherencia en las lineas 315 y
320. La expresiéon de Nanog también tiende a ser mayor en las tumoroesferas, con la excepcion

de la linea 317.

E-Cadherina mostré una expresidn parecida entre células adherentes y tumoroeseras,

ligeramente superior en las células adherentes de las lineas 302 y 320.

302 303 315 317 320
Adh Esf Adh Esf Adh Esf Adh Esf Adh Esf
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Figura R20: Westerns Blots con anticuerpos contra EpCAM, CD166, CD44, CD133,
ALDH1A1 en lineas derivadas de paciente 302, 303, 315, 317 y 320, en condiciones
de adherencia y tumoroesferas. Se ha usado la 8-actina como control de carga.

302 303 315 317 320
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Figura R21: Westerns Blots con anticuerpos contra Sox2, Oct4, Nanog, E-cadherina
y Vimentina en lineas derivadas de paciente 302, 303, 315, 317 y 320, en
condiciones de adherencia y tumoroesferas. Se ha usado la 8-actina como control
de carga.
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R6 Analisis de la expresion génica de marcadores de CMT mediante PCR a tiempo
real (RTqPCR).

Los cultivos celulares establecidos en condiciones de adherencia y suspensidn, derivados de
tumores de CPNM vy de las lineas celulares comerciales de CPNM se utilizaron para analizar la
expresion génica de marcadores de CMT mediante RTgPCR. Estos analisis se realizaron en el
laboratorio de Oncologia Molecular de la Fundacién para la Investigacion del Hospital General
Universitario de Valencia (FIHGUV) dirigido por el Dr. Carlos Camps y la Dra. Eloisa Jantus. En
estos andlisis se incluyeron también cultivos celulares derivados en el laboratorio del Dr.
Camps.Fruto de este trabajo es la tesis doctoral de Alejandro Herreros Pomares (194).

En este estudio se identificé una firma génica de 6 genes (CD44, NOTCH3, ITGA6, NANOG, P21
y SNAI1) que estdn diferencialmente expresados entre célula adherentes y tumoroesferas,
estos resultados se describen brevemente a continuacion. Los resultados completos de este
analisis se pueden consultar en (195).

R6.1 Analisis de expresion génica.

Se analizé la expresion, mediante PCR a tiempo real, de 51 genes de las rutas de sefializacién
de Notch, WNT y HH, reguladores de pluripotencia y ciclo celular, marcadores potenciales de
CMT y promotores de la invasidon en 134 muestras de tumores de pacientes con CPNM y tejido
sano adyacente al tumor; asi como en cultivos adherentes y sus correspondientes
tumoroesferas de lineas celulares establecidas. La expresidén relativa de los genes LIN28B,
CD45, CD133, WNT1, WNT2, SHH y GLI1 estuvo por debajo del limite de deteccion de la técnica
y estos genes se excluyeron del analisis.

Las tumoroesferas mostraron mayor expresiéon de 37 de los 44 genes comparado con las
células adherentes, mostrando un grupo de 17 genes una sobrexpresion
significativa(ALDH1A1, KLF4, NANOG, CD44, CD90, CDKN1A, JUNB, MDM2, MMP9, SNAII,
ITGA6, NOTCH1, NOTCH3, DLL4, JAG1, CTNNB1 y GSK3B) segun la prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon como se muestra en la figura R22

Un analisis de componentes principales (PCA) reveld que los cultivos adherentes presentaban
una expresion de genes mas homogénea que las tumoroesferas. Posteriormente una regresion
de minimos cuadrados parciales-analisis discriminante (PLS-DA) se usé para buscar las
diferencias entre adherentes y esferas. El componente principal 1 (PC1) separd la poblacién de
CMT de todos los tumores salvo los de las lineas A549, HCC827, H358 y H2228, el andlisis
reveld que los genes SNAI1, GSK3B, CD44, CDKN1A, NOTCH3, NANOG y CTNNB1 estaban
sobreexpresados en esferas y eran los que mas contribuyeron a estas diferencias como se
muestra en la figura R23

Para comprobar si la variabilidad entre los diferentes tipos de lineas afectaba demasiado al
anadlisis se realizaron andlisis PCA por separado a las lineas comerciales y a las lineas
establecidas en el laboratorio. Esté analisis mostrd de nuevo la alta variabilidad de las lineas,
separando el componente PC1 7 de los 12 cultivos de esferas de los de adherencia. En el caso
de las esferas los genes que mas diferencian esas 7 poblaciones fueron CDK1A, CTNNBI,
NOTCH1, JUNB, CD44, WEE1, EPCAM, GSK3B, MYC y CDHI1. En los cultivos derivados de
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pacientes el componente PCl separd las muestras 343 y 320 del resto, mientras que el
componente PC2 separd claramente los cultivos adherentes de las tumoroesferas. Cuando se
compard la expresion de genes sobreexpresados en estas poblaciones se observé que la
expresion de BMI1, CD166, CDKN2A, MDM2, HEY1, NUMB, ITGA6, and NOTCH3 aumenté en
estas 2 muestras, mientras que el resto mostraron una mayor expresién de EPCAM, NOTCH1,
NOTCH2, CD44, CTNNB1, MMP9 y CDKN1A.
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Figura R22. Niveles de mRNA de genes relacionados con las CMT en tumoroesferas
frente a cultivos adherentes medidos mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Los
resultados muestran el Log2 de la ratio entre la expresion del gen en
tumoroesferas y la expresion en cultivos adherentes; las barras de error presentan
el error estdandar de la media. *p<0.05. *p<0.01. Adaptado de Herreros-Pomares
etal., (195)

Seguidamente se analizd la expresién de los genes en funcién de su capacidad de distinguir las
tumoroesferas con un modelo de regresién logistica y usando los 17 genes sobrexpresados,
mostrando que CDKN1A, NOTCH3, CD44, ITGA6, NANOG y SNAI1 eran los genes que mejor
diferenciaban las tumoroesferas de los cultivos en adherencia, siendo esta ultima firma génica
que corresponde a las proteinas P21, Notch3, CD44, Itga6, Nanog y Snail, que procedimos a
validar por WB e IHC en nuestro laboratorio.

87



(L °
° w23 a0 :
> ® o %ggueuw
= @rccaion @usion
X L §
- " ° son @ @M1 °
b= (]
kak ° ®
S °
-4 . v o
° on @rsats son
o - ; L
P .
o
o
P
on
o
PC1(22.1%)
®
oon
®
°
L] L
L
P
° °
o o °
° o 5
g X o
& ° o o
o ® °
=
L
S P
& Sk o
: 4 °
°o
° ]

PC1(22.1%)

Figura R23. A) Andlisis discriminante de cuadrados parciales de los cultivos
primarios y las lineas celulares segtin la expresion de los 44 genes relacionados con
las CMT. Los puntos verdes representan células de cultivos adherentes mientras
que los puntos azules representan tumoroesferas. B) Grdfico de cargas del andlisis
de componentes principales en células adherentes y tumoroesferas. Adaptado de
Herreros-Pomares et al., (195)

R6.2 Validacidn de una firma génica en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9.

El andlisis mediante WB de la expresion de CD44, p21, ITGA6, Snail, Notch3 y Nanog de los
extractos proteicos de las lineas celulares A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 no discrimina
entre células adherentes y tumoroesferas, como podemos ver en la figura R24.
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En el apartado de resultados R4 ya se mostraron los resultados de la expresiéon de CD44,
obtenidos mediante western blot, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo;
brevemente, el resultado de WB difirié bastante de los resultados de las otras 2 técnicas, no
pudo ser detectado en las esferas de las lineas H1650, H1993 y PC9, ni en los cultivos
adherentes de la linea H1993, en las lineas A549 y H1395 si se pudo detectar tanto en cultivos
adherentes como en tumoroesferas, no mostrando diferencias en el nivel de expresién. Los
diferentes pesos moleculares indicaron también la presencia de mas de una isoforma. Los
analisis de la expresion de P21 mostraron mayor expresion de este en las células adherentes
de las lineas A549 y en las tumoroesferas de las lineas H1650 y H1993; no fue detectado en las
lineas H1395 y PC9. La integrina ITGA6 mostré una mayor expresidon en 4 de las 5 lineas en
células adherentes, solo en las A549 la expresidon fue mayor en las esferas. Snail mostrd una
expresion parecida en la mayoria de las lineas, aunque la alta sefial inespecifica de fondo hace
dificil diferenciar su expresion entre las células adherentes y las tumoroesferas en algunas
lineas celulares. La expresion de Notch3, (banda de mayor peso molecular, 180 Kda), se
mostré similar entre las células adherentes y las tumoroesferas de las lineas H1395, H1993 y
PC9, mayor en las células crecidas en adherencia en las A549 y en las tumoroesferas en el caso
de la linea H1650; aunque también encontramos un patrén de bandas en las células
adherentes de las lineas H1650 y PC9 en adherencia que podria indicar protedlisis. Nanog
muestra otro patrén de expresién heterogéneo con una mayor expresion en las células
adherentes de H1395 y H1993; expresién similar en H1650 y PC9; junto con una sefal muy
débil y solo deteccidon en las tumoroesesferas de A549.

A549 H1395  H1650 H1993 PC9
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Figura R24: Westerns Blots con anticuerpos contra CD44, Notch3, ITGA6, Nanog,
P21 y Snail en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9. Se ha usado la 8-
actina como control de carga.

Dado que la expresién de estas proteinas no parecia ser un buen discriminador de las
tumoresferas respecto a las células adherentes, en estas lineas celulares solo validamos dos de
los marcadores por microscopia de fluorescencia: CD44 y Nanog, junto con otro miembro de la
familia de Notch; cdmo se puede ver en la figura R25.
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En las imdgenes representativas de la figura R25 se muestra de nuevo la expresidon de CD44 y
Nanog, que como ya comentamos en el apartado R4 no mostraron un patrén de mayor
expresion en esferas, la localizacion celular de ambos se comentd en dicho apartado de

resultados.
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Figura R25: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia para CD44,
Notch1 (NICD) y Nanog, en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 crecidas
en condiciones de adherencia y tumoroesferas. En azul se observan los ntcleos

tefidos con DAPI. Las barras de escala indican 40 um.

Seguidamente se examind la expresién de Notchl en lugar de Notch3 al no parecer este ultimo
un buen discriminador entre células adherentes y tumoroesferas por WB; ademads Notch1 fue
uno de los genes discriminadores entre esferas y adherentes en la PCA que se realizd
exclusivamente sobre las lineas celulares. Usamos un anticuerpo contra el fragmento
intracelular (NICD), se observé mayor expresion de NICD en las tumoroesferas de las lineas
H1395 y H1993. En la figura R26 se muestran imagenes representativas de la expresion de
estas proteinas. Atendiendo a la localizacidn celular podemos observar que en todas las lineas
y tanto en células adherentes como en tumoroesferas esta proteina se localiza en el
citoplasma; la diferencia principal se observa a nivel de la expresidon nuclear. En todas las
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tumoroesferas no se observa expresién de NICD en el nucleo mientras que en el caso de los
cultivos adherentes si hay mayor expresion en nucleo en las lineas A549 y H1650, una
expresion uniforme citoplasma/nucleo, en H1395 y H1993. En la linea PC9 NICD esta excluido
del nucleo tanto en condiciones de adherencia como de tumoroesferas.

Los resultados obtenidos indican que en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 la firma
molecular encontrada no permite diferenciar entre los cultivos adherentes y las
tumoroesferas.

Adherencia Tumoroesfera

H1993 H1650 H1395 A549

PC9

Figura R26: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia de NICD
(Notchl1 intracelular, en verde) de las células crecidas en condiciones de
adherencia y de tumoroesferas. En azul se observan los nucleos tefiidos con DAPI.
Las barras de escala indican 40 um.
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R6.3 Validacidn de una firma génica en las lineas 299, 301, 302, 303, 315, 317, 320, 343.

El andlisis de la expresién proteica de CD44, p21, Snail, ITGA6, Notch3 y Nanog mediante
western blot si que validé la firma molecular identificada por PCR en células de
adenocarcinoma en las LDP 302, 303, 315, 320 y 343 como podemos ver en la figura R27.

La linea 320 seria la mads discordante de todas ellas, presentando mayor expresién en
condiciones de adherencia de Snail e ITGA6. Las lineas establecidas de la variedad escamosa,
las lineas 299, 301 y 317, no mostraron este patrén: en las lineas 299 y 301 se observa casi la
firma molecular descrita invertida. Por ultimo la linea 317 si que tiene un patrdn algo parecido
al encontrado en adenocarcinoma, las tumoroesferas de esta linea tienden a sobreexpresar los
marcadores CD44, p21, ITGA6 y Nanog, aunque Snail y Notch3 estdn claramente mas
expresados en ADH.

Estos resultados indican que el analisis mediante WB de la expresién de las proteinas que
codifican los genes de la firma génica identificada también permite identificar a las CMT de
ADC Sin embargo, no es util para identificar una poblacién enriquecida en células con
caracteristicas de célula madre en CCE.
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Figura R27: Andlisis de la expresion por Westerns Blotts de CD44, Notch3, ITGAS,
Nanog, P21 y Snail en las lineas 320, 343, 30, 303, 315 (ADC de pulmdn), 299, 301
y 317 (CCE). Se ha usado la 8-actina como control de carga.

Al igual que en el apartado anterior, para confirmar este patron en las LDP la firma génica
también fue validada por microscopia de fluorescencia en varias lineas celulares. En la figura
R28 mostramos imagenes representativas donde se puede ver que, salvo alguna excepcién
puntual como el caso del Notch3 en la linea 343, el patrén de expresion de estas proteinas
coincide con el descrito por PCR y Western blot.
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En la figura R29 se muestran imdagenes representativas de Notch3 para todas las lineas
celulares. Por lo general se observa una mayor expresion de Notch3 en las tumoroesferas,
aunque las células de la linea 302 mostraron una expresion similar en ambas condiciones y en
la linea 343 la expresidn fue mayor en las células en adherencia. A diferencia del NICD, Notch 3
solo se observa en membrana plasmatica, salvo en el caso de las adherentes de la linea 343
donde si se observa expresion nuclear.
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Figura R28. Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia para las 6
proteinas de la firma molecular: Nanog, CD44, ITGA6, Notch3, P21 y Snail en las
células adherentes (ADH) y las tumoroesferas (ESF) de las lineas 302 y 343. Las
barras de escala indican 40 um.
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Figura R29: Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia para

Notch3 en células adherentes y tumoroesferas de las lineas 302, 303, 315, 317 y
320. Las barras de escala indican 40 um.
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R7 La ruta de transduccion EpCAM esta activa en las LDP.

Como se comentd en el apartado 4.1 de la introduccidn la ruta de EpCAM mediada por
WNT/B-catenina puede sefializar usando la maquinaria post-transduccional; un esquema de
esta ruta se puede ver en la figura R30. Brevemente, EpCAM sufre una proteolisis mediada
realizada por las proteasas ADAM17 y una y-secretasa, el fragmento intracelular de EpCAM
forma un complejo con B-Catenina y Lefl (118), este complejo es translocado al ntcleo donde
induce la regulacidon de genes clave como el CCND1; por tanto la presencia o ausencia de
EpCAM extracelular no indica la activacidon de dicha ruta (103). Esto nos llevd a estudiar
algunos de los efectores de ambas rutas de sefializacién.
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Figura R30: Esquema simplificado de la ruta de transduccion de Epcam, tomado
de Schnell et al. 2013 (118)

Como ya comentamos en los apartados anteriores R4 y R5, el nivel de expresién de EpCAM
utilizando un anticuerpo que reconoce la parte extracelular de la proteina es mayor en las
tumoroesferas que en las células adherentes. En la Figura R31 se muestra el andlisis de la
expresion de EPCAM extracelular (EpEX) e intracelular (EpICD) para las lineas 302, 303, 315,
317 y 320, asi como para las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9.

Al analizar solo el fragmento intracelular de EPCAM (EpICD) en la figura R31, las lineas 302,
303, 315, 317 y 320 mostraron mayor expresion de este en as tumoroesferas, tanto en
citoplasma como en el nudcleo. Como se muestra en la figura R32, mediante western blot
también validamos que la expresidn es mayor en las tumoroesferas salvo en el caso de la linea
302.

En las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 no hay diferencias de expresion de EpICD entre
las células adherentes y las tumoroesferas por microscopia de fluorescencia. En la linea A549
la expresidn es muy baja. En las lineas H1395, H1650 y PC9 la expresién en adherencia y
esferas es idéntica, mientras que en las H1993 se observa un marcaje intenso en las
tumoroesferas, aunque totalmente excluido del nicleo. Como se muestra en la figura R33, los
resultados de western blot de estas lineas muestran una expresién irregular de EpICD y de
nuevo no apoyan la idea de una mayor expresion en esferas.
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Figura R31. Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia para
EpCAM extracelular (EpEX) e intracelular (EpICD), la superposicion de ambos (EpEX
+ EpICD) y la superposicion con la tincion DAPI para observar los nicleos (Merge)
en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320 (figura A, izquierda) y en las lineas A549,
H1395, H1650, H1993 y PC9 (figura B, derecha). Las barras de escala indican 40
um.

Merge
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Cuando analizamos la expresidon de GSK-3 y AKT por western blot se observé en las lineas 302,
303, 315, 317 y 320 fosforilacion de AKT en la treonina 308, de GSK-3a en la serina 21 y de
GSK-3B en la serina 9 en todos los casos, lo que indica la activaciéon de AKT e inactivacion de
GSK-3 como se muestra en la figura R32. En las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 por
otro lado no se detectd la presencia de AKT fosforilado, aunque si se observé una inactivacién
de GSK-3 en las lineas H1395, H1650 y H1993, pero no en las A549 y PC9 como se muestra en
la figura R33.

302 303 315 317 320
Adh Esf  Adh Esf Adh Esf  Adh Esf  Adh Esf

sswox [ : W& epico

6okDa |GG - - AKT

cokDa [ - W~ AKT-Pi (1308)

51 Kda

a7ox R = = GsK-3

d | .

ax L | GSK-3-Pi (59.521)

_— B

42 KDa B-Actina

Figura R32. Western blot con anticuerpos contra EpCAM intracelular (EpICD), AKT,
AKT fosforilado, GSK-3 y GSK-3 fosforilado en la serina 9 y en la serina 21 en las
lineas 302, 303, 315, 317 y 320, en condiciones de adherencia y tumoroesferas. -
actina se usé como control de carga.

A549 H1395 H1650 H1993 PC9
Adh Esf  Adh Esf Adh Esf  Adh Esf  Adh Esf

45 KDa EpICD

55 KDa

40 KDa GSK3

55 KDa .

40 KDa GSK-3-Pi (59521)

42 KDa B-Actina

Figura R33: Western blot con anticuerpos contra EpCAM intracelular (EplCD), GSK-
3, GSK-3 fosforilado para EpICD, GSK-3 y GSK-3 fosforilado en la serina 9 y en la
serina 21 en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 en condiciones de
adherencia y tumoroesferas. 8-actina se usé como control de carga.
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R8 Correlacion de marcadores de superficie de CMT de tumores primarios de
pacientes con CPNM con sus caracteristicas clinicopatoldgicas.

19 tumores resecados y de un tamafio adecuado junto con tejido sano adyacente recibidos del
Hospital general universitario inmediatamente tras su reseccién fueron disgregados y
analizados por citometria de flujo. De estos 19 casos; en sélo 16 se pudo realizar citometria de
flujo del tejido sano. El porcentaje de células que expresaban cada marcador de estas parejas
de tejido sano y tumoral se muestran en la tabla R34. La representacion grafica de estos
valores se muestra en la figura R35. Se seleccionaron las variables mostradas en la tabla R36
para su correlacién con los datos de citometria.

Codigo | reiido | EpCAM | CD166 | CD0 | cDas | cD34 | cD133 | CD117 | ABCG2

Paciente
290 Sano | 794 6 | 118 | 0 486 | 0.041
290 | Tumor | 21 76 | 213 | 0 6 0.035
291 Sano | 201 046 | 41.7 | 0 0 0
291 Tumor 513 0.26 78.2 0 0 0
292 Sano | 9.29 378 | 588 | 7.26 0
292 | Tumor | 215 351 | 458 | 176 0
293 Sano 86.5 0
293 Tumor 7.4 0
303 Sano | 49 0 | 406 | 614 | 104
303 | Tumor | 378 0 | 347 | 742 | 084
304 Sano | 335 0 0 | 5 | %2 | 0 4.96 0
304 | Tumor | 583 0 0 | 20 | 44 0 146 0
308 Sano | 192 | 627 | 04 | 569 | 04 0 12 0.085
308 | Tumor | 159 | 127 | 19 | 0 | 112 | 0 072 | 0078
307 Sano | 246 5 | 367 | 249 | 0 0 0 0
307 | Tumor | 435 3 | 744 | 144 | 0 0 2 6.8
311 Sano | 107 | 046 | 058 | 3% | 3 0 0.72
311 | Tumor | 253 | 174 | 583 | 3804 | 1056 | 0 5 44
316 Sano | 805 | 1855 | 022 | 525 | 557 | 0 9 0
316 | Tumor | 79 | 4399 | 32 | 547 | 145 | 0 13 0
315 Sano | 607 | 25 | 124 | 277 | 116 | 0 3 0
315 | Tumor | 565 18 | 235 | 424 | 161 0 8 0
325 Sano | 654 | 612 | 781 | 575 | 13 0 5.03 0
35 | Tumor | 828 | 494 | 8 | 466 | 11 0 1.6 0
326 Sano | 206 | 066 | 045 | 749 | 19 0 0 1.75
326 | Tumor | 574 | 104 | 227 | 564 | 0 0 450 | 344
307 Sao | 52 0 | 233 | 172 | 95 | 0 17.6 0
327 | Tumor | 334 0 | 308 | 496 | 732 | 0 18.1 0
334 Sano | 716 | 265 | 075 | 11.9
3 | Tumor | 22 08 | 886 | 693
33 Sano | 703 0 | 283 | 207 | 122 | 0
3% | Tumor | 652 0 73 | 325 | 461 0

Tabla R34: Tabla con el porcentaje de células que representaba cada marcador en
el andlisis de citometria de flujo de los tumores disgregados y el tejido sano
adyacente. Se han incluido las 16 muestras de pacientes para las que se
obtuvieron datos de citometria tanto de tejido tumoral como de tejido sano
adyacente.

98



CD326 CD166 CD90

100 100 DSSI’IO 40
Tumor

75- 75- 30-
c N M c c
he] M hel M he]
8 1 8 8
& 50- & 50- 520
x ] ]
@ [ [
ES ES ES

25- 25 10-

, WH‘H mm F[ . el MU o . 0 !_H ﬂ ﬂm
DN m®m Tk ®wm=-bw Lo~ R T R T R T Y- I N T =] o - N m ;s ®m e v v
2988835822388 8 E28838358C- 2288838 gxsg883s58c22]
ST LEEBEEEFLaa88E T ELEESREEEE--EHEES LALEEBBEEs e

CD44 CD34 CD133

100- 40 40

75 [ 1 M

w
o
w
o

50-]

% expresion
% expresion
o
S
% expresion
o
(=]

25

=)
-
<

336° &
L
|
|

3347
336"

oS- N wmEr®-w YWYt Y O - N wmw s e www o~ e I B R S S BT BT
gag88dsc8c22d488a8 R EEEE-EEEEE-EE: 58838 daE
SAAdAdS8EEEsnlaasd A AAFEIEndEEE 288888 anndaa

40- 40-

30 30

= =

k=] k=]

@ 7l

2 2

a 20 a 20

3 3

(] [+

o o

ES ES

10 10-

O.H:I mnﬂ\ H o B H
O N ®w o e s®L e w0 L =T O = R o N R R - R TR T R
23588358 c228a8838 gz g83s8cCc 22248
A LAEESESErrnsaasd AL s

Figura R35: Diagramas de barras del porcentaje de expresion de los marcadores
EpCAM, CD166, CD90, CD44, CD34, CD133, CD117 y ABCG2 analizados por
citometria de flujo en tejido sano (blanco) y tumoral (gris) de 16 tumores de
CPNM.

En la tabla R37 se muestran los resultados significativos del test de chi cuadrado y el test
exacto de Fisher sobre las variables cuantitativas de nuestra poblacidon. La poblacién de
estudio no es muy grande por lo que realizamos ambos estadisticos obteniendo resultados
parecidos con ambos. Continuaremos analizando los resultados del test de chi cuadrado. En la
tabla R38, se pueden ver los residuos estandarizados y ajustados del test de chi cuadrado.
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Variable |[Categorial|Categoria Il| Categoria lll
Tipo Tejido Sano Tumoral
Género Hombre Mujer
Histologia ADC SCC
Fumador Fumador [Exfumador [No fumador
.g Exitus No Si
2 TNM_T Tly2 T3y4
S[_TNmMN NO N1+
Edad >=65 Si No
Estadio | 1l 11}
EGFR mutado Si no
KRAS mutado Si No
Variable Min Max Numero
EpCAM 1.07 86.5 35
CD166 0 61.2 27
o CD90 0 39.8 33
Z Cbh44 0 78.2 33
2| cp4 0 36.2 31
g CD133 0 0 27
CD117 0 18.1 24
ABCG2 0 6.8 21
Edad 42 83 31

Tabla R36: Variables incluidas en el estudio estadistico de la cohorte de pacientes

incluidos en el andlisis junto con las categorias establecidas para las variantes

cualitativas.

Chi Fisher
Gender / Histology 0.00865305| 0.00359627
Gender / Smoking.status 0.0034378| 0.0083526
Gender /TNM_T4 0.06549542( 0.03151253
Histology / TNM_T4 0.02883517| 0.01661943
Histology / Age65 0.03597165| 0.01997388
Histology / TNM_St1 0.04694879| 0.04302035
TNM_St1/ Mut6_KRASyon 0.04626933( 0.09247312

Tabla R37: Tabla con los resultados significativos del test de chi cuadrado y del
test exacto de Fisher. En azul se muestran los casos en los que una de las 2

pruebas no dio un resultado significativo.

ADC | SCC |[Total Current | Former | Never | Total Tly2 | T3y4 | Total

Female_O 9 0 9 Female_O 2 3 4 9 Female_O 9 0 9
Female_E 5.23 | 3.77 Female_E 3.77 4.06 1.16 Female_E 6.39 | 2.61
Female_Rst | 1.65 | -1.94 Female_Rst -0.91 -0.53 | 2.63 Female_Rst | 1.03 | -1.62
Female_RAd | 3.03 | -3.03 Female_RAd | -1.42 -0.85 | 3.35 Female_RAd | 2.28 | -2.28

Male_O 9 13 22 Male_O 11 11 0 22 Male_O 13 9 22
Male_E 12.77 | 9.23 Male_E 9.23 9.94 2.84 Male_E 15.61 | 6.39
Male_Rst -1.06 | 1.24 Male_Rst 0.58 0.34 -1.68 Male_Rst -0.66 | 1.03
Male_RAd -3.03 | 3.03 Male_RAd 1.42 0.85 | -3.35 Male_RAd -2.28 | 2.28

Total 18 13 31 Total 13 14 4 31 Total 22 9 31
Tabla R38: Tabla de valores Observados (_O), Esperados (_E), residuos

estandarizados (_Rst) y residuos ajustados (_Ad) del test de chi cuadrado para las

variables Género/Histologia, Género/Fumador y Género/TNM_T. En azul se

muestran los residuos que indican una fuerte relacion entre ambas variables.
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Como podemos ver en la tabla R39, los tumores mas pequefios coinciden con el subtipo
adenocarcinoma, mientras que los mas grandes con el escamoso. Los adenocarcinomas
predominan en la poblacién de menos de 65 afios, mientras que los escamosos en la poblacion
de mas de 65 y ademds predomina la presencia de adenocarcinomas de estadios Tl. Los
escamosos se presentan de manera mas uniforme entre Tl y TIl. En ambos hay un pequeio
porcentaje de TllIl aunque es ligeramente superior en el subtipo escamoso.

Tly2 | T3y4 | Total 65 or more | Less than 65 | Total | Il Il | Total

ADC_O 16 2 18 | Abpc o 9 9 18 | ADC O 13 2 3 18
ADC_E |12.77| 5.23 ADC_E 12.19 5.81 ADC_E 9.87 | 4.65 | 3.48
ADC Rst | 0.90 | -1.41 ADC_Rst -0.91 133 ADC Rst | 1.00 [ -1.23 [ -0.26
ADC_RAd | 2.59 | -2.59 ADC_RAd -2.49 2.49 ADC_RAd | 2.29 | -2.20 | -0.45

SCC_O 6 7 13 SCC_O 12 1 13 SCC_O 4 6 3 13
SCC_E 9.23 | 3.77 SCC_E 8.81 4.19 SCC_E 7.13 | 335 | 2.52
SCC_Rst | -1.06 | 1.66 SCC_Rst 1.08 -1.56 SCC_Rst | -1.17 | 1.44 | 0.31
SCC_RAd [ -2.59 [ 2.59 SCC_RAd 2.49 -2.49 SCC_RAd | -2.29 | 2.20 | 0.45

Total 22 9 31 Total 21 10 31 Total 17 8 6 31

Tabla R39: Tabla con los valores Observados (_O), Esperados (_E), residuos
estandarizados (_Rst) y residuos ajustados (_Ad) del test de la chi cuadrado para
las variables Histologia/TNM_T, Histologia/Edad>=65 e Histologia/Estadio. En azul
se muestran los residuos que indican una fuerte relacion entre ambas variables.

Se uso el test de la T o el analisis de la varianza (dependiendo del nimero de categorias) al
descartar la viabilidad de un estudio multiparamétrico de componentes principales dado el
tamanfio de la cohorte. Se estudiaron todas las posibles combinaciones de las variables clinico-
patoldgicas con los marcadores estudiados; en la figura R40 se muestran las graficas con los
valores significativos para este analisis. Para este andlisis se utilizd la cohorte completa de 19
pacientes.
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D1 Desarrollo de modelos experimentales y capacidad iniciadora de tumores.

El tumor de cada paciente con cancer de pulmdén no microcitico es heterogéneo y Unico. La
histopatologia de un tumor puede diferir significativamente entre los pacientes y la
heterogeneidad entre tumores es muy frecuente. La naturaleza compleja de los tumores
supone un desafio para descifrar los mecanismos que regulan su comportamiento. En cancer
de pulmdn, a pesar de los avances en el conocimiento de sus alteraciones moleculares, la
supervivencia global no supera el 15% a los cinco afios (13). Incluso disponiendo de terapias
individualizadas, la adquisicién de resistencias a los tratamientos es una de las causas
principales de su elevada mortalidad. Un factor que contribuye a la heterogeneidad tumoral es
la presencia de células madre o iniciadoras de tumores distintivas para cada subgrupo de
CPNM. El paradigma de las CMT para la patobiologia de los tumores sélidos supone un
reconocimiento a la heterogeneidad fenotipica y funcional de las células observadas en estos,
explica la resistencia a los tratamientos convencionales, agresividad y asociacion a estadios
avanzados del cancer, y resalta la necesidad de mejora en las terapias actualmente en uso.

El estudio de las CMT en tumores sélidos se ha basado clasicamente en dos tipos de ensayos
experimentales: la formaciéon de tumoresferas in vitro en cultivos en suspensiéon o sin
adherencia (61,62), y la generaciéon de tumores in vivo al implantar células cancerosas en un
modelo de ratén inmunodeprimido (68).

En esta tesis se han desarrollado protocolos experimentales para la generacién de
tumoroesferas a partir de lineas celulares establecidas y de tumores de CPNM para el estudio
de las CMT. El establecimiento de cultivos de tumoroesferas, enriquecidas en CMT, vy la
comparacién con sus contrapartes crecidas en cultivos de adherencia en presencia de suero
bovina fetal, lo que induce su diferenciaciéon, nos permite tratar de averiguar qué
caracteristicas posee esta poblacién celular de CMT. Una parte importante de los resultados de
esta tesis se basan en esta comparacion, que se discuten en los siguientes apartados.

En el transcurso de este proyecto se han generado tumoroesferas a partir de tumores de
pacientes con CPNM (LDP), asi como cultivos en adherencia. Hemos optimizado el analisis por
citometria de flujo para la caracterizacion de los marcadores especificos de superficie y
subpoblaciones celulares, y hemos analizado la expresidn de estos marcadores por
microscopia de fluorescencia y Western blot. Para demostrar la capacidad de inducir tumores
de las CMT, hemos generado modelos de xenotrasplante en ratdn a partir de la inyeccién de
estas células (PDXs).

Al analizar la CIT de estas lineas, en las LDP 302, 303 y 317 las tumoroesferas presentan una
clara mayor CIT, presentando una aparicion mds temprana del tumor y un crecimiento mas
rapido. La baja diferencia entre la CIT de las lineas 315 y 320 entre las tumoroesferas y sus
parejas adherentes podria deberse a que ambas poblaciones tienen una similar CIT o que la CIT
de estas 2 lineas es muy alta y necesitamos inyectar una cantidad de células menor para ver
una diferencia entre ellas.

Estos resultados indican que la poblacién de tumoroesferas estd enriquecida en células con
caracteristicas de CMT con una mayor CIT. Sin embargo, las células adherentes también
muestran CIT, lo que nos indica que ambas poblaciones tienen células con caracteristicas de
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CMT. Resta estudiar con mds profundidad las lineas 315 y la 320 que han mostrado una similar
CIT entre ambas poblaciones de tumoroesferas y adherentes, asi como la linea 302 cuyos PDX
derivados de tumoroesferas presentan una mayor agresividad, pero menor porcentaje de
éxito.

En la evaluacién de la expresion de las proteinas de superficie EpCAM, CD166, CD44, CD90,
CD34, CD133 y ABCG2 mediante citometria de flujo en las células derivadas de tumores de
pacientes y de los PDX se observa una mayor dispersion de los datos en las LDP de PDXs. En
general los resultados de los marcadores imitan a las LDPs del tumor primario, pero con un
mayor ruido anadido, con la salvedad del marcador CD44 que presenta una clara menor
expresion que en estas, al menos en superficie.

En el caso de los PDXs, adicionalmente al protocolo para el andlisis de citometria realizado a
todos los cultivos de tumores, se debié llevar a cabo una deplecién de las células de ratén.
Ademas, se deben tener en cuenta en las muestras derivadas de los tumores PDX, posibles
diferencias en el desarrollo de los tumores en el ratdn, presencia impurezas no excluidas por
los protocolos de filtrado y deplecidén de células de ratdn. Esta combinacién de factores lleva al
incremento de variabilidad mostrado en la grafica.
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D2 Uso de marcadores de superficie para la caracterizacion y aislamiento de CMT en
CPNM.

Los resultados obtenidos del andlisis de la expresion de marcadores de superficie de CMT
ofrecen resultados limitados para su uso para aislar CMT de CPNM, ya que la diferencia
observada entre las células adherentes y su contraparte tumoroesfera no permitiria el
aislamiento de CMT en las condiciones estudiadas dentro de una poblacion heterogénea.

D2.1 La expresion de EpCAM extracelular no discrimina entre tumoroesferas y células
adherentes.

EpCAM se expresa en varios tejidos epiteliales humanos, carcinomas y células progenitoras y
madre. El analisis de su expresidn mediante citometria de flujo en las lineas H1395, H1650,
H1993 y P(C9, las lineas derivadas de paciente 302, 303, 315, 317 y 320, asi como en los
correspondientes PDX, revel6 que los porcentajes de células que expresan EpCAM fueron muy
elevados en practicamente todos los casos, salvo en la linea A549. Estos resultados indican que
estas células son de origen epitelial. Los porcentajes en adherencia que observamos coinciden
con algunos articulos (125,196,197), pero los porcentajes de EpCAM que observamos cuando
comparamos los cultivos adherentes con las tumoroesferas son bastante mas altos en
tumoroesferas que lo que esta descrito en la literatura (125,168,196,197). Cabe destacar que
los valores significativos del test de la T revelan un niumero ligeramente mayor de células
adherentes positivas para EpCAM en comparacion con las tumoroesferas en 2 lineas celulares
(A549 y 303) y mayor numero de tumoroesferas positivas para Epcam en otras 2 lineas (H1650
y 315). Este resultado se validé por microscopia de fluorescencia, lo que apoya los resultados
obtenidos en el andlisis de citometria de flujo.

La ubiquidad de EpCAM en las tumoroesferas y sus homolégas adherentes hace que no pueda
ser utilizado como marcador Unico para el aislamiento de CMT; sin embargo, varios resultados
sugieren un papel activo en la biologia de las CMT como se comentara mas abajo.

D2.2 Expresion de CD166 en las CMT de CPNM.

Como se ha comentado en la introduccién en al apartado 4.2, CD166 se ha descrito como un
marcador prometedor para identificar células CMT en CPNM, aunque también como un
marcador inerte de CMT en CPNM (135).

Los resultados obtenidos del andlisis de su expresion en lineas celulares y células derivadas de
tumores de CPNM mediante citometria, microscopia de fluroescencia y western blot indican
que tanto las tumoroesferas como sus homologas células adherentes expresan CD166. Sin
embargo, se observa una gran diferencia de expresidn entre las lineas celulares establecidas y
aquellas derivadas del cultivo primario de los tumores de CPNM. En las lineas A549, H1395,
H1650, H1993 y PC9 este marcador se expresa en tumoroesferas y células adherentes con
bastante intensidad, incluso mds en ADH en algunos casos como las H1650 o las PC9; sin
embargo, es interesante destacar la presencia de marcaje nuclear en tumoroesferas de varias
de las lineas celulares analizadas (A549, H1395 y H1993). Por otro lado, el andlisis mediante
microcopia de fluorescencia reveld que en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320 la expresién de
CD166 era claramente superior en las tumoroesferas, presentando ademas todas ellas una
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localizacién nuclear. Es importante sefialar que el anticuerpo utilizado para detectar CD166
mediante microscopia de fluorescencia reconoce la parte extra e intracelular de la proteina, lo
que permitié analizar su expresién en la membrana celular, asi como como aquella que ha
sufrido una RIP; esto podria estar relacionado con la ruta de transduccién de este marcador y
podria indicar un papel sefializador del fragmento intracelular de CD166 en las tumoroesferas.
Este resultado refuerza la importancia de contextualizar bien el estudio de marcadores de
CMT, y podria explicar la controversia existente entre los resultados publicados sobre
marcadores de CMT en tumores sélidos.

Los analisis de citometria de flujo también revelaron la existencia de una subpoblacién celular
EpCAM"8/CD166"8" en la linea H1650. Seria necesario profundizar en el estudio de esta

subpoblacién para analizar su papel en las CMT.

Por otro lado, los gréaficos de cargas de los andlisis de componentes principales realizados
sobre lineas establecidas mostrados en el apartado de resultados R6.1 mostraron que el gen
que codifica a CD166 tiene una correlacion negativa fuerte con la mayoria de tumoroesferas y
positiva con los cultivos adherentes; implicando una mucha mayor presencia de este gen en las
células adherentes; sin embargo, este resultado se invertia en los cultivos primarios derivados
de pacientes.

Los resultados obtenidos sugieren que CD166 no es un buen discriminador de CMT cuando se
analiza de manera individual, pero apunta hacia un posible rol del fragmento intracelular de
este marcador en el CPNM. Cabria profundizar en los mecanismos moleculares sobre este
marcador y su implicacidn en la sefializacion celular en CPNM.

D2.3 3 Expresion de CD44 en las CMT de CPNM.

Existen numerosos estudios sobre CD44 en CPNM en la literatura que lo describen como un
marcador con un papel central en varias rutas de sefializacion implicadas en el céncer,
incluyendo cancer de pulmén. El primer articulo publicado donde se propuso como posible
marcador de las CMT de pulmén en lugar de CD133 pertenece a Leung et al. 2010 (143).
Actualmente varios metaanalisis indican que CD44 estd asociado a un peor prondstico en
pacientes con CPNM (144-149).

Se ha descrito el papel de esta proteina en las rutas de transduccién de sefiales. Al igual que
EpCAM o CD166, CD44 es también cortado por y-secretasas. En cancer de mama se describio
que el fragmento intracelular de 17 KDa es translocado al nucleo donde interacciona con Sox2
y Oct4 (199). En adenocarcinoma ductal pancreatico CD44 actia como correceptor de otros
RTKs; el bloqueo del CD44 evita la transduccién por MET y VEGFR, y por tanto la activacion de
las MAPK y la ruta de PI3K/AKT (200). En cancer de mama se describié también su papel como
correceptor de EGFR y del receptor de TGF-B (TGFBR); su represion llevé a la inactivacion de
las rutas de AKT y ERK, asi como a la represion de marcadores de TEM (201).

Nuestros resultados muestran que, en el andlisis mediante citometria de flujo, todas las lineas
celulares con excepcién de las tumoroesferas de la linea H1993 muestran elevada expresién de
CD44. El niumero de células que expresan CD44 es ligeramente inferior en las tumoroesferas,
salvo en la linea A549; siendo la diferencia estadistica significativa en las lineas 303, 315, 317 y
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320; asi como en la linea H1993. Estos resultados se observaron también en el analisis de las
células derivadas de los tumores de los PDXs; pero la alta dispersion de los datos dificulta la
obtencidn de valores significativos en la estadistica. Es interesante sefialar que la disminucién
relativa de la expresion de CD44 en los PDX fue mayor que la observada para EpCAM y CD166.

Mediante citometria de flujo se identificd la subpoblacién EpCAM™E/CD44"° en las H1650. En
relacidn a esta poblacion, se ha descrito una poblacién CD44"/CD24"8/EpCAM"" en céncer de
mama como ya se comentd en la introduccién (56). Seria interesante la caracterizacion de esta
subpoblacién, sin embargo, al estar ausente en el resto de lineas y al considerar los
porcentajes de estos marcadores obtenidos, no parece util para el aislamiento de CMT.

Con los resultados obtenidos mediante citometria y microscopia de fluorescencia este
marcador no parece ser un buen discriminador individual entre tumoroesferas y células
adherentes. Sin embargo, por otras técnicas CD44 si muestra una mayor presencia en
tumoroesferas: De nuevo el analisis discriminante de cuadrados parciales mostrado en el
apartado R6.1 asociaba una mayor expresion del gen de CD44 a las tumoroesferas, y las LDP
de la variedad adenocarcinoma presentaban una mayor expresién por western blot como
vimos en el apartado R6.3.

Tanto por microscopia de fluorescencia como por western blot los resultados obtenidos de los
cultivos primarios derivados de tumores de pacientes son mas homogéneos que en las lineas
celulares establecidas, y a diferencia de lo observado en las lineas establecidas todas las
bandas observadas en el western blot de las tumoroesferas se corresponden a los isotipos V de
CD44. De nuevo se observa la heterogeneidad entre las lineas establecidas y las LDP,
presentando las segundas un patrén claro de mayor expresién en las tumoroesferas frente a
los cultivos adherentes.

Los resultados de este estudio indican que, en las condiciones experimentales utilizadas, por si
solo, CD44 no es un buen discriminador de CMT, aunque si podria serlo en combinacion con
otros marcadores, al menos en tumores primarios de pacientes.

D2.4 Expresion de CD133 en las CMT de CPNM.

CD133 se describi6 como marcador de CMT en CPNM en 2008 (49). El estudio de este
marcador es complicado por la existencia de diferentes isoformas y su complejas
modificaciones postraduccionales lo que ha llevado a una controversia sobre su papel en las
CMT a lo largo de la bibliografia (151).

Los metaanalisis sefalan una clara correlacidon con el CD133 y peor prondstico: Una revisidn de
11 estudios correlaciond la presencia de CD133 con una peor supervivencia a los 5 afios de
pacientes con CPNM (202). Otro metaanalisis incluyendo 23 trabajos reporté que CD133
tiende a correlacionarse con peor prondstico, y mayor grado de metastasis de nddulos en
cancer de pulmdn (203). Los resultados de otros 13 estudios mostraron asociacidon entre
CD133 y una menor supervivencia media (204). Curiosamente un metaanalisis comparando
resultados de estudios en poblaciones asidtica y caucdsica mostré que el CD133 solo se
asociaba con menor supervivencia en la poblacién asiatica (205).
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Se ha descrito una mutaciéon en CD133, presente en tejido tumoral, en el genoma de pacientes
con una historia familiar de cancer de pulmdn (206); aunque otros estudios no asociaron
polimorfismos en el CD133 con prondstico del cancer de pulmdn (207).

En nuestro estudio, a pesar de haber utilizado diferentes anticuerpos que reconocen el
marcador CD133, este fue indetectable por citometria de flujo tanto en los tumores primarios
de la cohorte de pacientes, como en los tumores de los PDX y los cultivos de células de lineas
establecidas, tanto en el caso de cultivos adherencia como tumoroesferas. Si encontramos alta
expresién de CD133 por microscopia de fluorescencia. Se ha descrito en la literatura que la
deteccién de CD133 por citometria de flujo es generalmente baja, habiendo reportado
porcentajes de expresion inferiores al 1% (94,155,158,161,164,208).

En las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9, asi como en los cultivos primarios 302, 303,
315, 317 y 320, observamos expresion de CD133 por WB y microscopia de fluorescencia en
todos los casos por al menos una técnica. La mayor expresion fue observada en las
tumoroesferas de H1395 y 320, tanto por WB como por microscopia de fluorescencia.

La localizacidn de este marcador fue principalmente citoplasmdtica y en membrana celular,
aunque tenemos algunos casos en los que se observa expresion nuclear: En ESF y ADH de la
linea 303 y PC9, asi como en los cultivos adherentes de la linea H1395 también se aprecia
mayor expresion perinuclear en las tumoroesferas de las lineas PC9 y 315. La mayor expresién
de CD133 nuclear se ha asociado previamente a un peor prondstico en CPNM (209).

La causa de la no deteccidn de este marcador por citometria y su elevada expresién por WB y
microscopia de fluorescencia esta relacionada con el anticuerpo utilizado en nuestros andlisis.
El anticuerpo usado en WB y microscopia fue el Ab19898, anticuerpo que se dirige contra el
fragmento C-terminal, mientras que el anticuerpo usado para la citometria de flujo fue el
AC133 de Miltenyi, este se dirige al segundo bucle extracelular (152). Las modificaciones
postraduccionales pueden dificultar en gran medida la deteccién de este anticuerpo por
citometria de flujo.

CXCR4 se ha asociado a la expresion de CD133 en CPNM (64,157,166,210) y se ha descrito
como activador de importantes rutas y procesos en CMT como PI3K/AKT, HH o la capacidad de
invasién (211). En este estudio consideramos también la inclusién del marcador CXCR4; sin
embargo, las primeras pruebas realizadas mostraron que este marcador era negativo por
citometria en todas las lineas, lo que nos llevd a excluirlo de nuestro estudio.

La dificultad para detectar CD133 por citometria sugieren que el CD133 no es un buen
marcador para aislar CMT. No obstante, dado el amplio nimero de publicaciones que sugieren
un papel importante de CD133 en la biologia de las CMT y quimiorresistencia en el CPNM seria
recomendable su inclusion en los estudios de CPNM, asi como también la inclusién de CXCRA4.

D2.5 El marcador de superficie CD90 solo se expresa en la linea H1650.

CD90 es un marcador poco estudiado en CPNM. En 2012 CD90 fue descrito en pacientes de
CPNM, aunque no asociado a un peor prondstico ni relacionado con las CMT; de hecho en este
estudio no encontraron diferencias entre el tejido tumoral y el normal (185,186). En 2013, dos
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grupos independientes identificaron CD90 como un posible marcador de CMT en cancer de
pulmon (212,213).

En nuestros analisis por citometria de flujo en las lineas establecidas CD90 solo pudo ser
detectado en la linea H1650 y en un porcentaje muy bajo, y a diferencia de Yan et al., (212) no
observamos su expresion en las A549. Aunque CD90 no fue un marcador seleccionado para la
firma molecular, el analisis discriminante de cuadrados parciales descrito en el apartado R6.1
si que asocid una mayor expresion del gen 1 a los cultivos de tumoroesferas. Ademas, como
vimos en el apartado de resultados, presentd una mayor expresion en tejido tumoral que en el
tejido sano adyacente en nuestra cohorte de pacientes R8.

CD90 es un marcador poco estudiado en CPNM pero que ha mostrado algunos resultados
prometedores en nuestro estudio, siendo el Unico marcador expresado con valores
significativo en las células derivadas de tumor primario de nuestra cohorte de pacientes. Su
deteccién por citometria sin embargo se limité a linea H1650 en condiciones de adherencia.
Esto podria deberse a la no o menor expresidon de este marcador en cultivos in vitro y queda
pendiente por validar mediante western blot o microscopia de fluorescencia.

D2.6 CD34, ABCG2, CD117, ALDH1A1, E-Cadherina y Vimentina.

Los marcadores CD34, ABCG2 y CD117 no fueron detectados por citometria de flujo. Es
importante sefialar que la no deteccién de estos marcadores no indica su ausencia, solo la no
detecciéon por en nuestras condiciones experimentales. Puede que su expresidon esté por
debajo del limite de deteccién del citémetro utilizado o que nuestras condiciones
experimentales dificulten su deteccién.

CD117 es un marcador muy poco estudiado en las CMT de CPNM por no estar considerado en
este cancer una marcador asociado a rutas conductoras en este cancer, CD34 estda mas
asociado a leucemias aunque ha aparecido en la descripcién de CMT de algunos tumores
solidos, aunque en el caso del pulmdén no parecen un marcador de CMT importante
(149,181,189,214).

ALDH1 es un marcador clasico del campo de las CMT. Esta enzima cataliza la conversion de
acido retinoico en retinol, es altamente expresada en células madre de varios érganos y puede
jugar un factor en la resistencia contra algunos farmacos como el cisplatino (61). Este
marcador presenta dificultades para ser analizado por citometria en paralelo al resto de
marcadores de superficie ya que requiere un ensayo funcional que debe realizarse
adicionalmente a nuestro ensayo de citometria multiparamétrica. Dado que la cantidad de
células en los cultivos en baja adherencia suele ser un factor limitante este marcador se analizo
solo por microscopia de fluorescencia y WB. Las imagenes de microscopia de fluorescencia
mostraron mayor expresion en algunas tumoroesferas de las lineas A549, H1395, 315y 320, no
mostrando diferencias de expresion en el resto de lineas. Se detectd localizacién nuclear en
algunos casos, en las células adherentes y las tumoroesferas de la linea H1395, asi como las
células adherentes de la linea H1650. ALDH1 se localiza normalmente en citoplasma, aunque
su localizacion nuclear en cancer de recto o coldn se ha relacionado con menor supervivencia
(215).
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ALDH1A1 se ha asociado a un peor prondstico en cancer de pulmdén (216,217); aunque
también es un marcador controvertido, habiéndo descrito su ausencia en las poblaciones mas
agresivas (218,219). Nuestros resultados preliminares para este marcador muestran que,
aunque en algunas lineas podria el analisis de su expresidon puede ser Util, no parece un
marcador robusto para la deteccion de CMT en CPNM.

La expresidn de E-Cadherina y Vimentina se analizé por microscopia de fluorescencia y WB. Por
lo general los resultados eran esperables: En las lineas establecidas la E-Cadherina estd mas
presente en las células crecidas en condiciones de adherencia que en las tumoroesferas por
una o ambas técnicas; con la excepcién de la linea H1993 donde los niveles parecen idénticos.
Los niveles de Vimentina son parecidos en entre las células adherentes y las tumoroesferas al
analizarlos mediante microscopia de fluorescencia.

Si consideramos ambos marcadores, las esferas tienen una ratio de E-Cadherina/Vimentina
inferior. Esto sugiere un fenotipo mas mesenquimal en el caso de las tumoroesferas. En las
lineas H1650 y PC9 ambos marcadores mostraron muy baja intensidad por microscopia de
fluorescencia, pero los resultados de WB sugieren una mayor ratio E-Cadherina/Vimentina. Las
células derivadas de los cultivos primarios mostraron un comportamiento similar para E-
Cadherina y Vimentina, y atendiendo de nuevo a la ratio E-Cadherina/Vimentina, las
tumoroesferas mostraron un menor ratio que las adherentes, aunque en la linea 315 y 317
tanto las ADH como las ESF parecen tener una ratio similar.

Aunque estos 2 marcadores no pueden ser usados para la identificacion de la poblacién de
CMT, el andlisis de su expresidn puede ofrecer informacién sobre el fenotipo de las células.

D2.7 Consideraciones sobre los ensayos de citometria en las CMT.

Para llevar a cabo la identificacion de marcadores de CMT, se revisd la literatura
exhaustivamente, se realizd un estudio preliminar de marcadores de las lineas celulares y se
selecciond la metodologia a utilizar, asi como su puesta a punto. Uno de los detalles que llama
la atencion al revisar la bibliografia es la gran controversia en este campo de estudio, ya que
hay un gran nimero de marcadores que se han propuesto como posibles marcadores de CMT
y existe una deteccidn irregular entre los diferentes trabajos publicados. Si estas controversias
estan siendo observadas en el analisis de lineas celulares establecidas, donde la variacion en
las condiciones de cultivo y metodologias no varia demasiado entre diferentes laboratorios; no
es dificil imaginar la alta variabilidad en estudios de marcadores de superficie al trabajar con
tumores primarios. Los protocolos de disgregacion de tumores de pacientes afiaden ademas
variabilidad adicional, como mostramos en el apartado de resultados con la desviacién media
de los marcadores EpCAM, CD44 y CD166. Por todo lo expuesto, seria necesario estandarizar
las condiciones experimentales y validar la expresion de los marcadores mediante otras
técnicas experimentales.

Un problema afiadido al uso de marcadores de superficie es que, aunque muchos de ellos
parecen tener un papel en el cancer de pulmadn, son los factores de transcripcién y rutas de
sefializacion activadas lo que hacen que realmente una célula sea una CMT. Este hecho junto
con la plasticidad de este fenotipo hace tremendamente elusiva a esta poblacién; dificultado
aun mas por el estudio de esta en diferente tipo de células, pacientes, protocolos y
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condiciones de establecimiento de esferas; todo lo descrito puede explicar que los fenotipos
observados de las CMT cambien. Esto dificulta poner en contexto articulos como el de Park et
al.; estos autores usando una cohorte de 368 pacientes obtienen que varios de los marcadores
clasicamente asociados con un peor prondstico o a la subpoblacion de CMT, como el CD133,
CD44 o ALDH1, son predictores de un estadio mas temprano y mejor prondstico en
adenocarcinoma (219).

Seria de interés realizar estudios mas profundos que sigan la evolucion de la poblacién de CMT
y que traten de establecer una jerarquia, como los realizados por Bertolini y Moro (64,166) o
que consideren diferentes puntos temporales (160). También realizar estudios de las CMT
teniendo en cuenta las mutaciones conductoras, asi como un seguimiento temporal de estas,
no solo a tiempo final.

Actualmente se ha avanzado en el estudio de las CMT en CPNM; su presencia es dificilmente
rebatible, los estudios funcionales y la bibliografia dejan pocas dudas sobre su existencia; pero
aun es necesario profundizar mas en la caracterizacién y biologia de esta elusiva poblacion.
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D3 Rutas de transduccion de seiiales de CMT .

Como hemos visto en el apartado anterior hay marcadores como EpCAM y CD166 que
muestran una localizacion intracelular que sugiere podria desencadenar la activacidon de una
sefalizacion celular especifica segln el tipo de cultivo celular.

EpCAM, una molécula de adhesién celular, que participa en la sefializacién, migracion,
proliferacién y diferenciaciéon celular. Controla varias vias de sefalizaciéon como la via
dependiente de nPKC, la via de sefializacién Wnt, y la via embrionaria de Ras (Eras)/RAC-a
serina/treonina-proteina quinasa (AKT) (220). Como ya se comentoé en la introduccién EpCAM
es un receptor de superficie clave que puede translocarse al nucleo y regular la expresién del
gen diana aguas abajo. EPCAM se escinde secuencialmente y libera un dominio extracelular N-
terminal. (EpEX) y un dominio intracelular C-terminal de 5 kDa (EpICD). El fragmento EpICD,
que es inestable en el citoplasma, es capaz de translocarse al nucleo y se acompafia de
activadores transcripcionales para estimular la expresién génica y la proliferacion celular.

Estas funciones que van mas alld de su mera funcién como molécula de adhesién celular
también se han observado en CPNM. Un estudio en la linea A549 mostrd que la estimulacién
de EpCAM usando un anticuerpo monoclonal lleva a la sintesis de genes relacionados con el
ciclo celular y la proliferacién (196). En otro estudio, también en lineas de CPNM, la deplecidn
de EpCAM inducia apoptosis en todas las lineas y reducia la invasibilidad de las lineas mas
agresivas (197). Varios de estos estudios sefialaron la represion de p53 o proteinas de su ruta.

Otros resultados que podrian indicar una posible funcién de EpCAM en las CMT son varios
ensayos de resistencia a fdrmacos: Las tumoroesferas de A549 y H1650 mostraron una mayor
resistencia a cisplatino y afatinib en la poblacion EpCAM*/CD133*(168). El uso de paclitaxel
enriquecio las esferas de A549 en la doble poblacién EpCAM+/CD133* pasando del 20% en
esferas sin inducir a un 86,6% en las inducidas, mostrando ademas CIT en Xenografts (198).
Aunque hay articulos que no arrojan resultados para EpCAM, como el articulo de Bertolini et
al. 2015 mencionado en la introduccién, que si tuvo en cuenta el EpCAM vy en el cual la
poblacion mas agresiva fue la CD133*/CXCR4*, (64); o el trabajo Zhang et al. donde CD166
mostré mucha mayor CIT que EpCAM, CD44 o CD133 (135).

En nuestro estudio hemos observado la expresién del fragmento EpICD en las tumoroesferas
de las lineas derivadas de pacientes. También se observd una correlacidn entre la expresidn de
EpICD con AKT activado. La activacidn de AKT mediada por EpCAM se ha descrito y podria estar
involucrada en la diferenciacidn de las células madre embridnicas murinas a través de esta via
de sefializacién (221) pero el mecanismo de accién todavia no estd bien elucidado.

Por otro lado, también hemos observado marcaje intracelular del marcador CD166 en varias
de las tumoroesferas de las lineas estudiadas, en las lineas de colecciones de cultivos A549,
H1395 y H1993 y en las 5 LDPs estudiadas, 302, 303, 315, 317 y 320; siendo la 317 la dUnica de
estas ultimas que presenta un marcaje nuclear menos claro. Lo que sugiere que este marcador
también podria estar sometido a RIP y su fragmento intracelular esté siendo translocado al
nucleo. Esto esta ya descrito en otros canceres, por ejemplo se ha visto en el carcinoma de
ovario que CD166 es cortado por metaloproteasas ADAM17/TACE y ademas se ha relacionado
la adhesion celular de CD166 con la secrecidon de metaloproteasas en melanoma (128).
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La deteccién de subpoblaciones de células atendiendo a este tipo de marcadores
extracelulares no aporta informacidn sobre aquellas células con la ruta de transduccidn activa.
Estos resultados refuerzan nuestra teoria de que en el aislamiento de las CMT es también
relevante el estudio de la sefializacién de los marcadores para profundizar en la activacién de
la sefalizacion de diferentes vias en funcidon del contexto celular, no solo del fenotipo.
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D4 Una firma molecular de 6 genes identifica a la poblacion de CMT en la variedad
adenocarcinoma.

Mediante estudios de expresién génica de muestras derivadas de tumores de pacientes con
CPNM (apartado de resultados R6) realizados en el laboratorio de Oncologia Molecular de la
Fundacidn del Hospital General Universitario de Valencia se identificé una firma de 6 genes,
CD44, Notch3, ITGA6, Nanog, CDKN1A y Snail, que permitia diferenciar las tumoresferas de las
células adherentes derivadas de los mismos tumores primarios. Esta firma génica ha podido
ser validada en las lineas derivadas de pacientes, pero no en las lineas A549, H1395, H1650,
H1993 y PCO.

Todos los marcadores de la firma génica tienen un papel importante en el desarrollo del
CPNM. Las proteinas expresadas a partir de estos genes se relacionan con caracteristicas de
CMT y son potenciales dianas terapéuticas, como ya se ha comentado para CD44 y Notch 3.

ITGA6 es un marcador recurrente en una treintena de células madre, entre las que las células
madre de pulmdn estan incluidas; aunque también esta presente en varias células somaticas
como los queratinocitos, plaquetas, células epiteliales y células basales de la cornea (222). La
integrina a6P4 coopera con varios receptores como EGFR, ErbB2, ErbB3 o c-Met para
amplificar la sefalizacidon de rutas como PI3K, AKT y las MAPK (223). La Itga6 ha sido ya
identificada como marcador de CMT en glioblastoma, cdncer de mama o de cérvix, donde se
ha visto que Oct4 y Sox2 se unen a su promotor y activan su transcripcién (222). En cancer de
pulmén, estd descrita su mayor expresion en CPNM (224); mas recientemente la integrina
a6p4 se correlaciono con las mutaciones de TP53, invasion y menor supervivencia (223).

Snaill es un factor de transcripcidén perteneciente a la superfamila de Snail. Los miembros de
esta familia son represores transcripcionales. La funcion mas estudiada de Snail es la de
promover la TEM (225). Una de las caracteristicas principales de la TEM es la represion de la E-
cadherina; esta es mediada por Snaill y 2, asi como por miembros de la familia de Zeb, Twist
(226)

Nanog es otro de los factores de transcripcién asociados a las CMT, y ademas se ha asociado
con la resistencia a terapias y la baja supervivencia (227). Nanog fue descubierto en células
madre de ratdn como un importante factor de transcripcién implicado en el mantenimiento
del estado indiferenciado (228). El mRNA de Nanog no es detectado en células diferenciadas,
salvo en fibroblastos humanos, donde coexpresa con bajos niveles de Oct4 y Sox2. Nanog,
Oct4 y Sox2 son responsables de mantener las células madre en un estado indiferenciado
(228). Nanog forma complejos con alrededor de 20 proteinas, entre las que se incluye Oct4, la
mayoria son necesarias para el mantenimiento de la pluripotencia (229). En el cancer de
pulmdn se han visto sobreexpresados Nanog y NanogP8, una duplicacion de este; lo cual se ha
asociado con un peor prondstico (230)

Los niveles de expresion de Nanog estan positivamente relacionados con la resistencia a
terapias y la baja supervivencia (227). En cancer de mama y de cabeza y cuello el axis HA/CD44
lleva a la acumulacién de Nanog en el nucleo, la produccién de miR-21 y la reduccién de
supresores tumorales, mediado por PKCe (229). En cancer de pulmdn hay una relacidn entre la
resistencia a cisplatino y la expresiéon de Nanog y Oct4 (231).
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CDKN1A codifica para p21. P21 pertenece, junto a p27 y p57, a la familia CIP/KIP de inhibidores
de CDKs o CDKis. Su papel mas conocido es el arresto del ciclo celular al ser inducida su
expresion por P53 tras sufrir dafio el ADN o presentarse una situacidon de estrés celular,
aunque participa también de otros procesos importantes como la regulacién de la apoptosis,
diferenciacion, autorenovacion, senescencia, metastasis (232) o la reparacién del DNA (233).
P21 inhibe principalmente a los complejos CDK4/CiclinaD, CDK2/CiclinaA y CDK2/CiclinaE; es
decir, las transiciones G1/S y G2/M. P21 también se une a PCNA, cofactor de la ADN
polimerasa 6, inhibiendo directamente la replicacion del DNA (234).

A pesar de que en condiciones fisiolégicas p21 actia como un gen supresor de tumores y
protector de la célula, puede tener el rol opuesto en el contexto del cancer. En un contexto
celular alterado y carente de p53, p21 puede pasar de supresor a oncogén; esto en parte
podria explicar los diferentes resultados segun el tipo de cancer y de localizacién celular. Por
ejemplo, la sobreexpresion de p21 se ha asociado con un peor prondstico en algunos tipos de
canceres (gliomas, préstata, cervical y esofagico), mientras que en otros es la pérdida de p21 lo
gue se asocia con esta caracteristica (mama y gastrico); hay en otros canceres como el de
ovario donde estdn descritos ambos comportamientos (233). La localizacion celular también
juega un papel importante, habiendo asociado la localizacién nuclear a sus funciones de
supresor de tumores y la localizacidn citoplasmatica a las oncogénicas (233). En general la
bibliografia de CPNM presenta a p21 en su papel de supresor tumoral (235-239).

Por tanto, hay que tener en cuenta que la expresion de P21 depende del contexto celular y el
estado de P53. En nuestro estudio, dentro del contexto de las CMT y coexpresado con el resto
de proteinas de la firma identificada parece un buen indicador de CMT en adenocarcinoma.

D4.1 Las LDP como modelo de estudio para las CMT in vitro.

Una vez identificada la firma génica, se analizd la expresion de sus proteinas mediante western
blot y microscopia de fluorescencia. Los resultados indicaron una mayor expresion de las
proteinas de la firma en las tumoresferas derivadas de las lineas 302, 303, 315, 320 y 343; con
alguna excepcién como la linea 320 donde Snail y ITGA6 estdan mds expresadas en ADH, o
Notch3 en la linea 343 cuando se analizd por microscopia de fluorescencia. En la variedad
escamosa y en las lineas comerciales A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 este patrén no se
observé.

Cabe destacar que en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 se encontrd localizacion
nuclear de Notch 1 intracelular (NICD) en cultivos adherentes, pero no en tumoroesferas
(Figura R26). La sefializacion por Notch es importante para el mantenimiento de la
pluripotencia, pero también esta implicada en otros procesos como apoptosis o la activacién
de otras rutas importantes en cancer de pulmén como las MAPK o la ruta de las PI3K. Aunque
Notch 1 no es especificamente parte de la firma, si es remarcable la mayor presencia en el
nucleo de las células adherentes.

Se observd expresion nuclear de Nanog en las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 dada
su funciéon como factor de transcripcion, aunque también se observd una elevada expresion
citoplasmatica. La expresidon de Nanog en ambos compartimentos celulares es congruente con
el hecho de que este marcador puede ser regulado mediante su exclusion nuclear gracias a su
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secuencia de exportaciéon nuclear NES (229). Mas alla de este hecho, nuestros resultados
muestran un patrén heterogéneo de la expresién de Nanog en las lineas de colecciones de
cultivos. Por otro lado, los analisis de western blot mostraron que en las lineas 302, 303, 315,
317 y 320 habia mayor expresion de Nanog en tumoroesferas y los andlisis mediante
microscopia de fluorescencia mostraron expresion nuclear en la mayoria de los casos (con la
excepcion de la linea 317). Estos resultados sugieren que Nanog es un marcador compatible de
CMT. Resultado avalado por la bibliografia, al haberse un gran nimero de publicaciones que
han descrito a Nanog asociado a peor pronéstico y poblaciones mas agresivas en CPNM
(93,138,152,156,161,162,167,197,199,213,228,230,232,243-245).

Cabe destacar la diferencia entre los resultados de expresion de la firma génica entre los
cultivos de tumores derivados de pacientes y los de lineas establecidas. Sélo podemos
hipotetizar acerca del porqué de este resultado. Quizads el mantenimiento de las células de
lineas comerciales a lo largo del tiempo cree una presidn selectiva que haga que las células
evolucionen y se adapten, manteniendo caracteristicas de CMT e impidiéndonos diferenciar la
firma génica en estas lineas.

Estos resultados sugieren que las células derivadas de tumores de pacientes sean las mas
adecuadas para el estudio de las CMT. Esta conclusién es desalentadora ya que una de las
grandes ventajas del trabajo con lineas comerciales establecidas es la facilidad para cultivarlas.
El cultivo primario a partir de tumores es mas complicado técnicamente pero su fenotipo y
biologia es mds cercano al tumor del que derivan.

D4.2 Sox2 y Oct4 estan ausentes de la firma molecular.

Al contrario de Nanog, ITGA6 o CD44, Sox2 yOct4 no se identificaron en la firma génica. Estos 2
factores de transcripcidn junto a Nanog son los encargados de la induccién y mantenimiento
de un estado pluripotente y estan regulados por los mismos mecanismos (228); presentando
ademads un alto solapamiento en sus genes diana (229). Ademds Oct4 se ha encontrado
asociado a CMT y a subpoblaciones de células mas agresivas consistentemente en la
bibliografia (93,103,118,138,157,161,164,166,167,169,172,199,212,222,227,229,231,245,246).

Estos 3 factores de transcripcion pueden también formar parte de la regulacién de otros
marcadores de la firma génica. Se ha descrito también como Sox2 y Oct4 son capaces de
interaccionar con el fragmento intracelular de CD44, translocado al nucleo, e inducir la
expresion de Nanog (198). En otros canceres, como glioblastoma, mama o cérvix, Oct4 y Sox2
se unen al promotor de ITGA6, activando su transcripcion (221).

En las lineas A549, H1395, H1650, H1993 y PC9 encontramos una localizacién intracelular de
Sox2 heterogénea, con una mayor expresion en nucleos en las células cultivadas en
condiciones de adherencia. Esta distribucion es llamativa al ser Sox2 un factor de transcripcion
gue esperariamos encontrar en el nucleo, sin embargo, en varias de las lineas la localizacion
tiende a ser mas citoplasmatica. Este patrén heterogéneo con una distribucidn irregular entre
citoplasma y nucleo podria estar indicando diferentes roles o la activacion/inactivacién de este
en las diferentes lineas.
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Cabe sefialar las diferencias de expresion de Sox2 entre las lineas establecidas con las lineas
302, 303, 315, 317 y 320; en el caso de estas Ultimas encontramos mayor expresion en el
nucleo de las tumoroesferas y las células adherentes, aunque las adherentes siguen
presentando marcaje nuclear mas intenso en la mayoria de los casos. Al analizar su expresion
mediante WB observamos en condiciones adherentes un patréon de multiples bandas que
podria indicar degradacion de esta proteina. De nuevo la heterogeneidad observada en el
patrén de expresion muestra que este marcador podria estar jugando un rol especifico en las
diferentes tumoroesferas.

La localizacion de Oct4 fue principalmente nuclear en las lineas 302, 303, 315, 317 y 320,
observandose pocas diferencias entre ADH y ESF. El marcaje de las lineas A549, H1395, H1650,
H1993 y PC9 mostré una menor expresion de Oct4 con mayor expresién citoplasmatica.

Aunque Sox2 y Oct4 no permiten discriminar entre ADH y ESF en nuestras condiciones
experimentales, un estudio mas profundo de su expresién y regulacidon proteica seria
necesario.
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D5 Estudio de los marcadores de CMT en la cohorte de pacientes con CPNM.

La enorme variabilidad encontrada entre la expresiéon de los marcadores de CMT entre los
diferentes tumores fue una importante caracteristica de estos (Figura R35). Se observa como
los porcentajes de células del tumor primario que expresan cada marcador son muy diferentes
a los encontrados una vez establecido el cultivo.

Un tumor primario disgregado tiene un gran ndmero de células diferentes y en diferentes
estadios; otros factores que podrian estar afectando son el diferente tamafio de los tumores, o
incluso el tiempo desde que el tumor se resecd y llegd al laboratorio.

Como se mostré en la tabla R38 del apartado de resultados nuestra poblacién no es muy
homogénea. Los residuos estandarizados y ajustados del test de chi cuadrado nos muestran un
desequilibrio de género entre ADC y SCC de CPNM. En la poblacién estudiada el ADC se
presenta mas en mujeres, mientras que el SCC en hombres; de hecho, no hay ninguna mujer
con un tumor escamoso. Entre los hombres hay un mayor nimero de fumadores activos y
exfumadores. Los tumores de las mujeres son mds pequefios que los de los hombres, las
mujeres presentan tumores de valores T1 y T2 mientras que los pacientes masculinos si que
alcanzan los valores T3 y T4. En la tabla R39 podemos ver que hay variables que coinciden
como tamano y subtipo o edad y subtipo.

En poblaciones pequefias como esta existe el riesgo de sesgos debidos al azar y en este caso no
podemos descartar que esto vaya a condicionar los resultados. Este pequefio estudio nos sirve
para ver las caracteristicas de nuestra cohorte y hay algunos detalles que son importantes para
analizar los resultados. El primero es que todos los pacientes con la variedad escamosa
incluidos son hombres. El segundo es que los ADCs y los SCCs no estan distribuidos igual, hay
mas ADCs de estadios 1y 2 y mas SCCs 3 y 4. Ademas los hombres tienden a fumar mas que las
mujeres, siendo todos estos resultados significativos al realizar el test la chi cuadrado.

Esto hace que el valor significativo de histologia con el componente T (del TNM) sea positivo,
ya que los adenocarcinomas son de estadios mas tempranos y por tanto serdn mas pequefios;
negando la utilidad de este dato en nuestra cohorte. En nuestra cohorte los pacientes de
mayor edad tienden a tener la variedad ADC; KRAS se detecté en los estadios mas tempranos,
aunque con solo 2 positivos en toda la cohorte es otro dato a tomar con reservas.

A continuacién, se comentan los resultados obtenidos del analisis con los principales
marcadores de CMT estudiados en los tumores disgregados de la cohorte de pacientes y su
asociaciéon con variables clinicopatoldgicas:

EpCAM mostrd valores de expresidon menos elevados que en los estudios de lineas celulares,
aunque si que se observa una mayor expresion significativa de EpCAM entre aquellos tumores
con un valor de N positivo. EpCAM ha sido usado como marcador para identificar células
tumorales circulantes (122), ademas de formar parte en la transduccién de sefiales en varios
canceres (103); estos hechos apoyan aun mas el papel de EpCAM como posible molecula
sefializadora, o al menos como marcador en células malignas, desmarcandonos de su papel
tradicional como molécula de adhesién inhibidora de la invasion (117), cuando se estudia en
tumores primarios.

120



No se encontraron diferencias entre las células de tejido sano y tumoral que expresan CD166;
es remarcable la gran diferencia en la expresion de este marcador entre los tumores primarios
y las células cultivadas in vitro, donde hay casos cercanos al 100% de expresién. Tanto CD34
como CD166 mostraron menor expresion en aquellos pacientes que nunca habian fumado,
sugiriendo que el tabaco podria reducir la expresién de este. Algunos componentes del tabaco
alteran la expresién de genes en cancer por lo que CD166 o CD34 podrian ser una diana de
alguno de estos compuestos (246). CD166 mostré mayor expresion en mujeres; aunque no hay
estudios en cancer de pulmén donde los marcadores sean estudiados por género, este
resultado podria sugerir la existencia de un componente hormonal o de expresién diferencial.
CD166 es un marcador también descrito en cancer de mama y de hecho se ha descrito que su
disminucién sensibiliza a algunos quimioterapicos (248,249).

Tampoco se encontraron diferencias entre las células de tejido sano y tumoral que expresan
CD44 en la cohorte de pacientes analizada. Su mayor expresidon en pacientes fallecidos
concuerda con varios metaandlisis ya mencionados que lo sefialan como un indicador de peor
prondstico, sin embargo, una cohorte mayor y analisis estadisticos mds especificos como las
curvas de Kaplan-Meier son necesarias para evaluar este punto correctamente.

Su potencial de menor expresion en estadios T3 y T4 frente a los estadios T1 Y T2 es llamativo
ya que podriamos esperar lo opuesto de un marcador de CMT y de peor prondstico. Este
punto se podria explicar de varias maneras: (i) se ha descrito el RIP para CD44, asi como sus
funciones de receptor y correceptor. Una intensa activacion de estas funciones puede llevar a
una disminucién de este marcador por liberacién o internalizacién, encontrdndonos ante una
mayor activacién en estadios avanzados. (ii) Otra posible explicacion podria ser que un tamano
mayor de tumor con una gran masa tumoral tenga un reservorio menor de CMT y esto se
refleje en los porcentajes encontrados; sin embargo, aunque otros marcadores como EpCAM y
CD166 también muestran una ligera disminucién en T3 y T4, otros como CD90 o CD34 apenas
muestran diferencias o se incrementan (datos no mostrados) por lo que incluso si fuese este
fendmeno, no afectaria por igual a los diferentes marcadores. Cabe sefalar que en nuestro
estudio por citometria de los tumores resultantes de los xenotransplantes en las lineas 302,
303, 315, 317 y 320 mostraron que el CD44 era el marcador que mas disminuyd con respecto a
los datos del cultivo in vitro; otro indicio de que este marcador podria disminuir en tumores de
un alto tamafio.

El porcentaje de células que expresa CD90 fue menor en el tejido sano que en el tumoral
siendo estadisticamente significativa la diferencia. CD90 puede jugar un papel oncogénico
importante en otros canceres como el hepatocelular pero su papel en el cancer de pulmdn no
esta claro todavia (168); por otro lado CD90 puede estar también presente en tipos celulares
como las células endoteliales y linfocitos que se presentaran en el microambiente tumoral
(168); por lo que seria interesante profundizar en nuestro resultados.

También observamos que su expresion tiende a ser menor en aquellos casos en los que no
habia metdstasis ganglionar, aunque sin significacién esta vez. Como se ha comentado
previamente, CD90 también se ha relacionado con mayor resistencia a quimioterapia (214), en
vista de este resultado seria interesante comprobar si en pacientes tratados con
guimioterapia la expresién de este marcador vuelve a aumentar.
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Teniendo en cuenta los resultados que relacionan las variables clinicopatoldgicas con los
marcadores (figura R40) donde se observd que (i) EpCAM estd mas expresado en los tumores
en los que se ha descrito metdstasis en ganglio; (ii) la expresion de CD90 desciende en los
estadios mds avanzados, cuando al menos hay metastasis en ganglios (N1+), de hecho
desciende hasta niveles equivalentes a los del tejido sano; (iii) CD90 esta mas presente en
tumores que en tejido sano; (iv) CD166 y CD34 aparecen mas elevados en no fumadores; (v)
CD166 tiene valores medios mayores en mujeres, habiendo mayor variabilidad y por lo general
menor expresion en hombres y (vi) CD44 presenta mayor expresion en pacientes fallecidos
pero menor expresion en tumores de avanzado estadio, se podria concluir que seria
interesante la comprobacién de estos resultados en cohortes de pacientes mayores.
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Conclusiones.

1. Se ha puesto a punto un protocolo para el establecimiento de cultivos 3D o en baja
adherencia, lo que permite el establecimiento y mantenimiento de cultivos de
tumoroesferas con aplicaciones en el aislamiento y caracterizaciéon de CMT.

2. Se ha mostrado la mayor agresividad y capacidad iniciadora de tumores de los cultivos
de tumoroesferas en un modelo de ratén NOD SCID.

3. Tanto las tumoroesferas con sus homodlogas células adherentes expresan marcadores
de CMT.

4. EpCAM presenta activacion de AKT mediada por EpCAM en las LDP y hay indicios de
que CD166 o CD44 podrian también presentar rutas de transduccion activas en las
CMT.

5. El uso de marcadores de superficie de manera individual no parece ser un buen
método para el aislamiento de las CMT.

6. Una firma molecular de 6 genes, CD44, Notch3, ITGA6, Nanog, CDKN1A y Snail, podria
identificar CMT del subtipo adenocarcinoma en el CPNM.

7. Llas lineas establecidas a partir de tumores primarios de pacientes parecen un mejor
modelo para el estudio de las CMT que las células de colecciones de cultivos
establecidas.

8. Lostumores primarios de pacientes disgregados presentan una alta heterogeneidad en
la expresidn de los marcadores de superficie analizados por citometria.

9. En la cohorte de pacientes analizada varios marcadores de superficie se han
relacionado con varias variables clinico-patolégicas: CD90 se ha encontrado mas
expresado el tejido tumoral que en sano. EpCAM aparece mds expresado en tumores
en los que se ha descrito metdstasis en ganglio. CD166 y CD133 aparecen mas
elevados en no fumadores y CD44 presenta mayor expresion en pacientes fallecidos y
menor expresién en tumores de estadio avanzado.
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