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INTRODUCCION

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA EPIDERMIS

La piel ejerce una funcién esencial como barrera protectora contra agresiones ambientales externas,
como la radiacién ultravioleta, agresiones fisicas, la pérdida de agua o infecciones por
microorganismos. Este tejido estd en constante regeneracion, proporcionando proteccion a lo largo

de la vida de los animales (Cedric Blanpain and Fuchs 2009).

Las principales capas de la piel, ordenadas desde la mas interna a la mas externa, son la hipodermis o

tejido subcutaneo, la dermis y la epidermis.

La hipodermis es la capa mas gruesa de la piel, unida a la dermis por fibras de elastina y de colageno.
Su principal componente celular son los adipocitos, que desempefan una funcién aislante y participan
en la termorregulacion de la piel y en la sintesis de moléculas implicadas en la reaccién inflamatoria

(Lanigan & Zaidi 2010).

Subyacente a la epidermis, se encuentra la dermis. Estd formada por un tejido conjuntivo laxo,
compuesto de una red de fibras de colageno, elastina y reticulina. Esta red proporciona la flexibilidad
y elasticidad caracteristicas de la piel. Los fibroblastos son el principal componente celular de la

dermis, ademas de las células inmunes que infiltran este tejido (revisado en Lanigan & Zaidi, 2010).

La epidermis es la capa mas externa de la piel. Esta formada por la epidermis interfolicular (IFE) y
estructuras asociadas, como son los foliculos pilosos, las glindulas sebaceas y, en humanos, las
glandulas sudoriparas (Fuchs and Raghavan 2002). La IFE es la region de la epidermis que queda
flanqueada por los foliculos pilosos y estd constituida por varias capas de células organizadas
siguiendo un gradiente de diferenciacién. En la capa basal, en contacto directo con la lamina basal,
que separa la epidermis y la dermis, se localizan las células mas indiferenciadas y proliferativas. A
continuacion, se distribuyen las capas suprabasales, que engloban la capa espinosa, la capa granular y
el estrato cornificado. Estas capas contienen queratinocitos en diferentes estadios de diferenciacion.
Asi, a medida que las células de la capa basal se diferencian se desplazan progresivamente a través de
las capas suprabasales hacia la superficie de la epidermis, donde finalmente se desprenden (Blanpain

& Simons 2013).

Las células de las distintas capas de la IFE se pueden distinguir por su morfologia y por la expresion
de diferentes queratinas y proteinas especificas. Las células de la capa basal expresan queratina 5 (K5)
y queratina 14 (K14), asi como p63, el cual esta implicado en el proceso de estratificacion (Mills et al.
1999; Yang et al. 1999). Las células de la capa espinosa expresan queratina 1 (K1) y queratina (IK10)
(Santos et al. 2002), y las de la capa granular se caracterizan por la expresion de filagrina y loricrina

(Solanas & Benitah 2013) (Figura 1). Finalmente, las células de la capa granular pierden los nicleos y
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sufren un proceso de queratinizaciéon dando lugar a las células cornificadas, que activan el proceso de
muerte celular programada. Las queratinas producidas por las células cornificadas se acumulan
formando la capa mas externa de la epidermis, generando una batrera protectora frente a la

desecacion, los patdgenos y dafios fisicos y quimicos (Henry et al. 2012).

estrato cornificado Figura 1. Estructura de la epidermis

interfolicular de la piel. (Adaptado de

capa granular Solanas and Benitah 2013).

filagina y loricrina L

capa espinosa
K1, K10

capa basal
K5, K14

lamina basal |
dermis |

La mayorfa de los mamiferos presentan la piel cubierta de pelo que los protege de la temperatura y el
ambiente exterior. El pelo es una estructura queratinizada que se genera a partir de los foliculos. En
ratones, la morfogénesis de los foliculos se completa en las 2 semanas siguientes al nacimiento,
cuando las células de la matriz epitelial, que proliferan rapidamente, rodean casi completamente el
componente mesenquimal del foliculo, conocido como papila dermal (Choi et al. 2013). La papila
dermal esta constituida por fibroblastos dermales, cuya sefializacion es crucial para las interacciones
epitelio-mesenquima que se producen durante la morfogénesis y el ciclo del pelo (Watt & Jensen

2009).

En la regién superior del foliculo piloso se distinguen: el infundibulo, situado por encima de la
glandula sebdcea; la region del isthmus, localizada entre el bufge y la glandula sebacea; y las glandulas
sebdceas, cuya funcion es lubricar la piel a través de la secrecién de sebo. En la parte inferior de los
foliculos, situado por debajo de la glandula sebacea, se localiza el bulge (Figura 4) (Watt & Jensen
2009).

2. LAS CELULAS MADRE DE LA EPIDERMIS

2.1. Caracteristicas de las células madre

Durante la vida adulta, la mayorfa de los tejidos estin sometidos a una renovacién constante,
mediante la cual el nimero de divisiones celulatres en el tejido compensa al nimero de células que se

pierden (C. Blanpain and Simons 2013). La renovacién de los tejidos adultos estd garantizada por la
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existencia de poblaciones especificas de células madre (SCs) (Joseph & Morrison 2016). Ademas,
estas SCs adultas se activan después de la induccion de lesiones, dividiéndose y diferenciandose para

contribuir activamente en la reparacién tisular (Nassar & Blanpain 2016).

Las SCs se definen generalmente por sus propiedades funcionales, como son su capacidad de auto-
renovacion a largo plazo y su capacidad de diferenciaciéon en uno o varios linajes celulares. En este
sentido, las SCs unipotentes se diferencian en un solo linaje, mientras que los SCs multipotentes se

diferencian en multiples linajes celulares (Nassar & Blanpain 2016).

Las SCs tiene la capacidad de realizar divisiones mitéticas simétricas o asimétricas. Durante la divisién
simétrica, una SC puede dar lugar a dos células hijas idénticas que conservan las caracteristicas de la
célula madre, o bien dar lugar a dos células hijas que pierden estas caracteristicas y acabaran
diferenciandose. En cambio, durante la divisién asimétrica, una de las células hijas mantiene las
caracteristicas de la célula madre, mientras que la otra célula hija puede proliferar mas activamente,
dando lugar finalmente a células mas diferenciadas (Pastushenko et al. 2015) (Figura 2). La divisién
de las SCs da lugar a una poblacién de células indiferenciadas, llamadas fransit amplifying (TA). Estas
células presentan un ritmo de division mas rapido que las SCs, pero un menor potencial proliferativo
a largo plazo, permitiendo generar de forma rapida los diferentes tipos celulares diferenciados
necesarios para la reparacion/regeneracion del tejido de origen, mientras que las SCs permanecen en
estado quiescente (Hsu et al. 2014). El equilibrio entre las divisiones simétricas y asimétricas permite
regular el tamafio de la poblacién de las SCs y de las células diferenciadas en los tejidos adultos (Wu

et al. 2008).

division celular asimétrica division celular simétrica

< (O = O = O
g U@ g

célula diferenciada célula diferenciada
Figura 2. Auto-renovacion de las células madre. La figura muestra el concepto de la division celular simétrica y
asimétrica. Adaptada de Pastushenko et al. 2015.
Las SCs se encuentran rodeadas por un microambiente especializado, conocido como nicho, que
regula la actividad de estas células (Morrison & Spradling 2008). Concretamente en la piel existen
diferentes nichos que alojan las SCs epidérmicas. Estos se localizan en la region del bulge y el germen
del pelo (Alonso and Fuchs 2003), la glandula sebacea, la zona del isthmus y la IFE (Cedric Blanpain
and Fuchs 2009).
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2.2. Identificacion de las células madre mediante ensayos de trazado de linaje

El marcaje selectivo de una poblacién de SCs permite investigar su implicacién en la
regeneracioén/reparacion de un tejido y estudiar el destino de su progenie. Esta, es un técnica que se
ha utilizado durante mucho tiempo en biologia del desarrollo y, desde hace algunos afios, se ha

aplicado al estudio de las SCs de la epidermis (Kretzschmar and Watt 2012).

En los primeros ensayos realizados para identificar SCs, se utilizaban nucle6tidos modificados, como
timidina tritiada o bromodesoxiuridina (BrdU). Estos son incorporados en el ADN de las células en
proliferacién durante la fase S del ciclo celular (Taylor et al. 2000; Braun et al. 2003). Para marcar las
células proliferativas de la epidermis, se inyectan ratones neonatos con BrdU (Bickenbach et al. 1986;
Braun et al. 2003). El marcaje de BrdU se diluye en las células que han estado en division continua,
pero se mantiene en aquellas que se han dividido mas lentamente o infrecuentemente, como setia el
caso de las SCs. Estos ensayos son utiles para determinar la localizaciéon de las poblaciones de SCs,
pero no permiten el aislamiento de esta poblacién de células ni su caracterizaciéon molecular (Braun
et al. 2003).

Figura 3. Sistema de trazado de linaje
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Mas tarde, estos métodos fueron sustituidos por técnicas de marcaje genético permanente o trazado
de linaje, que permiten marcar poblaciones especificas de SCs y su progenie. Para ello, se utilizan
ratones transgénicos en los que la expresién de la enzima recombinasa Cre se regula bajo el control
de un promotor que esta activo especificamente en un tipo celular o tejido. Estos ratones contienen
ademds un gen reportero (B-galactosidasa o la proteina GFP) insertado bajo un promotor ubicuo y

que presenta un codén STOP al inicio del gen, el cual esta flanqueado por dos regiones LoxP, (LoxP-
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STOP-LoxP), secuencias dianas de la recombinasa Cre. La presencia de este codén de STOP bloquea
la expresion del gen reportero. La expresioén de Cre induce la escision del codén STOP y permite la
expresion del gen reportero en esta poblacién de células y en su progenie (Soriano 1999). También
se utiliza una forma de Cre inducible para marcar poblaciones concretas de células en un perfodo de
tiempo determinado. En este caso, la Cre esta fusionada con un receptor mutado de estrdégenos
(CrePR) o de progesterona (CrePR). En ausencia de ligandos (tamoxifeno o RU468, respectivamente)
la Cre se encuentra inactiva en el citoplasma. El tratamiento con estos ligandos induce la translocacién

de Cre al nucleo y con ello la expresion del gen reportero (Osorio et al. 2016) (Figura 3).
2.3. Poblaciones de células madre epidérmicas

La piel es un 6rgano particularmente util para estudiar la actividad de las SCs, debido a su gran
capacidad de regeneracién y a la existencia de diferentes poblaciones de SCs que mantienen y
regeneran su estructura. La IFE contiene su propia poblacion de SCs, que asegura la renovacion de
esta region de la epidermis, aun en ausencia de lesiones. Ademas, los foliculos contiene SCs
multipotentes que se activan al inicio del ciclo del pelo, permitiendo la regeneracién del pelo (Cédric

Blanpain and Fuchs 2000).

2.3.1. Células madre de la epidermis interfolicular

La capa basal de la IFE es heterogénea y contiene un reservorio de células basales quiescentes e

indiferenciadas que participan en la regeneracién y homeostasis de esta region de la epidermis.

Estudios realizados en los afios 80 por Potten et al., describieron que la IFE estd organizada formando
un mosaico de unidades celulares proliferativas llamadas EPUs (del inglés epidermal proliferative units).
Estas EPUs, estan compuestas por SCs de divisiéon lenta que dan soporte a una poblacién de células
transit-amplifying (Potten & Morris 1988). Estudios mas recientes, realizados mediante trazado de
linaje, han demostrado la existencia de dos compartimentos celulates proliferativos distintos en la
IFE, formados por SCs con ciclos de divisién lentos, y por células progenitoras “committed” un poco
mas diferenciadas. Ambas poblaciones expresan K14, pero se diferencian por su perfil de expresién
génica, su modo de divisién y su habilidad para responder a dafios en el tejido (Mascre et al. 2012).
En este sentido, las SCs K14+, expresan niveles mas elevados de a6-integrina y B1-integrina, as{ como
de genes implicados en la regulacién del ciclo celular. Por el contrario, la poblaciéon de células
progenitoras presentan inducida la expresion de genes que controlan diferenciacién (Mascre et al.
2012). Tras la generaciéon de una herida, las SCs contribuyen sustancialmente a la reparaciéon y
regeneracion del tejido a largo plazo, mientras que las células progenitoras contribuyen de manera

limitada a este proceso (Mascre et al. 2012). Estas observaciones sugieren que en la IFE, las células

29



INTRODUCCION

progenitoras son las responsables del mantenimiento constante del tejido, mientras que las SCs

permanecen quiescentes, movilizindose después de una lesién (Blanpain & Simons 2013).

2.3.2. Células madre del foliculo piloso

Las SCs del foliculo piloso tienen la funcién de regenerar el pelo, siguiendo ciclos que son regulados

por sefiales provenientes de la dermis, y concretamente de la papila dermal (Alonso & Fuchs 20006)

(Figura 4).

El ciclo de regeneracion del pelo sigue 3 fases: la fase de crecimiento o anagen, la fase de regresion o
catagen vy la fase de reposo o telogen. Durante la fase de anagen, las SC se activan y generan células
progenitoras y transit-amplifying que, tras la diferenciacion producen el pelo. Durante la fase de catagen,
las estructuras y poblaciones celulares generadas en anagen degeneran para dar lugar a un foliculo en
reposo (telogen), donde las SCs estan en estado quiescente, preparadas para recibir sefiales externas
y comenzar un nuevo ciclo de regeneracion del pelo (Alonso & Fuchs 20006). Las poblaciones de SCs
responsables de la regeneracion del foliculo piloso se localizan en el bulge y en el germen del pelo.
Mediante experimentos de transplante de SCs foliculares en ratones inmunodeficientes desnudos
(nude), se demostré que las SCs del bulge son multipotentes. Esta poblacion celular es capaz de
generar todos los linajes celulares epidérmicos, incluyendo el foliculo piloso, la glandula sebacea y la
IFE (Oshima et al. 2001; Morris et al. 2004; Cedric Blanpain et al. 2004; Jaks et al. 2008). Mas tarde,
mediante estudios de trazado de linaje se demostré que las SCs del bulge contribuyen a todos los
linajes celulares del foliculo, pero no a la homeostasis de la IFE (Mortis et al. 2004; Nowak et al.
2008; Jaks et al. 2008; Youssef et al. 2010). Por lo tanto, diferentes poblaciones de SCs serfan
responsables de la regeneracion del foliculo piloso y de la regeneracién de la IFE durante la
homeostasis. Sin embargo, tras la induccién de heridas, las SCs del bulge se activan y pueden
movilizarse a la regién de la IFE dafiada para participar en la reparacion de la esta zona, junto con la

poblacién de SCs de la IFE (Tumbar et al. 2004; Ito et al. 2005; Levy et al. 2007).

En la piel de ratén, las SCs del bulge se caracterizan por la expresion de los marcadores CD34, LGR5
(Leucine-rich repeat containing G-protein coupled receptor 5), una elevada expresion de citoqueratinas K5,
K14, K15 y de integrinas «6p4 and «3@1 (Lyle et al. 1998; Trempus et al. 2003; Jaks et al. 2008).
Ademas, las SCs del bulge expresan factores de transcripcion que permiten mantener las
caractetisticas de estas células, como son: SOX9 (SRY (sex determining region Y)-box 9), LHX2 (LIM
homeobox 2), NFATc1 (nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 1), TCE3 (transcription factor 3) y TCF4
(transcription factor 4) (Mottis et al. 2004; Rhee, Polak, and Fuchs 2006; Nowak et al. 2008).

30



INTRODUCCION

Epidermis o6 — Blintegrinas
K14

interfolicular

Isthmus — zona de unidn

LRIG1
PLET
LGRE

Glindula sebdcea

BLIMPL

cD34

K15
Germen del pelo

SoK9
K15 LGRS
009
RS Papila dermal
P-Cadherina

Figura 4. Poblaciones de SCs y células progenitoras de la epidermis. En los recuadros se indican los marcadores
caractetisticos de cada poblacién de SCs. Adaptado de Arwert et al. 2012.

En la parte inferior del bulge, en el germen del pelo, se localiza un pequefio grupo de células
progenitoras con caracterfsticas similares a las SCs del bulge, que conservan algunos de los
marcadores de las SCs del bulge, a excepciéon de NFATcl y CD34, pero que inducen ademas la
expresion de P-cadherina (Greco et al. 2009; Woo & Oro 2011).

Mas recientemente, se han identificado otros 2 tipos de SCs en el foliculo: las localizadas en las
glandulas sebaceas y en el isthmus. Las glandulas sebaceas se generan a partir de una poblacién de
SCs BLIMP1*, que se localiza en la zona de unién entre el bulge y la glandula (Woo & Oro 2011).
Estas células, son mantenidas por las SCs LGR6*. Las células LGR6™ no sélo participan en el

mantenimiento de las glandulas sebaceas, sino también de la IFE y el isthmus (Fullgrabe et al. 2015).

Las SCs del isthmus se caracterizan por expresar los marcadores LRIG1 y MTS234 (Nijhof et al.
20006). Estas SCs serfan responsables de regenerar las poblaciones celulares del isthmus y pueden
contribuir a la homeostasis de las glandulas sebaceas (Nijhof et al. 20006; Jensen et al. 2008). Ademas,
estas células son capaces de regenerar la IFE, el foliculo y la glandula sebacea, cuando son implantadas

en la piel de ratones nude, lo que sugiere que puede tratarse de SCs multipotentes (Jensen et al. 2008).

3. CARCINOMAS DE PIEL

Los catcinomas de piel son el grupo de tumores con mayor incidencia en humanos (Madan, et al
2010). El desarrollo de esta patologia esta principalmente asociado a los efectos mutagénicos
producidos por una exposicién continuada a la radiacion ultravioleta, aunque factores genéticos,

epigenéticos y ambientales pueden incidir en su desarrollo (Burton et al. 2016).

Alrededor del 80% de los carcinomas de piel son carcinoma de célula basal (BCC). Aunque el

carcinoma de célula escamosa (SCC) solo representa alrededor de un 20% del total de carcinomas de
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piel, estos son los mds agresivos, ya que muestran una mayor capacidad invasiva y metastasica (Burton

et al. 20106).
3.1. Carcinoma de célula escamosa de piel

E1SCC se asocia con la tasa de mortalidad por cancer de piel mas alta en adultos caucasicos de edades
avanzadas (Phillips et al. 2011). Su incidencia ha aumentado durante las Gltimas décadas, siendo mayor
en las zonas cercanas al ecuador (Samarasinghe et al. 2011). En la mayoria de los casos, los SCCs
aparecen en areas de la piel expuestas al sol y se considera que la radiacién UV serfa el principal factor
que contribuye al desarrollo de esta patologfa. La radiacién UV induce la formacién de dimeros de
timidina, los cuales producen mutaciones en multiples genes, entre ellos el gen supresor tumoral p53.
En este sentido, se han identificado mutaciones en p53 derivadas de la radiacion UV en lesiones
precursoras del SCC de piel, como es la queratosis actinica (Kauvar et al. 2015). Otros factores de
riesgo relacionados con el desarrollo de SCC de piel son la exposicién a la radiacion ionizante, a
carcindégenos quimicos como el arsénico o hidrocarburos aromaticos, o la inmunosupresion derivada
del trasplante de 6rganos, asi como la presencia de heridas crénicas (Alam and Ratner 2001). El
desarrollo de SCCs cutaneos también se ha asociado con la infeccién con algunos papilomavirus
humanos (HPV), concretamente con el subgrupo de alto riesgo HPV16, el cual codifica las
oncoproteinas virales E6 y E7. Estas proteinas inactivan las proteinas de la familia de retinoblastoma
(Rb) y conducen a la perdida de funcién de p53, estando ambas pérdidas de funciéon intimamente

ligadas a la carcinogénesis (Ghittoni et al. 2010; Moody and Laimins 2010).

La mayorfa de los pacientes con SCC de piel son tratados mediante escision quirdrgica. Estos tumores
primarios presentan una tasa de recurrencia a los 5 aflos de un 8%, y alrededor del 5% generan
metastasis. En el caso de los SCCs recurrentes, el porcentaje de tumores que metastatizan se triplica,
siendo los principales 6rganos diana los nédulos linfaticos, seguidos de los pulmones, el higado, el
cerebro y otras regiones de la piel. Los pacientes que presentan este tipo tumoral agresivo, tienen un
mal prondstico y una tasa de supervivencia en torno al 20% (Alam and Ratner 2001). Los pacientes
con SCC cutaneo reciben tratamientos en base al grado que presenta el tumor. Asi, los tumores
primarios bien localizados se escinden mediante criocirugia o electrodesecacion, mientras que los
pacientes con SCCs altamente invasivos, recurrentes o metastasicos suelen ser tratados mediante
cirugfa seguida de radioterapia o quimioterapia (Kauvar et al. 2015). Sin embargo, la respuesta a este
tipo de tratamientos es limitada (I. V Nguyen et al. 2012). Por lo tanto, es importante conocer los
mecanismos que controlan el crecimiento agresivo y la capacidad de diseminacién de los SCC
avanzados, asi como los factores que promueven la progresiéon tumoral, con el fin de identificar
posibles dianas terapéuticas que permitan el disefio de tratamientos mds efectivos para este tipo de

tumores.
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Estudios realizados en modelos de ratén han demostrado que la generacién y el desarrollo de SCCs
de piel sigue un proceso secuencial, el cual se puede dividir en tres estadios: (i) la etapa de iniciacion,
(ii) la etapa de promocién y (iii) la etapa de progresién. Como consecuencia de alteraciones genéticas
y epigenéticas, las células basales del epitelio empiezan a hiperproliferar, generando lesiones pre-
neoplasicas como displasias. Mutaciones en genes como Ras o p53 (Cherpelis, Marcusen, and Lang
2002), entre otros, promueven la formacion de carcinomas iz situ, los cuales finalmente podrian
progresar a carcinomas invasivos. La mayoria de los SCCs invasivos desarrollados en la piel humana
y de ratén conservan caracteristicas de diferenciacion epitelial, donde las células se organizan en
forma de nidos y producen un alto contenido de queratinas. Este tipo de tumores se clasifican como
WD-SCCs. Sin embargo, un porcentaje de SCCs pierden estas caracteristicas de diferenciacion
epitelial, y en ocasiones pueden alcanzar un estadio fusocelular sarcomatoide, siendo clasificados
como pobremente diferenciados (PD/S-SCCs). Estos ultimos tumotes son los que presentan mayor

frecuencia de recurrencias y capacidad metastasica (Franco et al. 2013).
3.2 Origen celular del carcinoma de célula escamosa de piel

En los dltimos afios, los modelos de ratén de Cre inducible han permitiendo identificar el origen
celular de algunos tumores sélidos, como carcinomas de piel, tumores de cerebro, intestino, pulmon,
prostata y mama (Visvader 2011; Blanpain 2013). Concretamente, en el caso de los SCCs de piel, la
utilizacién de los ratones K14-Cre, K19-Cre y K15-Cre, que permiten inducir la expresiéon de una
forma mutada de KRas (KRasG!2DP) y la supresion de la funcién de p53 en los queratinocitos de la
IFE (K14-Cre) y en las SCs del bulge (K19-Cre y K15Cte) y su progenie inmediata, permitid
demostrar que estos eventos genéticos promueven la generacion de SCCs a partir de las SCs de la
IFE y de las SCs de los foliculos pilosos, respectivamente (Lapouge et al. 2011; White et al. 2011).
Por lo tanto, estos estudios demostraron que estas poblaciones de SCs mutadas eran el origen de los

SCCs de piel de raton.

En paralelo, en nuestro laboratorio utilizamos los ratones K14-HPV16, que expresan las proteinas
E6 y E7 del papilomavirus humano 16 en los queratinocitos basales de la piel (Coussens et al. 1996),
incluyendo las SCs de la IFE y del foliculo. Estos ratones se cruzaron con los ratones
Lgt5CreER/Rosa26SMLacZ, que permiten trazar las SCs del bulge que expresan LGR5 (LGR5+-SCs)
y su progenie (Jaks et al. 2008). El 30% de los ratones K14-HPV16/ Lgr5CreFR/Rosa26'SMLacZ
desarrollaron espontineamente SCCs de piel un afio después del nacimiento. El analisis de la piel y
de los tumores generados de forma espontanea o inducidos tras el tratamiento con carcinégenos en
estos ratones demostré que la expresion de E6 y E7 induce la proliferacion de las LGR5+-SCs y
CD34*-SCs del bulge y una expansion de la progenie de las LGR5™-SCs, la cual se acumula en los
foliculos y se moviliza a la IFE, donde en esta nueva localizacion contribuye al desarrollo de lesiones

pre-neoplasicas y de SCCs (da Silva-Diz et al. 2012).
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4. CELULAS MADRE DEL CANCER

En los afios 90, Dick y colaboradores aislaron por primera vez una poblacién de células tumorales
de leucemia mieloide aguda, utilizando marcadores de superficie que permitian identificar células
madre hematopoyéticas (CD34+/CD38"). A diferencia del resto de células tumorales, estas poblacién
de células CD34+ tenfan la capacidad de regenerar un tumor con caracteristicas similares al tumor de
origen, cuando eran inyectadas en ratones inmunodeficientes, demostrando que tenfan capacidad

iniciadora de tumores (Bonnet & Dick 1997).

Estudios posteriores, realizados en diferentes tipos de tumores soélidos demostraron que el
crecimiento tumoral es mantenido por una poblacién de células indiferenciadas que presentan
caracteristicas similares a las de las SCs adultas. Asi, presentan capacidad de auto-renovacién y
diferenciacién y son responsables de propagacion del tumor (Visvader 2011). Estas propiedades

concretas llevaron a denominar a esta poblacion de células, células madre tumorales o cancer stem cells

(CSCs) (Visvader 2011).

Las CSCs son ademas mads resistentes a la radioterapia y quimioterapia que el resto de células
tumorales y actualmente se considera que serfan responsables de las recidivas observadas en algunos
tumores tras los tratamientos (Nassar & Blanpain 2016). Por otra parte, el hecho de que las lesiones
metastasicas se produzcan a partir de una poblacién de células tumorales con gran capacidad para
diseminar, iniciar el ctecimiento tumoral y con plasticidad para adaptarse a nuevos microambientes
en tejidos distantes, indica que las CSCs serfan responsables, no solo de la iniciacién del tumor y su
crecimiento a largo plazo, sino también de la generacién de metastasis (L. V Nguyen et al. 2012; Wang

et al. 2013) (ver seccion 5).
4.1. Heterogeneidad tumoral y el modelo de las células madre del cancer

La heterogeneidad celular en los tumores fue observada y descrita por los patélogos hace mas de un
siglo (Heppner 1984). Asi, el analisis de la mayorfa de los tumores indica la existencia de una
heterogeneidad histologica intratumoral, donde pueden coexistir células proliferativas indiferenciadas
y células diferenciadas que presentan una expresion heterogénea de diferentes marcadores. Ademas,
el analisis de muestras de diferentes pacientes de un mismo tipo de cancer indica que existe una gran
heterogeneidad entre ellas, la cual se conoce como heterogeneidad intertumoral (Almendro et al.
2012; De Sousa E Melo et al. 2013). Actualmente, se considera que la heterogeneidad intratumoral
podria ser responsable de la progresion del tumor, el desarrollo de metastasis y la resistencia a la

quimioterapia (Almendro et al. 2012; De Sousa E Melo et al. 2013).
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En este sentido, se han propuesto dos modelos para explicar el origen de la heterogeneidad
intratumoral y la progresién de un tumor: el modelo estocastico y el modelo jerarquico o modelo de

las CSCs.

El modelo estocastico postula que todas las células tumorales son equipotentes y pueden auto-
renovarse o dar lugar a células no proliferativas y diferenciadas de una manera aleatoria. La
heterogeneidad morfolégica y funcional que se observa en un tumor es debida a eventos estocasticos,
donde las combinaciones de mutaciones, su deriva génica y la supervivencia de determinados clones
bajo una presion selectiva, podrian seleccionar las células més agresivas y con mayor capacidad de
crecimiento, que serfan las que dirigirfan finalmente la progresién tumoral (Visvader & Lindeman

2008).

Por otra parte, el modelo jerarquico o de las CSCs, plantea que los tumores estan organizados
jerarquicamente de manera similar al tejido del que provienen. Se propone que sélo una pequefia
subpoblacién de células tumorales, las CSCs, tiene la capacidad de iniciar, sostener el crecimiento
tumoral a largo plazo y generar la heterogeneidad celular del tumor. Segin este modelo, las células
tumorales no-CSCs pueden ser responsables de iniciar el crecimiento de un tumor primario, pero no
de mantenerlo a largo plazo, ya que tienen una capacidad de auto-renovacién limitada (Visvader and

Lindeman 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo jerarquico o de las células madre del cancer. Mutaciones en una célula progenitora
(representada en marrén) puede dotar a la célula tumoral de propiedades similares a las SCs. Estas células tienen
capacidad de auto-renovacién y de dar lugar a un rango de células tumorales mas diferenciadas cuando son inyectadas
en ratones inmunodeficientes (representadas en gris y verde), dando lugar a la heterogeneidad tumoral. Adaptado de
Visvader and Lindeman 2012.

El modelo de las CSCs es el mas aceptado en la actualidad. La utilizacion de diferentes marcadores
que identifican SCs adultas en los tejidos, ha permitido aislar esta poblacion de células a partir de
diferentes tipos tumorales. El trasplante de estas células aisladas, asi como del resto de células
tumorales en ratones inmunodeficientes, ha demostrado que estas células indiferenciadas tiene mayor
capacidad de iniciar tumores secundarios y mantener su crecimiento tras trasplante seriados (Reya et

al. 2001; Pardal et al. 2003; Nguyen et al. 2012).
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Mas recientemente, se ha confirmado la existencia de CSCs en diferentes tipos de tumores sélidos
primarios, incluyendo los carcinoma escamosos de piel, mediante ensayos de trazado de linaje
(Driessens et al. 2012). Estos experimentos han demostrado que las SCs adultas que sufren
mutaciones especificas son las células de origen de tumores de piel, colon y cerebro (Alcantara
Llaguno et al. 2009; Lapouge et al. 2011; White et al. 2011; Schepers et al. 2012) y estas SCs mutadas
pueden actuar como CSCs, promoviendo el crecimiento tumoral (Chen et al. 2012; Driessens et al.

2012; Schepers et al. 2012).

Debido al papel relevante que juegan las CSCs en el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis,
es importante investigar qué mecanismos controlan su proliferacién y supervivencia, con el fin de

facilitar el disefio de terapias que eliminen esta poblacién de células tumorales.
4.2. Identificacion y caracterizacion de las CSCs en SCCs de piel

Malanchi y colaboradores, identificaron y aislaron por primera vez las CSCs de SCCs de piel de ratén
utilizando la expresion de CD34, un marcador de SCs del bulge. Este grupo demostr6 que las células
CD34+ aisladas de papilomas y WD-SCCs, inducidos mediante carcinogénesis quimica, mostraban
un mayor un potencial para generar tumores que el resto de células tumorales epiteliales. Estas células
tumorales tenfan la capacidad de auto-renovarse y diferenciarse, dando lugar a tumores con la misma
organizacion jerarquica que los tumores parentales, después de la inyecciéon en ratones
inmunodeficientes (Malanchi et al. 2008). Estas CSCs se localizan preferentemente en la periferia del
tumor y en los frentes de invasion de los SCCs, sugiriendo que las CSCs podrian estar respondiendo
a seflales procedentes del estroma circundante (Malanchi et al. 2008; Schober & Fuchs 2011; Beck et
al. 2011). Ademas, se demostré que en SCCs de estadios tempranos, la sefializacion de B-catenina era
esencial para mantener el fenotipo y la funcién de las CSCs. Asi, la ablacion de -catenina en las
células tumorales provocaba la pérdida de las CD34+-CSCs y la regresiéon completa del tumor

(Malanchi et al. 2008).

En los ultimos afios, otros grupos han investigado qué mecanismos o vias controlan la auto-
renovacion y funcién de las CSCs de piel. La via de TGF-§ estd frecuentemente desregulada en
tumores humanos, actuando inicialmente como un supresor tumoral, pero promoviendo la metastasis
en estadios tardios de progresion (Massagué 2008). La deleccién del receptor 11 de TGF-8 en las
células epiteliales, acelera el desarrollo de SCCs de piel agresivos tras un tratamiento con el
carcinégeno DMBA (Guasch et al. 2007). En este sentido, estudios realizados en el laboratorio de E.
Fusch demostraron que los tumores agresivos y pobremente diferenciados que se desarrollaban en
los ratones deficientes en TBRII, presentaban una importante expansion de la poblacion de las células
tumorales CD34* (Schober & Fuchs 2011). De acuerdo con estos resultados, la sobrexpresion de

KRas mutado y la pérdida de p53 en las SCs de la IFE o de los foliculos, conducia al desarrollo de
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PD-SCCs, los cuales mostraban una fuerte expansion de CD347-CSCs comparados con los WD-
SCCs. Estas observaciones indicaban que el crecimiento agresivo de estos tumores podtia estar

relacionado con una mayor auto-renovacion y supervivencia de estas CSCs (Lapouge et al. 2012).

Por otro lado, estudios mas recientes demostraron que la expresion de Sox2, ausente en la piel normal,
se induce en un grupo de células basales al inicio del desarrollo de los SCCs. SOX2 es fundamental
para promover la iniciacion y el crecimiento tumoral (Boumahdi et al. 2014), y actualmente es
considerado un marcador de CSCs en SCCs de piel en ratén y humanos (Boumahdi et al. 2014; Siegle

et al. 2014).

Por dltimo, estudios previos demostraron que la angiogénesis juega un papel importante
promoviendo la iniciacién y progresiéon de SCCs (Coussens et al. 1999). En este sentido, se ha
demostrado que las CSCs de WD-SCCs producen VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular),
estimulando de forma paracrina la angiogénesis y por tanto el crecimiento tumoral, pero ademas,
actua de forma autocrina induciendo la auto-renovacién de las CSCs y la expansion de esta poblacion

durante los estadios iniciales de la progresion tumoral (Beck et al. 2011).

5. PROGRAMA DE TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (EMT) Y
PROGRESION TUMORAL

El programa de transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso fundamental en embriogénesis
y desarrollo, asi como en la cicatrizacion de heridas. Sin embargo, en los dltimos afios se ha

relacionado ademas con la progresién tumoral y la metastasis (Smit and Peeper 2010; Talbot,

Bhattacharya, and Kuo 2012).
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Figura 6. Cambios en la célula epitelial asociados al proceso de transicion epitelio-mesénquima. El proceso
de EMT implica una serie de cambios moleculates y funcionales que resultan en la conversion de una célula epitelial
polarizada en una célula con caracteristicas mesenquimales y con mayor capacidad de diseminacién. En la figura se
indican algunos de los marcadores epiteliales y mesenquimales que catacterizan cada fenotipo. Adaptado de Kalluri

and Weinberg 2009b.
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El programa de EMT es un proceso reversible (Savagner 2010), que permite que una célula epitelial
adquiera un fenotipo de célula mesenquimal, caracterizado por una mayor capacidad migratoria e
invasiva, as{ como por una mayor resistencia a la apoptosis (Kalluri and Weinberg 2009; Thiery et al.
2016). Durante este proceso, las células epiteliales pierden sus uniones célula-célula, mediadas por E-
cadherina, asf como por otras proteinas como claudinas y desmoplaquinas. Ademas, se produce una
desregulacion en la expresion de proteinas implicadas en el mantenimiento de la polaridad y la
organizacion del citoesqueleto, induciéndose la expresion de fibronectina, vimentina y N-cadherina
(Revisado en Du and Shim 2016). El potencial metastasico de los tumores se ha relacionado con la
pérdida de marcadores epiteliales como E-cadherina, y la adquisicién de marcadores mesenquimales,
como Vimentina, N-cadherina y Fibronectina (Acloque et al. 2009). Estos procesos estain mediados
por la activacion de distintos factores de transcripcion, como SNAIL, ZEB1, ZEB2 y TWIST y por
cambios en la expresion de determinados miRNAs (Peinado, Olmeda, and Cano 2007; Acloque et al.
2009) (Figura 6). Ademas, las células con el programa EMT activado producen una mayor cantidad
de enzimas que degradan la matriz extracelular, facilitando asf la migracién e invasién de estas células

(Nieto & Cano 2012).

Estudios previos demostraron que tras la diseminacion, las células tumorales deben reversibilizar su
estado mesenquimal para facilitar la colonizacién y la generacion de la lesién metastasica en el 6rgano
distante (Celia-Terrassa et al. 2012; Ocafia Oscar et al. 2012; T'sai Jeff et al. 2012; Stankic et al. 2013).
Asi, las células pierden marcadores mesenquimales y vuelven a adquirir marcadores epiteliales, como
la expresién de E-cadherina, mediante un proceso conocido como transicién mesénquima-epitelio

(MET) (Steinestel et al. 2014).
5.1. Relacion entre el programa de EMT y la adquisicion de caracteristicas CSCs

Varios estudios sugieren que existe una relacion directa entre la induccién del programa de EMT' y la
adquisicion de las caracteristicas de las CSCs, y viceversa. Por una parte, se demostré que la expresion
de los factores SNAIL, SLUG o TWIST en células epiteliales induce EMT, asi como algunas
caracteristicas de SCs (Mani et al. 2008), como la expresion de marcadores especificos o la resistencia
a la quimioterapia y radioterapia (Kurrey et al. 2009). Ademas, la caracterizacién de las CSCs de
tumores de mama mostrd que, a diferencia del resto de células tumorales, estas células presentaban
inducido el programa de EMT (Mani et al. 2008). En este sentido, TWIST1 activa la expresion de
BMI1, y ambas proteinas actian de forma conjunta promoviendo auto-renovacion, stemness y EMT
(M.-H. Yang et al. 2010). Ademas, ZEB1 induce caracteristicas de SCs a través de la inhibicién de
mictoRNAs, como la familia de miRNA200, que a su vez inhiben este proceso (Wellner et al. 2009).
Finalmente, se ha descrito que diferentes vias de sefializacion relacionadas con stesness, como la via

de WNT, también estan implicadas en la induccién del programa EMT (Sanchez-Till6 et al. 2011).
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Sin embargo, estudios recientes demuestran que el programa EMT y la adquisicion del fenotipo SC
son procesos independientes (Sarrio et al. 2012; Celia-Terrassa et al. 2012). Asi, TWIST1 ejerce
diferentes funciones durante la tumorigénesis en piel, induciendo stemness en las CSCs y el programa
EMT de forma dosis dependiente, sugiriendo que ambos procesos no estin necesariamente

vinculados funcionalmente (Beck et al. 2015).

5.2. Vias de sefalizaciéon reguladoras del programa de EMT y de la progresion

tumoral

En los dltimos afios, se han descrito diferentes vias de sefializacién que inducen el programa de EMT

(Thiery & Sleeman 20006) (Figura 7).

La via de sefalizacién de TGFf es una de las vias inductoras de EMT mas caracterizada (Padua &
Massague 2009). Esta via se activa tras la unién de los ligandos de la superfamilia TGFB, entre los
que se incluyen las proteinas morfogénicas (BMPs), a su receptores, desencadenando una sefializacién
que puede ser dependiente o independiente de SMAD. En el primer caso, la unién de TGF- a sus
receptores activa a SMAD2 y SMAD3 formando un complejo con SMADA4, el cual transloca al nucleo
y promueve la expresion de factores de transcripcion inductores de EMT (Kaimori et al. 2007). Sin
embargo, TGFB puede inducit EMT a través de las vias de GTPasas, PI3K and MAPK,
independientemente de SMADs (Moustakas & Heldin 2005).
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Figura 7. Vias de sefializaciéon que promueven la transicién epitelio-mesénquima (EMT). En la figura se
resume el papel de alguna de las vias de sefializacion identificadas como activadoras del programa de EMT, mediante
la induccién de la expresion de los factores de transcripcion que regulan este proceso. Adaptado de Du and Shim
2016.
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Ademas, la unién de WNT con su receptor induce la acumulacién de 3-catenina en el citoplasma y
su entrada al nicleo, donde induce la expresion de Szai/ (Du and Shim 2016). Esta via de sefializacién
puede estar desregulada en numerosos tipos de cancer, contribuyendo a la expansiéon y el
mantenimiento de las CSCs (Clevers 2006). La activacién de la via Notch, Sonic Hedgehog (SHH) y
de la Interleuquina-6 (IL-6) también puede inducir la expresion de Swail, asi como de otros factores

inductores de EMT (Du and Shim 2016) (Figura 7).

Por otra parte, se ha descrito que las vias de sefializacién mediadas por factores de crecimiento tales
como EGF (factor de crecimiento epidérmico), FGF (factor de crecimiento fibroblastico) y PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas), activan la expresién de factores de trascripcion
inductores de EMT (SNAIL, SLUG, ZEB1 y TWIST) en diferentes tipos de células tumorales (Thiery

2002). Estas vias de sefializacion se describen con mas detalle a continuacion.

5.2.1. Via de sefializacion mediada por EGF

5.2.11. EGFR, ligandos y vias de transduccion de sefiales

EGEFR pertenece a la familia de los receptores tirosina quinasa (RTK) ErbB. Esta familia de proteinas
incluye cuatro tipo de receptores: EGFR (también llamado EtrbB-1/HER1), ErbB-2 (neu, HER2),
ErbB-3 (HER3) y ErbB-4 (HER 4) (Yarden 2001; Ferguson et al. 2003). Estos receptores presentan
un dominio extracelular de unién al ligando y un dominio citoplasmatico con actividad tirosina-
quinasa (Olayioye et al. 2000) que esta altamente conservado (Guy et al. 1994). En cambio, los
dominios extracelulares de estos cuatro receptores presentan una mayor divergencia, lo que confiere
una especificidad distinta de unién al ligando (Olayioye et al. 2000; Yarden 2001; Yarden and
Sliwkowski 2001). La activacién de los receptores ErbB se puede producir de manera autocrina,
cuando el receptor y el ligando son sintetizados por la misma célula, o de forma paracrina si los

ligandos son sintetizados por células vecinas (Olayioye et al. 2000; Yarden and Sliwkowski 2001).

Los ligandos de esta familia de receptores se dividen en tres grupos, en base a su afinidad por el
receptor (Yarden and Sliwkowski 2001; N. Normanno et al. 2003). El primer grupo incluye EGF,
TGF-a (transforming growth factor alpha) y Anfirregulina, los cuales se unen especificamente a EGFR.
En el segundo grupo se incluyen Betacelulina, HB-EGF y Epirregulina que presentan una
especificidad dual de unién a EGFR y ErbB-4. El tercer grupo esta compuesto por las Neuregulinas
(NRGs), las cuales a su vez pueden subdividirse en dos subgrupos, las que se unen a ErbB-3 y ErbB-
4 (NRG-1 y NRG-2) y las que sélo se unen a ErbB-4 (NRG-3 y NRG-4) (Carraway III et al. 1997
H. Chang et al. 1997; D. Zhang et al. 1997). ErbB-2 no se une a ningin ligando, pero dimeriza con
otros miembros de la familia ErbB participando en su activacion, por lo que se ha propuesto que esta

proteina actda como un co-receptor (Nicola Normanno et al. 2000)
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La unién de los ligandos a los receptores ErbB induce la formacién de homo o heterodimeros (Nicola
Normanno et al. 2000) y la activacién de la quinasa del receptor, la cual induce la auto-fosforilacién
de residuos de tirosina, que sirven como lugar de unién de proteinas adaptadoras y transductoras de
sefial. Estas proteinas poseen dominios especificos, llamados SH2 (S7¢ Homology 2) y PTB
(phosphotyrosine-binding domain). Entre ellas, se encuentran las proteinas Stc (proto-oncogene tyrosine-protein

kinase Sre), Gtb2 (growth factor receptor-bound protein 2) y SOS1/SOS2 (Son of sevenless 1/2).

La activacion de la tirosina quinasa del receptor es clave para iniciar la cascada de transduccion de
sefiales intracelulares (Olayioye et al. 2000; Stern 2000) que finalmente regulan la proliferacion,
apoptosis, invasion, angiogénesis y metastasis (S. S. Chang and Califano 2008; Sahu and Grandis
2011). Las dos vias principales son las mediadas por Ras-Raf-MAPK, que inducen la proliferacién
celular, y la ruta PI3K-PTEN-AKT que controla la motilidad y la supervivencia celular
(Seshacharyulu et al. 2013). Otras vias importantes en la sefializacion de ErbB son las mediadas por
las proteinas STATs que promueve proliferacion, angiogénesis, migraciéon, supervivencia y adhesion

celular (Yu & Jove 2004).

La actividad de EGFR es necesatia para el correcto desarrollo de los tejidos y para su homeostasis.
En la epidermis de ratén, la expresion de EGFR y ErbB2 es elevada en las células de la capa basal y
disminuye en las células diferenciadas de las capas suprabasales, donde el principal receptor expresado
es ErbB3. La deficiencia de EGFR tiene como consecuencia defectos en la proliferaciéon y
diferenciacién celular, disminuye la capacidad de cicatrizaciéon de heridas e induce alteraciones
funcionales y estructurales en los foliculos pilosos. La desregulacion de esta via se ha asociado ademas

con el desatrollo de lesiones similares a la psoriasis y tumorogénesis (Schneider et al. 2008).
5.2.1.2. Implicacion de Ia via de EGFR en cidncer

Numerosos estudios han demostrado el impacto de la activacién aberrante de estos receptores, asi
como de alteraciones en la expresion de los receptores y ligandos, en el desarrollo de diferentes
tumores solidos en humanos, entre los que se incluyen cancer de mama, cerebro, prostata, estbmago,
pulmoén, eséfago o carcinoma de cabeza y cuello (Seshacharyulu et al. 2012). Estas alteraciones,
producidas por mutaciones o amplificaciones de los genes que codifican para los diferentes receptores
o ligandos (Tabla 1), se han asociado con formas agresivas de diferentes tipos tumorales y una

reducida supervivencia de los pacientes (Catlos L. Arteaga & Engelman 2014).
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< TIPO DE A
MOLECULA ALTERACION TIPO DE CANCER

EGFR Mutacién, insercién Adenocarcinoma de célula escamosa de pulmén
)

EGFR vill Glioma

Adenocarcinoma de célula escamosa de pulmén
Cabeza y cuello
EGFR Amplificacion Glioma
Esofago
Colorrectal
Mama

Géstrico
Esofago

HER2 Amplificacion

Mama (lobular)
Pulmén
Mutacién Vejiga
Endometrio
Gastrico

HER3 o Mama
Mutacién A
Gastrico

HER2

Melanoma
Mutacién Adenocarcinoma de célula escamosa de pulmén
Meduloblastoma

HER4

Prostata
Pulmén
Pancreas
Ovario

Colon

Cabeza y cuello

TGFa Sobreexpresion

Sobreexpresion Colorrectal

Retiegllinagt Cabeza y cuello

Tabla 1. Alteraciones genéticas de los receptores EtbB y ligandos en tumores sélidos humanos. Adaptada
de Arteaga and Engelman 2014.

En este sentido, la expresion de EGFR en tumores correlaciona con un mal pronéstico y un mayor
riesgo de recurrencia. En estadios avanzados, se asocia con un elevado riesgo de metastasis (Scaltriti
& Baselga 2000). En la epidermis de ratén, la sobreexpresion de TGF-o promueve la formacion de

hiperplasias, papilomas y SCCs, tras la administracion de DMBA (Schneider et al. 2008).

5.2.2. Via de sefializacion mediada por FGF
5.2.2.1. FGFR, ligandos y vias de transduccion de sefiales

La via de FGFR esta implicada en el control de diferentes procesos bioldgicos, regulando la
proliferacién, la supervivencia, la migracién y la diferenciacién celular (Turner and Grose 2010).
Ademis, esta via de sefializacion desempefia un papel clave en la proliferacion y la supervivencia de

las células tumorales.

La familia de receptores de FGF esta formada por FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4. Ademas, se
han descrito 18 ligandos (FGF1-FGF10 y FGF16-FGF23) que se agrupan en 6 subfamilias. Cada
receptor contiene un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico
con actividad tirosina quinasa. La regién extracelular contiene tres dominios similares a los presentes
en las inmunoglobulinas, los dominios Igl, Igll e Iglll. Los dominios Igll y la IglIl constituyen el

sitio de unién al ligando (Haugsten et al. 2010). El dominio Iglll de los receptores FGFR1-3 puede
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sufrir splicing alternativo, creandose las isoformas 11Ib y Illc, que presentan diferente especificidad de
sustrato. Las isoformas IIIb se expresan predominantemente en células epiteliales, mientras que las

isoformas Illc se asocian principalmente a células mesenquimales (Wesche et al. 2011).

Figura 8. Vias de sefializacion intracelulares dependientes
de FGFR. Después de la activacién de FGFR inducida por el
ligando, se activan varias cascadas de sefalizacion. FRS2 activa
las vias Ras/MAPK y PI3K/Akt. PLCy produce la activacién
de PKC. Se indican algunos reguladores negativos (en rojo)
\ asociados con la sefializaciéon de FGFR. Adaptado de (Wesche

@ ctal. 2011).

La unién de los ligandos a los FGFRs conduce a la dimerizacién del receptor y a la transfosforilacién
de tirosinas en la region de activacién del dominio quinasa. Una vez el receptor estd activado, fosforila
a sustratos intracelulares, principalmente a FRS2 (fibroblast growth factor receptor substrate 2) y a la PLC
(phospholipase C). FRS2 promueve la activaciéon de vias de sefializacién involucradas en el crecimiento
y la supervivencia celular, como son la via de las MAPK y PI3K-AKT. Por otro lado, PLCy hidroliza
PIP2  (phosphatidylinositol ~ 4,5-bisphosphate) para producit DAG  (D-7,2-Diacilglicero) e 1P3
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) que desencadena la liberacion de calcio y la subsiguiente activacion
de PKC (protein kinase C) (Wesche et al. 2011).

En la piel de ratén, los queratinocitos expresan principalmente las isoformas I1Ib de los receptores
FGFR1 y FGFR2, mientras que las células de la dermis expresan las isoformas Illc del FGFR1
(Wesche et al. 2011).

5.2.2.2. Alteraciones de Ia via de FGFR en cdncer

La destregulacion de la actividad FGF/FGFR ha sido desctita en muchos tumotes sélidos, asi como
en neoplasias hematolégicas malignas (Tabla 2). La activacién aberrante de la sefializacion de FGFR
puede producirse como consecuencia de la induccién de la expresion de ligandos o por la
hiperactivacién de los receptores, debido a mutaciones, translocaciones cromosémicas o a la

amplificacién de estos genes (Dienstmann et al. 2014).

Ademas, se puede inducir la sefializacién aberrante de esta via mediante la produccién autocrina del
ligando por la célula tumoral, o por un aumento de la secrecién de los ligandos por las células del

estroma (Hallinan et al. 2016).
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Mama (receptor hormonal positivo) 10
Pulmén (SCC) 10-20
Pulmoén (de células pequefias) 6
FGFR1 Amplificacién Cabeza y cuello (SCC) 10-17
Esdéfago (SCC) 9
Ovario 5
Osteosarcoma 5
Amplificacion Mama (triple negativo) 4
FGFR2 Gastrico 5-10
Mutacion Endometrio 12
Mutacioén Vejiga (no invasivo) 50-60
FerRe Translocacion VeIl e ), ©
Glioblastoma 3-7
Amplificacién Colorectal
FGFR4
Mutacion Rabdomiosarcoma 8

Tabla 2. Alteraciones genéticas de los FGFRs en tumores s6lidos humanos. Adaptada de Dienstmann et al.
2014

Varios estudios demuestran la importancia de la desregulaciéon de la via FGFR en la homeostasis de
la piel y el desarrollo de tumores. Asi, los ratones deficientes en FGFR2 presentan deficiencias en el
desarrollo de la epidermis y en la morfogénesis de foliculos (Petiot 2003). La ablaciéon de FGFR2-
IIIb en la epidermis da lugar a la atrofia de glandulas sebaceas, asi como a un engrosamiento de la
epidermis, displasia y acantosis, presentando estos ratones una mayor incidencia de SCCs tras

tratamientos con DMBA-TPA (Turner & Grose 2010).

Finalmente, se ha descrito una asociacién entre la activaciéon de la via de FGFR y EMT. Asf, la
activaciéon de FGFR1 en el epitelio de la prostata induce el desarrollo de adenocarcinomas en raton,
y este proceso estd asociado a la inducciéon de EMT y el desarrollo de metastasis (Acevedo et al. 2007).
De forma similar, la induccién de la via de FGFR induce 7 vitro EMT en células epiteliales mamarias
y en células del epitelio renal (Strutz et al. 2002; Xian et al. 2005) y favorece significativamente la
inducciéon de EMT mediada por TGF- §, jugando este proceso un papel critico en crecimiento

tumoral y la metastasis (Wendt et al. 2014).

5.2.3. Via de sefializacion mediada por PDGF

5.2.3.1. PDGFR, ligandos y vias de transduccion de sefiales

La via de sefializacién dependiente de PDGF juega un papel esencial en diversos procesos
fisiolégicos, y alteraciones en esta via se han asociado a determinadas patologias, como angioplastia,
ateroesclerosis, glomerulonefritis y cancer (Hombach et al. 1995; Ostendorf 2003; Ricci & Ferri 2015;

Appiah-Kubi et al. 2016).
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La familia de ligandos de PDGFR se sintetizan como formas monoméricas inactivas, las cuales se
unen mediante puentes disulfuro para formar cinco formas activas, cuatro homodiméricas (PDGF-
AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD) y una heterodimérica (PDGF-AB) (Appiah-Kubi et al.
2016). Estos ligandos ejercen sus efectos a través de su unién a los receptores tirosina quinasa
PDGFRa y PDGFRP. La estructura de los PDGFRs comprende un dominio extracelular, un
dominio transmembrana, el cual tiene un segmento juxtamembrana, y un dominio tirosina quinasa
citoplasmatico (P.-H. Chen, et al. 2013). Estos receptores pueden ser homodiméricos PDGFRax o
PDGFRB, o heterodiméricos PDGFRaf (P.-H. Chen, et al. 2013). El homodimero PDGFRa« se
une a todos los ligandos, excepto PDGF-DD. PDGFRBS se une a PDGF-BB y PDGF-DD, mientras
que PDGFRaf se une a todos los dimeros excepto a PDGF-AA (Cao 2013) (Figura 9).

PDGF cC PIJGF AA PDGF AB PDGF BB PDGF-DD

Isoforma
W Figura 9. Ligandos de la familia de PDGF y receptores.
:z gz :§ §: :§ i: Adaptado de (Pietras et al. 2013).
receptor a a a p BB

La unién de los ligandos a los PDGFRs induce la dimerizaciéon de estos receptotres y la auto-
fosforilacion de los residuos tirosina del dominio intracelular, creando sitios de unién para moléculas
que transducen las sefiales, como las que contienen dominios SH2 (Heldin & Westermark 1999;
Andrae et al. 20082). PDGF induce principalmente las vias Ras/MAPK, PI3-K, PLCy y PKC (Andrae
etal. 2008b), promoviendo la proliferacién, la supervivencia y la capacidad de migraciéon de las células
tumorales. Ademas, esta via de sefializacién induce la remodelacion vascular y la angiogénesis,

favoreciendo el desarrollo de metéstasis (Cao 2013).

En la piel del ratén, algunos de estos ligandos son expresados por los queratinocitos, mientras que
sus receptores se expresan en células mesenquimales y fibroblastos de la dermis (Akiyama et al. 1996;
Pontén et al. 1994). PDGF-A, PDGF-C y PDGFRa juegan un papel importante en el desarrollo de
la dermis de ratén (Betsholtz 2004). Los ratones deficientes en PDGFRa desarrollan hipoplasia
dérmica grave y ampollas cutdneas (Soriano 1997), mientras que la deficiencia en PDGF-C induce un
fenotipo similar, pero menos agresivo (Ding et al. 2004). Por otra parte, los ratones deficientes en
PDGF-A muestran una reduccion del tamafio de la dermis y alteraciones en el desarrollo de los
foliculos y formacién del pelo (Karlsson et al. 1999). Por el contrario, la inyeccién de PDGF-AA o
PDGF-BB en la dermis de ratones normales, promueve la entrada en anagen de los foliculos en

reposo, induciendo la renovacion del pelo (Tomita et al. 2006). En este sentido, PDGF-AA activa la

45



INTRODUCCION

renovacién de las células mesenquimales PDGEFRa*, que serfan reclutadas para formar la papila

dermal durante el desarrollo de los foliculos (Karlsson et al. 1999).
5.2.3.2. Alteraciones de Ia via de PDGFR en cdncer

La expresion de algunos ligandos y de los PDGFRs esta desregulada en varios tipos de tumores. Estas
alteraciones contribuyen al desarrollo y crecimiento de distintos tipos de tumores, como sarcomas y
gliomas (Demoulin and Essaghir 2014). La expresion de estas proteinas correlaciona
significativamente con un mal prondstico en cancer. Por esta razén, la expresion de ligandos y/o

receptores se utiliza como marcadores de prondstico (Appiah-Kubi et al. 2016).

La desregulacion de esta via puede producirse por alteraciones genéticas, como mutaciones puntuales
que inducen la actividad de los receptores, o amplificaciones o translocaciones que conducen a una
sobreexpresion de los receptores o ligandos, desencadenando la activacién de los PDGFRs (Cao
2013). Asi, se han descrito translocaciones cromosémicas de los genes PDGFRA y PDGFRB en
algunos tipos de leucemias (Toffalini & Demoulin 2010), amplificaciones de PDGFRA en
oligodendrogliomas, glioblastomas (Smith et al. 2000) y carcinoma escamoso de es6fago (Arai et al.

2003), y delecciones de PDGFRA en glioblastomas (Clarke and Dirks, 2003).

La activacién autocrina o paracrina de esta via induce el programa EMT en cancer de mama, prostata,
pancreas y mesoteliomas (Kong et al. 2008; Patel et al. 2010; Wang et al. 2010). Por otra parte, la
activacién del programa EMT induce la expresion de PDGFR, de forma que los tumores epiteliales
que inicialmente no responden a PDGF, pueden llegar a ser sensibles a estos ligandos (Jechlinger
2006; Tam et al. 2013). Ademas, como resultado de la activacion de EMT, se induce la expresioén de

ligandos que pueden activar PDGFR en estas células de forma autocrina (Fischer et al. 2007).
5.2.3.3. La via de PDGFR y el microambiente tumoral

Diferentes estudios han descrito la influencia de las células del microambiente en el crecimiento
tumoral y el desarrollo de metastasis. En este sentido, los fibroblastos del estroma tumoral (CAF)
expresan PDGFR, y la activacion de este receptor aumenta la supervivencia de estas células (Paulsson
& Micke 2014). El PDGF producido tanto por células tumorales como por las células del estroma
(como células endoteliales y macréfagos), puede inducir la remodelacién del microambiente tumoral
en tumores solidos (C.-H. Heldin 2013). La expresion ectopica de PDGF-BB y PDGF-CC en células
tumorales, promueve el reclutamiento de CAF, fomentando el crecimiento del melanoma y de
tumores de prostata, asi como la generacion de metastasis hepatica a partir de tumores colorrectales
(Forsberg et al. 1993; Skobe & Fusenig 1998; Cheng et al. 2013). Otros estudios han demostrado que
la expresion transgénica de PDGF-CC en las células de higado de ratén induce fibrosis y promueve

el desarrollo de carcinoma hepatocelular (Campbell et al. 2005), y que la expresion ectépica de PDGFE-
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DD promueve la tumorogénesis y angiogénesis en melanoma (Furuhashi et al. 2004). Finalmente, se
ha demostrado la asociacion entre altos niveles de expresion de PDGER en las células del estroma y
un mal pronéstico en cancer de mama, préstata, colorrectal y pancreas (revisado en C.-H. Heldin

2013).

6. EL MICROAMBIENTE TUMORAL

La primera relaciéon que se establecié entre células del microambiente y tumorogénesis, fue propuesta
por Rudolf Virchow en 1863, tras observar leucocitos en los tejidos neoplasicos (Balkwill &
Mantovani 2001). Desde entonces, multiples estudios se han centrado en el papel del microambiente

tumoral en tumorogénesis, progresiéon tumoral y metastasis (Joyce & Pollard 2009).
6.1. Componentes del microambiente tumoral

El microambiente tumoral contiene diferentes tipos celulates, como fibroblastos del tejido donde se
desarrolla el tumor, células endoteliales que forman los vasos sanguineos, células infiltrantes del
sistema inmune (macréfagos y linfocitos principalmente) y células madre mesenquimales que son

reclutadas al tumor (Witz & Levy-Nissenbaum 2006; Whiteside 2008; Quail & Joyce 2013).

citoquinas =
células estromales linfockos Q
citoquinas células —
células tumorales endoteliales —

macréfagos ED fibroblastos SS@PC

Figura 10. Microambiente tumoral. El microambiente tumoral esta compuesto principalmente por fibroblastos,
células endoteliales, células del infiltrado inmune, como macréfagos y linfocitos, y por los factores/citoquinas
secretados por estas células. Las citoquinas producidas por las células del estroma pueden atraer y/o regular las células
tumorales. Las citoquinas secretadas por las células tumorales pueden actuar de forma paracrina, atrayendo y
reclutando células estromales al tumor primario, o regulando la funcién de las células estromales. Ademas, las
citoquinas secretadas por las células tumorales pueden activar de forma autocrina sus respectivos receptores,
regulando asf su proliferacion y/o diseminacién. Adaptado de Fran Balkwill 2004.

Estas células secretan factores o citoquinas (Witz & Levy-Nissenbaum 2006) que permiten la
comunicacién con las células tumorales, promoviendo de forma paracrina su proliferacién y/o

diseminacién. Es importante remarcar que las células tumorales también secretan citoquinas (Figura
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10), que permiten remodelar el estroma tumoral durante la progresiéon mediante el reclutamiento de
diferentes tipos celulares, asi como regular la expresion de factores/citoquinas por las células del
estroma, generandose complicados bucles de sefializacion entre las células tumorales y del estroma.
Estos bucles de sefalizacién activan sefiales intracelulares que, finalmente, promueven el crecimiento
del tumor y la metastasis. Ademas, las citoquinas generadas por las células tumorales pueden activar
de forma autocrina sus correspondientes receptores, regulando su proliferacién y capacidad de
diseminacién e invasion (Figura 10). Por otra parte, la expresion de determinados receptores de
citoquinas en las células tumorales, favorece la diseminacién de estas células, siguiendo un gradientes

que es generado desde los érganos donde se desarrollara la metastasis (Balkwill 2004a).
6.2. Citoquinas

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular, sintetizadas por una gran variedad de tipos
celulares. Son moléculas que permiten la comunicacion entre células y cuyo modo de accién puede
ser autocrino, paracrino o endocrino (Saavedra Ramirez et al. 2011.). Las citoquinas son moléculas
con efectos pleiotrépicos, ya que una misma citoquina puede actuar sobre mas de un tipo celular a
través de la interaccién con sus receptores. A su vez, cada célula puede expresar receptores para

diferentes citoquinas (Nicola 1994).

Las citoquinas constituyen un conjunto heterogéneo de factores agrupados en diversas familias. Una
de estas familias son las interleuquinas (IL). El término interleuquina fue aplicado inicialmente a un
grupo de citoquinas sintetizadas por células del sistema de inmune, que participaban en la regulacién
de la respuesta inmune, tanto a nivel local como sistémico. Sin embargo, mas tarde se demostré que
muchos de estos factores también podian ser producidos por otros tejidos y estaban implicadas en la

regulacién de diversos procesos fisiologicos (Hunter & Jones 2015).

Los interferones (IFN-o, IFN-8, IFN-y) y los factores de necrosis tumoral TNF-a y TNF-$ forman
dos familias diferentes de citoquinas. Los TNFs son importantes mediadores de las reacciones
inflamatorias y juegan un importante papel en el desarrollo de varias enfermedades inflamatorias
cronicas (Popa et al 2007). Por otra parte, los IFNs desempefian un papel clave en la regulacion de la

inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Dunn et al 2000).

Otra familia de citoquinas es la formada por factores solubles reguladores de la proliferaciéon y
diferenciacién de las células hematopoyéticas, denominados "factores estimuladores de colonias"
(CSF), entre los que se encuentran M-CSF (CSF-1) y GM-CSF. CSF-1 actia regulando la
supervivencia, proliferaciéon y diferenciacién de los monocitos-macréfagos y juega un importante
papel en la respuesta inmune innata, asi como en enfermedades inflamatorias (Chitu & Stanley 2000).

Ademas, la sobreexpresion de CSF-1 promueve la progresion tumoral y la metastasis en cancer de
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mama (Lin et al 2001). Por otro lado, GM-CSF estimula la proliferacién de granulocitos y macréfagos
(Shi et al. 2006) y promueve la proliferacién de los queratinocitos acelerando el proceso de curacion
de heridas (Hong 2016). En varios tipos de cancer, como glioma, cancer colorrectal o cancer de
pulmon, entre otros, GM-CSF promueve el crecimiento tumoral y la migracién de células tumorales
a través de la induccion de la expresion de MMPs (Tomita et al. 2000; Gutschalk et al. 2013; Hong
2010).

Dentro de las citoquinas, se incluyen la familia de los factores de crecimiento, los cuales estan
involucrados en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, asi como en hematopoyesis,

angiogénesis, migracién y apoptosis (Sporn & Roberts 1980).

Por dltimo, las quimioquinas son consideradas citoquinas quimiotacticas, dada su capacidad para
inducir quimiotaxis en las células sensibles localizadas en las inmediaciones. Esta familia de citoquinas

sera descrita con mas detalle en la seccién 6.3.

6.2.1. Implicacion de las citoquinas en cincer

Se han desctito alteraciones en la expresion y secrecion de determinadas citoquinas en multiples tipos
de tumores, donde actian promoviendo el crecimiento tumoral, asi como la invasién, la motilidad y
la supervivencia de las células tumorales, favoreciendo el desarrollo de metastasis (Chow & Luster
2014). Estas moléculas pueden ser secretadas tanto por las células tumorales como por las células del
estroma. En la Tabla 3 se muestra algunas de las alteraciones descritas en citoquinas (no

quimioquinas) en diferentes tumores.

MMIF (factor

inhibidor de la Niveles
migracién de elevados
macréfagos)

Pulmén, mama, colorrectal, melanoma maligno,
pancreatico, glioma maligno, hepatocelular, carcinoma de
cabeza/cuello

Niveles Pulmén, mama, colorrectal, gastrico, melanoma maligno,
IL-6 clevados pancreatico, hepatocelular, renal, carcinoma de
cabeza/cuello, préstata, rifion, vejiga

Niveles Colorrectal, gastrico, melanoma maligno, glioma maligno,

IL-12 L .
disminuidos  hepatocelular, renal, carcinoma de cabeza/cuello

Niveles Pulmon, colorrectal, gastrico, melanoma maligno, glioma

Interferén- L . .
v disminuidos  maligno, renal, carcinoma de cabeza/cuello

TGF-B Niveles Pulmén, mama, colorrectal, géstrico, glioma maligno,
elevados hepatocelular, renal
10 Niveles Pulmon, mama, colorrectal, gastrico, melanoma maligno,
3 elevados pancreatico, glioma maligno, hepatocelular.

Mieloma, linfoma, glioma, colorrectal, melanoma maligno,

Niveles " .
CNTF elevados pancredtico, hepatocelular, carcinoma de cabeza/cuello,
ovario y testiculo
Niveles Mama, colorrectal, endometrio, pancreatico
CSF
elevados

Tabla 3. Principales citoquinas, no quimioquinas, alteradas en cancer. Adaptado de Lippitz 2013.
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La familia de la IL-6 es el grupo de citoquinas pro-tumorogénicas mejor caracterizado. Entre sus
miembros se encuentran IL-6, IL-11, IL-27, I1.-31, el factor de inhibicién de leucemia (LIF), OSM
(oncostatin M), el factor neutrofilico ciliart (CNTF), cardiotrofina-1 (CT-1) y CLC (cardiotrophin-lifke
eytokine). Todos ellas estimulan la inflamacion, la proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia,
asf como la migracién celular, la invasién y la angiogénesis, lo cual favorece el crecimiento tumoral y
el desarrollo de metastasis (Garbers et al. 2012). Diferentes estudios demostraron que los niveles de
IL-6 y de sus receptores, IL-6Ra y IL-6ST, estan incrementados en varios tipos de tumores solidos

humanos (Taniguchi & Karin 2014) (Tabla 3).
6.3. Quimioquinas

Las quimioquinas son una familia de citoquinas de bajo peso molecular (6 a 14 kDa), que inicialmente
fueron caracterizadas por su funcién quimioatrayente para diferentes poblaciones de leucocitos
(Griffith et al 2002). Las quimioquinas juegan un papel importante en la regulacion del trafico de
células del sistema inmune en condiciones fisiologicas, asi como en el desarrollo de resistencia a
infecciones, enfermedades inflamatorias crénicas o cancer (Allavena et al. 2011). Ademas, estos
factores actian sobre células no inmunes, regulando numerosos procesos, como la angiogénesis, el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis (Luster 1998; STRUYF et al. 2003; Vandercappellen
et al. 2008).

La familia de las quimioquinas estd formada por aproximadamente cincuenta ligandos, descritos en
humanos y raton (Griffith et al. 2014). Los miembros de esta familia de citoquinas se caracterizan
por la presencia de dos o cuatro residuos cisteina unidos por puentes disulfuro, los cuales son clave
para su estructura tridimensional. Segin la posicion de las cisteinas en la regién amino terminal, las
quimioquinas se clasifican en 4 subgrupos: C, CC, CXC y CX3C (X representa cualquier aminoacido),
siendo el ligando CX3CL1 el tnico miembro de este ultimo grupo que posee ademas un dominio
transmembrana (Saint et al. 2011; Allavena et al. 2011; de Munnik et al. 2015; Balkwill 2004a) (Figura
11).

C cC
NH; C NH=—C-C
)
CXC CX3C

€ —cooH CC+
NH CO—C NH— (000 C
) i

Figura 11. Familia de quimioquinas. Clasificacién de las quimioquinas de acuerdo con el numero y localizacién
de residuos cisteina en su regién N-terminal. Adaptado de (de Munnik et al. 2015).
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Se han identificado alrededor de 20 receptores de quimioquinas (Allen et al. 2007; Fran Balkwill,
2004a; Chow & Luster, 2014; de Munnik et al., 2015). Estos pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G heterotriméricas (Gafy) (GPCR: G-protein coupled receptor) que sefializan a
través de Gy, por lo que su activacién induce la movilizacién de calcio intracelular (Balkwill 2004a;
Proudfoot 2002). Estos receptores se han clasificado en 3 familias: CCR, CXCR y CX3CR, en base
a los ligandos que unen (Allen et al. 2007; Zlotnik & Yoshie 2012). Por otra parte, existe un grupo de
receptores atipicos (D6, DARC, CCRL1 y CXCR7) que no sefalizan via Gy, y por lo tanto no
producen movilizacién de calcio intracelular. Algunos estudios indican que este dltimo grupo de
receptores podrian regular los niveles de quimioquinas en los tejidos, actuando como receptores

scavenger o decoy (Graham et al. 2012).

Una de las principales caracteristicas de las quimioquinas y sus receptores es su comportamiento
promiscuo. Asf, una determinada quimioquina puede unirse a distintos receptores de una familia
concreta, y distintos ligandos pueden unirse a un mismo receptor. Es importante remarcar que esta
promiscuidad se produce manteniendo la especificidad dentro de la familia (Balkwill 2004a; Zlotnik

& Yoshie 2012) (Tabla 4).

CCR1 CCL3,CCL4, CCL5, CCL6 CCL7, CCLY, CCL14, CCL15, CCL16, CCL23
CCR2 CCL2, CCL6, CCL7, CCL8, CCL12, CCL13
CCR3 CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL15, CCL24, CCL26, CCL28
CCR4 CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL22

cc CCR5 CCL3, CCL4, CCL5, CCL8

: CCR6 cCL20

CCR7 CCL19, CCL21
CCR8 CCL1, CCL4, CC17
CCR9 CCL25
CCR10 CCL27, CCL28
CXCR1 CXCL6, CXCL8
CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8
CXCR3 CXCL9, CXCL10, CXCL11

CXC- CXCR4 CXCL12 (SDF-1)
CXCR5 CXcL13
CXCR6 CXCL16
CXCR7 CXCL11, CXCL12 (SDF-1)

CX3C- CX3CR1 CX3CL1

Tabla 4. Receptores de quimioquinas y sus ligandos. Adaptada de Allen, Crown, and Handel 2007.

Los receptores de quimioquinas se activan tras la unién sus ligandos, lo cual induce principalmente
las vias JAK/STAT (Mitchell & John 2005; Brazil et al. 2004), PI3K vy la via de la fosfolipasa Cp
(PLCB) (Patk et al. 2012), las cuales promueven proliferacion, supervivencia y diferenciacién, asi
como la migracién e invasion de células tumorales y la angiogénesis. Ademas, induce la activacion de

diversos miembros de la familia de las Rho-GTPasas (Mellado et al. 2001; Rossi & Zlotnik, 2000).
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6.3.1. Implicacion de las quimioquinas en cdncer

Se han descrito alteraciones en la expresién de quimioquinas y de sus receptores en mieloma multiple
o leucemia, y en numerosos tumores sélidos, como cancer de mama, pulmoén, prostata, ovario o

colon (Richmond et al. 2009) (Tabla 5).

QUimiquina/Receptor

Cancer de mama CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL10 CXCR4,
CCR7, CXCR3

Melanoma CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL7,
CXCL8, CCL2, CCL5 CXCR4, CCR7,
CCR9, CCR10

Cancer de pulmodn CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL12,

CXCR4, CXCR7, CXCR3

Cancer de préstata CCL2, CCL5, CCL25, CXCL1, CXCLs,
CXCL10, CX3CR CXCR2, CCR9,
CX3CR1

Mieloma mdltiple CCL2, CCL3, CCL4, CXCL8, CXCL12,

CXCR3, CXCR4, CCR1, CCR5, CCR6

Cancer colorrectal CCL1, CXCL1, CXCL10
CXCR3

Céancer de ovario CXCL12, CXCL1, CXCL8, CCL2 CCR2,
CXCR4

Tabla 5. Alteraciones de quimioquinas y sus receptotes en diferentes tipos de tumores. Adaptado de
Richmond, et al. 2009.

Estas alteraciones pueden estar inducidas por la inactivacion de genes supresores tumorales, como
Ctef (Nikolic et al. 2014), o por activacion constitutiva de oncogenes, como el proto-oncogen Ref
(Castellone et al. 2004), Myc (Y1 et al. 2003) o Ras (O’Hayer et al. 2009). Por lo tanto, estos genes
juegan un papel importante en la regulaciéon de las quimioquinas durante la carcinogénesis (Sarvaiya

et al. 2013).

Las quimioquinas desempefan un papel crucial en la progresién tumoral ya que, ademas de regular
la proliferacion y supervivencia de las células tumorales, inducen el programa EMT y promueven la
capacidad de migracion e invasion de estas células, asi como su evasion del sistema inmune (Sarvaiya

et al. 2013).
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Figura 12. Quimioquinas y receptores expresados en células tumorales y células del estroma. CAFs
(fibroblastos asociados a cancer), MSCs (células madre mesenquimales), TAN (neutréfilos asociados a cancer).
Adaptado de Lazennec and Richmond 2010.

Las quimioquinas median la comunicacion entre las células tumorales y las células que forman parte
del estroma. Asf, las células tumorales producen una gran variedad de quimioquinas que modulan no
solo sus propiedades, sino también las de las células estromales asociadas. Ademds, la expresion de
receptores por parte de las células tumorales potencia la migracion de estas células siguiendo un
gradiente de quimioquinas, facilitando asi el desarrollo de metastasis en 6rganos diana especificos
(Richmond et al. 2009). Por otra parte, las células del microambiente secretan una serie de
quimioquinas que pueden modular las caracteristicas y actividad de las células tumorales (Figura 12)

(Lazennec & Richmond 2010).
6.3.1.1. Quimioquinas y desarrollo de metdstasis

Los primeros trabajos que permitieron relacionar la interaccién quimioquina-receptor con el
desarrollo de metastasis fueron los realizados por Muller y colaboradores (Muller et al. 2001). Estos
autores observaron que el receptor CXCR4 se expresaba mas abundantemente en las células de cancer
de mama que en las células epiteliales del tejido normal. Ademas, observaron que su ligando SDF-1a
(stromal cell-derived factor-1) se expresaba abundantemente en los tejidos diana donde estas células
tumorales metastatizan preferentemente (ganglios linfaticos, médula 6sea y pulmones). De acuerdo
con estas observaciones, otros estudios demostraron que las células de cancer de mama
experimentaban una migracién quimiotactica hacia un gradiente de SDF-1a 7z vitro. Cuando estas
células tumorales eran inyectadas en ratones inmunodeficientes, el tratamiento con anticuerpos
monoclonales que neutralizan la actividad de CXCR4, bloqueaba el desarrollo de metéstasis en

ganglios linfaticos y pulmones (Balkwill 2004b).

Otros estudios, realizados en distintos tipos de cancer humano, han confirmado el papel de las

quimioquinas en el desarrollo de metéstasis. Asi, (i) existe una correlacién positiva entre los niveles
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de expresion de CXCR4 en las células tumorales de prostata y agresividad tumoral, y la expresion de
SDF-1a es mayor en las lesiones metastasicas que en los tumores primarios (Sun et al. 2003); (ii) la
expresion de CCR7 correlaciona con mal prondstico y potencial metastasico, y su ligando CCL21 se
expresa abundantemente en ndédulos linfaticos; (iif) las células de melanoma humano expresan
CCR10, que unen CCL27 y CCL28, quimioquinas que se expresan a altos niveles en la piel, donde se
localizan una gran parte de las metastasis generadas en este tipo de cancer (revisado en Fran Balkwill
2004b). Por lo tanto, dado que estas moléculas son solubles y difunden desde su lugar de sintesis y
secrecion, las quimioquinas pueden estimular la motilidad de las células tumorales y atraerlas a los
sitios donde se generan las metastasis. Para que las quimioquinas actien de forma local, deben ser
inmovilizadas tras su secrecion por algin componente del tejido. En este sentido, las quimioquinas
tienen capacidad de unirse a los glicosaminglicanos presentes en los proteoglicanos de la matriz
extracelulat, los cuales se localizan ademas en la superficie luminal de las células endoteliales. A través
de la interaccién con estas quimioquinas inmovilizadas, se induce la adhesiéon de leucocitos a las
células endoteliales y su posterior extravasacion hacia los tejidos. Se ha postulado que este mecanismo
podtia ser utilizado también por las células tumorales, facilitando asi la extravasacion de estas células

y el desarrollo de metastasis (Balkwill 2004a).

6.3.2. La via de sefializacion mediada por SDF-1x

SDF-1a es una quimioquina homeostatica de la familia CXC que se expresa en una gran diversidad
de tejidos. El gen de SDFT contiene cuatro exones y el splicing alternativo de su ARN mensajero puede
dar lugar a varias isoformas (Shirozu et al. 1995). Inicialmente, se desctibieron en ratén y humano
dos isoformas, SDF-1a y SDF-1p. Posteriormente, se han descrito en humanos las isoformas SDF-
1y, SDF-18, SDF-1e y SDF-1¢, las cuales difieren de las isoformas a y § en el cuarto exén (Altenburg
et al. 2007; Janowski 2009).

Durante el desarrollo embrionario, SDF-1 estimula la proliferacién y diferenciaciéon de células
progenitoras inmaduras. En organismos adultos, juega un papel clave estimulando la supervivencia
de células inmunes y regulando el trafico de estas células (Juarez & Bendall 2004; Lataillade et al.
2004). Asi, SDF-1a es un factor de crecimiento para los progenitores de células B y un factor
quimiotactico, tanto para las células T como para los monocitos. Se expresa preferentemente en
ganglios linfaticos, pulmén, higado y médula ésea, aunque también se ha descrito su expresion en el
intestino delgado, rifiones (Bleul et al. 1996; Bleul et al. 1998; D’Apuzzo et al. 1997; Pablos et al.
1999) y en los fibroblastos de la dermis (Quan et al. 2015).

En tumores, esta quimioquina es sintetizada por las células del sistema inmune, las células tumorales
y los fibroblastos del estroma, actuando como un potente quimioatrayente (Guo et al. 2016) y

promoviendo el desarrollo de metastasis (Teicher & Fricker 2010). SDF-la se expresa
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abundantemente en muchos tumores sélidos humanos, incluyendo cancer de mama, pancreas,
prostata, glioblastoma y SCC de piel donde, al igual que en condiciones fisiologicas, los fibroblastos

del estroma son la principal fuente (Quan et al. 2015).

Durante mucho tiempo se consideré que CXCR4 era el tnico receptor de SDF-la, lo cual
representaba una excepcion en la familia de las quimioquinas. Actualmente, se sabe que SDF-1a
ejerce su accién mediante su unién con CXCR4 y con CXCR7 (Guo et al. 2016; Sun et al. 2010), el
cual presenta diez veces mayor afinidad por SDF-1a que CXCR4 (Wiirth et al. 2014).

6.3.2.1. Sefializacion SDF-1x/CXCR4

En condiciones fisiologicas, CXCR4 es expresado por multiples tipos celulares, como linfocitos,
células madre hematopoyéticas, células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos (Guo et al. 2016).
La expresion de CXCR4 esta inducida en mas de 23 tipos de tumores humanos, incluyendo cancer
de mama, ovario, préstata (Sun et al. 2010), melanoma y SCC de cabeza y cuello (Sun et al. 2010; da
Silva et al. 2016). La activacién de la via de sefalizacién de SDF-1a a través de CXCR4 promueve la
proliferacién de células tumorales y la angiogénesis en gliomas, cancer de mama, ovario, colorrectal,

melanoma o SCC cabeza y cuello, entre otros (Revisado en Sun et al. 2010).

Tras la unién de SDF-1a, CXCR4 forma un complejo con la subunidad Gai (Sun et al. 2010) y activa
cambios en el citoesqueleto en células de SCC oral, via ERK1/2, AKT/PBK y NF-xb, facilitando su
migracién (da Silva et al. 2016). Ademas, las células tumorales que expresan CXCR4 son atraidas a
o6rganos distantes con elevada expresion de SDF-1a, donde inician la generacién de metastasis (Guo

etal. 2016) (Figura 13).

Figura 13. Papel de SDF-1« durante la generacion de metastasis.
La expresion de SDF-1a por las células del microambiente induce la
supervivencia de las células tumorales migratorias y promueve su
migracién hacia tejidos distantes. Adaptado de Guo et al. 2016.
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Ademas, la union de SDF-1a a CXCR4 promueve la motilidad de las células tumorales a través de la
activacion de las vias de sefializacion de FAK, Pyk2 and PI3K en cancer de mama (Ben-Baruch 2009;
Lee et al. 2004), asi como a través de la via JAK/STAT en melanoma (Bartolome 20006) (Figura 14).

6.3.2.2. Sefializacion SDF-1¢/CXCR7

La busqueda de nuevos receptores de SDF-1a se inicié tras observarse que SDF-1a se unfa a las
células de higado fetal murino de ratones deficientes en CXCR4 (Burns et al. 2006). Ademas, existian
discrepancias en la afinidad de unién de SDF-la a CXCR4 en varias lineas celulares de cancer

humano, que sugerfan la presencia de otro receptor para SDF-1a (revisado en X. Sun et al. 2010).

En condiciones fisiologicas, CXCR7 se expresa en linfocitos T (Burns et al. 2006) y esta implicado
en la regulacién de la migracion de las células B en las etapas tardias de maduraciéon (Humpert et al.
2014). La expresion de este receptor se induce en las células tumorales y en las células endoteliales de
varios tipos de tumortes, incluido SCC de pulmén (Sun et al. 2010), cancer de mama, prostata,
pancreas o gastrico. Ademas, la expresiéon de CXCR7 estd asociada a un incremento de la agresividad
del SCC de piel, y la activacién de este receptor estimula la supervivencia de las células tumorales via

ERK1/2 (Hu et al. 2014).

yd SDF-1a \

[ Proliferacién l SDF-1a ‘

\\ CELULA TUMORAL ,f

Figura 14. Sefalizaciéon de SDF-1a mediada por CXCR4 y CXCR?7. La unién de SDF-1a a CXCR4 induce
proliferacion, supervivencia y migracion celular a través de la activacion de las vias de JAK/STAT, PI3K y ERK 1/2.
La unién de SDF-1a a CXCR7 promueve la internalizacién del ligando y su degradacién, mientras que CXCR7 se
recicla a la membrana celular. Otros estudios indican que SDF-1a activatia a través de CXCR7 la via de ERK1/2,
estimulando la proliferacién y supervivencia celular. La formacién de heterodimeros CXCR7/CXCR4 bloquea la
seflalizacion a través de CXCR4 y favorece la actividad scavenger de CXCR7, asi como la activacién de la via de
ERK1/2. Adaptado de Scala 2015.
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CXCR7 es también un receptor GPCR con siete dominios transmembrana pero, a diferencia de
CXCR4, carece de la capacidad para mediar quimiotaxis y la movilizacién de calcio después de la
unién con el ligando (Burns et al. 2006). En este sentido, se ha propuesto que la unién de SDF-1a
con CXCR?7 activa B-arrestina, lo que conduce a la internalizacién del ligando y a su degradacién en
el lisosoma, mientras que el receptor se recicla volviendo a la membrana celular (Sinchez-Martin et
al. 2013) (Figura 14). La eliminacién de CXCR7 provoca un aumento significativo de los niveles
extracelulares de SDF-1a en interneuronas corticales, favoreciendo su unién a CXCR4. Esto sugiere

que CXCR7 podria regular la uniéon de SDF-1a con CXCR4 (Sanchez-Alcadiz et al. 2011).
6.3.2.3. Sefializacion de SDF-1x mediante heterodimeros CXCR4-CXCR7

En los dltimos afios, se ha descrito que CXCR4 y CXCR7 pueden formar homo y heterodimeros al
unirse a SDF-1a. La capacidad de formar homo o heterodimeros puede depender del nivel de
expresion de ambos receptores. Cuando CXCR4 y CXCR7 son expresados en niveles similares, se
forman heterodimeros y homodimeros con la misma frecuencia (Levoye et al. 2009). La
heterodimerizacién induce un cambio conformacional en CXCR4, bloqueando la formacién del
complejo con la subunidad Gai y la consecuente movilizacion de calcio. Estos estudios sugieren que
la formacién de heterodimeros favorecerfa la internalizacién del ligando promovida por CXCR7 y el

reciclaje de ambos receptores (Wiirth et al. 2014; Levoye et al. 2009).

Recientemente, se ha descrito que CXCR?7 tendria otra funcién distinta a la actividad scavenger. Tras
la unién al ligando, CXCR7 activaria B-arrestina, y esto estimulatia la fosforilacién de ERK 1/2,

promoviendo proliferaciéon y supervivencia celular (Rajagopal et al. 2010) (Figura 14).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los carcinomas escamosos de
piel de estadios tempranos, que muestran caracteristicas de diferenciacién epitelial (WD-SCCs),
progresan a carcinomas indiferenciados y con caracteristicas mesenquimales (PD/S-SCCs), los cuales
presentan un crecimiento mucho mds agresivo y una mayor capacidad metastasica que los WD-SCCs.
Basandonos en estas observaciones, nosotros hipotetizamos que las caracteristicas de las células
madre del cancer (CSCs) podrian cambiar a lo largo de esta progresion, para promover el crecimiento
agtresivo y la metastasis asociada a los PD/S-SCCs. La progresién de WD-SCCs a PD/S-SCCs podtia
estar favorecida por la localizacion y las caracteristicas de las células de origen, y podria estar ademas
potenciada por sefiales o factores procedentes del microambiente tumoral, que actuarian modificando

la capacidad de las CSCs para dividirse, diferenciarse y diseminar.

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es estudiar los mecanismos moleculares que

promueven la progresion del carcinoma escamoso de piel de raton.
Los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes:

1. Determinar si el origen celular de los SCCs de piel, ya sean las células madre de la epidermis
interfolicular o aquellas que residen en los foliculos pilosos, puede influir en el desatrollo de PD/S-

SCCs y por tanto en la progresion de los SCCs.

2. Analizar las alteraciones moleculares y funcionales de las CSCs producidas durante la progresion
de los SCCs de piel, que serfan responsables de promover el crecimiento agresivo y el mayor

desarrollo de metastasis en los PD/S-SCCs.

3. Caracterizar las alteraciones del microambiente tumoral durante la progresion de los SCCs de piel,

las cuales podrian regular las caracteristicas y la funcién de las CSCs.

4. Evaluar el impacto de la via de sefializacion mediada por SDF-1a. en el crecimiento de los SCCs

avanzados y en el desarrollo de las metastasis.

El desarrollo de los objetivos 2 y 3 de esta tesis se realizé en colaboracién con la Dra. Victoria da
Silva Diz y Adria Bernat Peguera, miembros del laboratorio de Envejecimiento y Cancer del PEBC

(IDIBELL).
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MATERIALES Y METODOS

1. MODELOS DE RATON

Todos los ratones utilizados en este estudio se mantuvieron en jaulas ventiladas y a temperatura
constante (20-25°C), en condiciones SPF (Specific Pathogen Free) y de esterilidad. Los ratones disponian

de agua y comida ad /ibitum. Todos los procedimientos fueron realizados en cabinas de flujo laminar.

El manejo y todos los procedimientos realizados con los ratones fueron aprobados por el Comité de
Etica del Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL) en conformidad con la

normativa nacional espafiola.
1.1. Modelos de raton de trazado de linaje

Para generar los modelos de raton utilizados en el desarrollo del objetivo 1 de la presente tesis
doctoral, se cruzaron ratones K14-HPV16 Tg/+ (FVB) (Arbeit et al. 1994) con los ratones
K14CreER/Rosa26ISLYFP  (Vasioukhin et al. 1999), generando los ratones E6/E7-K14CreYFP
(permiten trazar las SCs de la IFE y su progenie). Por otro lado; los ratones K14-HPV16 Tg/+ se
cruzaron con los ratones Lgt5CrefR /Rosa26SEYFP y Lor5CretR/Rosa2615LacZ (Jaks et al. 2008),
generando los E6/E7-Lgt5CreYFP y los E6/E7-Lgt5Crelaz, respectivamente (permiten trazar las
SCs del foliculo y su progenie). Para trazar la poblacién de SCs del foliculo, los ratones EG/E7-
Ler5CreYFP y E6/E7-Lgr5Crelaz se trataron con 3 mg de tamoxifeno (Sigma). Para trazar
exclusivamente la poblacién de SCs de la IFE, los ratones E6/E7-K14CtreYFP fueron tratados con
una dosis mas baja de tamoxifeno (1 mg). Todos los tratamientos se realizaron mediante inyeccién

intraperitoneal, 21 dias después del nacimiento.

Para acelerar el desarrollo de tumores en los modelos mencionados anteriormente, 8 semanas después
del nacimiento, se afeité la piel de la espalda de los ratones y se administr6 topicamente una solucién
de 7,12-dimetilbenz(a) antraceno (DMBA, Sigma), a una concentraciéon de 0.125 pg/pl (diluido en
acetona). Una semana después, se administrd topicamente una solucién de 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA, Sigma), a una concentracién de 0.0625pg/ul (diluido en acetona) cada 3 dias
durante 15 semanas. Después del tratamiento, todos los ratones desarrollaron multiples lesiones
neoplasicas. Cuando los tumores alcanzaron un tamafo ctitico o los ratones presentaron sintomas

de pérdida de salud, los tumores se reseccionaron quirurgicamente.
1.2. Modelo de progresion tumoral

Para generar los modelos de ratén de progresion de SCCs que se utilizaron en nuestros trabajos, se
utilizaron los ratones K14-HPV16Tg/+ (fondo FVB) (Arbeit et al. 1994) que se cruzaron con los
ratones C57/Bl6 (F1). Para la generacion de los linajes ortotépicos de SCCs (OT-SCC), se
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anestesiaron ratones macho atimicos (Harlan Laboratories) de 6 semanas de edad por inhalacién de
isofluorano. Seguidamente se hizo una pequefia incision en la piel de la espalda de estos ratones y se
implanté un pequefio trozo de tumor (2-4 mm?) en el centro de la herida utilizando suturas

quirdrgicas.

Se midi6 la anchura del tumor (W) y la longitud (L) cada 6 dias y se estim6 el volumen del tumor
segtn la formula, V=1 /6xLxW2. Cuando estos alcanzaron un tamafio ctitico, fueron reseccionados
quirdrgicamente. La incision se cerré mediante grapas y una pequefia pieza del tumor fue injertada
de forma seriada en nuevos ratones inmunodeficientes (da Silva-Diz et al. 2016), como se ha descrito
anteriormente, para permitir un crecimiento ilimitado del tumor. Los ratones sometidos a reseccion
se controlaron diariamente. Cuando éstos presentaron sintomas de pérdida de salud o dificultad

respiratoria, se sacrificaron y se evalué la presencia de lesiones metastasicas.
2. ESTUDIOS HISTOLOGICOS DE LLAS MUESTRAS TUMORALES

Para el diagnéstico histopatolégico de los tumores, asi como para los ensayos de
inmunohistoquimica, los tumores se fijaron en formaldehido al 4% a 4°C durante toda la noche. A
continuacion, las muestras tumorales se deshidrataron con etanol en una serie de concentraciones
crecientes, siguiendo el siguiente protocolo:

1. Etanol 70%, durante 1 hora.

2. Tres soluciones de etanol 96%. Las muestras se sumergieron 1 hora en las dos primeras

soluciones y se sumergieron durante toda la noche en una tercera solucién.
3. Etanol 100%, durante 4 horas.
4. Xileno durante 1 hora y media.

5. Por ultimo, las muestras se embebieron en parafina liquida durante toda la noche.

Los tumores se seccionaron a 4 um utilizando un microtomo. Para los diagnésticos histopatolégicos,
asi como para los ensayos de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, las secciones se
desparafinaron en xileno, y seguidamente se hidrataron etanol en una serie de concentraciones
decrecientes, como se indica a continuacion:

1. Xileno durante 40 minutos.

2. Etanol 100% durante 15 minutos.

3. Etanol 96% durante 15 minutos.
4. Etanol 70% durante 5 minutos.
5

Las secciones se sumergieron en agua destilada durante 5 minutos.

Para visualizar EGFP, YFP o mCherry directamente, los tumores se fijaron previamente en

formaldehido al 4% durante 30 minutos, se lavaron 30 minutos con PBS y seguidamente fueron
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embebidos en OCT y se congelaron a -80°C. Los tumores se seccionaron a 4 pm utilizando un

criostato.

Los nucleos se tifieron usando 4'6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma). Para ello en primer lugar
las secciones se incubaron durante 10 minutos en PBS 1x, se permeabilizaron en una solucién de
PBS 0.1% Triton X-100 (Merck) durante 10 minutos, y a continuacién, se incubaron con DAPI
soluble (1/1000, en PBS) durante 10 minutos. Para finalizar, las preparaciones se lavaron con PBS

1x durante 10 minutos y se cubtieron con cubreobjetos utilizando el medio de montaje Vectashield®.

Las muestras se visualizaron en un microscopio Leica DM6000B y un microscopio confocal Leica

TCS SP5.
2.1. Diagnéstico histopatolégico. Tinciéon hematoxilina-eosina

Para el diagnéstico histopatoldgico, las secciones se tifieron con hematoxilina/eosina. Para ello
después de la hidratacién (seccion 2), las secciones fueron tefiidas con hematoxilina Harris’ (10%)
durante 10-15 segundos. Para eliminar el exceso de hematoxilina, las secciones fueron lavadas con
agua corriente durante 5 minutos. Seguidamente, las preparaciones se trataron con HCL (0.75%)
durante 5 segundos, y con una solucién de agua amoniacal (2%) durante 5 segundos. A continuacion,
las muestras fueron lavadas en agua destilada durante 5 minutos y fueron contrastadas con eosina
(20% en etanol 80%) durante 10 segundos. Después de este proceso, las secciones fueron
deshidratadas como se indica a continuacion:

1. Etanol 70% durante 5 minutos.

2. Etanol 96% durante 10 minutos.
3. Etanol 100% durante 5 minutos.
4

Xileno durante 40 minutos.

Finalmente, las secciones fueron cubiertas con cubreobjetos usando el medio de montaje DPX

(Merck).

2.2. Tincién LacZ

Para la deteccion de las células LaczZ*, las muestras de tumor se procesaron segun el siguiente
protocolo:
1. Fijacién de las muestras en una solucién de 0.2% de glutaraldehido-2% paratormaldehido
en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente.
2. Tres Lavados de 15 minutos con la solucién de lavado (2 mM de MgClz — 0.1% NP40 en
PBS).
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3. Tincién de las muestras con la solucion K3Fe (CN)6 (5 mM)-K4Fe (CN)6 (5 mM)-X- gal (1
mg/ml) en solucién de lavado, durante 48 horas a 37°C.

Dos lavados con PBS durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Fijacién de las muestras con PFA 4% durante toda la noche a 4°C.

Dos lavados con PBS durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente

N vk

Deshidratar las muestras con etanol a concentraciones crecientes: 2 horas etanol 70% a 4°C,
2 horas etanol 96% a 4°C, 2 horas etanol 100% a 4°C y 2 horas n-butanol a temperatura
ambiente.

8. Por ultimo, las muestras se embebieron en parafina liquida durante toda la noche

A continuacion, se obtuvieron secciones de los tumores de 4 um de grosor utilizando un micrétomo.
Para la deteccién de las células LacZ™, las secciones se desparafinaron durante 10 minutos en xileno,
se rehidrataron con soluciones con concentraciones crecientes de etanol y finalmente, se contrastaron
con hematoxilina, como se indica a continuacién:

1. Hidratacién de las muestras: 2 minutos etanol 100%, 1 minutos etanol 96%, 1 minuto etanol
90%, 1 minuto etanol 80%, 1 minuto etanol 70%, 1 minuto etanol 60%, 1 minuto etanol 50%, 1
minuto etanol 25%, 1 min agua destilada.

2. Hematoxilina Harris’ (10%) durante 10-15 segundos
3. Etanol 100% durante 1.5 minutos
4. Xileno 4 minutos

Finalmente, las secciones fueron cubiertas con cubreobjetos, usando el medio de montaje DPX.
2.3. Ensayos de inmunohistoquimica

Para los ensayos de inmunohistoquimica, las secciones fueron inicialmente desparafinadas e
hidratadas siguiendo el protocolo descrito en la secciéon 2. Seguidamente, se realizé el
desenmascaramiento del antigeno utilizando citrato de sodio 10 mM (pH 6.0) a altas temperaturas,
usando microondas. A continuacion, las secciones fueron incubadas con una solucion de H,O; al 3%
durante 10 minutos, para bloquear la peroxidasa enddgena. Posteriormente, las muestras fueron
lavadas 1 vez con agua destilada y 3 veces con PBS 0.1% Triton X-100 (durante 5 minutos). Las
secciones de tumores fueron bloqueadas con suero de caballo al 5%, FBS al 5% o BSA al 5% en PBS
durante 1h a temperatura ambiente, y se incubaron con los anticuerpos primatios de interés diluidos
en la solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados se

resumen en la Tabla 10.

Las secciones tumorales, se lavaron 3 veces con PBS 0.1% Triton X-100 y se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 10) durante 1h a temperatura ambiente. Se utilizo
el kit MOM Basic (Vector Laboratories) para los anticuerpos monoclonales de ratén (siguiendo las

instrucciones del fabricante). A continuacién, se procedio al revelado con diaminobencidina (DAB,
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Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Después de un lavado con agua corriente
durante 5 minutos, las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina y deshidratadas en un
gradiente creciente de etanoles y xileno, como se describe a continuacién:
1. Hematoxilina Harris’ (10%) durante 10-15 segundos.
Lavado con agua corriente durante 5 minutos.
Etanol 70% durante 5 minutos.

2
3
4. Etanol 96% durante 10 minutos.
5. Etanol 100% durante 10 minuto.
6

Xileno 30 durante minutos.

Finalmente, las muestras se cubrieron con cubreobjetos, como se describe en la seccién 2.1.
2.4. Ensayos de inmunofluorescencia
Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron con secciones de parafina o en criocortes de OCT.

Las secciones de OCT se atemperaron durante 20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con
PBS y se fijaron con formol 4% durante 10 minutos. Seguidamente se lavaron en PBS y se
permeabilizaron con PBS 0.1% Triton X-100 durante 10 minutos. Antes de ser incubadas con la
solucién de bloqueo 1h, las secciones fueron lavadas en PBS. Las muestras fueron incubadas con los
anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C (Tabla 10). Al dia siguiente, las secciones fueron
atemperadas 20 minutos y lavadas 3 veces con PBS 0.1% Triton X-100 antes de ser incubadas con
los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor) durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Los
nuacleos fueron teflidos con DAPI durante 10 minutos y las preparaciones fueron montadas con

Vectashield®.

Las muestras en parafina, fueron desparafinadas e hidratadas como se describe en la seccién 3.
Después del desenmascaramiento del antigeno, las secciones se lavaron 3 veces con PBS 0.1% Triton
X-100y, tras incubarlas con solucion de bloqueo durante 1 hora, se incubaron durante toda la noche
con los anticuerpos primarios de interés (Tabla 10). Tras realizar 3 lavados con PBS 0.1% Triton X-
100, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor y los nicleos fueron

tefidos con DAPI, como se describe anteriormente para las muestras de OCT.

Anti-B-catenina 1:150 | BD Bioscience | Anti-Mouse | 1:200 DAKO
Anti-CD31 1:50 | Cell Signaling Anti-Rat 1:300 | Alexa Fluor® 488

Anti-E.cadherina 1:100 | Cell Signaling Anti-Rabbit | 1:600 | Alexa Fluor® 568
Anti-H3 fosforilada

(Ser10) 1:200 | Cell Signaling Anti-Rabbit | 1:600 | Alexa Fluor® 568
Anti-FGFR1 1:80 | Cell Signaling Anti-Rabbit | 1:400 | Alexa Fluotr® 568
Anti-P-cadherina 1:450 | R&D Systems Anti-Goat | 1:500 DAKO
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Anti-Sox9 1:300 | Millipore Anti-Rabbit | 1:200 DAKO
Anti-Vimentina 1:500 | Abcam Anti-Rabbit | 1:600 | Alexa Fluor® 568

Tabla 10. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para los analisis de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia.

3. AISLAMIENTO DE CELULAS DE SCCS Y ANALISIS MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

3.1. Aislamiento de células de SCCs

Los tumores reseccionados fueron triturados manualmente con la ayuda de un bistur{ y se incubaron
en medio de digestion (RPMI  (Gibco®), HEPES (2 mM, Sigma), FBS (10%, Gibco®),
antibiético/antimicético (1x, Sigma), colagenasa I (60 U/ml, Sigma) y dispasa (0,7 U/ml, Gibco®)
durante una noche a 37°C en agitacion. Las suspensiones celulares se filtraron y se recuperaron
después de una centrifugacién. Seguidamente, se incubaron con tampén de lisis acetato de potasio
(Ack, Lonza) durante 10 minutos, se lavé con PBS y después de una centrifugacion, las células
recuperadas se incubaron con tampé6n de bloqueo (FBS al 5% en PBS) IgG (0.01 mg/ml; Sigma),
durante 10 minutos. Las células tumorales se incubaron con el anticuerpo anti-CD31 (1:200, BD
Bioscience) a 4°C durante 30 minutos y en agitacién, luego con Dynabeads® anti-rata (1:50;
Invitrogen) durante 30 min a 4°C, para eliminar las células endoteliales de la suspensiéon de células
tumorales. Las células se lavaron con solucién de lavado (PBS, 0.5%BSA) y esta preparacién de

células se utiliz6 para establecer cultivos primarios y para ensayos de citometria de flujo.
3.2. Analisis y separacion celular mediante citometria de flujo

Para el andlisis y la separacién celular mediante citometria de flujo, en primer lugar, las células aisladas
de tumores asi como las células en cultivo, se contaron utilizando Trypan Blue (Bio west).
Seguidamente, se separaron 100.000 células para cada analisis y se incubaron en tampé6n de bloqueo
(FBS al 5% en PBS) con IgG (0.01 mg/ml; Sigma) durante 10 minutos. A continuacion, se incubaron
con los anticuerpos de interés durante 30 minutos en agitaciéon. Seguidamente, las células se lavaron
con solucién de lavado (secciéon 3.1). Finalmente, las células se resuspendieron en el tampén de

analisis (FBS al 2%, EDTA 0,5 mM en PBS).

CD34 eFluor® 660 1:100 eBioscience
CD34 Biotilinado 1:30 eBioscience
CD49f PE 1:50 BD Bioscience
CDA49f fitc 1:50 BD Bioscience
CD140a-PE 1:50 BD Bioscience
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CD45 PE 1:200 BD Bioscience
CXCR4 VIO 1:100 Miltenyi Biotec
CXCR7 PE 1:75 BioLegend
CXCR4 APC 1:50 Miltenyi Biotec
EpCAM APC/Cy7 | 1:150 BioLegend

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para los analisis de citometria de flujo.

Para los marcajes con el anticuerpo CD34 biotilinado, se incubaron las células durante 30 min a 4 °C
y en agitacién con el anticuerpo primario y después de un lavado con PBS 0,5% BSA, se incubaron
con estreptavidina-APC (1:50; BD Bioscience) y con el resto de anticuerpos de interés, siguiendo el

protocolo mencionado anteriormente.

Para los analisis de separacion de células mediante citometria de flujo, se utilizaron 4-10 millones de
células. Para la incubacién con los anticuerpos de interés, se separaron en grupos de 300.000 células
por tubo. Después de la incubacién y del lavado con PBS 0,5% BSA, se reunieron los 4 millones de

células en un tubo y tras centrifugarlas se resuspendieron en el tampdn PBS, 2%FBS, 2 mM EDTA.

Tanto el andlisis como la separacién de células, se realizaron con el equipo BD Bioscience Aria. Las

células vivas se detectaron por exclusion con DAPI (Sigma).
4. CULTIVOS CELULARES Y TRATAMIENTOS

Todos los cultivos celulares primarios utilizados en la presente tesis doctoral se establecieron en
nuestro laboratorio a partit de WD-SCCs y PD/S-SCCs implantados ortotépicamente en ratones

inmunodeficientes.
4.1. Cultivos celulares

Las células tumorales (deplecionadas de linaje endotelial) aisladas de PD/S-SCCs (células PD/S) se
cultivaron en medio bisico compuesto de DMEM-F12 (Gibco®) con B27 (Gibco®) vy
penicilina/estreptomicina (PAA Laboratoties) en un incubador humidificado a 37°C y 5% de COx.
Las células tumorales aisladas de WD-SCCs (células WD), se cultivaron en medio basico con EGF

(20 ng/ml, Sigma).
4.2. Tratamientos de estimulaciéon/inhibicién y ensayos de proliferacion in vitro

Para los ensayos de proliferacién, se sembraron 6 réplicas de 2x103 células WD por pocillo en placas
de 96 pocillos, y se ayuné en medio basico durante 12 h. Las células PD/S, que ya crecian en medio

basico, se sembraron a la misma densidad. Después, se afiadié el medio basico fresco con o sin EGF
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(20 ng/ml), FGF2 (10 ng/ml) 0 PDGF-AA (10-30 ng/ml), PDGF-BB (10-30 ng/ml) 0 PDGF-CC
(10-30 ng/ml) o SDF1a (80-150 ng/ml).

La viabilidad celular se midi6 usando el ensayo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)- 2,5-difenil-2H-tetrazolio
bromuro (MTT). Para los cultivos en suspension, se afiadieron 10ul de sal de MTT (5 mg/mL) y se
incub6 durante 3 horas a 37°C. Seguidamente, se afiadieron 100pl de tampén de lisis de MTT (50%
N-dimetilformamida, 2.5% 4cido acético, 2.1% acido clorhidrico 1N, 20% SDS y H20 destilada) y se
incub6 a 37°C durante toda la noche. La proliferacién celular se midié calculando la absorbancia
media (+SE) a 560/750nm. Para los cultivos de células adheridas, se afiadieron 10pl de sal de MTT
y se incubd durante 3 horas a 37°C. Seguidamente, se afadieron 100pl de DMSO y se midi6 la

proliferacién celular calculando la absorbancia media (£SE) a 560/750nm.

Para evaluar el efecto de Imatinib, PD173074 o AMD3100 sobre la proliferacién celular en presencia
o ausencia de factores de crecimiento, se sembraron 6 réplicas de 5x103 células PD/S por pocillo
para los ensayos con Imatinib y PD173074, y 4x103 células PD/S por pocillo, para los ensayos con
AMD3100, en placas de 96 pocillos. Los inhibidores se afiadieron en medio basico fresco 2h antes
de los tratamientos con los factores de crecimiento. En estos ensayos, el medio con factores y/o
inhibidores se refrescé cada 3 dias y la proliferacién y supervivencia celular se midieron con ensayos

MTT.

Para determinar el efecto de factores de crecimiento e inhibidores sobre la activacién/inhibicién de
la sefializacién de EGFR, PDGFR, FGFR y SDF-1a se sembraron 1,5x10¢ de células WD y 4x103
células PD/S por pocillo en placas de seis pocillos. Las células WD se ayunaron durante 12h en
ausencia de factores antes de iniciar los tratamientos. Los inhibidores se afiadieron 2h antes del
tratamiento con factores de crecimiento. Las células se incubaron entonces durante 10min en

presencia de los respectivos factores.

Al final del tratamiento, las células se colocaron sobre hicelo, se lavaron dos veces con PBS frio y se

recuperaron para el posterior analisis mediante western blot.
4.3. Ensayos de invasion celular

Los ensayos de invasion se realizaron en placas CIM-16 (ACEA Biosciences) cubiertas con 5% de
Matrigel (Growth Factor-Reduced, BD Biosciences). Se rellenaron los pocillos de la camara inferior con
DMEM 10% FBS y los pocillos de la cimara superior con DMEM libre de suero y se equilibraron
durante 1 hora a 37°C. Se sembraron en la cimara supetior 8x104 células PD/S células sh-control y
sh-PDGFRa y se coloco en el sistema xCELLingence. En el caso de células tratadas con inhibidores,
las células PD/S fueron previamente tratadas durante 48 horas con Imatinib (4 pmol/L), con

AMD3100 (1 pg/mly 5 pg/ml). El indice celular representa la capacidad de invasion de las células.
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Por otro lado, se incluyeron en matrigel células sh-control, sh- PDGFRa, y células PD/S control y
previamente tratadas 48 horas con Imatinib (4 pmol/L), se sembraron en réplicas en placas de 96
pocillos, cubiertas previamente con matrigel y se afiadié 100pl de medio bésico con o sin Imatinib.
Después de 24 horas, se capturaron imagenes utilizando un microscopio invertido. Se cuantificaron

las esferas que contenfan 4 o mas estructuras de invasion con una longitud mayor a 25um.

5. TRANSDUCCIONES LENTIVIRALES

Para interferir la expresién de PDGFRa, CXCR4 y CXCR7 se utilizaron vectores lentivirales TRC
shARN de DharmaconGE®.

Para comparar la actividad transcripcional de la B-catenina en células WD y PD/S y los SCCs

derivados de estas células, se utiliz6 el gen reportero TCF/LEF, que contiene 7 dominios de unién

de b-catenina (7TGC). La unién de B-catenina a esta region induce la expresion de GFP (Fuerer &

Nusse 2010).

Las particulas lentivirales se produjeron en células 293T utilizando pPAX2 y pMD2.G como vectores
de empaquetamiento. Para la transfeccion, se mezclaron 2.5 pg de pMD2.G, 7.5 pg de pPAX2 y 10
pg del plasmido de interés y se afiadié 80ul PEI (1ng/pl) y OPTIMEM hasta completar un volumen
de 300 pl. La solucién resultante, conteniendo los plasmidos, se incubd a temperatura ambiente
durante 15 minutos en oscuridad y se afiadié gota a gota a las placas Petri que contenian las células
293T. Después de 12 h de incubacién, el medio de transfeccion se cambié por medio fresco (DMEM
2% FBS) y se incub6 durante 48 horas para la produccién de lentivirus. Para la infeccion, las células
WD y PD/S se incubaron con el medio de las células 293T que contenia las particulas de lentivirus.
Para ello, las células WD que crecfan como células adheridas se recuperaron de la placa mediante
tratamiento con tripsina (Ttipsina 2.5x/EDTA, Gibco®) durante 10 min a 37°C y se sembraron
1x106 células en placas de 60 mm 24h antes de la infeccion, mientras que las células PD/S, creciendo
como esferas, se disgregaron mecanicamente y 1x10° células se sembraron como células individuales

justo antes de la infeccion.
6. EXTRACCION DE PROTEINAS
6.1. Extraccion de proteinas de células tumorales

Las proteinas de las células tumorales aisladas de tumores se extrajeron utilizando tampén de lisis
(Tris pH8 50mM, EDTA 5mM, NaCl 350mM, NP-400 5%, glicerol 10%, fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF) 1mM, NaF 2mM, Na3VO4 0,1mM, DTT 1mM, PhosSTOP (Roche),
Complete (Roche), SDS (Invitrogen) 0,1% y Triton X-100 (Thermo Scientific) 0.01%).

Seguidamente, las muestras se incubaron en hielo durante 20 minutos, se sonicaron durante 5 minutos
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y se centrifugaron (10.000 rpm) durante 10 minutos a 4°C. La concentracion de proteinas, en el

sobrenadante se cuantificé utilizando la solucién Bradford (Bio Rad).
6.2. Extraccion de proteinas de muestras tumorales

Para preparar extractos de proteinas de los tumores se partié de fragmentos de tumores congelados
a -80°C. Las muestras fueron disgregadas en tampoén de lisis (seccion 6.1) sin SDS ni Tritén, por
usando un homogeneizador Politron. Después de la disgregacion, se afiadieron 0,01% Tritén y 0,1%
SDS a los homogenizados y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Seguidamente, las muestras
fueron sonicadas durante 5 minutos y centrifugadas (10.000 rpm) durante 10 minutos a 4°C. Las

proteinas en el sobrenadante se detectaron siguiendo el protocolo descrito en la seccion 6.1.
7. WESTERN BLOT

30p.g de proteinas extraidas de los tumores y de las células (seccion 6) fueron diluidas en volumenes
iguales con tampoén de carga 4x (60mM TRIS pH 6.8, 2% SDS, 20% glicerol, 0.01% azul de

bromofenol y 5% B-Mercaptoethanol). Seguidamente, se incubaron a 95°C durante 5 minutos.

A continuacién, las proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE. Para ello, se
prepararon geles a partir de una solucién de acrilamida/bisacrilamida (30% (37.5:1) (Merck Millipore).
En este gel el porcentaje de acrilamida/bisacrilamida es vatiable, dependiendo del peso molecular de

las proteinas de interés. La electroforesis se realiz6 durante 2 horas a 100V.

Anti-AKT 1:1000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1:2000 DAKO
Anti-pAKT Ser473 1:1000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1:2000 DAKO
Anti-B-actina-HRP 1:50.000 Sigma -- -- --

Anti-B-catenina 1:5000 | BD Bioscience Anti-Rabbit 1:1000 DAKO
Anti-B—catenina activa 1:400 Millipore Anti-Mouse 1:1000 DAKO
Anti-Caspasa 3 cleaved 1:1000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1:1000 DAKO
Anti-CXCR4 1:1000 Abcam Anti-Rabbit 1:1000 DAKO
Anti-EGFR 1:1000 | Cell Signaling Anti-Mouse 1:1000 DAKO
Anti-pEGFR Tyr845 1:1000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1:1000 DAKO
Anti-ERK1/2 1:2000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1:3000 DAKO
Anti-pERK1/2 Tyr204 1:2000 | Cell Signaling |  Anti-Rabbit 1:3000 | DAKO
Anti-FAK 1:2000 | Cell Signalling Anti-Rabbit 1:2000 DAKO
Anti-p-FAK Tyr925 1:2000 | Cell Signalling Anti-Rabbit 1:2000 DAKO
Anti-FGFR1 1: 1000 | Cell Signaling Anti-Rabbit 1: 1000 DAKO
Anti-pFGFR Tyr653/654 | 1:1000 | Cell Signalling |  Anti-Rabbit 1:1000 | DAKO
Anti-GAPDH-HRP 1:6000 | Cell Signalling -- -- -~

Anti-PDGFRa 1:500 | R&D Systems Anti-Goat 1:1000 DAKO
Anti-pPDGFRa Tyr754 1:1000 | R&D Systems Anti-Rabbit 1:1000 DAKO
Anti-STAT3 1:2000 | Cell Signalling Anti-Rabbit 1:2000 DAKO
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Anti-p-STAT3 Tyr705 1:2000 | Cell Signalling | Anti-Rabbit 12000 | DAKO
Anti-ZEB1 1:500 Abcam Anti-Goat 1:1000 DAKO

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para los analisis de western blot.

Una vez separadas las proteinas en el gel de acrilamida, fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (GE Healthcare). La transferencia proteinas se realiz6 a 200 mA durante 2 horas. A
continuacion, las membranas se bloquearon con solucién de bloqueo (5% leche desnatada o 5% BSA
(bovine serum albumin) en TBS- 0.1% Tween20 (Sigma Aldrich) durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion. Seguidamente, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C y en

agitacion, con los anticuerpos primarios descritos en la tabla 7.

Al dfa siguiente, las membranas se lavaron en TBS- 0.1% Tween20 durante 30 minutos, cambiando
el tampén de lavado cada 10 minutos. A continuacién, se incubaron con anticuerpos secundatios

acoplados a peroxidasa (DAKO) (tabla 7) diluidos en 5% leche desnatada o 5% BSA.

La deteccion se realizé utilizando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia, ECL Western Bloting

Detection Reagents (Amersham).
8. ENSAYO ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para realizar estos andlisis, inicialmente se sembraron en suspension 1.5x106 células PD/S por cada
frasco y 6x10° células WD por cada placa Petri (60x15cm). Estos cultivos celulares, se incubaron
durante 48 horas a 37° en medio DMEM con B27. Pasado este tiempo se recogié el medio y se
sometié a una centrifugaciéon (13000 rpm) durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante. A
continuacion se utilizé el kit de ELISA de PeproTech (Mini ABTS ELISA Development kif), siguiendo
las recomendaciones de uso del fabricante. Seguidamente, se afiadio la solucion sustrato (TMB Liguid
Substrate) y se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente para el desarrollo del color. La

absorbancia se midié a 450nm.

9. RETROTRANSCIPCION Y PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (qRT-
PCR)

9.1. Retrotranscripcion

El ARN de las células y los tumores, se extrajo usando Trizol (Invitrogen) y la precipitacién total del
ARN se realizé con isopropanol, siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ARN aislado se
cuantificé utilizando Nano-Drop®. A continuacién, las muestras fueron tratadas con DNasa, usando

el kit TURBO DNA-free™ (Ambion) segun las indicaciones del fabricante. Seguidamente, utilizando
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el kit High Capacity cDINA Reverse Transcription (Applied Biosystems), se retrotranscribié 1 ug de ARN
en un termociclador de Applied Biosystems 2720, siguiendo estos ciclos: 10 minutos a 25°C, 2 horas

a 37°C, 10 minutos 85°C.

9.2. qRT-PCR

La qRT-PCR, es una PCR que permite cuantificar el numero de productos de amplificacion.
Comunmente, se utilizan dos métodos para la deteccién de los productos, ambos han sido usados en

este trabajo.

Se utilizaron 15 ng de ADNc y cebadores especificos para cada gen. Todos los datos se normalizaron

a la expresion de GAPDH y HPRT.
Las reacciones de PCR a tiempo real se realizaron en el equipo Applied Biosystems 7900HT.

9.2.1. gRT-PCR mediante SYBR Green

Para la deteccion mediante SYBR Green, nosotros utilizamos SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), que contiene todos los reactivos necesarios para la qRT-PCR, excepto el
ADNCc y los primers. En placas de 384 pocillos, cargamos 15 ng de ADNc diluido en un volumen
final de 4ul en agua MiliQ, 5 pl de SYBR Green y 0.5 pl de primer Forward, 0.5 pl de primer Reverse

(ambos a una concentracién de 10 pM). Los primers (Sigma-Aldrich) utilizados se resumen en la

Tabla 8.

Gapdh | GGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTC
Pgdfra CAGTCCACCCGTGTGCT GAAAATTCAACAGCAGCTGGT
Pgdfrp CAGTGACAGACTACCTCTTTGGAG GATATGCAGGATGGAGCCA
Pgdfa TCAGGAAGTTGGCCGATGTG ATAGACTCCGTAGGGGCTGAG
Podfh GAATGGTCACCCGAGCTTGA CCGGTCCAGGTGAGAAAGATT
Pydfe AGGTTGTCTCCTGGTCAAGC CCTGCGTTTCCTCTACACAC
Fofr1b | TCTGGCCTCTACGCTTGC AGGATGGGAGTGCATCTGA
Fofrie TGCTGGAGTTAATACCACCG TTCCAGAACGGTCAACCATG
Fofrizb | GGCAGTAAATACGGGCCTG GGACAGTGAGCCAGGCAG
Forze | AACGGGAAGGAGGTTTAAGCAG TGGCAGAACTGTCAACCATGC
Fofr3b | GCCAACCAGACAGCCATTCTAGGC CTTGGGGCCCGTGAACACGCAGC
Fofi3e CGATGCACAGCCACACAT GTTAGCGCCTGCAGTCTTG
Fofr4 GAATCGTATTGGAGGCATTCGG CAGATACAAGACCTGTACCTCC
Fgf2 CGACCCACACGTCAAACTAC TGGCACACACTCCCTTGATA
Fgf7 GGGAAATGTTCGTTGCCTITA CCCTGCTGAATGAAACTGGT
Areg CATCGGCATCGTTATCACAG TGCACAGTCCCATTTTCTTG

Bre GGTAGCAGTGTCAGCTCCCT TCTGGTTGTGTTCCCATCTG
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Epgn | CTCCTAGCACAGCACAGCAG TGGTCTTCCAGACAAGGATG
Erg | AAGCTGCACCGAGAAAGAAG GGATCACGGTTGTGCTGATA
Hbef | CAAGGACTACTGCATCCACG AGAGTCAGCCCATGACACCT
Tefa CTACTCGCCAACCGCAGG TGGCACACAGCTAACAGGAT
Egfr GGCGTTGGAGGAAAAGAAAG ATCCTCTGCAGGCTCAGAAA
Ermbb2 | GTGATCATCATGGAGCTGGC GTCGCAACTTCATGTCGGTA
Emb3 | AGATGGGCAACTCTCAGGC TGTGTCCCGTAAGCACAATC
Egf TCGAGAGAAGCGAGAGAAGC TCTGGGTCAATCCGAGAGAT
§ox? | GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC CGGGGAAGCGTGTACTTATCCTT
Nanog | CAGAAAAACCAGTGGTTGAAGACTAG | GCAATGGATGCTGGGATACTC
A GCACAGTCTGCAAACTCCAG GAGCACTGTGATGGTGGCT
Gas1 | CCCTCTTCTGTGCGGTTTTC CACCGTTCAGCACTCTGAGTC
Ven | CCGCTGGACTGACGGCAGTG CAACAGGGGGTTGGCCGCAA
Np2 | TGTTCGAGGGAGTGATAGGG ATCCTCACCTGCAAAAGCTG
Ful TGCTCTTTGCCCTGAACATC TCTGGATGTCCATCTCCTCA
Ddr2 | AAGGCTTGCTGCYYGACTTC GAAGACGGAGTTGGATCTGG
T2 CCGCAACCTGTCCTTTGTGG AATGTGGCGGAGTCTTGCGA
Code§8A | TGAAGAGCCTGCAACAAGAGAAC TCGGAGGGCATCCAATTCATCTCG
Cldn3 | TACCGTCACCACTACCAGCA GCAAGCAGACTGTGTGTCG
Ds3 | CGATGGTGGTTCCTGAGTTC AGGCTTCACCAACAAAACTGA
D2 | AGTGGGCTCTGATAACTGGC CAAGGGTCACAATCCCTTCA
Corl TGCTGAGGAACTGGTCAGG AGGCCCAGAAACAAAGTCTG
Cor5 | GCAGGGTGCTGACATACCAT CCTAGCCAGAGGAGGTGAGA
Cils GCGACGATCTTCTTTTTCCA CCAGGAGGATGAGAAACTCC
Cel9 GCCTTCAGACTGCTCTGGAC ACTGCCCTCTCCTTCCTCAT
Cor2 AGCACATGTGGTGAATCCAA TGCCATCATAAAGGAGCCA
Cxell | TCTCCGTTACTTGGGGACAC CCACACTCAAGAATGGTCGC
Cor3 GGTGGTGCCCACTCATATTC AAGGACTTAGCAAAATTCACCA
Cil7 AGCTACAGAAGGATCACCAG CACATTCCTACAGACAGCTC
Cil2 GCATCCACGTGTTGGCTCA CTCCAGCCTACTCATTGGGATCA
Cxer3 | TCTCGTTTTCCCCATAATCG AGCCAAGCCATGTACCTTGA
Cxid | CAGCTAAGATCTCCATCGCTTT AGTCCTGAGCTGCTGCTTCT
Cort GGGTACCAGCAGGAGAAGC CGACGGCATTGCTTCATAG
Cx3erl | GTTCCAAAGGCCACAATGTC AAGTTCCCTTCCCATCTGCT
Cx3CL1T | TAGCTGATAGCGGATGAGCA CGCGTTCTTCCATTTGTGTA
CxCR4 | CCATGGAACCGATCAGTGTG TTTTCATCCCGGAAGCAGG
1i6 ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC TGATGCACTTGCAGAAAACA
li6ra | ACCAGGTGATCATTCAGGGA TGGGTGTACTCTGGCTCACA
165t GAAACAAGTTCGCTGCCTCT CTGAGGGACCGGTGGTGT
Cxel5 | GCATTCCGCTTAGCTTTCTT GCCCTACGGTGGAAGTCATA
Cxerl | TTCTGAGCTTGCTGGGAAAC GGGTCCTTCGCCTGTATAAGA
Cyft GGTAGTGGTGGATGTTCCCA CCAGGATGAGGACAGACAGG

Csflr

GGGCAACTGAGTAGGGTCAA

GTGCTACTGCTGTTGCTGCT
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Cntf CCATCCACTGAGTCAAGGCT TGGCTAGCAAGGAAGATTCG
Sdf-la | GGCGTCTGACTCACACCTCT AGTGTGCATTGACCCGAAAT
Cxel15 | AGAGGCTTTTCATGCTCAACA CCATGGGTGAAGGCTACTGT
Cxer7 CTGTCAGCTGGAGAATGTGC TGCGGTTGATGAAGCTGTAG
Cel12 TGGCTGCTTGTGATTCTCCT GTCCTCAGGTATTGGCTGGA
Cxel3 CCCCAGGCTTCAGATAATCA TCTGATTTAGAATGCAGGTCCTT

Tabla 8. Lista de primers utilizados en qRT-PCR.

9.2.2. gqRT-PCR mediante sondas TagMan

Para la cuantificacion mediante sondas TagMan, nosotros utilizamos PCR Master Mix No

AmpErase® UNG (Applied Biosystems). En placas de 384 pocillos, se cargaron 15 ng de ADNc

diluido en un volumen final de 4.5 pl de agua MiliQ y se afiadié 5.5 pl de solucién de sonda TagMan

de interés. Las sondas utilizadas se resumen en la Tabla 9.

Simbolo gen |ID TagqMan
Cel5 mm01302427 m1
Cd34 mm00519283 m1
Cdh1 mm 01247357 m1
Cdh3 mm 01249209 m1
Gapdh Mm99999915_g1
Hmgn3 Mm00518151_m1
Hpre Mm01545399_m1
Krt14 mm00516876 m1
Krt15 mm00492972 m1
Lgr5 Mm00438890_m1
Lgr6 Mm01291336_m1
Lrig1 MmO00456116_m1
Snail mm00441533 ¢1
Slug mmO00441531 m1
Sox 4 MmO00486317 sl
Sox9 Mm00448840_m1
Twist mm00442036 m1
Vegfa mm01281449 m1
Vim mmO01333430 m1
Zeb 1 mm00495564 m1
Zeb2 mmO00497193 m1

Tabla 9. Lista de sondas TagMan utilizados en qRT-PCR.
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10. INYECCION DE CELULAS TUMORALES Y TRATAMIENTOS IN VIVO

10.1. Inyeccion de células tumorales

Para llevar a cabo los ensayos de dilucién limite, las células tumorales aisladas de WD-SCCs y PD/S-
SCCs (depleccionadas de células hematopoyéticas y células endoteliales) se diluyeron de forma seriada
en DMEM, se mezclaron con 1x10¢ fibroblastos de la dermis de ratones neonatos, y se inyectaron
subcutdneamente en ratones nude (Harlan Laboratories). El crecimiento tumoral se monitorizo
durante 8 a 12 semanas. La frecuencia de las células iniciadoras del tumor se calculé utilizando el

software ELDA (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda).

Para determinar el efecto de la inhibicion de la expresion de PDGFRa, CXCR4 y CXCR7 en el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis, se inyectaron de forma subcutinea en ratones
inmunodeficientes 4x103 células PD/S sh-control, sh-PDGFR«, sh-CXCR4 o sh-CXCR7. Las
inyecciones de las células sh-PDGFRa se realizaron mezclando estas células con fibroblastos de la
dermis de ratones neonatos, como se ha descrito anteriormente. En el caso de las inyecciones de las
células sh-CXCR4 y sh-CXCR7, la suspension de células fue mezclada con un volumen igual de
matrigel (Growth Factor-Reduced, BD Biosciences).

Los tumores se reseccionaron cuando alcanzaron un tamafio critico, y los ratones fueron sacrificados
20 dias mas tarde. Se analiz6 macroscépicamente la presencia de metastasis en diferentes tejidos y se
recuperaron los pulmones, los cuales fueron incluidos en parafina y teflidos con hematoxilina/eosina

para cuantificar el desarrollo de lesiones metastasicas microscopicas.
10.2. Tratamientos in vivo

Para llevar a cabo la inhibicién farmacolégica de FGFR1 y PDGFRa, se implantaron ortotépicamente
PD/S-SCC. Cuando los tumores comenzaron a crecet, se distribuyeron de forma aleatoria los ratones

en el grupo control y en el grupo para ser tratados con inhibidor.

Los tratamientos con Imatinib (LC Laboratories) se realizaron con sonda oral diariamente. Para ello,
el Imatinib fue diluido en agua y administrado a una concentracion de 150 mg/kg. Los tratamientos
con PD173074 (LC Laboratoties) se realizaron diariamente mediante inyeccion intraperitoneal. El
inhibidor fue diluido en 4cido lactico (50 nmol/L) y se administré a una concentracién de 25 mg/Kg.

Los grupos control fueron tratados con el vehiculo respectivo.

Los OT-SCCs generados fueron reseccionados quirurgicamente al mismo tiempo y los ratones

reseccionados se siguieron tratando con su respectiva solucién control o de inhibidor hasta el
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momento del sacrificio, 8-10 dfas después de la reseccién del tumor. Se recolectaron los pulmones y

otros 6rganos para valorar el desarrollo de metastasis.
11. AMPLIFICACION DE ARN Y ANALISIS DE MICROARRAYS

Para identificar genes que se expresaron diferencialmente entre L-CSCs y E-CSCs, se compararon
los petfiles de expresion génica global de las poblaciones L-CSCs (células a6-integtina™/CD34+
aisladas mediante citomettia de flujo de cuatro PD/S-SCCs independientes) de tres linajes diferentes
con las respectivas poblaciones de E-CSCs (células a6-integtina*®/CD34+ aisladas de sus respectivos
WD-SCCs). Por otro lado, para identificar los genes que se expresaban diferencialmente entre los
PD/S-SCCs y los WD-SCCs, se compararon los perfiles de expresion génica global de tres linajes
diferentes de PD/S-SCCs con los respectivos WD-SCCs.

Para ello, se extrajo el ARN, de tumores y de células sorteadas (E-CSCs y L-CSCs), utilizando Ttrizol
y el kit RNeasy Mini Kit (Quiagen). La amplificacién del ADNc procedente de las muestras de las
células sorteadas se realizé6 mediante picoprofiling como se describi6 anteriormente (Coussens et al.
1996). E1 ADNc se purificé usando columnas de limpieza GeneElute PCR (Sigma Aldrich). La
transcripcion inversa se realizo como se ha descrito previamente (seccion 9.1). Se utilizaron 7ug de

cDNA para la hibridacién en arrays Affymetrix Mouse Genoma 430PM.

Los valores de expresién para todos las sondas se calcularon utilizando el algoritmo RMA
implementado en el paquete affy de Bioconductor, escrito en el lenguaje estadistico R (Gautier et al.
2004). Los genes expresados diferencialmente en los PD/S-SCCs asi como en las L-CSCs de todos
los linajes se detectaron usando la prueba empirica Bayes (eBayes) ajustado a #test, con el paquete
Limma. Las pruebas multiples fueron corregidas por el método Benjamini-Hochberg false discovery rate

(FDR).

Los genes expresados diferencialmente se definieron como aquellos que exhiben un cambio de al
menos dos veces y que tienen un FDR P-value <5%. Para identificar los procesos biolégicos que
estaban inducidos o atenuados por los genes expresados diferencialmente, se realizaron tests
hipergeométricos. Para asociar la Ontologia del Gen (GO) a los genes se utiliz6 el paquete GOStats

(Falcon & Gentleman 2007).

La agrupacion jerarquica del perfil de expresion se realizé utilizando la distancia Euclidea y el método

de Ward de varianza minima se utilizé como método de aglomeracién.
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1. IMPACTO DEL ORIGEN DE LAS SCs EPIDERMICAS EN EL DESARROLLO
DE PD/S-SCCs Y EN PROGRESION TUMORAL

Estudios previos realizados por nuestro grupo (da Silva-Diz et al. 2013) y por otros laboratorios
(Lapouge et al. 2011; White et al. 2011) demostraron que mutaciones que alteran el control de la
proliferacion y/o diferenciacion de las SCs que residen en la epidermis intefolicular (IFE) y el bulge
de los foliculos pilosos, dan lugar al desarrollo de SCCs en la piel de ratones. Estas observaciones
indican que ambas poblaciones de SCs pueden ser el origen celular de estos tumores. Ademas,
nuestros estudios demostraron que los WD-SCCs con caracteristicas de diferenciacién epitelial,
progresan a SCCs indiferenciados (PD-SCCs), los cuales presentan un crecimiento mucho mas
agresivo y una mayor capacidad metastasica (Anexo). Sin embargo, al inicio de esta tesis se desconocia
si el origen y la localizacién de las SCs, ya fuera en la IFE o en los foliculos, podia promover la

progresion de los SCCs, y en definitiva, el desarrollo de PD-SCCs.

Con el objetivo de analizar esta hipotesis, utilizamos ratones K14-HPV16, los cuales sobreexpresan
las oncoproteinas E6 y E7 del papilomavirus humano HPV16 en los queratinocitos basales,
incluyendo las SCs de la IFE y de los foliculos. Estos ratones desarrollan hiperplasias y displasias en
la piel durante los primeros meses de vida, y SCCs un afio después del nacimiento, los cuales
mostraron ser WD-SCCs y PD-SCCs. Estudios previos demostraron que las SCs de la IFE pueden
ser identificadas mediante la expresion de K14 (Mascre et al. 2012), mientras que las SCs del bulge se
caracterizan por expresar LGR5, K15 y CD34, entre otros marcadores (Lyle et al. 1998; Trempus et
al. 2003; Jaks et al. 2008). Para analizar la implicacién de ambas poblaciones de SCs en el desarrollo
de estos tumores, se cruzaron ratones K14-HPV16 (Tg/*) con: i) ratones K14CreER/Rosa26LSLYFP,
generando los ratones K14-HPV16/K14CreER /Rosa26SLYFP (E6/E7-K14CreYFP), que permiten
trazar las SCs de la IFE y su progenie; y ii) con ratones Lgt5CreER/Rosa26SLYFP vy
Lgr5CreFR/Rosa26SMLacZ, generando los EG6/E7-Lgt5CreYFP vy los EG6/E7-Lgr5Crelaz

respectivamente, para trazar las LGR5%-SCs de los foliculos y su progenie.

Aungque el promotor de K14 es activo tanto en los queratinocitos de la IFE como en los localizados
en los foliculos, su actividad es mayor en las células de la IFE (da Silva-Diz et al. 2013). Con el fin de
trazar exclusivamente las SCs de la IFE, los ratones E6/E7-K14CreYFP fueron tratados con una
baja dosis de tamoxifeno (1 mg), 21 dias después del nacimiento. Ocho semanas después del
nacimiento, se analizé la presencia y localizacién de células YFP* en la piel de ratones con
sobreexpresion de E6/E7 (E6/E7 Tg/+), asi como en la de sus hermanos de camada wild-type
(E6/E7+/+). De acuerdo con lo desctito previamente, los E6/E7+/+ presentaban un reducido
porcentaje de células YFP* en la capa basal de la IFE, mientras que la expresion de YFP fue

indetectable en la mayoria de las células de los foliculos (Figura 15A). Sin embargo, el nimero de
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células YFP* increment6 de forma clara en la IFE de los E6/E7 Tg/+ (Figura 15B). Dado que la
sobreexpresion de estas oncoproteinas induce la proliferacion de las células de la IFE (da Silva et al.,
2013), es probable que el aumento de células YFP* observado en la IFE se deba a una expansion de

la poblacién de SCs localizadas en esta region de la epidermis.

K14Cref?/Rosa'S'YFP

E6/E7 Tg/+

Lgr5Cre®™®/Rosa''LacZ
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Figura 15. Validacién de los modelos E6/E7-K14CtreYFP y E6/E7-Lgr5CreYFP /LacZ para trazar el linaje
de las SCs de la IFE y de los foliculos. Imigenes representativas de secciones de piel de ratones EG/E7 +/+ y
EG6/E7 Tg/+ de los modelos E6/E7-K14CreYFP y E6/E7-Lgt5CreYFP/LacZ. A y B) Identificacion de células
YFP+ en la IFE de ratones E6/E7-K14CreYFP, mediante fluorescencia directa. Los nucleos se tifieron con DAPI.
C y D) Identificacion de las LGR5+-SCs y su progenie localizadas en el bulge de los foliculos en los ratones E6/E7
+/+ (C) y en la IFE y en el bulge en los ratones E6/E7 Tg/+ (D), identificadas mediante tincién con X-Gal. Los
nicleos se tifieron con hematoxilina. Barra de escala 40 pm.

Por otra parte, con el fin de trazar el linaje de las LGR5+%-SCs, los ratones E6/E7-Lgt5CteYFP y los
E6/E7-Lgr5CrelacZ, tanto los que sobreexpresaban las oncoproteinas virales como los ratones
E6/E7 +/+, fueron tratados con 3 mg de tamoxifeno a los 21 dias de edad. El analisis de la piel de
estos ratones (8 semanas de edad) mostré que unicamente algunas células del bulge eran YFP* o
LacZ* en los ratones E6/E7 +/+ (Figura 15C), demostrando que la localizacion de esta poblacion
de SCs y su progenie se restringfa al foliculo. Sin embargo, la sobreexpresion de E6/E7 promovia la
proliferacién de las LGR5%-SCs, dando lugar a una expansion y acumulacion de esta poblacion y su
progenie en el foliculo. De acuerdo con nuestros estudios previos observamos que una parte de esta
poblacién de células YFP* se movilizaba a la IFE (Figura 15D), donde esta poblacién de células

aberrantes contribufan al desarrollo de SCCs (da Silva-Diz et al. 2013).

Aunque la expresién de E6/E7 induce el desarrollo de SCCs espontineos en la piel, para acelerar el
desarrollo tumoral se llevd a cabo un tratamiento de carcinogénesis quimica mediante la
administracién de DMBA-TPA en la piel del raton. Al final del tratamiento, se extrajeron los tumores
generados en cada modelo y diferentes fragmentos de estos tumores fueron utilizados para: i)

determinar su grado histolégico, y concretamente el de los clones celulares YFP+ o LacZ*, y evaluar
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si el origen de los WD-SCCs y PD/S-SCCs primatios podtia asociarse a un tipo de SCs concreto; y
ii) para analizar mediante citometria de flujo la presencia de CSCs a6-integrina*/CD34 entre las

células tumorales YFP+ derivadas de las SCs de la IFE y/o de las LGR5+-SCs del foliculo piloso.
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Figura 16. Las SCs de la IFE y su progenie contribuyen al desarrollo de WD-SCCs y PD-SCCs. A) Los
resultados indican el porcentaje de las lesiones indicadas conteniendo células YFP* en ratones E6/E7-K14CreYFP.
B) Imégenes representativas de diferentes lesiones preneoplisicas, WD-SCCs y MD /PD-SCCs que presentan células
YFP+*. Los nucleos se tifieron con DAPI. Barra de escala 40 pm.

Sin embargo, diferentes problemas nos han impedido desarrollar plenamente estos estudios. Por una
parte, el tratamiento de carcinogénesis quimica potencio en gran medida el desarrollo de lesiones y la
mayor parte de los ratones con sobreexpresién de E6/E7 tuvieron que set sactificados por razones
éticas inmediatamente después de finalizar el tratamiento. El analisis histolégico de estas lesiones
mostrd que la mayorfa eran lesiones prencoplasicas (displasias y papilomas) y SCCs i situ (62,5% en
E6/E7-K14CteYFP y 69,6% en los E6/E7-Lgr5CreYFP/LacZ). Por otro lado, debido a que se
aplicaron bajas dosis de tamoxifeno para inducir un marcaje clonal de las SCs, el numero de SCCs
presentando focos YFP* o LacZ* resulté ser reducido (16% en E6/E7-K14CreYFP y 14% en
E6/E7-Lgt5CreYFP/LacZ). Ademais, estas lesiones presentaban un bajo nimero de células YFP,
las cuales fueron insuficientes para determinar de forma clara si estas células expresaban CD34 u

otros marcadores de progresion tumoral mediante citomettia de flujo.

Sin embargo, el analisis histologico de los tumores generados permitié determinar de forma clara el
estadio de progresion de los SCCs con marcaje YFP*/LacZ* en los diferentes modelos de ratén.
Nuestros analisis mostraron que la mayoria de los SCCs conteniendo células YFP+/LacZ* eran SCCs
in sitn y WD-SCCs, tanto en los ratones E6/E7-K14CreYFP (86,95% de SCCs; Figura 16A) como
en los E6/E7-Lgt5CreYFP/LacZ (76% de SCCs; Figura 17A). Si consideramos unicamente las

lesiones invasivas, observamos que la frecuencia de WD-SCCs generados a partir de las SCs de la
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IFE (80% de tumores conteniendo células YFP*) fue mayor que la frecuencia de MD/PD-SCCs
(20% de tumores conteniendo células YFP*) en los ratones E6/E7-K14CreYFP (Figura 16).

A E6/E7-Lgr5-Cret®/Rosa"'YFP/LacZ B E6/E7-Lgr5Cret®/Rosa"'LacZ
, 60 . .

3
850
~

19/46
o 40 16/46

30 11/46

20 -

210

u S
SCCsin situ WD/MD-SCCs MD/PD-5CCs

w
=
w
]
et
=]
E
=3
X

=
o
o

oo
o

63,3%

36,7%

8 &

% tumores YFP/LacZ*
[=2]
o

o

WD/MD-SCCs  MD/PD-SCCs

Figura 17. Las LGR5+-SCs de los foliculos y su progenie contribuyen al desarrollo de WD-SCCs y PD-SCCs.
A) Porcentaje de las lesiones indicadas conteniendo células YFP+/LacZ* en ratones E6/E7-Lgr5CreYFP y E6/E7-
Lgr5CrelacZ. B) Imagenes representativas de lesiones preneoplasicas y de tumores a diferentes estadios de
progresion que presentan células LacZ*. Los nicleos se tifieron con hematoxilina. Barra de escala 40 um.

El anlisis de los SCCs generados en los ratones E6/E7-Lgr5CreYFP/LacZ mostté que, aunque en
este caso se generaron mas WD-SCCs que MD/PD-SCCs (63,3% vs 306,7%), la frecuencia de
MD/PD-SCCs desarrollados a partir de las LGR5+-SCs (tumores conteniendo células YFP+/LacZ*)
fue superior a los que se generaban a partir de SCs de la IFE (Figura 17). Estos resultados indican
que los PD-SCCs se pueden generar tanto a partir de las SCs de la IFE y su progenie como de las
SCs que residen en los foliculos. Dado que el porcentaje de MD/PD-SCCs generados a partir de las
LGR5+-SCs fue ligeramente superior al de los generados a partir de las SCs de la IFE, nuestros
resultados sugieren que la progresion de WD-SCCs a PD-SCCs podria estar potenciandose cuando

las SCs foliculares son el origen de estas lesiones.

2. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES Y FUNCIONALES DE
LAS CSCs DURANTE LA PROGRESION DE LOS SCCs DE PIEL

Con el objetivo de estudiar si las diferencias observadas en el crecimiento y en el desarrollo de
metastasis entre los WD-SCCs y PD/S-SCCs podian deberse a cambios en el contenido y en las
caractetisticas de las CSCs, nuestro laboratorio generé diferentes modelos de progresion de SCCs de
piel. Para ello, se implantaron diferentes muestras de SCCs de piel, desarrolladas en ratones K14-
HPV16 espontineamente o tras el tratamiento con DMBA-TPA, en la piel de ratones

inmunodeficientes. Cuando estos tumores ortotopicos (OT-SCCs) crecieron, fueron reseccionados y
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trasplantados de forma seriada en ratones atimicos, permitiendo el crecimiento ilimitado de los
tumores y la generacién de diferentes linajes tumorales. Aunque tras el primer implante los OT-SCCs
conservaban las caracteristicas histopatolégicas de los tumores primarios, después de varios
trasplantes (ver Anexo) el 62,5% de los WD-SCCs progresaron a carcinomas moderadamente
diferenciados (MD-SCCs), y finalmente a PD-SCCs. Estos tltimos tumores presentaban patrones de
expresion de queratinas diferentes a sus precursores WD-SCCs y frecuentemente contenian regiones
formadas por células con morfologia fusocelular. Los SCCs de los diferentes linajes se clasificaron
como WD-SCCs o PD/fusocelulares (PD/S-SCC) en base a la expresion de queratinas y sus

caracteristicas histopatolégicas (ver Anexo).

Ademas, nuestros estudios previos demostraron que los tumores PD/S crecian significativamente
mas rapido y desarrollaban mas metdstasis en un menor tiempo de latencia que sus precursores WD-
SCCs. Estas lesiones metastasicas se producian generalmente en pulmoén, pero también se detectaron,
aunque con menor frecuencia, en nédulos linfaticos, higado o rifién (ver Anexo). Por lo tanto, estos
resultados demostraban que los tumores PD/S se generaban como consecuencia de la progresiéon de
los WD-SCCs, y nuestros linajes constituian unos modelos excelentes para evaluar los posibles

cambios en la frecuencia y caracteristicas de las CSCs durante la progresién tumoral.

2.1. Analisis de la frecuencia de CSCs y de la induccién del programa de EMT
durante la progresion de SCCs de piel

Para evaluar si durante la progresion de los SCCs se producian cambios en la poblacién de las CSCs,
coincidiendo con un crecimiento tumoral mds agtesivo y una mayor capacidad metastasica,
inicialmente cuantificamos la frecuencia de CSCs o células iniciadoras de tumores (TICs) mediante
ensayos de dilucién limite. Para ello, se inyectaron en diferentes ratones inmunodeficientes varias
diluciones de células tumorales (deplecionadas de células endoteliales y células de linaje
hematopoyético) aisladas de tumores WD y PD/S de dos linajes tumorales diferentes. Nuestros
resultados demostraron que la frecuencia de TICs se incrementaba de forma dramatica en los tumores
PD/S en comparacién con sus precursores WD-SCCs (Figura 18A). Ademds, observamos que
mientras que los tumores generados a partir de las células aisladas de WD-SCCs conservaban
caracteristicas de diferenciacién epitelial, el implante de células aisladas de PD/S-SCCs gener6
tumores indiferenciados y con morfologia mesenquimal (Figura 18B). Estos resultados indican que
las TICs de los PD/S-SCCs pierden la capacidad de diferenciarse, a diferencia de las TICs de los
WD-SCCs.

Nuestros estudios previos demostraron que, similarmente a lo descrito en otros modelos de ratén de
SCC de piel (Malanchi et al. 2008; Lapouge et al. 2012), las células a6-integrinat/CD34+ aisladas de

los WD-SCCs presentaban una mayor capacidad iniciadora de tumores que las células tumorales a6-
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integrina*/CD34-, demostraindose que estos marcadores permitian identificar poblaciones
enriquecidas en CSCs en los SCCs ortotépicos de estadios tempranos (ver Anexo). Ademas, los
tumores generados a partit de las células o6-integrinat/CD34* de los PD/S-SCCs crecieron
significativamente mas rapido que aquellos generados por a6-integrina*/CD34+ aisladas de WD-
SCCs, indicando que la habilidad de las CD347-CSCs para promover el crecimiento tumoral
cambiaba significativamente durante la progresiéon. Sin embargo, tanto las células a6-
integrina*/CD34* como las a6-integtina®/CD34- de los PD/S-SCCs presentaron una capacidad

similar para generar tumores (ver Anexo).
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Figura 18. Expansion de la poblacion de células iniciadoras de tumores/CSCs durante la progresion de los
SCCs de piel. A) Se inyectaron diluciones seriadas de células tumorales aisladas de WD-SCCs y PD/S-SCCs de los
linajes indicados (OT) en ratones inmunodeficientes (6-18 ratones por dilucién). Los resultados muestran el nimero
de ratones que desarrollaron tumores, frecuencia de CSCs e intervalos de confianza (int. conf.) para cada condicién.
(nd, no determinado). B) Imdgenes representativas que muestran las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores
parentales y regenerados después de la inyeccion del nimero indicado de células tumorales. Barra de escala, 30 pm.
C y D) Imagenes representativas (C) y cuantificacién mediante citometria de flujo del porcentaje de células a6-
integrina*/CD34+ (media £ SE) (D) en OT WD-SCCs y PD/S-SCCs. OT#4* linaje de SCC derivado de un tumor
desarrollado espontineamente en K14-HPV16, mientras que los demas linajes se generaron a partir de tumores
inducidos mediante DMBA-TPA en K14-HPV16.

Dado que otros laboratorios demostraron que tnicamente las células a6-integtina*/CD34+ presentan
capacidad de auto-renovacion a largo plazo (Lapouge et al. 2012), nosotros comparamos mediante
citomettia de flujo el porcentaje de células a6-integrinat/CD34* presentes en los PD/S-SCCs y en

sus respectivos precursores WD-SCCs de cada linaje tumoral. Los resultados mostraron que los
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tumores PD/S presentaban un incremento dramatico del contenido de CD34+-CSCs comparado con
los WD (Figuras 18C y 18D). Asi mismo, los PD/S-SCCs primatios, generados en los ratones K14-
HPV16, mostraron una fuerte expansién de esta poblacién de CSCs, comparada con los WD-SCCs
primarios (ver Anexo). Ademas, mediante ensayos de qRT-PCR e inmunohistoquimica analizamos
la expresion de otros marcadores de SCs epidérmicas. Observamos que la expresion de Cd34, Hmmg3,
Sox4 y Lirig, asi como la de los factores de transcripcién embrionatios Sox2 y Nanog se inducia en los
PD/S-SCCs, mientras que la expresién de marcadores como Cdh3 (P-Cadherina), Sox9, Lgr5 o Lgrt,
disminufan dristicamente en los PD/S-SCCs (Figuras 19A y 19B).
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Figura 19. Analisis de la expresion de marcadores de células madre y marcadores de pluripotencia en SCCs
de diferentes estadios de progresion. A) Niveles de ARN (media + SE) de los marcadores de células madre
indicados en PD/S-SCCs relativos a WD/SCCs en diferentes linajes tumorales (6-8 muestras por grupo). * indica
diferencias significativas entre los grupos comparados (t-test, p <0,05). B) Imdgenes representativas de la deteccién
de P-cadherina y SOX9 en secciones de WD-SCCs y PD/S-SCCs (linaje OT14) mediante ensayos de
inmunohistoquimica. Barra de escala 50 um.

El analisis de citometria de flujo de estas muestras mostré que, mientras que alrededor del 80% de
las CD34+-CSCs de los WD-SCCs expresaban el marcador epitelial EpCAM, el porcentaje de células
EpCAM* se reducia de forma significativa en los tumores PD/S, y mds concretamente en su
poblaciéon de CD34+-CSCs (Figuras 20A y 20B), sugiriendo que las caracteristicas de las CSCs

cambian durante la progresiéon tumoral.
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Figura 20. La expresion de EpCAM se reduce significativamente en los PD/S-SCCs. A) Imigenes
representativas de la cuantificacién de las CD34+-CSCs que expresan EpCAM en los WD-SCCs y PD/S-SCCs
mediante citometria de flujo. B) Los resultados indican el porcentaje de células a6-integrinat/CD34+/EpCAM*
(media = SE) en los WD-SCCs y los PD / S-SCCs de los linajes indicados. (6-8 tumores pot grupo). * indica
diferencias significativas entre los grupos comparados (t-test, p <0,05).

Coincidiendo con la pérdida de caracteristicas epiteliales y la aparicion de caracteristicas
mesenquimales, observamos que la expresion de marcadores de EMT se inducia en los PD/S-SCCs

de diferentes linajes tumorales, asi como en PD/S-SCCs primarios desarrollados en los ratones K14-

HPV16.
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Figura 21. Los PD/S-SCCs presentan una fuerte induccién del programa EMT. A) Resultados de qRT-PCR
que muestran los niveles de ARN (media & SE) de los genes indicados en los PD/S-SCCs relativos a los WD-SCCs
(6 muestras por grupo) de diferentes linajes de progresion y en SCCs primarios (PT) desarrollados espontaneamente
en ratones K14-HPV16 (4 muestras por grupo). * indica diferencias significativas entre WD-SCCs y PD/S-SCCs (t-
test, p <0,05). B) Niveles de proteina ZEB-1 en WD-SCCs y PD/S-SCCs. B-actina se utilizdé como control de catga
de proteinas. El nimero de muestra identifica el pase del tumor y las letras indican muestras tumorales independientes
de un mismo pase. C) Imagenes representativas de la inmunodeteccion de células que expresan E-cadherina y

Vimentina en WD-SCCs y PD/S-SCCs. Barra de escala, 30 um.
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Concretamente, en los tumores de estadios mas avanzados se producia un aumento significativo de
la expresion de factores de transcripcion que inducen EMT, tales como Suail, Twist, Zebl y Zeb2
(Figuras 21A y 21B), asi como un aumento de expresién de Vimentina y una drastica disminucion de

la expresion de Cdh1 (E-cadherina) (Figuras 21A y 21C).

Es importante destacar que los WD-SCCs ortotépicos que nunca progresaron a PD-SCCs no
mostraron una expansion de la poblacién de CSCs ni una induccién del programa EMT (Figura 22),

indicando que estos cambios no se producen como consecuencia del trasplante seriado de estos

tumores en ratones inmunodeficientes.
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Figura 22. Analisis de la expresiéon de CD34 y marcadores de EMT en diferentes linajes tumorales.
Cuantificacién de los ARN (media + SE) de los genes indicados relativo a la expresién de Gapdh en tumores WD-
SCCs y PD/S-SCCs generados a partir de un tumor espontineo (OT4) y un tumor inducido por DMBA/TPA
(OT14). Se incluyen muestras de tumores de pases tardios de un linaje generado a partir de un WD-SCC que nunca

progresé (OT9) y de un linaje generado a partir de un PD/S-SCC (OT13). * Indica que los tumores de origen de
estos linajes fueron generados espontaneamente.

Todos estos resultados demuestran que los SCCs avanzados presentan un fuerte enriquecimiento de
CSCs y una robusta induccién del programa de EMT, coincidiendo con el crecimiento agresivo y la

mayor capacidad metastasica de estos tumores.
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2.2. Las caracteristicas de las CSCs cambian durante la progresion de los SCCs de

piel

Para determinar los cambios en las caracteristicas de las CSCs durante la progresion de los SCCs, se
aislaron las CSCs o6-integrina*/CD34* de diferentes tumores PD/S (Late CSCs; L-CSCs) y de sus
precursores WD (Early CSCs; E-CSCs) de tres linajes tumorales, y se compararon los perfiles de
expresion génica global entre ambas poblaciones celulares mediante ensayos de arrays de expresion
en plataformas Affimetrix. Este analisis nos revel6 que 1.839 genes estaban diferencialmente
expresados en las L-CSCs respecto a las E-CSCs, y nos permitié definir una firma génica pata las
CSCs de los SCCs mesenquimales y metastasicos (Figura 23A). Esta firma génica se caracteriza
principalmente por la sobreexpresion de genes asociados con proliferacion, morfogénesis, regulacion
negativa de la apoptosis, organizacién del citoesqueleto, motilidad celular y desarrollo de metéstasis,
y por la disminucién de la expresiéon de genes relacionados con la diferenciaciéon celular, el

mantenimiento de las uniones entre células y la adhesion celular (Figuras 23B y 23C).

La validacién de estos resultados mediante qRT-PCR demostré que la expresion de marcadores de
SCs, tales como Sox2, Hmgn3 y Gasl estaba incrementada en las L-CSCs, mientras que la expresion
de genes como P-cadherina (Cdh3) estaba disminuida en estas células comparada con las E-CSCs.
Asimismo, comprobamos que se producia una reduccién de la expresién de E-cadherina y una
induccion de la expresion de Vimentina, Twist y Ax/ en las L-CSCs (Figura 23D). Estos resultados
indican que las L-CSCs presentan una fuerte induccién del programa de EMT comparado con las E-
CSCs. La sobreexpresion de genes que promueven la auto-renovacion y la disminuciéon de la
expresion de genes asociados con diferenciacion epitelial (p63, K74 e Ivl) (Figura 23D), junto con la
reducida capacidad de diferenciacién que mostraron las L-CSCs cuando eran inyectadas en ratones
inmunodeficientes (Figura 18B), indican que la expansion de las L-CSCs podtia estar provocada por
un aumento en la tasa de auto-renovacion y un bloqueo del programa de diferenciacion de estas

células.

Ademis, la comparacion de la firma génica de las L-CSCs con datos publicados en la bibliografia,
indic6 que algunos de los genes que aparecen en esta firma también estaban desregulados en PD/S-
SCCs generados en otros modelos de ratén de SCCs de piel, coincidiendo con las caracteristicas

mesenquimales que mostraban estos tumores (Wong et al. 2013) (ver Anexo).

Por otra parte, nuestros resultados indicaban que la expresion de factores clave de las vias de
sefializacién de WNT, FGFR, PDGFR y EGFR estaban alterados en las L-CSCs (Figura 23B). Estos
resultados sugerfan que la alteracion de estas vias podria promover la expansion de las CSCs, el

crecimiento agresivo y/o la mayor capacidad metastisica asociada a los PD/S-SCCs.
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Figura 23. La firma génica de las CSCs cambia durante la progresion de los SCCs. A) Representacion
jerdrquica de los genes expresados diferencialmente (log2 FC = 1, FDR P <0.05) entre las CSC a6-integrina*/CD34+
de los PD/S-SCCs (L-CSC) y sus respectivos precursores WD-SCCs (E-CSC) de tres linajes tumorales diferentes. B)
Seleccion de genes sobreexpresados (rojo) o con expresion disminuida (azul) en las L-CSCs respecto a las E-CSCs.
C) Analisis de la ontologia de los genes diferencialmente expresados en L-CSCs comparados con E-CSCs. D) Los
resultados (media = SE) indican el nimero de veces que cambia los niveles de ARN de los genes indicados en L-
CSCs respecto a las E-CSCs (tres muestras por grupo). Los valores de expresion se relativizaron a la expresion de
Gapdh. (n.d.) la expresién de estos genes no se detecté en E-CSCs o L-CSCs. * indica diferencias significativas entre
los grupos comparados (t-test; p <0,05).
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2.3. Caracterizacion de los cultivos primarios de células tumorales aisladas de WD-

SCCs y PD/S-SCCs

Una de las estrategias que seguimos para determinar la relevancia de las vias de sefializacion
identificadas en nuestros estudios, fue establecer cultivos primarios de células tumorales a partir de

PD/S-SCCs (células PD/S) y de sus precursores WD-SCCs (células WD).
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Figura 24. Los cultivos primarios de células WD y PD/S estan enriquecidos en CSCs. A) Imégenes de células
WD y PD/S creciendo #n vitro. B) Analisis del enriquecimiento de células a6-integtina*/CD34+ y EpCAM*/CD34+
en los cultivos de células WD y PD/S, realizado mediante citometria de flujo. C) Cuantificaciéon del ARN (media +
SE) de los marcadores y factores inductores de EMT indicados en las células PD/S respecto a sus respectivos tumores
de origen.

Las células WD crecfan adheridas a la placa y presentaban un fenotipo epitelial tipico, caracterizado
por fuertes uniones célula-célula, mientras que las células PD/S crecfan en suspension, formando
esferas (Figura 24A). El andlisis de las células WD y PD/S mediante citomettia de flujo demostr6
que bajo nuestras condiciones de cultivo, éstas estaban enriquecidas en CSCs a6-integrina* /CD34+,
Concretamente, mas del 50% de las células WD expresaban estos marcadores de CSCs y conservaba
la expresion de EpCAM, mientras que el 90% de las células PD/S eran CD34*-CSCs, las cuales
perdian la expresion de EpCAM (Figura 24B). Ademas, mediante ensayos de qRT-PCR demostramos
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que estas células en cultivo exhibian un perfil de expresion de factores inductores de EMT similar al
de los tumores ortotépicos de origen (Figura 24C) y a las CSCs derivadas de éstos (datos nos
mostrados). Por lo tanto, estos resultados demostraban que esta poblaciéon de células en cultivo

recapitulaban las caracteristicas de las E-CSCs y L-CSCs.

2.4. La via de sefializacién de WNT /B-catenina esta atenuada en los SCCs de piel

avanzados

Con el fin de determinar la relevancia de la actividad de la 3-catenina durante la progresion de los
SCCs, inicialmente analizamos la expresion de esta proteina, asi como su localizacion celular en los

PD/S-SCCs y en sus precursores WD-SCCs.
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Figura 25. La via de sefializacion de -catenina se atenuia durante los tltimos estadios de la progresion de
los SCCs. A) Imagenes representativas de la expresion y localizacion de B-catenina en los tumores indicados,
analizado mediante ensayos de inmunohistoquimica. Las flechas indican las células con localizacién nuclear de §3-
catenina (batra de escala, 30 um). B) Cuantificacion de células con marcaje nuclear de B-catenina en WD-SCCs y
PD/S-SCCs de los linajes indicados (media = SE, 3 muestras por grupo). * indica diferencias significativas entre los
grupos comparados (t-test; p <0,05). C) Niveles de B-catenina y de su forma activa en WD-SCCs y PD/S-SCCs. El
control de carga de proteinas utilizado fue B-actina. El nimero de la muestra identifica el pase del tumor y las letras
indican las diferentes replicas tumorales de un mismo pase.

Mediante ensayos de inmunohistoquimica, comprobamos que la mayorfa de las células epiteliales de
los WD-SCCs mostraban un marcaje de f-catenina en la membrana, y alrededor del 25% de estas
células presentaban 3-catenina localizada en el nucleo (Figuras 25A y 25B). Ademas, detectamos la
forma activa (Set37/Thr41 no-fosforilada) de esta proteina mediante western blot (Figura 25C),

indicando estos resultados que esta via estaba activa en los estadios tempranos de progresion de los

SCCs. Por el contrario, observamos una drastica disminucioén en la expresién de B-catenina y de su
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forma activa en los PD/S-SCCs (Figuras 25A-25C), indicando que esta via se atenuaba durante la

progresién tumoral.

Con el fin de corroborar estos resultados, analizamos la actividad transcripcional de B-catenina en
WD-SCCs y PD/S-SCCs. Para ello, las células WD y PD/S fueron transducidas con un vector
reportero que presenta 7 dominios de union de la B-catenina, los cuales dirigen la expresién de EGFP.
Las células transducidas con este vector podian ademas ser identificadas y aisladas por citometria de
flujo mediante la expresion de la proteina fluorescente mCherry (Fuerer & Nusse 2010) (Figura 20A).
Las células mCherry™ WD y PD/S fueron implantadas en ratones atimicos con el fin de regenerar
WD-SCCs y PD/S-SCCs, tespectivamente. El andlisis de los tumores generados mostrd que los WD-
SCCs contenfan una poblacién de células EGFP* localizadas mayoritariamente en la base de los nidos
de estos tumores en contacto con el estroma, coincidiendo con la localizacion de las CD34+-CSCs
descrita previamente (Malanchi et al. 2008; Beck et al. 2011; Schober & Fuchs 2011). La expresion
de EGFP indicaba que estas células presentaban inducida la actividad transcripcional de B-catenina.

Por el contratio, no se detectaron células EGFP+ en los PD/S-SCCs (Figura 26B).

A 7TGC lentivirus

7xtct > EGFP

mCherry

wbD-scc (0T17)

PD/S-SCC (OT7)

Figura 26. La actividad transcripcional de la -catenina se atentia durante progresion de los SCCs. A)
Esquema del vector lentiviral utilizado para determinar la actividad transcripcional de la $-catenina. B) Imagenes
representativas de secciones de WD-SCCs y PD/S-SCCs generados tras el trasplante de células transducidas con el
vector reportero. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y la expresién de EGFP y de mCherry se visualizé mediante
fluorescencia directa. Barra de escala, 30 pm.

Estos resultados indican, que aunque la via de sefializacion de 3-catenina juega un papel importante
en la generacién y el crecimiento de SCCs en estadios tempranos de progresion (Malanchi et al. 2008),

esta via se atenta en los PD/S-SCCs.
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2.5. La activacion autocrina y paracrina de la via de EGFR promueve la proliferacion

y supervivencia de las E-CSCs

Estudios previos demostraron que la via de EGFR es necesaria para mantener la proliferacién y
supervivencia de las células localizadas en el compartimento basal de los WD-SCCs de piel (Hansen
et al. 2000; Sibilia et al. 2000). Dado que nuestros resultados de array indicaban que se producen
alteraciones en la expresion de receptores de la familia de EGFR en las L-CSCs, decidimos analizar
la relevancia de esta via en la regulacién de las CSCs de WD-SCCs y PD/S-SCCs. Para ello,
inicialmente analizamos mediante qRT-PCR la expresion de los receptores Egfr, Erbb2 y Erbb3, asi
como la expresion de sus ligandos Tgfa, Aregy Hbegf en las E-CSCs y L-CSCs aisladas de varios linajes
de SCCs ortotopicos. Los resultados mostraron una importante reduccion de la expresion tanto de
los receptores como de los ligandos en las L-CSCs de la mayoria de los tumores analizados (Figura
27A). De acuerdo con estos resultados, observamos que la expresion de estos receptores y ligandos,
claramente detectada en los WD-SCCs, se reducia de forma significativa en los PD/S-SCCs de
diferentes linajes, asi como en los SCCs avanzados desarrollados espontineamente en la piel de los

ratones K14-HPV16 (Figuras 27B y 27C).
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Figura 27. La via de sefializacién de EGFR se atenta en los PD/S-SCCs. A-D) Los resultados muestran
diferencias en los niveles de ARN (media = SE) de los genes indicados (relativos a Gapdh) en las L-CSCs respecto a
las E-CSCs (A) (3 muestras por grupo) y en los PD/S-SCCs respecto a los WD-SCCs (B y C) en los linajes tumorales
indicados (OT) (8 muestras por grupo) y en SCCs espontaneos (PT) (4 muestras por grupo). * indica diferencias
significativas entre los grupos comparados (t-test; p <0,05). D) EGFR y su forma fosforilada en diferentes muestras
de WD-SCCs y PD/S-SCCs de los linajes indicados. La B-actina se utilizé como control de carga de proteinas.

Ademas, mediante analisis de western blot, comprobamos que la activacién de EGFR, indicada por

los niveles de fosforilacion de este receptot, disminuian dristicamente en los PD/S-SCCs comparado
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con sus precursores WD-SCCs (Figura 27D). Por lo tanto, estos resultados indicaban que la

activacion de la via de sefializacion de EGFR esta atenuada en los SCCs avanzados.

Con el fin de determinar si la via de EGFR estaba activada especificamente en las CSCs de los WD-
SCCs, comparamos la expresion de este receptor y sus ligandos en las células a6-integrinat/CD34+
y o6-integrinat/CD34- aisladas de los tumores WD mediante qRT-PCR. Nuestros resultados
mostraron que las CSCs a6-integrinat/CD34* expresaban niveles mas elevados de EGFR y del
ligando Tgfa que las células a6-integrina*/CID34-, mientras que la expresion de Aregy Epgn fue similar
en ambas poblaciones celulares (Figura 28A). Ademas, observamos que EGFR estaba fosforilado y
activo principalmente en las CSCs a6-integrina*/CD34+* (Figura 28B), indicando que esta poblacién

de células presentaban inducida la via de EGFR.
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Figura 28. La via de EGFR esta inducida principalmente en la poblaciéon de CSCs de los tumores WD-
SCCs. A) Niveles de ARN (media = SE) de los genes indicados (relativos a la expresion de Gapdh) en las células a6-
integrinat/CD34+* y a6-integtina*/CD34- aisladas de WD-SCCs (3 muestras por grupo). * indica diferencias
significativas entre los grupos comparados (t-test; p <0,05). B) Niveles de EGFR y de su forma fosforilada en las
poblaciones indicadas de células aisladas de WID-SCCs de los linajes OT7 y OT14. Se utilizé B-actina como control
de carga de proteinas.

Para investigar el papel de la via de EGFR promoviendo la proliferacion de las CSCs, en primer lugat,
analizamos el estatus de esta via en nuestros cultivos celulares establecidos a partir de tumores PD/S
y sus precursores WD (descritos en la seccién 2.3). Nuestros resultados indican que ambas
poblaciones de células en cultivo exhibian un patrén de expresion de receptores y ligandos similar al

de las CD34+-CSCsaisladas de los WD-SCCs y PD/S-SCCs (Figura 29).
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Figura 29. Expresion de receptores Erbb y ligandos en cultivos primarios de células WD y PD/S. A, B)
Cuantificacién mediante qRT-PCR de los niveles de ARN (media * SE) de los genes indicados relativos a la expresion
de Gapdh. * indica diferencias significativas enttre los grupos comparados (t-test; p <0,05).
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A continuacién, se analizé el efecto del tratamiento con EGF y con diferentes dosis de Gefitinib, un
inhibidor de la tirosina quinasa de EGFR, en la proliferacién de las células WD y PD/S. Los
resultados mostraron que, mientras que la proliferacion de las células PD/S no se modificaba de
forma significativa en respuesta a EGF, el tratamiento con el ligando inducia de forma significativa
la proliferacién de las células WD (Figura 30A), concomitantemente con la inducciéon de la
fosforilacién del receptor, asi como de AKT'y principalmente de ERK1/2 (Figura 30D), siendo todos
estos procesos inhibidos en respuesta a Gefitinib (Figuras 30B-30D). Ademas, observamos que,
cuando las células WD crecian en ausencia de EGF, mostraban altos niveles de pEGFR, y la
proliferacion de estas células (Figuras 30B y 30C), asi como la fosforilacion de EGFR, AKT y
ERK1/2 eran inhibidos en presencia de Gefitinib (Figura 30D).
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Figura 30. La activacion de la via de EGFR promueve la proliferacion y supervivencia de las E-CSCs. A)
Proliferacién de las células WD y PD/S incubadas en presencia o ausencia de EGF, medida por MTT. Las medias
(£ SE) indican unidades arbitrarias de fluorescencia (a.u.f.) en células tratadas con EGF relativas a las a.u.f. de células
que crecen en condiciones basales. B 'y C) Efecto del tratamiento con Gefitinib en la proliferacién de células WD
tratadas con o sin EGF en los linajes indicados (media * SE de a.u.f,, 2 muestras por grupo). * indica diferencias
significativas entre los grupos compatados (t-test; p <0,05). D) Niveles de EGFR, AKT y ERK1/2 y sus formas
fosforiladas en células WD de los linajes indicados, crecidas en ausencia o presencia de EGF y Gefitinib. La 3-actina
se us6 como control de la carga de proteinas.

El conjunto de nuestros resultados indican que la activaciéon autocrina, y probablemente paracrina,
de la via de sefializacion de EGFR promueve la proliferacion y supervivencia de las E-CSCs, mientras

que esta via estd fuertemente atenuada en las L.-CSCs de los SCCs avanzados.
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2.6. La activacion autocrina de la via de PDGFRax en las L-CSCs promueve su

migracion y la metastasis en los PD/S-SCCs

Los resultados del analisis del array mostraron que la expresion de Pdgfra estaba inducida en las L-
CSCs, indicando que la via de sefializaciéon medida por este receptor podtia activarse en esta poblacién
de células en los estadios finales de la progresion de los SCCs de piel. Para validar estos resultados,
inicialmente analizamos mediante qRT-PCR los niveles de expresion de Pdgfra, Pdgfrb, tanto en las E-
CSCs y L-CSCs, como en sus respectivos tumores de origen. Nosotros observamos una fuerte
induccién de la expresion de Pdgfra en las L-CSCs (Figura 31A), asi como en los PD/S-SCCs de
diferentes linajes y en los SCCs avanzados generados en los ratones K14-HPV16 (Figura 31B). Sin
embargo, aunque la expresion de Pdgfrb estaba fuertemente incrementada en los PD/S-SCCs (Figura
31B), su expresion era muy reducida tanto en las CSCs a6 integtina*/CD34+ como en las células
aisladas de tumores PD/S (Figuras 31A y 31C). Estos resultados indican que PDGFR se expresa

principalmente en las células del estroma, las cuales inducen su expresién durante la progresion

tumoral.
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Figura 31. La expresion de Pdgfray sus ligandos se induce significativamente en las L-CSCs de los PD/S-
SCCs. A, B) Cuantificacién de los niveles de ARN de los genes indicados (media £ SE) relativos a Gapdh en E-CSCs
y L-CSCs (A) (2 muestras por grupo) y en WD-SCCs y PD/S-SCCs de diferentes linajes (OT), asi como en tumores
primarios (PT) (B). C) Niveles de ARN (media = SE) de Pdgfra y Pdgfrb relativos a Gapdh en células WD y células
PD/S (2 muestras por grupo) de los linajes indicados. * indica diferencias significativas entre los grupos comparados
(t-test; p <0,05).

De acuerdo con estos resultados, el andlisis de WD-SCCs y PD/S-SCCs mediante citometria de flujo
mostré que el porcentaje de células tumorales que expresan PDGEFRoa  (células  o6-

integrina*/PDGFRa*) incrementaba significativamente en los SCCs avanzados (Figura 32A).
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Ademas, estos estudios demostraron que, mientras que la poblacién de CSCs que expresaban
PDGFRa (células o6-integrina*/CD34*/PDGFRat) era muy reducida en los WD-SCCs, ésta
incrementaba significativamente en los PD/S-SCCs de diferentes linajes, asi como en los SCCs

avanzados, generados espontineamente en los ratones K14-HPV16 (Figuras 32B-32D).
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Figura 32. Los PD/S-SCCs contienen un elevado porcentaje de CSCs que expresan PDGFRu«. A)
Cuantificacién mediante citometria de flujo del porcentaje (media * SE) de las células indicadas en WD-SCCs y
PD/S-SCCs de diferente linajes (6-8 tumotes por grupo). B) Resultados representativos de la cuantificacién de CSCs
ab-integrina*/CD34+ que expresan PDGFRa en los WD-SCCs y PD/S-SCCs. C) Porcentaje de las células indicadas
en WD-SCCs y PD/S-SCCs (media + SE) (6-8 tumotes potr grupo), cuantificado por citomettia de flujo. D)
Resultados representativos de la cuantificacion de las células a6-integrina* que expresan PDGFRa y CD34 en SCC
ptimatios.

Dado que no se detectaron cambios en la expresion de Pdgfra, Pdgfrb o Pdgfi, en los WD-SCCs que
nunca progresaron a PD/S-SCCs después de reimplantes seriados, (Figura 33C - OT9), nuestros

resultados demuestran que durante la progresién de los SCCs se induce la via de PDGFRa.

Por otro lado, se observé una fuerte induccion en la expresion de los ligandos Pdgfa y Pdgfe en las L-
CSCs de diferentes linajes (Figura 31A), asi como en sus respectivos PD/S-SCCs (Figura 33A).
Ademas, PDGFRo estaba fuertemente fosforilado en los PD/S-SCCs, comparado con sus
respectivos precursores WID-SCCs (Figura 33B). Estos resultados sugieren que las CSCs de SCCs

avanzados podrian activar la via de PDGFR« de forma autocrina.

Para validar esta hipétesis, las células PD/S fueron tratadas con diferentes dosis de Imatinib, un
inhibidor de la quinasa de PDGFR, en presencia o ausencia de ligandos. Observamos que los niveles
de pPDGFRa incrementaban en presencia de ligandos en el medio de cultivo (Figura 34A). En

ausencia de PDGF, las células PD/S mostraban una clara fosforilaciéon de PDGFRa, la cual era
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bloqueada en respuesta al inhibidor. (Figura 34A). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en la proliferacion de las células PD/S en respuesta a PDGF o tras el tratamiento con

Imatinib (Figura 34B y 34C).
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Figura 33. Activacién de PDGFRu en PD/S-SCCs. A) Cuantificacion del ARN (media £ SE) de los ligandos de
PDGFR en PD/S-SCCs de los linajes indicados y en SCC primarios (PT) relativos a WD-SCCs (5-7 muestras por
grupo).* Indica diferencias significativas entre los grupos (t-test, P <0,05). B) PDGFR« y su forma fosforilada en
WD-SCCs y PD/S-SCCs. La B-actina se muestra como control de la carga de proteinas. El nimero de muestra
identifica el nimero de pase del tumor y las letras indican réplicas tumorales independientes. C) Niveles del ARN
(media £ SE) de los genes indicados relativos a la expresion de Gapdh en muestras de linajes de SCCs que progresaron
(OT4 y OT14), linajes que no mostraron progresion tumoral (OT9) y aquellos que se mantuvieron como PD/S-
SCCs (OT13) después de trasplantes seriados. * Indica que los tumores de origen de estos linajes se desarrollaron de
forma espontanea.

Ademis, la generacion de células PD/S con expresion interferida de PDGFRa (Figura 34D; sh#3),
nos permitié corroborar que la proliferacion de estas células no se modificaba como consecuencia
del bloqueo de la actividad de PDGFRa (Figura 34E). Por lo tanto, la activacién autocrina de
PDGFRa no inducfa la proliferacién de las L-CSCs. Para evaluar la relevancia de esta via de
sefializacion en el crecimiento tumoral y la generacién de metastasis 2z vivo, se diseflaron dos tipos de
expetimentos: (i) se inyectaron células PD/S con una expresion interferida de PDGFRa (sh-
PDGFRa) y sus respectivas células controles (sh-control) en ratones inmunodeficientes, y (i) se
implantaron ortotépicamente PD/S-SCCs en ratones inmunodeficientes, los cuales fueron tratados

diariamente con Imatinib o solucién vehiculo.
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Figura 34. La activacion autocrina de la via de PDGFRa no promueve la proliferacion de las células PD/S.
A) Anilisis de los niveles de pPDGFRa en células PD/S en ausencia o presencia de Imatinib y de los ligandos
indicados. B) Cinética de proliferacion (media de a.u.f. = SE) de las células PD/S de los linajes indicados en ausencia
(control) o presencia de PDGF-AA (10 ng/ml), PDGF-BB (30 ng/ml) y PDGF- CC (30 ng/ml), determinada
mediante ensayos de MTT. C) Proliferacién de células PD/S en respuesta al tratamiento con PDGF-BB (30 ng/ml)
y dosis crecientes de Imatinib. Los resultados (media = SE) representan la proliferacién (a.u.f)) de las células bajo
estos tratamientos respecto a sus respectiva células control, crecidas en ausencia de ligandos e inhibidor (linea roja).
D) Expresién de PDGFRa en las células control (C) e interferidas con diferentes sh-PDGFRa. $-actina se incluyé
como un control de la carga de proteinas. E) Cinética de proliferacién (media de a.u.f. £ SE respecto al dia 0) de
células PD/S control (sh-control) y con expresion interferida de PDGFRo (sh-PDGFRa).

Los resultados de estos expetimentos mostraron que, de acuerdo con lo observado 7 vitro, el bloqueo
de la actividad de PDGFRa« no reducia el crecimiento tumoral 7z vive (Figura 35). Sin embargo, se
observé una reduccién significativa en el ndmero y el tamafio de las metastasis desarrolladas en los
pulmones de los ratones tratados con Imatinib, asi como en los ratones portadores de PD/S-SCCs
con una reducida expresion de PDGFRa (Figuras 36A-36C). Es importante destacar que las escasas
metastasis desarrolladas en los ratones con PD/S-SCCs sh-PDGFR«, mostraron unos niveles
elevados de PDGFRa, indicando que estas lesiones metastasicas podrian haber surgido a partir de

células tumorales que eludieron la interferencia del receptor (Figura 36D).
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Figura 35. La inhibicién de la via de PDGFR« en las L-CSCs no bloquea el crecimiento de los PD/S-SCCs.
A-C) Cinética de crecimiento (media del tamafio del tumor * SE) de los PD/S-SCCs sh-control y sh-PDGFRa de
los linajes indicados (A, C y D; 8 tumotes por grupo), y de los PD/S-SCCs tratados con solucién vehiculo o Imatinib
(B; 10 ratones por grupo). E) Expresion de PDGFRa en los tumores indicados, procedentes de los ensayos descritos
en Ay C. B-actina se incluyé como un control de la carga de proteinas.
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Figura 36. La activacién autocrina de PDGFRux en las CSCs de SCCs avanzados promueve el desarrollo de
metastasis. A) Media = SE de focos metastasicos detectados por seccion de pulmon (categorizados por tamafio,
mm?) en ratones inyectados con células PD/S sh-control o sh-PDGFRa (4 ratones por grupo) y en ratones control
y tratados con Imatinib (10 ratones por grupo). B) Imdgenes representativas que muestran lesiones metastasicas
(indicadas por flechas) en los pulmones de ratones inyectados con células PD/S sh-control y sh-PDGFRa. Barra de
escala, 200 um. C) Porcentaje de focos metastasicos por seccién pulmonar (media £ SE) desarrollados a partir de
tumores sh-PDGFRu en relacién con tumores de control (12 ratones por grupo de 3 linajes tumorales diferentes). *
Indica diferencias significativas entre los grupos (t-test, p <0,05). D) Expresion de PDGFRa en tumores (T) y sus
respectivas metastasis (M). Se incluyé una muestra de pulmén libre de tumor (C) como control de la expresion de
PDGFRu en este tejido. B-actina se muestra como control de la carga de proteinas.

104



RESULTADOS

Estudios previos demostraron que el tratamiento con Imatinib reduce la angiogénesis de los tumores
(Hwang et al. 2003; Ruan et al. 2013). Para evaluar si la reduccién de metastasis inducida por el
bloqueo de PDGFRa podia asociarse a una disminucién de la angiogénesis, cuantificamos la
formacién de vasos sanguineos CD31* en los PD/S-SCCs controles, tratados con Imatinib y con
expresion reducida de PDGFRa. Nuestros resultados demostraron que, aunque el numero de vasos
sanguineos en los PD/S-SCCs tratados con Imatinib se reducia significativamente, la frecuencia de
vasos sanguineos CD31* no estaba alterada en los PD/S-SCCs con expresion reducida de PDGFRa
(Figura 37A). Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la activacion autocrina de la via de
PDGFRa en las L-CSCs promueve el desarrollo de metastasis, independientemente de alteraciones

en la angiogénesis.
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Figura 37. La activaciéon autocrina de PDGFRx induce migracion e invasion en las células PD/S. A) Los
resultados indican el nimero de vasos CD31* (media + SE) por seccién de tumor en los grupos indicados. B)
Cuantificacién, mediante citometria de flujo, del porcentaje de células a6-integrinat/CD34+ (media = SE) en los
grupos de tumores indicados. C) Estimacién de la frecuencia de células iniciadoras de tumores en PD/S-SCCs
expresando PDGFR« y con la expresién de PDGFR« interferida, realizada mediante ensayos de dilucién limite. Se
muestra el nimero de ratones que desatrollaron tumores respecto al total de ratones inyectados, la frecuencia de
CSCs e intervalos de confianza (int. conf.) para cada condicién. D) Cambios en los niveles de ARN de los genes
indicados (media = SE) en los PD/S-SCCs sh-PDGFR relativos a sh control. E) Cinética a tiempo real de la
capacidad de invasiéon (media del indice celular SE) de las células PD/S con actividad PDGFRa bloqueada,
comparada con sus respectivas células PD/S control. F) Efecto del bloqueo de la actividad de PDGFRa, tras el
tratamiento con Imatinib o la interferencia del receptor (sh-PDGFRa) en la formacion de estructuras de invasion en
células PD/S crecidas en matrigel. Barra de escala, 50 pm.
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Asimismo, comprobamos que esta reduccién en el desarrollo de metastasis no era debida a una
disminucién en la frecuencia de CSCs a-integrina*/CD34+ (Figura 37B), o de células iniciadoras de
tumores (determinada mediante ensayos de dilucién limite) en los PD/S-SCCs sh-PDGFR« (Figura
37C). Es mas, la expresion de marcadores y factores de transcripcién que inducen EMT resultd
inalterada en los tumores PD/S-SCCs sh-PDGFRa (Figura 37D). Por lo tanto, el bloqueo en el
desarrollo de metastasis provocado por la inhibicién de PDGFRa no se debia a una atenuacion del

programa EMT.

Sin embargo, observamos que la inhibicion de la actividad de PDGFRa, provocada por el tratamiento
con Imatinib o la interferencia del receptor, reducfa de forma significativa la formacion de estructura
de invasion en las L-CSCs, cuando eran crecidas en matrigel (Figura 37F). De acuerdo con estos
resultados, observamos que la capacidad de migracién e invasion de estas células, sembradas en
camaras modificadas de Boyden en ausencia de ligandos, se reducfa significativamente en respuesta a
la inhibicién de PDGFRa (Figura 37E). Por lo tanto, estos resultados indican que la activacién
autocrina de PDGFRoa promueve la migracién e invasion de las L-CSCs, favoreciendo su

diseminacién y promoviendo el desarrollo de metastasis.

2.7. La activacion autocrina de la via mediada por FGFR1 promueve el crecimiento

de los SCCs avanzados

Estudios previos demostraron que los queratinocitos de la piel adulta de ratén expresan FGFR1 y
FGFR2, y estos receptores juegan un papel importante en la homeostasis de la piel (J. Yang et al.
2010). Sin embargo, se desconocia si la via de FGFR regulaba la proliferacién y supetrvivencia de las

CSCs de los SCCs.

Nuestros analisis mostraron que la expresién de Fgfr2 estaba disminuida en las L-CSCs (Figuras 23B
y 38A), indicando que la via de FGFR estaba alterada en las CSCs de los SCCs avanzados. El analisis
de la expresion de diferentes miembros de la familia de FGFR y sus variantes I1Ib y 1IIc mostr6 que
Fofr1-Ile (Fgfrle) era el receptor de esta familia mds expresado tanto en las E-CSCs como en las L-

CSCs (Figura 38A).

Aunque la expresion de Fgfrle se inducia en las L-CSCs de algunos PD/S-SCCs, esto no se obsetvé
de forma consistente en todos los linajes estudiados (Figura 38A). Sin embatgo, los PD/S-SCCs
desarrollados de forma espontinea en los ratones K14-HPV16 y los ortotépicos generados por la
progresion de WD-SCCs, presentaban una fuerte induccién de la expresién de FGFR1 (Figuras 38B
y 38C). Por el contrario, no se detectaron cambios significativos en la expresién de Fgfirc en aquellos

tumores WD que nunca progresaron después de multiples pases en ratones inmunodeficientes

(Figura 38E).
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Dado que los ensayos de inmunofluorescencia mostraron que la poblacién de células tumorales que
expresan FGFR1 incrementaba significativamente en los SCCs avanzados (Figura 38D), nuestros
resultados indican que las CD34*- CSCs expresan niveles elevados de FGFR1c, y que el aumento de

la expresion de este receptor en los PD/S-SCCs es debida a la expansién de las CSCs.

Por otra parte, las L-CSCs de la mayoria de linajes inducian la expresién de Fgf2 y Fgf7 (Figura 38F),
lo cual correlacionaba con lo observado cuando se comparaba la expresion de estos factores en los
PD/S-SCCs y WD-SCCs (ver Anexo). Estos resultados sugieren que las L-CSCs presentan una

activacion autocrina de la via de FGFR1ec.
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Figura 38. Las L-CSCs presentan una elevada expresiéon de FGFR1 e inducen la expresién de sus ligandos
FGF2 y FGF7. A, B) Niveles de ARN (media £ SE) de los genes indicados, relativos a la expresién de Gapdh en E-
CSCs y L-CSCs (A) (2 muestras por grupo) y en WD-SCCs y PD/S-SCCs de diferentes linajes (6-8 muestras por
grupo), asi como en tumores primarios (PT) (B) (4 muestras por grupo). C) Niveles de proteina FGFR1 en diferentes
muestras de WD-SCCs y PD/S-SCCs de los linajes indicados. B-actina se incluyd como control de catga de proteinas.
D) Imidgenes representativas de la inmunodeteccion de células que expresan FGFR1 en WD-SCCs y PD/S-SCCs.
Barra de escala, 30 um. E) Niveles de ARN (datos individuales y media  SE) relativos a Gapdh de los genes indicados
en muestras de diferentes linajes de SCCs. * Indica que los tumores de origen de estos linajes fueron SCCs
espontaneos. F) Niveles de ARN (media + SE) de los genes indicados, en L-CSCs relativos a E-CSCs de tres linajes
tumorales. * Indica diferencias significativas entre los grupos (t-test, p <0,05).

A continuacién, evaluamos si esta via de sefializacion regulaba la proliferacion y la supervivencia de
las CSCs de los WD-SCCs y PD/S-SCCs. En primer lugar, analizamos la expresion de Fgfrc en las

CSCsy en el resto de células tumorales aisladas de los WD-SCCs. Nuestros resultados mostraron una
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mayor expresioén de Fgfrfc en las células a6-integrinat/CD34* que en la poblacién de células o6-
integrina*/CD34- (ver Anexo). Sin embargo, la proliferacion de las células WD no se modificaba de
forma significativa en respuesta al tratamiento con FGF2 o a dosis crecientes de PD173074, un
inhibidor especifico de FGFR1 (Figuras 39A y 39B). En cambio, cuando la via de EGFR se inhibia
mediante el tratamiento con Gefitinib, la proliferaciéon de las células WD se inducia de forma
significativa en respuesta a FGF2 (Figura 39B). Estos resultados indican que la fuerte activacion de
la via EGFR atenua la sefializacion a través de FGFR1c en las células WD. Por el contrario, la
proliferacion de las células PD/S se inducia de forma significativa en presencia de FGF2 (Figura 39A,
+FGF2), coincidiendo con un aumento de la fosforilaciéon de FGFR, AKT y ERK1/2, y estos efectos
eran inhibidos en respuesta a PD173074 (Figuras 39A y 39C). Ademas, observamos que en ausencia
de FGF2 y en presencia del inhibidor, la proliferacion de las células PD/S se reducia de forma
significativa (Figura 39A, -FGF2). Estos resultados indican que la activacién autocrina de la via de

FGFR1 promueve la proliferacién de las L-CSCs de SCCs de piel en estadios avanzados.
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Figura 39. La activacion autocrina de la via de FGFR1 induce la proliferacion de las L-CSCs. A) Proliferacién
de las células WD y PD/S (media de a.u.f. relativa al control  SE) tras los tratamientos indicados, medida por MTT.
B) Proliferacion de las células WD (media de a.u.f relativo al control * SE) en ausencia o presencia de FGF2 (10
ng/ml) y dosis crecientes de Gefitinib, determinada mediante ensayos MTT. * Indica diferencias significativas entre
los grupos comparados (t-test, p <0,05). C) Anilisis de la fosforilacion de FGFR, AKT y ERK1/2 en células PD/S
de los linajes indicados, en ausencia o presencia de FGF2 y PD173074. La linea punteada indica que estas muestras
se analizaron en el mismo gel pero en carriles separados.
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Con el fin de analizar el efecto de la inhibicién de FGFR1 en el crecimiento tumoral, se implantaron
PD/S-SCCs en ratones inmunodeprimidos, y estos fueron tratados diatiamente con PD173074 o con
solucién control. Nosotros observamos que la inhibicién de FGFR1 reducia de forma significativa el
crecimiento de estos SCCs avanzados (Figura 40A). Esta reduccién del crecimiento tumoral
correlacionaba con una disminucién de la proliferacion celular, determinada por la cuantificacién de
células con histona 3 fosforilada (Ser10) (Figuras 40B y 40C), asi como con una induccién de la
apoptosis, indicada por el aumento de los niveles de caspasa-3 activa (Figura 40D). Para analizar el
efecto del bloqueo de FGFR1 sobre el desarrollo de metastasis, los tumores fueron reseccionados
cuando alcanzaron un tamafo critico y el tratamiento con PD173074 continué durante 8-10 dfas mas,
hasta que los ratones fueron sacrificados. El analisis microscopico de los pulmones demostrd que el
bloqueo de la via de FGFR1 no reducia de forma significativa el numero ni el tamafio de las lesiones

metastasicas, comparado con las observadas en los ratones control (Figura 40E).
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Figura 40. La activaciéon autocrina de FGFR1 promueve el crecimiento tumoral. A) Cinética de crecimiento
de PD/S-SCCs (media del tamarfio del tumor + SE) tratados con solucién control o PD173074 (10 ratones por
grupo). La flecha indica el inicio del tratamiento. B) Inmunodeteccién de células con histona H3 fosforilada (Ser10)
en los tumores control y tratados con PD173074. Barra de escala, 30 pm. C) Cuantificacion del porcentaje de células
en proliferacién (media £ SE), mostrado en B. D) Niveles de caspasa-3 activada en tumores control y tratados con
PD173074. Se usé B-actina como un control de carga de proteinas. E) Cuantificacién de lesiones metastasicas (media
+ SE) por seccién pulmonar (categorizadas por tamafio; mm?) desarrolladas en ratones control y tratados con
PD173074 (10 ratones por grupo). * Indica diferencias significativas entre los grupos comparados (t-test, p <0,05).

Todos estos resultados indican que la activaciéon autocrina de la via de FGFR1 promueve el
crecimiento de los SCC avanzados. Sin embargo, su inhibicién no modifica significativamente el

desarrollo de metastasis.
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3. CARACTERIZACION DE LAS ALTERACIONES DEL MICROAMBIENTE
TUMORAL DURANTE LA PROGRESION DE LOS SCCs DE PIEL

3.1 Analisis de la expresion de citoquinas y receptores durante la progresion de los

SCCs de piel

Estudios previos demostraron que las sefiales generadas por el microambiente tumoral pueden
regular la proliferacién y diseminaciéon de las CSCs, y en consecuencia, promover la progresion
tumoral (Balkwill 2004a). Por lo tanto, decidimos estudiar si durante la progresion de los SCCs se
producian alteraciones en el microambiente tumoral, y concretamente en la expresion de citoquinas,
que podrian ser responsables de los cambios en las CSCs descritos en nuestros estudios.

A WD-SCCs PD/S-SCCs B

———— Ccl2, Ccl5, Ccls, Ccl7, Ccl9, Ccl12,
— = Quimiogquinas/Receptores Cxcll, Cxcl3, Cxcld, Cxcl17, Sdf-1,
Cer1, Cer2, Cer5, Cx3crl

H1a, N1f9, I13ra, 115, 118, H23a,

e Interleuquinas/Receptores | ;' ;124 i6ra, i, ifngr1, tfngr2
———

— W, laf, Fi, G, G, Gf, Ares,
_— — Epgn, Ereg, Hbegf, Tgfa, Pdgfro,
_ fartons e Pdafb, Pdafc, Vafa, WntSa, Wnt10b,

crecimiento/Receptores Tafbr3, Fgfi4, Fgfri, Fgfr2, Fgfr3,

Ngf, Ngfr, Bmp2k, Bmp6, Bmp7

Figura 41. Citoquinas y receptores diferencialmente expresados en WD-SCCs y PD-SCCs. A) Anilisis
jerarquico de genes expresados diferencialmente (log2 FC = 1, FDR p <0.05) entre PD/S-SCCs y sus respectivos
precursores WD-SCCs de tres linajes diferentes de progresion. B) Seleccién de genes de citoquinas y receptores
sobreexpresados (t0jo) o con expresion disminuida (azul) en PD-SCCs respecto a los WD-SCCs.

Para ello, inicialmente se compararon los petfiles de expresion génica global de PD/S-SCCs y de sus
precursores WD-SCCs de tres linajes diferentes, mediante un array de expresion génica. Este analisis
nos permiti6 identificar citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento que se expresaban de

forma diferencial en estos tumores (Figura 41).

Para validar estos resultados, seleccionamos algunas citoquinas y receptores, que previamente se
habfan asociado con la estimulacién de la proliferacién, migracion celular y desarrollo de metastasis,

y analizamos su expresién mediante qRT-PCR en WD-SCCs y PD/S-SCCs (Figura 42A).

Dado que los resultados del array indicaban que la expresiéon de algunos receptores de citoquinas
estaba desregulada, ampliamos este estudio y analizamos la expresion de sus ligandos, asi como la de

otros receptores que podrian unirse a los ligandos identificados en el array (Figuras 41B y 42A).

Los resultados confirmaron que, mientras que Cer3, Cerd y Cxer2 presentaban una expresiéon muy baja

o practicamente indetectable en los SCCs avanzados (Figura 42C y datos no mostrados), la expresién
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de los receptores Cerl, Cer2, Cers, Cxerd, Cxer7, Cx3erl, Csflr, 1/6st e 1/6ra se inducia en la mayoria de
los PD/S-SCCs de los linajes de progresion estudiados (Figuras 42B-42D).
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Figura 42. El perfil de expresion de citoquinas cambia durante la progresion de los SCCs de piel. A) Resumen
de las quimioquinas analizadas y sus respectivos receptotes. B-D) Niveles (media = SE) de ARN de los genes
indicados en los PD/S-SCCs respecto a sus respectivos WD-SCCs, cuantificados mediante qRT-PCR. Las diferencias
significativas entre los grupos comparados son indicadas con * (t-test; p<0.05).

Ademas, comprobamos que la expresion de sus ligandos Cel2, Cel5, Cel7, Cel9, Cell2, 116, Cntf, Csfl,
Cx3CI y Cxel12 (Sdf-1a) estaba también incrementada en estos tumores respecto a sus precursores
WD-SCCs (Figuras 42B-42D), sugiriendo que la actividad de las vias mediadas por estas citoquinas
podria estar inducida en los SCCs avanzados. Por el contrario, observamos una disminucién
significativa en la expresion de Cxe/T y Cxc/3 en los PD/S-SCCs, indicando que la actividad de las

vias mediadas por estas citoquinas estaba atenuada en los tumores avanzados.
3.2 Las poblaciones celulares del estroma cambian durante la progresion de los SCCs

Dado que estos analisis se realizaron con muestras tumorales que contenfan células estromales,
nuestros resultados no permitian determinar si los cambios de expresién de las citoquinas y sus
receptores se producian exclusivamente en las células tumorales/CSCs y/o en las células del
microambiente tumoral. Por lo tanto, inicialmente analizamos si el contenido de infiltrado inmune

cambiaba durante la progresiéon tumoral en los diferentes linajes de SCC ortotdpicos. Para ello,
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cuantificamos el porcentaje de células CD45" (linaje celular hematopoyético) presente en los WD-
SCCs y PD/S-SCCs mediante citomettia de flujo. Nuestros resultados muestran que la poblacién de
células CD45* infiltrantes se reduce significativamente en los SCCs avanzados (Figuras 43A y 43B).
Es importante destacar que los ratones atimicos utilizados para generar los linajes de progresién
(Balbc/nude) son deficientes en linfocitos T, pero presentan niveles de linfocitos B y una respuesta

inmune innata normales.

Con el fin de determinar si estas alteraciones en el infiltrado inmune podrian estar asociadas a la
inmunodeficiencia de los ratones utilizados, analizamos el porcentaje de células inmunes (CD45%) en
WD-SCCs y PD/S-SCCs generados tras el implante de células WD y PD/S en ratones singénicos
inmunocompetentes. Los resultados demostraron que, similarmente a lo observado en los tumores
generados en ratones atimicos, los PD/S-SCCs de ratones inmunocompetentes presentaban una
reduccion significativa del contenido de infiltrado inmune (Figura 43C). Aunque no hemos analizado
si la escasa poblacién de células inmunes de los PD/S-SCCs produce mayores niveles de
determinadas citoquinas, nuestros tesultados sugieren que otras células del esttoma y/o las células
tumorales serfan las responsables del aumento de la produccién de citoquinas observados en los SCCs

avanzados.
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Figura 43. Caracterizacion del contenido de células inmune infiltrantes y de vasos sanguineos en SCCs de
diferentes estadios de progresion. A) Resultados representativos de la cuantificacion de células inmunes CD45*
en WD-SCCs y PD/S-SCCs del linaje OT14. B y C) Los resultados indican el porcentaje de células CD45* (media
+ SE) en WD-SCCs y PD/S-SCCs de dos linajes tumorales generados en ratones inmunodeficientes (B) y en ratones
inmunocompetentes (C). D) Imdgenes representativas de la inmunodeteccién de células endoteliales CD31+ (barra
de escala, 30 um). El nimero (media = SE) de vasos por seccién se indica para cada tipo de tumot. E) Niveles de
ARN de Vegfr2 telativos a Gapdh en WD-SCCs y PD/S-SCCs de 3 linajes tumorales (datos individuales y media £
SE). Las diferencias significativas entre los grupos compatrados son indicadas con * (t-test; p<0.05).

Por otra parte, cuantificamos el nimero de vasos sanguineos en secciones de WD-SCCs y PD/SCCs

de diferentes linajes, mediante la inmunodetecciéon de células endoteliales CD31*. Nosotros
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observamos que los PD/S-SCCs presentaban un incremento significativo del nimero de vasos
respecto a los WD-SCCs (Figura 43D). Ademas, observamos que la expresion de 1egfi2, un receptor
expresado en las células endoteliales, estaba significativamente incrementada en los tumores PD/S
(Figura 43E), corroborando que en estos tumores se induce de forma significativa la angiogénesis.
Dado que la expresion de Vegfa se reduce de forma dramatica en estos tumores (nuestros datos
previos no mostrados), el aumento de la angiogénesis observada en los PD/S-SCCs podria estar
inducida por un incremento de citoquinas pro-angiogénicas, como Sdf-7a (Domanska et al. 2013;

Azab et al. 2014), Ce/2 0 Cx3¢/ (Dimberg 2010), entre otras.

3.3 La expresion de citoquinas/receptores cambia en las células tumorales durante

la progresion de los SCCs de piel

Para determinar si estos cambios de expresion de citoquinas se producian especificamente en las
células tumorales, analizamos mediante qRT-PCR la expresion tanto de las citoquinas identificadas
como de sus receptores, en las células WD y PD/S mantenidas en cultivo. Observamos que la
expresion de Cel2, Cel5, Cel7, Cx3ell, 106, Csfl y Sdf-1a (Figuras 44A-44E) estaba significativamente
inducida en las células PD/S respecto a las células WD. Ademids, el nivel de expresion de estas
citoquinas era similar al observado en sus respectivos PD/S-SCCs. Estos resultados indican sugieren
que la induccién de la expresion de estas citoquinas se produce principalmente en las células
tumorales de los PD/S-SCCs. No se detect6 expresion de Cxei4, Cel6 y Cel12 en ambas poblaciones
de células tumorales (Figuras 44C y 44E), sugiriendo que estas citoquinas podtian estar siendo

sintetizadas por las células estromales.

Por otra parte, la expresion de Csfrl, Cer2, Cer3, Cerd, Cer5 y Cx3erl era practicamente indetectable
en ambas poblaciones de células tumorales (Figuras 44A, 44D y 44F). Estos resultados sugieren que
determinadas células del estroma (células endoteliales o fibroblastos) podtian inducir la expresién de
estos receptores en los PD/S-SCCs, los cuales podtian activarse por los ligandos producidos por las
células tumorales. Aunque la expresién de Cerf era detectable tanto en células WD como PD/S
(Figura 44D), sus niveles eran significativamente mas bajos que los observados en sus tespectivos
tumores, indicando que las citoquinas Ce/5, Cel7 y Cel9 producidas por las células tumorales podrian

estar actuando principalmente sobre las células del estroma.

Sin embargo, la expresion de los receptores de 1L6 (I/6s5¢y 1/6ra) se incrementaba significativamente
en las células PD/S (Figura 44B), alcanzando niveles similares a los obsetvados en sus respectivos
tumores. Cuando analizamos la expresion de los receptores de Sdf-7a, observamos que la expresion
de Cxer4 se inducia significativamente en las células PD/S, mientras que las células WD y PD/S

expresaban niveles elevados Cxer/ (Figuras 44E y 44F). Estos resultados sugieren que la activacién
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autocrina de las vias de IL6 y SDF-1a podtia promover el crecimiento tumoral y/o la metastasis en

los SCCs avanzados.
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Figura 44. Analisis de la expresién de citoquinas y sus receptores en las célula tumorales aisladas de WD-
SCCs y PD/S-SCCs. A-F) Los resultados indican los niveles de ARN (media £ SE) de los genes indicados, relativos
a Gapdh, en las células PD/S y WD de los linajes indicados, cuantificados mediante gRT-PCR. Las diferencias
significativas entre los grupos comparados son indicadas con * (t-test; p<0.05).

En este sentido, multiples estudios demostraron la implicacién de 1L-6 y SDF-1a en el desarrollo de
metastasis en diferentes tipos de tumores (Sun et al. 2003; Balkwill 2004a; Grivennikov and Karin
2008; Yadav et al. 2011; Chang et al. 2013). Ademas, se ha descrito una interaccién funcional entre
las vias de PDGFRa y SDF-1a que setfa responsable de promover la migracion celular y metastasis
en glioblastoma y cancer de mama (Liu et al. 2011; Sciaccaluga et al. 2013). Dado que nuestros
estudios demostraron que la activacién de la via de PDGFRo estimula la migracion de las L-CSCs y
el desarrollo de metistasis, decidimos centrar nuestros estudios en el analisis de la via de SDF-1a en

los SCCs de piel avanzados.

114



RESULTADOS

4. IMPACTO DE LA VIiA DE SENALIZACION MEDIADA POR SDF-1« EN EL
CRECIMIENTO DE LOS PD/S-SCCs Y EN EL DESARROLLO DE
METASTASIS

4.1. La activacion de la via de PDGFR« induce la expresion de SDF-1x en las CSCs

de SCCs avanzados

Con el objetivo de analizar si la actividad de PDGFRa podia regular la via de SDF-1a en los PD/S-
SCCs, comparamos mediante qRT-PCR la expresion de Sdf-7a en células PD/S que presentaban una
fuerte expresion y activacién de la via de PDGFRa (sh-control), y en células PD/S con expresion
interferida de este receptor (sh-PDGFRa) de diferentes linajes (Figura 45A). Nuestros resultados
mostraron que la expresion de esta citoquina se reducia significativamente cuando la via de PDGFRa
estaba bloqueada (Figura 45B). De acuerdo con estos resultados, observamos que los niveles de SDF-

1o, analizados mediante ensayos de ELISA, disminuian en el medio de cultivo de las células sh-

PDGFRa respecto al de las sh-control (Figura 45C).
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Figura 45. La inhibicién de PDGFRa reduce la expresion y secrecion de SDF-1a. A) Expresién de PDGFRa
en células PD/S control (sh-control) y transducidas con el sh-ARN de PDGFRa (sh-PDGFRa). -actina se utilizé
como control de carga. B) Los resultados (media £ SE) muestran los niveles de ARN de Sdf-7a, Cxerd y Cxer7 en las
células sh-PDGFRa, respecto a las células control (sh-control). C) Niveles de SDF-1a (media £ SE) en el medio de
cultivo de las células sh-PDGFRa respecto a las células sh-control. Las diferencias significativas entre los grupos
comparados son indicadas con * (t-test; p<0.05).

Por otra parte, observamos que la expresion Cxer4 se inducfa de forma significativa en las células con
una reducida actividad de PDGFRa, mientras que la expresion de Cxer7 se inducia o inhibfa de forma
variable en las células PD/S de diferentes linajes (Figura 45B). Es importante rematcar que a pesar
de estos cambios, los niveles de expresion de Cxer7 fueron siempre superiores a los de Cxerd en las

diferentes células analizadas.

Estos resultados indican que la activacion de la via de PDGFRa induce la produccién de SDF-1a en
las células PD/S, produciéndose una interaccién funcional entre ambas vias. Por lo tanto, decidimos
analizar la relevancia de la via de SDF-1a regulando la proliferacién y diseminacion de las L-CSCs y

en definitiva, promoviendo el crecimiento y el desarrollo de metéstasis en los PD/S-SCCs.
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4.2. La via de sefalizaciéon mediada por SDF-1« se induce de forma autocrina en las

CSCs de los SCC avanzados

Aunque nuestros estudios previos demostraron que las células WD y PD/S mantenidas en cultivo
estaban fuertemente enriquecidas en CSCs y conservaban sus caracteristicas, quisimos comparar la
expresion tanto de Sdf-7a como de sus receptores en las E-CSCs y L-CSCs, aisladas mediante FACS-
sort de WD-SCCs y PD/S-SCCs. Los analisis de qRT-PCR demostraron que se producia una fuerte
induccién en la expresion de Sdf-7a (Figura 46A), asi como de su receptor Cxer7 en las L-CSCs,
respecto a las E-CSCs (Figura 46B). Sin embargo, las L-CSCs presentaban una menor expresion de
Cxerd que las E-CSCs. Es importante remarcar que mientras que las células PD/S en cultivo
expresaban niveles mas elevados de Sdf-7a que las L-CSCs, la expresion de Cxer4 se reducia en las

células PD/S compatada con las L-CSCs (Figuras 44F y 46B).

Estas observaciones sugieren que la expresion de esta citoquina y sus receptores podria modificarse
por las condiciones de cultivo 7 vitro o que la expresion de estas proteinas podria estar modulada por

otros factores del microambiente tumoral.
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Figura 46. Las CSCs de los PD/S-SCCs inducen la expresion de Sdf-Iay Cxcr7. A’y B) Los resultados (media
+ SE) indican los niveles de ARN de Sdf-7a (A), Cxerd y Cxer7 (B) relativo a la expresion de Gapdh en E-CSCs y L-
CSCs procedentes de dos linajes de progresion tumoral. Las diferencias significativas entre los grupos comparados
son indicadas con * (t-test; p<0.05).

Ademas, analizamos la concentracion de esta citoquina en el medio de cultivo de las células WD y
PD/S mediante ensayos de ELISA. Coincidiendo con los tesultados de qRT-PCR, obsetrvamos que

las células PD/S sintetizaban y secretaban al medio mayores niveles de SDF-1a que las células WD

(Figura 47A).

Por otra patte, el analisis de tumores WD-SCCs y PD/S-SCCs mediante citomettia de flujo, confirmé
que los SCCs avanzados presentaban una poblacién mayor de células tumorales o6-
integrina*/CXCR4* y a6-integrinat/CXCR7+ que los WD-SCCs (Figura 47B). Dado que las células
PD/S sintetizaban elevados niveles de SDF-1a y expresaba sus receptores, la via de SDF-1o podtia
estar activada de forma autoctina en las células tumorales, y mds concretamente en las L-CSCs de los

tumores avanzados.
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Figura 47. Analisis de la via de sefializacién de SDF-1u en células aisladas de WD-SCCs y PD/S-SCCs. A)
Los resultados muestran los niveles de SDF-1a analizados mediante ELISA en medio de cultivo de células aisladas
de WD-SCCs (células WD) y de PD/S-SCCs (células PD/S). B) Resultados representativos de la cuantificacién
mediante citometria de flujo de células tumorales (x6-integrina*) que expresan CXCR4 y CXCR7 en WD-SCCs y
PD/S-SCC del linaje OT14. Las diferencias significativas entre los grupos comparados son indicadas con * (t-test;
p<0.05).

Para verificar esta hipotesis, inicialmente se analizé la fosforilacién de algunos de los efectores de la
via SDF-1a en las células WD y PD/S. Los resultados mostraron que en condiciones basales (sin
factores afiadidos en el medio), la fosforilacion de FAK y STAT3 estaba fuertemente inducida en las

células PD/S comparado con las células WD (Figura 48A).
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Figura 48. Las células PD/S activan de forma autocrina de la via de SDF-1a. A) Resultados representativos de
los niveles de CXCR4, asi como de FAK, STAT3 y sus formas fosforiladas en células WD y PD/S. B y C) Niveles
de ERK1/2, FAK, STAT3 y sus formas fosforiladas en células PD/S de tumotres OT7 (B) y OT14 (C) crecidas en
ausencia o presencia de las dosis indicadas de SDF-1a y AMD3100. Se utiliz6 B-actina (A 'y B) y GAPDH (C) como
control de carga de proteinas.
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El tratamiento con SDF-1a no increment6 significativamente los niveles de pERK1/2, pFAK ni de
pSTAT3 en las células PD/S (Figuras 48B y 48C). Sin embargo, en condiciones basales, la
fosforilacién de estos efectores disminuia en respuesta a AMD3100, un inhibidor antagonista de
CXCR4 (Figuras 48B y 48C). Estos resultados indican que la via de SDF-1a se activa de forma
autocrina en las I.-CSCs de los tumores PD/S-SCCs.

4.3. La activacion autocrina de la via de SDF-la promueve la proliferaciéon y

migracion de las L-CSCs

A continuacién, analizamos si la via de SDF-1a regulaba la proliferacion/supervivencia y la migracion

de las L-CSCs.

Inicialmente, analizamos la proliferacién de las células PD/S en presencia o ausencia de SDF-1a y
AMD3100 en el medio, mediante ensayos de MTT. El tratamiento con SDF-1a solo promovié
ligeramente la proliferaciéon de las células PD/S. Sin embargo, la proliferacion de estas células se
inhibi6 de forma significativa en respuesta de dosis crecientes de AMID3100, tanto en presencia como

en ausencia de SDF-1a (Figuras 49A y 49B).
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Figura 49. La activacion autocrina de la via de SDF-1« promueve la proliferacién y la invasion de células
PD/S. A y B) La proliferacién de las células PD/S de los linajes OT7 (A) y OT14 (B) fue analizada mediante
ensayos de MTT en ausencia o presencia de las dosis indicadas de SDF-1oc y AMD3100. Los resultados indica el
porcentaje de proliferacién (media de a.u.f = SE) en cada grupo respecto al grupo control. C) Los resultados muestran
la capacidad de invasién de las células PD/S, indicada por el indice celular, analizada en tiempo real en ausencia o
presencia de dosis crecientes de AMD3100. Las diferencias significativas entre los grupos compatrados son indicadas
con * (t-test; p<0.05).

Por otra parte, evaluamos el papel de la via de SDF-1a en la migracién e invasion de las células PD/S.

Para ello, las células fueron sembradas en ausencia o presencia de AMD3100 en placas modificadas
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Boyden cubiertas de matrigel. Nuestros resultados muestran que la capacidad de invasion y migracion
de estas células disminufa significativamente en respuesta a diferentes dosis de AMD3100 (Figura

490C).

En conjunto, estos resultados demuestran que la activacién autocrina de SDF-1a promueve la

proliferacion, asi como la invasién y migracion de las L-CSCs.
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Figura 50. La inhibicion de la actividad de CXCR4 reduce la proliferacion de las células PD/S. Ay B) Los
resultados indican los niveles de ARN (media £ SE) de Cxer# (A) y Cxer7 (B) relativos a la expresion de Gapdh en
las células PD/S sh-control, sh-CXCR4 y sh-CXCR7. C) Proliferacion (media de a.uf. = SE) de las células PD/S
indicadas, analizadas mediante ensayos de MTT. D) Niveles de pAKT y pERK1/2 en las células indicadas. Se utiliz6
GAPDH como control de catga de proteinas. E) Los resultados indican la proliferacion de las células sh-control, sh-
CXCR4 y sh-CXCR7 (media * SE) en presencia de las dosis indicadas de AMD3100 y SDF-1«, relativo a sus
respectivos controles (células crecidas en ausencia de citoquina e inhibidor, indicado por la linea punteada azul). Las
diferencias significativas entre los grupos comparados son indicadas con * (t-test; p<005).

A continuacién, decidimos evaluar qué receptores (CXCR7 y/o CXCR4) eran los responsables de
mediar los efectos de SDF-1a en las células PD/S. Para ello, generamos células PD/S con la

expresion interferida de CXCR7 (sh-CXCR7) y CXCR4 (sh-CXCR4). Mediante qRT-PCR
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comprobamos que las células sh-CXCR4 y sh-CXCR7 mostraban una expresion disminuida de Cxerd
(28,5% de expresion vs sh-control; Figura 50A) y Cxer7 (48,1% de expresion vs sh-control; Figura
50B). Ademas, observamos que mientras que la expresion de Cxer7 se mantenia en las células sh-
CXCR4, las células sh-CXCR7 presentaban una reduccién de la expresion de Cxerd (69,1% vs sh-
control) (Figuras 50A y 50B). Por lo tanto, mientras que las células sh-CXCR4 eran solo deficientes
en CXCR4, las células sh-CXCR7 eran deficientes en CXCR7 pero presentaban ademas una pequefa
disminucién de CXCR4, revelando estos resultados que la actividad de CXCR7 podria regular la

expresion de Cxerd.

Mediantes ensayos de MTT comparamos la capacidad de proliferacién de estas células y observamos
que, mientras que las células sh-control y sh-CXCR7 proliferaban de forma similar, las células sh-
CXCR4 presentaban una tasa de proliferacién significativamente inferior a las células sh-control
(Figura 50C), coincidiendo con una disminucién de los niveles de pERK1/2 observados en las células
PD/S sh-CXCR4 (Figura 50D). A pesar de que la pérdida de CXCR?7 lleva asociada una disminucién
de CXCRA4, ésta fue insuficiente para modificar la proliferacion de las células sh-CXCR?7.

A diferencia de las células sh-control y sh-CXCR?7, la proliferacién de las células sh-CXCR4 no se
inhibia en respuesta a AMID3100 en condiciones basales (Figura 50E). Ademds, en respuesta a SDF-
1o, la induccién de pERK1/2 se conservaba en las células sh-CXCR7, mientras que estaba atenuada
en las células sh-CXCR4 (Figura 50D). Estos resultados indican que AMD3100 actia principalmente
como un inhibidor de CXCR4, y que la activacién de la via de SDF-1a/CXCR4 induce la
proliferacién de las células PD/S.

4.4. La activacion de la via de SDF-1a promueve el crecimiento de los PD/S-SCCs y

el desarrollo de metastasis

Para evaluar la relevancia de la via de SDF-1o 7 vivo, se inyectaron subcutineamente células PD/S
sh-control, asi como células sh-CXCR4 y sh-CXCR7 en ratones inmunodeficientes, y se evalud el
impacto de la interferencia de estos receptores en el crecimiento tumoral y el desarrollo de metdstasis.
Los resultados de estos experimentos mostraron que el bloqueo de la actividad de CXCR7 no
afectaba al crecimiento de los SCCs avanzados, mientras que una disminucién de la actividad de

CXCR4 inhibia significativamente el crecimiento tumoral (Figura 51A).

El analisis mediante citometria de flujo mostrté que los tumores sh-CXCR4 presentaban una
disminucién significativa de células a6-integrinat/CXCR4+, mientras que mantenian un porcentaje
similar de células a6-integrina™/CXCR7* que los tumores sh-control. Sin embargo, la poblacién de
células ab-integrina*/CXCR7* y ab-integrina®/CXCR4* disminufa considerablemente en los

tumores sh-CXCR7 (Figura 51B).
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Figura 51. La interferencia de CXCR4 en las L-CSCs bloquea el crecimiento tumoral. A) Cinética de
crecimiento de los tumores (media del tamafio del tumor * SE) generados tras el implante de células sh-control, sh-
CXCR4 y sh-CXCR?7 en ratones inmunodeficientes. B) Los resultados indican el porcentaje de células a6-integrina*
(media * SE) con expresion de CXCR4 y CXCR7 en los tumores indicados, cuantificado mediante citometria de
flujo. C) Niveles de ARN (media * SE) de Cxerd, Cxer7 y Sdf-1a relativos a Gapdh en células aisladas de los tumores
sh-control, sh-CXCR4 y sh-CXCR7. Las diferencias significativas entre los grupos comparados son indicadas con *
(t-test; p<005).

De acuerdo con estos resultados, observamos que la expresion de Cxer7 se mantenia en las células
tumorales o6-integrina® aisladas mediante FACS-sort de los tumores sh-CXCR4, mientras que la
expresion de Cxerd disminufa significativamente en las células a6-integrina® aisladas de los tumores
sh-CXCR7 (Figura 51C). En estas condiciones, la expresion de Sdf7a no se modifico
significativamente en las células tumorales sh-CXCR4 y sh-CXCR?7 (Figura 51C). Por lo tanto, estos
resultados indican que, de forma similar a lo observado 7 vitro, in vivo la expresién de Cxerd estaba

regulada por la actividad de CXCR7.

A Metdstasis pulmén PD/S-SCC 0T14
2 10 -
] m>0,74
£ 8] T [0,54-0,74
< 00,36-0,54
2 ° B0,18-0,36
8 4
g *
e 2
8
# 0

sh-control sh-CXCR7 sh-CXCR4

Figura 52. La interferencia de CXCR4 en las L-CSCs reduce el desarrollo de metastasis en PD/S-SCCs. A)
Los resultados indican el valor medio (+ SE) de focos metastasicos detectados por seccion pulmonar (categorizados
por tamafio, mm?) en ratones implantados con células sh-control, sh-CXCR4 y sh-CXCR7. Las diferencias
significativas entre los grupos comparados son indicadas con * (t-test; p <0,05). B-D) Imagenes representativas de

las lesiones metastasicas (indicadas con flechas) detectadas en los pulmones de los ratones indicados. Barra de escala,
200 pum.
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A continuacién, estudiamos el efecto de la interferencia de CXCR4 y CXCR7 en el desarrollo de
metastasis. Con el fin de detectar las lesiones metastasicas que crecian de forma asincrénica al tumor,
los tumores sh-control, sh-CXCR4 y sh-CXCR7 fueron reseccionados cuando alcanzaron un tamafio
similar (alrededor de 1cm?), y 19 dias después de reseccion se analizé el desarrollo de metastasis en

los pulmones.

El analisis histolégico de los pulmones revelé que los tumores sh-CXCR4 generaron
significativamente menos lesiones metastasicas que los tumores sh-control. Aunque los tumores sh-
CXCRY7 desarrollaron un menor numero de metastasis que los tumores sh-control, esta diferencia no

fue estadisticamente significativa (Figura 52).
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Figura 53. La interferencia de CXCR4 y CXCR?7 en las L-CSCs no modifica la angiogénesis de los PD/S-
SCCs. A) Los resultados indican el numero de vasos con expresion CD31 (media = SE) detectados en secciones de
tumores generados tras el implante de células sh-control, sh.CXCR4 y sh-CXCR7. B-D) Imégenes representativas
de los tumores indicados, mostrando los vasos sanguineos detectados mediante marcaje con anticuerpos anti-CD31.
Barra de escala: 40 pm.

Dado que el desarrollo de metastasis podria estar condicionado por posibles alteraciones en la
angiogénesis, cuantificamos el numero de vasos CD31* en secciones de tumores sh-control, sh-
CXCR4 y sh-CXCR7 mediante ensayos de inmunohistoquimica. Nuestros resultados muestran que
la inhibicién de la actividad de CXCR4 y CXCR7 en las células tumorales no provocaba cambios en
la formacién de vasos sanguineos en los PD/S-SCCs (Figura 53) e indican que la activacién autoctina
de la via de SDF-1a en las L-CSCs promueve el desarrollo de metastasis, y que este efecto es mediado

principalmente por CXCR4.

Por lo tanto, el conjunto de nuestros resultados demuestran que la activacion de la via de PDGFRa
en las I-CSCs induce la via de SDF-10,/ CXCR4, la cual promueve la migracién e invasion de estas

células y el desarrollo de metastasis en los SCCs avanzados.
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Las células madre juegan un papel esencial en el mantenimiento y la reparacién de los tejidos adultos.
Asi, mediante diferentes ensayos funcionales y de trazado de linaje, se ha demostrado el potencial de
auto-renovacion y diferenciaciéon de las SCs. Estrategias similares se han aplicado en el estudio de
tumores sélidos, demostrando la existencia de una poblaciéon de células indiferenciadas, las CSCs.
Actualmente, se considera que esta poblacién seria la responsable del crecimiento tumoral a largo
plazo y de las recidivas después de la terapia, asi como del desarrollo de metastasis (Beck & Blanpain
2013). Dada la relevancia clinica de las CSCs, es importante determinar qué mecanismos regulan la
proliferacion, supervivencia y diseminacién de esta poblacion de células durante la progresion de los
SCCs, con el fin de facilitar el disefio de nuevas terapias anti-tumorales dirigidas a erradicar esta
poblacién celular y bloquear el crecimiento agresivo y el desarrollo de metastasis asociado a los SCCs

avanzados.

EL ORIGEN FOLICULAR DE LAS CELULAS MADRE EPIDERMICAS PUEDE
FACILITAR LA PROGRESION TUMORAL Y EL DESARROLLO DE PD-SCCs DE
PIEL

El primer objetivo de la presente tesis doctoral se centrd en determinar si el origen celular de estas
lesiones, ya fuera la poblacién de SCs de la IFE (K14+-SCs) o del bulge de los foliculos (LGR5*-SCs)
y su progenie, podria influir en la progresion de los SCCs y en el desarrollo de PD-SCCs en modelos

de ratén K14-HPV16.

Los ratones K14-HPV16 sobrexpresan las oncoproteinas E6 y E7 del papilomavirus humano HPV16
en los queratinocitos basales, incluyendo las SCs de la IFE y de los foliculos. La expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV16 se ha asociado con el desatrollo de SCCs de piel tanto en humanos
(Hama et al. 2006) como en ratén (Arbeit et al., 1994). Durante los primeros meses de vida, los
ratones K14-HPV16 desarrollan hiperplasias y displasias en la piel, y un afio después del nacimiento
desarrollan SCCs (Coussens et al., 1996). En nuestros ratones (K14-HPV16 fondo mixto
FVB/C57Bl6 F1), estos SCCs mostraron ser WD-SCCs (74%) y PD-SCCs (26%). Para acelerar el
desarrollo de tumores, estos ratones fueron tratados con DMBA-TPA. En este caso, la mayorfa de
los tumores fueron WD-SCCs (95,3%), siendo los PD/S-SCCs menos frecuentes (4,69%) (ver

Anexo).

Dado que todas las células basales (K14), expresaban EG/E7, es probable que los tumores generados
fueran de origen policlonal, conteniendo células tumorales procedentes de la IFE y del foliculo. Para
determinar si las SCs de la IFE y del bulge, asi como su progenie, contribufan al desarrollo de WD-
SCCs o de PD-SCCs, trazamos el linaje de estas células mediante la expresion de YFP o LacZ. Los
estudios realizados con el modelo de ratén E6/E7-K14CreYFP, que permite trazar las K14+-SCs de

la IFE y su progenie, mostraron que la sobreexpresion de E6 y E7 induce una expansion de la
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poblacién de células K14-YFP* en la IFE y la generacién de SCCs. Nuestros estudios no permiten
determinar si la poblacién YFP* expandida son SCs, generadas por una activacion de las divisiones
simétricas, o si se produce una expansion de su progenie, como serfan las células progenitoras
generadas a partir de divisiones asimétricas de las K14*-SCs. Por otra parte, los tumores que
contenian células YFP*, generados tras el tratamiento con DMBA-TPA, fueron mayoritariamente
WD-SCCs, indicando que esta poblacién de K14+-SCs de la IFE y su progenie contribuyen en mayor
medida al desarrollo de WD-SCCs que al desarrollo de PD-SCCs. Estos resultados estarfan de
acuerdo con estudios recientes que demuestran que la sobreexpresion de KRasG12D y la pérdida de
p53 en las K14+-SCs de la IFE generan principalmente WD-SCCs que conservan caracteristicas de
diferenciacién epitelial, determinadas por la expresion de EpCAM y E-cadherina, entre otros

marcadores (Latil et al. 2010).

Por otro lado, nuestros estudios previos demostraron que la sobreexpresion de EG/E7 induce la
proliferacion de las LGR5%-SCs del bulge de los foliculos, la acumulacién de su progenie en esta
localizacién y la movilizacién de esta poblacién aberrante a la IFE, donde participan en el desarrollo
de SCCs de piel (da Silva-Diz et al. 2013). Estos resultados estarfan de acuerdo con estudios previos
que demostraron que la sobreexpresién de KRasG12Py ]a pérdida de funcién de p53 en las SCs de los
foliculos, mutaciones que alteran la proliferacion y/o diferenciacion de esta poblacion de células,
conducen al desarrollo de SCCs (Lapouge et al. 2011; White et al. 2011). En el presente estudio,
nosotros ademds demostramos que en respuesta a la sobrexpresion de E6/E7 las LGR5-SCs del
bulge y su progenie pueden contribuir tanto al desarrollo de WD-SCCs como de PD-SCCs. Sin
embargo, observamos que la frecuencia de SCCs indiferenciados, generados a partir de las LGR5*-
SCs era superior al que se genera a partir de las K147-SCs y su progenie. Dado que previamente
demostramos que los PD-SCCs se generan a partir de la progresion de los WD-SCCs, sugerimos que
si el origen de las SCs es folicular, se favoreceria la progresién desde WD-SCCs a PD-SCCs. En este
sentido, recientemente se mostré que la sobrexpresion de KRasG12P y la pérdida de p53 en las LGR57-
SCs, genera en mayor medida tumores con caracteristicas mixtas (epiteliales y mesenquimales) (70%)
y SCCs mesenquimales e indiferenciados (25%) que si estas mutaciones se inducen en la poblacién
de SCs de la IFE-K14* (70% de los SCCs con caracteristicas epiteliales) (Latil et al. 2016). Estos
ultimos estudios demostraron que las LGR5%-SCs de la piel normal presentan una organizacion de la
cromatina y un perfil transcripcional que favorece la inducciéon de EMT vy la adquisicién de un
fenotipo mesenquimal durante la generacién de SCCs, dando lugar preferentemente a tumores PD-
SCCs. Por el contrario, la organizacién de la cromatina y la expresion de p63 y otros factores de
transcripcion tales como Klf5 en las K14*-SCs de la IFE determinan la generacién de tumores que

conservan caracteristicas de diferenciacion epitelial, y en consecuencia, WD-SCCs (Latil et al. 2016).

La diferencia entre la frecuencia de PD-SCCs generados a pattir de los LGR5+-SCs observada en

nuestros estudios y la reportada por el grupo del Dr Blanpain podrian deberse al tipo de mutaciones
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que induce la generacién de estos tumores. Asi, la expresion de KRas oncogénico y la perdida de p53
en las LGR5-SCs podtian activar procesos que aumentarian de forma significativa la progresion de
SCCs hacia un fenotipo mesenquimal, mientras que en nuestro caso, este proceso podtia serd mas
paulatino, siendo inducido por la pérdida de la funciéon de las proteinas Rb y p53, provocado por la
sobreexpresion de E6 y E7, y la adquisicién de otras mutaciones durante el proceso tumorogénico.
En este sentido, observamos que mientras que la mayoria de los SCCs inducidos por DMBA-TPA
en los ratones K14-HPV16 presentaban mutaciones en HRas y solo un 6% de los tumores
presentaban mutaciones en KRas (ninguna en KRasG12D), alrededor del 50% de los SCCs generados
de forma espontinea presentaban diferentes mutaciones en KRas (7% de estos tumores con
KRasG12D) (ver Anexo). Ademas, uno de los modelos generados no mostré mutaciones oncogénicas
previamente descritas en HRas ni KRas, siendo igualmente capaz de progresar de WD-SCCs a PD-
SCCs. Una progresion mas paulatina permitiria en nuestro caso observar, en el momento del sactificio

de los ratones, una frecuencia mas baja de PD-SCCs, siendo ésta similar a la de los WD-SCCs.

El conjunto de nuestros resultados muestra que, tanto la poblacién de SCs de la IFE y su progenie,
como la poblacién de SCs del bulge del foliculo y su progenie, pueden ser el origen de la formacién
de WD-SCCs y PD-SCCs en los ratones K14-HPV16. Sin embargo, es probable que las caracteristicas
de las SCs del foliculo favorezcan mas la progresion de WD-SCCs a PD-SCCs que si el origen de

estas lesiones recae en las SCs de la IFE.

LAS CARACTERISTICAS MOLECULARES Y FUNCIONALES DE LAS CSCs
CAMBIAN DURANTE LA PROGRESION DE LOS SCCs DE PIEL.

La generacién de linajes de progresion de SCCs permiti6é a nuestro grupo demostrar que una gran
parte de los WD-SCCs de piel con caracteristicas epiteliales, progresan a tumores pobremente
diferenciados, que eventualmente presentan morfologia fusocelular y caracteristicas mesenquimales
(PD/S-SCCs), recapitulando la progresion tumoral descrita en otros modelos de SCCs de piel (White
et al. 2013). Los PD/S-SCCs presentan un crecimiento mas agresivo y una mayor capacidad para
desarrollar metastasis a 6rganos distantes, con un menor tiempo de latencia que los WD-SCCs. Estas
caracteristicas reduce significativamente la supervivencia de los ratones portadores de estos tumores

(da Silva-Diz et al. 20106).

Por otra parte, estudios previos describieron que SOX2 y las vias de sefializacion de WNT/B-

catenina, VEGF y TGFp controlan la auto-renovacién y funcién de las CSCs en las primeras etapas
de progresion de los SCCs de piel (Malanchi et al. 2008; Beck et al. 2011; Schober & Fuchs 2011).
Sin embargo, al inicio de la presente tesis doctoral no se conocia si los mecanismos reguladores de
las CSCs cambian durante la progresion tumoral, coincidiendo con el ctrecimiento més agresivo y la
mayor capacidad para desarrollar metastasis que presentan los SCCs de estadios avanzados (Cherpelis

et al. 2002).
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La frecuencia y el perfil de expresion génica de Ias CSCs cambian durante Ia progresion de

los SCCs de piel

Los resultados descritos en esta tesis demuestran que durante la progresién tumoral se produce una
expansion de la poblacién de CSCs al6-integrinat/CD34* y una fuerte induccién del programa EMT,
coincidiendo con lo descrito previamente en otros modelos de ratén (Lapouge et al. 2012). Es
importante destacar que estos cambios se observaron también en PD/S-SCCs generados
espontaneamente en los ratones K14-HPV16 inmunocompetentes, indicando que estos procesos no
se producen como consecuencia del crecimiento de los SCCs durante largos periodos de tiempo en
ratones inmunodeficientes. La induccién de EMT observada en los PD/S-SCCs estaba caracterizada
por la pérdida de la expresiéon de E-cadherina, asi como por el aumento en la expresion de Vimentina
y de los factores de transcripcion Snail, Twist, Zeb1 y Zeb2, los cuales inducen este proceso (Peinado
et al. 2007; Acloque et al. 2009). Tanto la expansién de las CSCs como la fuerte inducciéon de EMT
correlacionan con el crecimiento tumoral mas agresivo y la mayor capacidad de generar metastasis

que exhiben los PD/S-SCCs.

La caracterizacion molecular de los WD-SCCs y PD/S-SCCs demostré que, coincidiendo con la
expansion de la poblacién de las CSCs, se induce la expresion de otros marcadores de SCs
epidérmicas (CD34, Hmng3, Lrigl) y embrionarias (Sox2, Nanog), mientras que la expresion de otros
marcadotes de SCs del foliculo, como Sox9 o Cdh3 (P-cadherina) disminuye en los PD/S-SCCs. Estos
resultados sugieren que la regulacion de la expresion de estas proteinas podria favorecer la aparicién
del fenotipo indiferenciado y mesenquimal caractetistico de los PD/S-SCCs. De acuerdo con la
expansion de la poblacién de células o6-integrina*/CD34+* y una induccién de las caracteristicas
stemness, se observo un incremento significativo de la capacidad iniciadora de tumores en los PD/S-
SCCs, corroborando lo descrito anteriormente en SCCs avanzados en otros modelos de ratones
(Lapouge et al. 2012). Ademas, estos resultados estarfan de acuerdo con estudios previos que
demuestran que las caracteristicas de stezzness estan ligadas a la activacion del programa EMT en

c¢lulas tumorales de mama (Mani et al. 2008; Morel et al. 2008).

Por otra parte, nuestros resultados indican que la jerarquia celular descrita en WD-SCCs y otros tipos
de tumores esta alterada en los SCCs de estadios avanzados, ya que las células a6-integrina*/CD34-
mostraron una capacidad similar de iniciacién tumoral que las a6-integrina®/CD34+, y ambas
poblaciones mostraron la incapacidad para diferenciarse y adquirir caracteristicas epiteliales. Sin
embargo, nosotros centramos nuestros estudios en las células o6-integrinat/CD34*, ya que
previamente se demostré que la capacidad iniciadora de tumor de las células CD34 se reduce
significativamente después de implantes seriados y sélo las células CD34+ mantienen la capacidad de

auto-renovacion y de propagar el tumor a largo plazo (Lapouge et al. 2012).
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Ademas, nuestros resultados demuestran que las caracteristicas de las CSCs cambian durante la
progresion tumoral. Por una parte, observamos que la expresién del marcador epitelial EpCAM se
reduce de forma significativa en las CSCs de los PD/S-SCCs. Por otra patte, la comparacién de los
petfiles de expresion génica de las a6-integrina®/CD34+-CSCs aisladas de tumores WD-SCCs (E-
CSCs) y las aisladas de PD/S-SCCs (L-CSCs), demostré que la expresion de un grupo importante de
genes cambia durante la progresion. Estos analisis nos han permitido establecer una firma génica para
las L-CSCs, caracterizada principalmente por la induccion de genes asociados con stemzness, activacion
del programa EMT, proliferacién celular, regulacién negativa de la apoptosis, motilidad celular y el
desarrollo de metastasis, asi como por la disminucién de la expresion de genes relacionados con la
diferenciacién celular, el mantenimiento de las uniones entre células y la adhesién celular. Estas
observaciones, junto con la incapacidad de las L-CSCs para diferenciarse y adquirir caracteristicas
epiteliales sugieren que la expansiéon de CSCs puede ser consecuencia de una auto-renovacién
sostenida y de la inhibicién de la diferenciacién. Algunos de los genes de la firma génica de las L-
CSCs también estan similarmente destegulados en los PD/S-SCCs de piel generados en otros

modelos de raton, los cuales presentan caracteristicas mesenquimales similares (Wong et al. 2013).

Ademas, observamos que la expresién de factores trelacionados con las vias de sefializacion de
WNT/B-catenina, FGFR, PDGFR y EGFR, los cuales han sido asociados previamente con
progresiéon tumoral en otros tipos de tumores (Clevers 2006; Demoulin & Essaghir 2014b;
Dienstmann et al. 2014), estaban alterados en las L-CSCs, indicando que la alteracion de estas vias
podria regular la proliferacion, supervivencia y diseminacion de las CSCs, promoviendo el

crecimiento agresivo y la mayor capacidad metastasica de los PD/S-SCCs.
La via de sefializacion de WINT/3-catenina estd atenuada en los SCCs de piel avanzados

La via de sefializacién de WIN'T/B-catenina juega un papel importante en el mantenimiento de las
SCs adultas y en el desarrollo embrionatio. Ademas, se ha relacionado con tumorogénesis, progtesion

tumoral y metdstasis en varios tipos de cancer (Reya & Clevers 2005; Katoh & Katoh 2007).

En este sentido, estudios previos demostraron que la via de sefializacién de B-catenina es necesaria
para promover la proliferacién de las CD34+-CSCs en estadfos iniciales de progresion de los SCCs
de piel de ratén (Malanchi et al. 2008). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que en estadios
avanzados de progresion, se produce una drastica disminucion en la expresion de B-catenina. Ademas,
mediante la utilizacién de un vector reportero, demostramos que mientras que una poblacion de
células localizada en contacto directo con el estroma, donde se localizan las CSCs en los WD-SCCs
(Schober & Fuchs 2011; Beck et al. 2011) presentaban actividad transcripcional de B-catenina, esta
actividad se atenuaba dristicamente en los PD/S-SCCs. Estos tresultados indican que la via de
seflalizacién de la B-catenina no es esencial para promover la proliferacién y la supervivencia de la

poblaciéon de CSCs expandida en los SCCs de estadios avanzados.
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La inhibicién de esta via podria producirse como consecuencia de la reduccion de la expresion de la
B-catenina, pero ademas, podria estar relacionada con la disminucién de la expresion de Wnt4 y la
induccion de la expresion de Wanr-5a observada en nuestros resultados del array. Asi, estudios previos
han demostrado que la expresiéon de WNT-5a en células epiteliales del alveolo pulmonar, regula
negativamente la via canénica de WNT/B-catenina, provocando una reduccion en la capacidad de
regeneracion del pulmén (Baarsma et al. 2017). Por otro lado, se ha descrito que la inhibicién de
WNT-4 y la sobreexpresion de WINT-5a, son eventos que desencadenan la inducciéon de EMT en
lineas celulares humanas de SCC oral (Taki et al. 2003).

Las CSCs de los SCCs avanzados presentan atenuada Ia via de sefializacion de EGFR y

activan de forma autocrina la via de FGFR1 para promover su proliferacion y el crecimiento

de los PD/S-SCCs

La sobreexpresion de EGFR se ha asociado con un aumento de la proliferaciéon y la invasion celular
en diferentes tipos de tumores humanos, y correlaciona con un mal prondstico en pacientes de cancer
de pulmén de células no pequefias (NSLC) y de SCC de cabeza y cuello (HNSCC) (Hynes & Lane
2005; Carlos L Arteaga & Engelman 2014). Nuestros datos muestran que las CSCs de WD-SCCs
aisladas de diferentes linajes tumorales muestran una activacién autocrina y paracrina de la via de
EGFR, la cual promueve su proliferacién/supervivencia. Sin embargo, la expresion de los receptores
Egfr, Erbb2 y Erbb3, asi como de sus principales ligandos en la epidermis, 1gfa, Areg y Hbegf (Piepkorn
et al. 1995; Piepkorn et al. 1998), se reduce significativamente en las L-CSCs de los SCCs avanzados.
Estos resultados son relevantes porque indican que la resistencia a terapias dirigidas contra EGFR,
que se ha observado en algunos pacientes y que dan lugar a tumores recurrentes mas agresivos (Yauch
2005; Sierra et al. 2010), podria estar mediada por un cambio en las vias reguladoras que controlan

las CSCs durante la progresion tumoral.

Aunque nuestros resultados no permiten determinar los mecanismos implicados en la regulacién
negativa de las vias de WNT/B-catenina y EGFR en los estadios avanzados de la progresion tumoral,
es posible que ambas vias se regulen de una forma coordinada, de forma que alteraciones en una de
ellas podria inducir la desregulacion de la otra (Revisado en K. Zhang et al. 2012). A pesar de la
atenuacion de estas vias, los SCCs avanzados mostraron un mayor crecimiento y una mayor capacidad
para desarrollar metastasis que los WD-SCCs, indicando que la activaciéon de otras vias de
sefializacion podrian ser las responsables de promover la proliferacion y la supervivencia de las CSCs
en los estadios mas avanzados de progresion. En este sentido, observamos que las L-CSCs mostraban
una activacion autocrina de las vias de FGFR1 y PDGFRa, las cuales se han asociado con progresion

y mal prondstico en otros tipos tumorales (Jechlinger 2006; Turner & Grose 2010).

Aunque estudios previos demostraron la importancia de la sefalizacién a través de FGIR

promoviendo el desarrollo de tumores en piel (Petiot 2003; Turner & Grose 2010), se desconocia si

130



DISCUSION

esta via regulaba la proliferacion de las CSCs y qué receptores de esta familia estaban implicados en
este proceso. Nuestros resultados mostraron que FGFRIc es el receptor de esta familia mas
fuertemente expresado en las E-CSCs y L-CSCs. En este sentido, FGF2 y FGFR desempefian un
papel importante regulando la auto-renovacion de las SCs embrionarias (Levenstein et al. 20006) y de
las CSCs de glioblastoma (Haley & Kim 2014). A pesar de que las E-CSCs presentan una fuerte
expresion de este receptor, la via de EGFR es la responsable de estimular la proliferacion de estas
células. Sin embargo, las L-CSCs inducen de forma autocrina la via de FGFR1c, la cual promueve la
proliferacién y supervivencia de estas células 7z vitro y el crecimiento tumoral agresivo de los PD/S-
SCCs #n vivo. Estos resultados indican que se produce un cambio en las vias de sefializacién que
promueven la proliferacién y supervivencia de las CSCs durante la progresion tumoral. Es importante
destacar que se ha descrito un switeh similar entre las vias de EGFR y FGFR en tumores que
desarrollan resistencia a los tratamientos basados en inhibidores de EGFR en otros tipos tumorales
(Sierra et al., 2010; Yauch et al.,, 2005). De acuerdo con la induccién de la via de FGFR1 en SCCs
avanzados, se ha observado que este receptor se sobreexpresa en lineas celulares que presentan el
programa de EMT inducido (Nguyen et al. 2013), y la expresion o activacion aberrante de FGFRs se
ha asociado con la progresion tumoral y con una baja supervivencia en pacientes de cancer de mama,

de pulmén y de cerebro (Turner & Grose 2010).

Estos resultados podtian ser relevantes para facilitar la seleccion de terapias que actuen de forma mas
efectiva dependiendo del estadio de progresiéon tumoral en el que se encuentre el tumor. Asi, una
terapia dirigida a reducir el crecimiento de SCCs de piel avanzados mediante inhibidores de la via de
EGEFR serfa inefectiva, siendo mas recomendada la utilizacién de inhibidores de FGFR para frenar

el crecimiento de estos tumores.

Por otro lado, estudios recientes han relacionado la activacién de FGFR1 con el desarrollo de
metdstasis. Concretamente, Wan et al.,, demostraron que la expresién de FGIFR1 se inducia en
metastasis 6seas de tumores de prostata humanos (Wan et al. 2014). Sin embargo, nuestros datos
muestran que la inhibicién de la via de FGFR1 no modifica la frecuencia de metéstasis en los SCCs
avanzados de diferentes linajes tumorales, indicando que la activacién de esta via promueve

principalmente el crecimiento tumoral, sin afectar a la capacidad de diseminacién de las CSCs.

La activacion autocrina de la via de PDGFRx promueve la diseminacion de las L-CSCs y Ia

metdstasis en PD/S-SCCs

PDGFR no se expresa en queratinocitos normales ni en las células tumorales de SCCs de piel durante
estadios tempranos (Pontén et al. 1994). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que las L-
CSCs presentan una fuerte expresion de PDGFRa y de sus ligandos PDGFA y PDGFC y una

activacion autocrina de estas via.
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Estudios previos demostraron que la induccion de la via PDGFRa esta asociada al crecimiento
tumoral y a un mal prondstico en cancer de mama y carcinoma hepatocelular (Jechlinger 2006; Weti
et al. 2014). Las células de carcinoma hepatocelular aumentan la expresion de PDGFRa cuando la
via de B-catenina esta inhibida, promoviendo proliferacion celular via PDGFRa/PIK3CA (Zhang et
al. 2010). Asimismo, a diferencia de las células de cancer de mama con caracteristicas epiteliales, las
CSCs de mama con el programa de EMT inducido muestran una sobrexpresion de PDGFRa,
PDGFRB y PDGFC, y la activacién autoctina de la via PDGFR/PLCy/PKCa, la cual promueve la
proliferacion de estas CSCs mesenquimales (Tam, Lu, Buikhuisen, Soh, Lim, Reinhardt, Wu, Jordan
A Krall, et al. 2013). Contrariamente, la induccién autocrina de PDGFRa no promueve la
proliferacién de las L-CSCs ni el crecimiento de los PD/S-SCCs. Sin embrago, la inhibicién
farmacoldgica de PDGER y el bloqueo de la expresion de PDGFRa en las L-CSCs reduce de forma
significativa la capacidad de migracién e invasién de estas células y el desarrollo de metastasis en

SCCs de estadios avanzados.

Aunque estudios previos mostraron la relacién de la via de PDGFRa con el programa EMT
(Jechlinger 2006; Liu et al. 2010; Wang et al. 2010), nuestros resultados demuestran que la inhibiciéon
de la via de PDGFRa no provoca una atenuacion del programa de EMT en las L-CSCs, ni reduce la
frecuencia de CSCs. Sin embargo, la fuerte induccién del programa de EMT observado en las L-
CSCs podria promover la induccién de la via de FGFR1c y de la via de PDGFRa, tal y como se ha
descrito en otros tipos de tumores (Tam, et al. 2013; Zhu et al. 2014). Por lo tanto, todos estos
resultados demuestran, que la via de PDGFR« juega un importante papel promoviendo la migracién

y diseminacién de las L-CSCs y, en definitiva, el desarrollo de metdstasis.

En conjunto, todos estos resultados demuestran que durante la progresién tumoral, no sélo aumenta
la frecuencia de las CSCs, sino que ademas cambian sus caracteristicas y los mecanismos que regulan
su proliferacién, supervivencia y diseminacién, coincidiendo con un crecimiento mas agresivo y una
mayor capacidad para desarrollar metastasis. Asi, mientras que las vias de sefializacion de WNT/8-
catenina y EGFR promueven la proliferacién de las CSCs en estadios tempranos de progresion, estas
vias se atenuan en las CSCs de SCCs avanzados, y estas células inducen una activacién autocrina de
las vias de FGFR1c y PDGFRa, las cuales promueven el crecimiento agresivo de los PD/S-SCCs y

el desarrollo de metastasis, respectivamente (Figura 55).
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Figura 55. Resumen de los cambios identificados en las caracteristicas y los mecanismos reguladores de
las CSCs en las diferentes etapas de progresion de SCC de ratéon. Durante las primeras etapas de progresion,
las E-CSCs muestran caracterfsticas epiteliales y presentan una activacioén de las vias de 3-catenina y EGFR, las cuales
promueven la proliferacion de estas células. Durante la progresion a PD/S-SCCs, se produce la pérdida de
caracteristicas de diferenciacion epitelial, aumenta la frecuencia de las CSCs. Ademds, se produce una fuerte induccién
del programa EMT. Las L-CSCs atendan las vias de B-catenina y EGFR, mientras que inducen de forma autocrina
las vias de FGFR1c y PDGFRa, las cuales promueven el crecimiento tumoral y la metdstasis, respectivamente.

Sin embargo, quedan por resolver algunas preguntas, como qué mecanismos promueven la
progresion de WD-SCCs a PD/S-SCCs y cémo se generan las L-CSCs. Nosotros sugetimos que la
progresion de WD-SCCs a PD/S-SCCs podria estar promovida por alteraciones genéticas y/o
epigenéticas que se producen en respuesta a seflales procedentes del microambiente tumoral, las
cuales podrian modificar la capacidad de diferenciacién y los mecanismos que regulan a las CSCs.
Dado que estos tumores podrian tener un origen celular heterogéneo, la progresion de los SCCs
podria ser consecuencia de la expansion selectiva de las L-CSCs, que presentan ventajas proliferativas
y que podrian estar presentes en una frecuencia muy reducida en los WD-SCCs. Sin embargo, el

analisis mediante citometria de flujo de multiples WD-SCCs, realizado durante esta tesis doctoral y

posteriormente por otros miembros del grupo, no ha permitido identificar CSCs o6-
intergina*/CD34+/EpCAM-/ PDGFRohi¢h (firma que caractetiza a esta poblacion de L-CSCs) en
tumores tempranos. Ademds, cuando un nimero elevado de células tumorales aisladas de los WD-
SCCs (mas de un millén de células) fueron inyectas en ratones inmunodeficientes, no se generaron
PD/S-SCCs o tumores con regiones mesenquimales. Estas obsetvaciones sugieren que durante la
progresion tumoral se produciria una transformacion o reprogramacion de las E-CSCs, dando lugar
a las L-CSCs, que debido a sus ventajas proliferativas y de supervivencia serfan finalmente

seleccionadas, dando lugar a PD/S-SCCs.
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DURANTE LA PROGRESION DE LOS SCCs DE PIEL SE PRODUCEN
ALTERACIONES EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

Estudios previos han demostrado que las sefiales o factores procedentes del microambiente tumoral,
como las citoquinas, promueven la proliferacién y la diseminacion de las CSCs y en consecuencia, el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis (Balkwill 2004a; Balkwill 2012). Por lo tanto,
decidimos investigar si durante la progresion se producian alteraciones en la expresion de citoquinas

que podrian ser responsables de los cambios observados en las CSCs.

Durante Ia progresion de los SCCs se producen cambios en la composicion celular del

estroma y en Ila produccion de citoquinas.

El andlisis de los petfiles de expresion de citoquinas y de sus receptores en los WD-SCCs y PD/S-
SCCs mostré que durante la progresion se producen importantes cambios en las sefiales que permiten
la comunicacion entre las células tumorales y el estroma, y entre los diferentes componentes celulares
del estroma. Asi, los PD/S-SCCs presentaban una fuerte induccién de la expresion de los receptores
de citoquinas Cer?, Cer2, Cerd, Cxerd, Cxer7, Cx3erl, Csflr, 1/6st e 1/6ra, asi como la de sus ligandos,
indicando que estas vias estatfan activas en los SCCs avanzados. Por otra parte, se observo una fuerte
disminucién de la expresion de Cxer2 y de sus ligandos Cxe/T y Cxe/3. Estas citoquinas han sido
previamente asociadas con el reclutamiento de células inmunes (macréfagos, linfocitos y células
dendriticas) y con la estimulacién de la angiogénesis y la proliferacion de diferentes tipo de células
tumorales (Verbeke et al., 2011; Hannelien et al. 2012; Li et al., 2015). Por otra parte, observamos
que el infiltrado inmune, formado por células CD45%, se reducia significativamente en los PD/S-
SCCs generados tanto en ratones Inmunodeficientes como en ratones singénicos
inmunocompetentes. Estos resultados sugieren que la reduccion observada de Cxe/7 y Cxe/3 podria
conducir a una disminucién del infiltrado inmune en los PD/S-SCCs. Sin embargo, setia necesatio
realizar mas analisis para determinar los procesos o sefiales responsables de la disminucion del
reclutamiento de las células inmunes a los SCCs avanzados, Ademas, estos resultados sugieren que
las células inmunes infiltrantes no serfan las responsables del aumento de expresion de citoquinas
observados en los SCCs avanzados, sino que probablemente la expresion de estas citoquinas estarfa

inducida en las células tumorales y/o el resto de células estromales.

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que se produce un incremento significativo de la
angiogénesis en los tumores avanzados, que podria estar inducido por el aumento de la expresion de
algunas citoquinas pro-angiogénicas, como Cr/2, Cx3c/l (Dimberg 2010) o Sdf-7a (Domanska et al.
2013; Azab et al. 2014) por parte de las células tumorales y/o estromales de los PD/S-SCCs. En este
sentido, el analisis de la expresion de citoquinas en las células tumorales aisladas de los WD-SCCs y
PD/S-SCCs y cultivadas 7 vitro, mostr6 que la expresion de Crl2 y Cx3e/l se induce significativamente

en las células PD/S respecto a las WD, siendo estos niveles similares a los detectados en los PD/S-
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SCCs de origen. Por el contrario, la expresion de sus receptores fue practicamente indetectable en las
células tumorales PD/S. Estos resultados sugieren que estas citoquinas podrian ser producidas por
las L-CSCs para promover la angiogénesis u otros procesos en los PD/S-SCCs. Asi, se ha desctito
que la expresion de Ce/2 por las células tumorales induce el reclutamiento, la migraciéon y la
proliferacion de células endoteliales (Lim et al. 2016), promoviendo la angiogénesis (Salcedo et al.

2000; Stamatovic et al. 2000).

Nuestros datos sugieren que las células estromales de los PD/S-SCCs (fibroblastos y células
endoteliales) podtian expresar altos niveles de CxeH, Celo, Cel9 y Cell2. Dado que sus receptores no
se expresan, o se expresan en niveles muy bajos en las células tumorales, sugerimos que estas vias de
sefializacion estarfan activadas principalmente en las células estromales. En este sentido, se ha descrito
que la activacion de CCR1 (receptor de CCL6 y CCL9Y) en células estromales, promueve la
supervivencia de la células tumorales en los nichos metastasicos en cancer de mama y hepatocelular
(Rodero et al. 2013; Yan et al. 2015). Por otro lado, CCL12 podria reclutar monocitos o células
endoteliales que expresan su receptor al tumor, como ya se ha mostrado en cancer de prostata (Lu et

al. 2006).

Ademas, nuestros datos muestran una induccién de la expresion de Celd, Cel7 y Csfl en las células
PD/S, las cuales presentan niveles de expresion similares a los observados en los PD/S-SCCs
parentales. Sin embargo, la expresion de sus receptores fue practicamente indetectable tanto en las
células WD como en las PD/S de diferentes linajes. Por lo tanto, las citoquinas Ce/5, Cel7, Csfl,
producidas por las células tumorales, podtian estar reclutando fibroblastos u otras células del estroma
tumoral que expresen sus receptores, como las células endoteliales (Ali & Lazennec 2007; Raman et

al. 2007; Vindrieux et al. 2009), favoreciendo el crecimiento del tumor y la metastasis.

Finalmente, las células tumorales PD/S inducen la expresién de 146, Sdf-1a y de sus respectivos
receptores. Estos resultados indican que ambas vias podrian estar activadas en las L-CSCs,
promoviendo la proliferacion de estas células, sus caracteristicas mesenquimales y/o su capacidad de
migracién, tal y como se ha mostrado en otros tipos tumorales (Sun et al. 2003; Balkwill 2004a;
Grivennikov and Karin 2008; Yadav et al. 2011; Chang et al. 2013). En este sentido, la via de IL-6
promueve el desarrollo de metastasis en diferentes tipos tumorales, a través de la induccién del
programa de EMT (Gtivennikov & Karin 2008; Yadav et al. 2011). La activacién de la via de IL6
induce ademas la auto-renovacion y la resistencia a la radioterapia de las CSCs de pulmén (Chen et
al. 2015), asi como la conversién de células tumorales no-CSCs a CSCs en cancer de mama, a través
de la via JAK1-STAT3 (Kim et al. 2013). Por lo tanto, sera interesante determinar la relevancia de la
via de IL6 en la induccién los cambios descritos en las CSCs durante la progresion de los SCCs de

piel en futuros experimentos.
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Respecto a la via de SDF-1«, nuestros resultados demuestran que CXCR4 se expresa en las L-CSCs,
las cuales inducen ademads de forma significativa la expresion CXCR?7, respecto a las E-CSCs. Sin
embargo, observamos que la expresion de CXCR4 podria alterarse por las condiciones de cultivo
vitro, tal y como ya se habfa propuesto previamente en otras células tumorales (Zhang et al. 2007).
Asi, observamos que la expresion de este receptor era mas elevada en L-CSCs aisladas de PD/S-
SCCs (situacién comparable a las condiciones # vivo), que en las L-CSCs mantenidas en cultivo. Estas
observaciones sugieren que la expresiéon de CXCR4 podria regularse por sefiales procedentes del

microambiente tumoral (Orimo et al. 2005).

La activacion autocrina de la via de PDGFRa induce la via de SDFlx en las L-CSCs, la cual

estimula el crecimiento tumoral y Ia metdstasis en SCCs avanzados

Dado que nuestros resultados mostraban que las L-CSCs inducen la expresiéon de SDF-1q, y esta
citoquina se ha relacionado con la migracién de células tumorales y el desarrollo de metastasis (Sun
et al. 2003; Teicher & Fricker 2010), decidimos analizar si existia una relacién funcional entre ésta via
y la mediada por PDGFRa, la cual es responsable de promover la invasién en las L-CSCs y el
desarrollo de metéstasis en los PD/S-SCCs. Nuestros resultados muestran que la activacién de la via
de PDGFRax estimula la produccion de SDF-1a en las L-CSCs. Estos resultados estarfan de acuerdo
con trabajos previos que demostraron que la relacién funcional entre las vias de sefializacion de
PDGF y de SDF-1a induce la migracién celular y la metastasis en cancer de mama y glioblastoma
(Liu et al. 2011; Sciaccaluga et al. 2013). Por lo tanto, nos centramos en estudiar si SDF-1a jugaba un

papel relevante en la generacién de metastasis, actuando como un efector de la via de PDGFRa.

Nuestros datos indican que las L-CSCs activan de forma autocrina la via de SDF-1a. La inhibicién
farmacologica de CXCR4 bloqued, en condiciones basales, la proliferacion y la capacidad de invasion
de estas células 7z vitro. Ademis, la interferencia de la expresion de CXCR4, redujo significativamente
la proliferacion de las células PD/S in vitro, asi como el crecimiento de los tumores avanzados y el
desarrollo de metastasis, mientras que el bloqueo de la expresion de CXCR7 no afectd

significativamente ambos procesos. Estos resultados indican que la activacion de la via SDF-

1a/CXCR4 promueve el crecimiento de los PD/S-SCCs y el desarrollo de metéstasis.

Dado que las L-CSCs expresan niveles elevados de CXCR7, una pregunta importante es qué funcién
desempefia este receptor en la via de SDF-1a. Nuestros resultados indican que CXCR7 regula los
niveles de expresion de CXCR4 tanto 7z vitro como #n vive. Asi, la disminucién de la expresion de
CXCRY7 dio lugar a una reduccioén de la expresion de CXCR4, la cual fue insuficiente para bloquear
el crecimiento de los PD/S-SCCs, aunque redujo parcialmente la generacion de metastasis. En este
sentido, se ha descrito que estos receptores pueden regular de una forma compleja la via de SDF-1o.
Asi, se ha propuesto que CXCR7, que tiene una afinidad superior por SDF-1a que CXCR4 (Wiirth

et al. 2014), actuarfa como un scavenger, regulando los niveles de SDF-1a e impidiendo que se unan a
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CXCR4 (Naumann et al. 2010). La formacién de heterodimeros CXCR7-CXCR4 podria ademas
favorecer la internalizaciéon de CXCR4 (Wiirth et al. 2014; Levoye et al. 2009). Por otra parte, una
reducciéon de CXCR7 podtia favorecer las uniones SDF-1a-CXCR4 y la internalizacién de este
receptor, modulando en consecuencia la sefializacién mediada por SDF-1a, como se ha descrito en
otros tumores (Wang et al. 2011; Sanchez-Alcafiz et al. 2011). Sin embargo, nosotros observamos
una reduccién de los niveles de ARN de CXCR4 en respuesta a una expresion disminuida de CXCR7,

indicando que esta regulacién se produce a nivel transcripcional en los PD/S-SCCs.

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la activacién de la via de PDGFRa en las L-CSCs
estimula la sintesis de SDF-1a y la activacién autocrina de CXCR4, lo cual induce la proliferacién y
diseminacién de estas células, y en consecuencia el crecimiento de los SCCs avanzados y el desarrollo
de metastasis. Sin embargo, nuestros resultados previos mostraron que la activacion de la via de
PDGFRa no promueve la proliferaciéon celular ni el crecimiento de los PD/S-SCCs. Para esclatecer
esta discrepancia, en los dltimos meses mis compafieros de grupo han generado células PD/S con

una expresion interferida de SDF-1a. La caracterizacion de estas células sh-SDF-1a mostré que el

bloqueo de la expresion de SDF-1a no afecta el crecimiento de los PD/S-SCCs, pero reduce de forma

significativa el desarrollo de metastasis, recapitulando los efectos producidos por la inhibicién de

PDGFRa.

Aunque serfa necesario realizar mas experimentos para determinar los mecanismos a través de los
cuales SDF-1a induce la invasion y la proliferacién en las L-CSCs, nosotros proponemos que la
activacién de PDGFRa estimula la produccién de SDF-1a y la activacion autocrina de CXCR4, lo
cual promueve la diseminacién de las L-CSCs y el desarrollo de metastasis a 6rganos distantes (Figura
56). En este sentido, estudios realizados en células de melanoma y cancer de prostata mostraron que
la activacién autocrina de las vias de IL-8 y SFD-1a promueve la metastasis de estas células a tejidos

distantes y favorece su proliferacion en estos nichos metastasicos (Kakinuma 2006; Waugh & Wilson

2008).

Las diferencias observadas entre los efectos de la interferencia de SDF-1a y CXCR4 sobre la
proliferacion y el crecimiento tumoral, podria deberse a que, tras la interferencia de SDF-1a, o el
bloqueo de la sefializacion de PDGFRa, se suprimitfa la activacién autocrina del CXCR4, pero las
células todavia podrian responder al ligando que podria ser sintetizado por las células del estroma, y
estimular asi la proliferacion de las células tumorales a través de CXCR4. Sin embargo, el bloqueo de
la expresion de CXCR4 impediria que las células tumorales respondieran al SDF-1a producido de
forma autocrina o paracrina. En este sentido, se ha descrito que los fibroblastos estromales producen
SDF-1a, el cual activa el receptor CXCR4 de las células tumorales de mama, promoviendo asf el
crecimiento tumoral (Orimo et al. 2005). Por lo tanto, mientras que la activacién autocrina o paracrina

de SDF-1a-CXCR4 podria promover el crecimiento tumoral, la activacion autocrina de CXCR4 serfa
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necesaria para promover la generacion de metastasis a 6rganos distantes (Figura 56). Por otra parte,
es probable que diferentes vias estén actuando de forma coordinada para promover la proliferacién
de las L-CSCs. Asi, nuestros estudios demostraron que tanto la via de FGFR1 como la mediada por
SDF-1a./CXCR4 jugarian un papel importante promoviendo la proliferaciéon de las L-CSCs y el
crecimiento de los PD/S-SCCs. Es posible que exista una interaccién funcional entre estas vias, o
incluso entre otras vias todavia no identificadas, que potenciatia el crecimiento agresivo de estos

tumores.
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Figura 56. Modelo de los mecanismos de acciéon de SDF-1la para promover el crecimiento tumoral y la
metastasis en PD/S-SCCs. La activacion autoctina de la via de PDGFRo induce la sintesis de SDF-1a y la
activacion autocrina de CXCR4, lo cual promueve la diseminacion de las L-CSCs y el desarrollo de metastasis en
pulmén. La activacion autoctina y paracrina SDF-1a, a través de su receptor CXCR4, induce la proliferacion de las
L-CSCs, asi como crecimiento tumoral. El receptor CXCR7 actuarfa regulando la expresion de CXCR4.

El conjunto de todos nuestros resultados demuestra que durante la progresion de los SCCs de piel,
no solo se produce una induccién del programa de EMT y una expansién de la poblacién de CSCs,
sino que ademas cambian las caracteristicas de las CSCs, dando lugar a tumores indiferenciados, con
caracteristicas mesenquimales y con una elevada capacidad metastasica. Ademas, durante la
progresiéon cambian los mecanismos que regulan la proliferacion, supervivencia y diseminaciéon de
estas células. Asi, mientras que B-catenina y EGFR regulan la proliferacién de las CSCs de WD-SCCs,
estas vias se atentan en las CSCs de los SCCs avanzados, las cuales activan de forma autocrina la via
de FGFR1 para promover el crecimiento agresivo de estos tumores. Ademas, el crecimiento de estos
tumores estd potenciado pot la activacién de la via de SDF-1o/CXCR4 en las L-CSCs. Nuestros
resultados demuestran ademas que la activacién autocrina de la via de PDGFRa, promueve la
diseminacién de las L-CSCs y el desarrollo de metastasis a través de la produccion de SDF-1q, el cual
activaria de forma autocrina CXCR4 en las L-CSCs, estimulando la diseminacion de estas células a

tejidos distantes.

A pesar de que tanto las SCs de la IFE como las SCs que residen en los foliculos y su progenie pueden

contribuir al desarrollo de PD/S-SCCs, el origen folicular de las SCs podtia favorecer la progresion
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desde WD-SCCs a PD/S-SCCs. Aunque actualmente no conocemos los mecanismos genéticos o
epigenéticos que promueven esta progresion, los importantes cambios observados en la composicion
celular del estroma y de citoquinas sugieren que estas alteraciones en el microambiente tumoral
podrian jugar un papel relevante induciendo cambios en la regulacion de las CSCs y promoviendo la

progresion de los SCCs de piel.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, concluimos:

1. Las células madre que residen en la epidermis interfolicular y en el bulge de los foliculos pilosos y

su progenie contribuyen al desarrollo de SCCs de piel en los ratones K14-HPV16.

2. Las células madre de la epidermis interfolicular y su progenie contribuyen principalmente al
desarrollo de WD-SCCs, mientras que las células madre LGR5" del foliculo piloso y su progenie
contribuyen de forma similar al desarrollo de WD-SCCs y PD-SCCs. Dado que los PD-SCCs pueden
generarse por la progresion de los WD-SCCs, sugerimos que el origen folicular de las células madre

podria favorecer la progresion de los SCCs.

3. Durante la progresioén de los SCCs de piel se produce una fuerte expansioén de la poblacién de
cancer stem cells (CSCs) a6-integrina*/CD34 y de células iniciadoras de tumortes, coincidiendo con
la generacién de SCCs indiferenciados, que presentan caracteristicas mesenquimales y una elevada

capacidad para desarrollar metastasis a 6rganos distantes.

4. Las caracteristicas y las vias de sefializacion que regulan a las CSCs cambian durante la progresion
tumoral. Asf, las vias de B-catenina y EGFR, que estan inducidas en las CSCs de los WD-SCCs (E-
CSCs), se atentan en las CSCs de los PD/S-SCCs (L-CSCs), mientras que estas células inducen de

forma autocrina las vias de sefializacién mediadas por FGFR1 y PDGFRa.

5. La proliferaciéon de las I-CSCs y el crecimiento de los SCCs avanzados se estimula a través de la
activacién de la via de FGFR1, mientras que la activacion de PDGFRa induce la capacidad de

migracién e invasion de las L-CSCs y promueve el desarrollo de metastasis en los PD/S-SCCs.

6. Durante la progresion de los SCCs de piel se producen importantes alteraciones en el
microambiente tumoral, como una reduccién significativa del porcentaje de células inmunes que
infiltran el tumor, un incremento de la angiogénesis y cambios en la expresién de un gran nimero de

citoquinas y de sus respectivos receptores.

7. Las L-CSCs inducen la expresion de Cel2, Cel5, Cel7, Csfl y Cx3cl1. Dado que la expresion de sus
receptores fue practicamente indetectable en estas células, sugerimos que estas citoquinas podrian
actuar reclutando o regulando células del estroma, como fibroblastos y células endoteliales. Ademas,

las CSCs de los PD/S-SCCs inducen la expresion de 146 y Sdf-1a y sus receptores.

8. Las CSCs de los SCCs avanzados expresan CXCR4 e inducen significativamente la expresion de

CXCRY7.

9. La actividad de PDGFRa estimula la sintesis de SDF-1a. en las L-CSCs, permitiendo la activacién

autocrina de la via de SDF-1a..
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10. SDF-1a promueve, a través de su interaccion con CXCR4, la proliferacion e invasion de las L-

CSCs y en consecuencia, el crecimiento de los PD/S-SCCs y el desarrollo de metastasis.
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Abstract

Cancer stem-like cells (CSC) play key roles in long-term tumor
propagation and metastasis, but their dynamics during disease
progression are not understood. Tumor relapse in patients with
initially excised skin squamous cell carcinomas (SCC) is charac-
terized by increased metastatic potential, and SCC progression is
associated with an expansion of CSC. Here, we used genetically
and chemically-induced mouse models of skin SCC to investigate
the signaling pathways contributing to CSC function during
disease progression. We found that CSC regulatory mechanisms
change in advanced SCC, correlating with aggressive tumor
growth and enhanced metastasis. 3-Catenin and EGFR signaling,

Introduction

Skin squamous cell carcinoma (SCC) is the second most
common nonmelanoma skin cancer in humans. Eight percent
to 10% of patients suffer tumor relapse after surgical excision,
which is associated with an enhanced propensity to metastasize
and with poor survival (1). SCC development in humans and
mice is a multistage process ending in the generation of
invasive tumors (2). Most invasive tumors conserve some
epithelial traits and are considered to be well-differentiated
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induced in early SCC CSC, were downregulated in advanced SCC.
Instead, autocrine FGFR1 and PDGFRa: signaling, which have not
been previously associated with skin SCC CSC, were upregulated
in late CSC and promoted tumor growth and metastasis, respec-
tively. Finally, high-grade and recurrent human skin SCC recapit-
ulated the signaling changes observed in advanced mouse SCC.
Collectively, our findings suggest a stage-specific switch in CSC
regulation during disease progression that could be therapeuti-
cally exploited by targeting the PDGFR and FGFR1 pathways
to block relapse and metastasis of advanced human skin SCC.
Cancer Res; 76(5); 1245-59. ©2015 AACR.

SCCs (WD-SCCs). However, some tumors have poorly
differentiated features (PD-SCCs) and are eventually spindle-
shaped, these traits being associated with enhanced recurrence
and metastasis (1, 3). Currently, advanced and metastatic skin
SCCs are mostly treated with radiotherapy or classical chemo-
therapy, which have limited clinical benefits (4). Furthermore,
the mechanisms that control SCC growth and metastasis at
different stages of progression remain unclear, limiting the
possibilities for targeted therapy.

Solid tumors may be hierarchically organized and contain
cancer stem cells (CSC), which drive long-term tumor growth
and disease progression (5, 6) and are responsible for relapse after
therapy (7, 8). CSCs are also the most likely candidates for
metastasis-initiating activities, as they may induce epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT), which promotes tumor cell
migration (9, 10). Mouse skin SCC cells expressing CD34 and
o6-integrin are enriched in tumor-initiating and long-term
tumor-propagating cells compared with the bulk of tumor cells,
and they are able to recapitulate the phenotypic cell diversity of
parental tumors in engraftment assays (11, 12). Sox2 expression is
induced in CSCs of SCCs to promote CSC self-renewal and skin
SCC growth (13, 14). Wnt/B-catenin, TGFf, and VEGF signaling
pathways regulate CD34"-CSC features at early stages of progres-
sion (11, 15, 16). Moreover, skin SCC progression is associated
with an expansion of the CD34"-CSC population (12, 16).
However, it is not known whether signaling pathways regulating
CSC function switch during progression. In this study, we dem-
onstrate that CSC features and regulatory mechanisms change
during late stages of skin SCC progression to promote aggressive
tumor growth and metastasis.
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Materials and Methods

Mouse models

K14-HPV16"¥" mice (FVB/C57/BI6 F1; ref. 17) were used
as models of SCC development. K14-HPV16"¥~ mice were treated
with 7,12—dimethylbenz(a)anthracene/12-O-tetradecanoylphor-
bol-13-acetate (DMBA/TPA), as previously described (18). To gen-
erate ortho-SCC (OT-SCC) lineages, small pieces of spontaneous
or DMBA/TPA-induced tumor (2-4 mm?) were implanted in the
back skin of nude mice (Harlan Laboratories). Tumor sizes were
measured every week (V = /6 x L x W?). When they reached a
critical size, they were surgically excised and a small piece was
serially engrafted in each new immunodeficient mouse. Resected
mice were checked daily until they presented symptoms of poor
health, whereupon they were sacrificed and checked forthe presence
of metastatic lesions. Animal housing, handling, and all procedures
involving mice were approved by the Bellvitge Biomedical Research
Institute (IDIBELL) Ethics Committee (Barcelona, Spain), in accor-
dance with the Spanish national regulations.

Human skin SCC samples

Samples of human skin SCCs were supplied by the Plastic
Surgery and Pathology Units of the Hospital Universitario de
Bellvitge (IDIBELL, Barcelona Spain) and the Spanish Hospital
Platform Biobank Network (RetBioH; www.redbiobancos.es).
The protocol of sample collection was supervised and approved
by the Ethical Committee of Clinical Research of Hospital Uni-
versitario de Bellvitge (IDIBELL). All patients were informed
beforehand and their signed consent to participate was obtained.

Isolation of SCC cells and flow cytometry analysis

Tumor cells were isolated from SCC and analyzed for flow
cytometry as previously described (19). For detailed protocols, see
Supplementary Methods.

Cell cultures and treatments

Tumor cells (hematopoietic lineage and endothelial-negative
cells) isolated from PD/S-SCCs (PD/S cells) were grown in basic
medium composed of DMEM-F12 medium (Gibco, Life Tech-
nologies) with B27 (Gibco, Life Technologies) and penicillin/
streptomycin (PAA Laboratories) in a humidified 37°C, 5% CO,
incubator. Tumor cells isolated from WD-SCCs (WD cells), were
grown in basic medium with EGF (20 ng/mL; Sigma). Protocols
for determining cell proliferation and lentiviral transduction are
described in detail in Supplementary Methods.

Tumor cell grafting and in vivo treatments

To limiting dilution assays, tumor cells isolated from WD-SCCs
and PD/S-SCCs were serially diluted, mixed with 1 x 10° new-
born dermal fibroblasts, and subcutaneously injected in nude
mice (Harlan Laboratories). Tumor growth was monitored for 8
to 12 weeks. The tumor-initiating cell frequency was calculated
using ELDA software (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda).
A similar frequency of tumor-initiating cells was obtained when
Matrigel (BD Biosciences) was coinjected with tumor cells (1:1 v/
v) instead of dermal fibroblasts (data not shown). To determine
the effect of PDGFRa knockdown on tumor growth and metas-
tasis, 4 x 10> sh-control and sh-PDGFRo. PD/S cells were subcu-
taneously injected in immunodeficient mice, as described above.
Tumors were excised when they reached a critical size, and the
mice were sacrificed 20 days later. Lungs were recovered to

1246 Cancer Res; 76(5) March 1, 2016

quantify metastasis lesions. For pharmacologic inhibition of
FGFR1 and PDGFRa, mice carrying orthotopically engrafted
PD/S-SCCs were randomly assigned to a control or inhibitor
treatment group. Imatinib (150 mg/kg; diluted in water; LC
Laboratories) was orally administrated daily, and PD173074
(25 mg/kg; diluted in 50 mmol/L lactic acid; LC Laboratories)
was daily intraperitoneally injected. Control groups were treated
with the respective vehicle. OT-SCCs were excised, and resected
mice were treated with their respective control or inhibitor solu-
tion and sacrificed 8 to 10 days later. Lungs and other organs were
collected for the assessment of metastasis development.

In vitro invasion assays

Invasion assays were performed in CIM-16 plates (ACEA
Biosciences) coated with 5% Matrigel (Factor-Reduced; BD
Biosciences). Bottom chamber wells with DMEM 10% FBS and
top chamber wells with serum-free medium were assembled and
equilibrated for 1 hour at 37°C. PD/S cells (8 x 10*), previously
treated without (control) or with imatinib (4 pmol/L) for 48
hours, and sh-control and PDGFRa- knockdown PD/S cells were
seeded onto the top chamber and placed in the xCELLigence
system. The cell index represents the capacity for cell invasion. In
addition, sh-control, PDGFRo knockdown, and PD/S cells treated
for 48 hours with different doses of imatinib were included in
Matrigel and seeded in replicates on previously Matrigel-coated
96-well plates with 100 pL of basic medium without or with
imatinib. Images were captured 24 hours later using an inverted
phase microscope, and spheres containing >4 invasion structures
longer than 25 um were quantified.

Histology, IHC, and immunoblotting assays

Tumor samples were fixed in 4% formaldehyde overnight at
4°C, paraffin-embedded, and sectioned at 4 pum. For immuno-
fluorescence or immunohistochemical staining, we followed the
protocols previously described in ref. 19. Whole-cell extracts for
Western blot assays were prepared from tumors and isolated cells
as previously described (see Supplementary Methods; ref. 20).

Reverse transcription, qPCR, and microarray analysis

Total RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen), and reverse
transcription and qPCR were carried out as previously described
(see Supplementary Methods; ref. 19). cDNA amplification by
picoprofiling was performed as previously described (21). Seven
micrograms cDNA was used for hybridization in an Affymetrix
Mouse Genome 430 PM Strip Array. Data array analyses are
described in Supplementary Methods.

Sequencing analysis

Mutations in Hras (Q61L) and Kras (G12V, G12A, G12D,
G13R, G13D, Q61L, and Q61H) were analyzed by pyrosequen-
cing assays. The set of primers for PCR amplification and sequenc-
ing were designed with PyroMark Assay Design Software (Qia-
gen). PCR products were pyrosequenced and allele mutations
were quantified with the Pyromark Q24 System (Qiagen), fol-
lowing the manufacturer's instructions.

Accession number

The gene expression data described in this study have been
deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO) database
under accession number GSE59439.
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Results

Generation and characterization of lineages of skin SCC
progression

To determine whether the aggressive growth and enhanced
metastasis of advanced SCCs are associated with changes in CSC
features, we generated mouse models of skin SCC progression
based on tumors developed in K14-HPV16 mice. K14-HPV16
mice express E6 and E7 oncoproteins from the HPV16 papillo-
mavirus in basal keratinocytes, and 30% of them develop spon-
taneous SCCs during their first year (3, 19), 27% of which were
undifferentiated and/or spindle tumors. To promote SCC devel-
opment, these mice were treated with DMBA/TPA. At the end of
the treatment, all mice developed multiple invasive SCCs, most of
them showing epithelial traits, while spindle-shaped tumors were
more infrequent (4.65%), as previously reported in other mouse
strains (22). Single small pieces from several SCC samples (spon-
taneous or DMBA/TPA-induced) were orthotopically grafted
onto the back skin of nude mice. Samples of each OT-SCCs were
serially engrafted in nude mice over several passages, generating
SCC lineages (Supplementary Table S1). After the first engraft-
ment, OT-SCCs recapitulated the histopathologic features of the
parental tumors (Supplementary Fig. S1A). However, after serial
engraftments, 62.5% of the WD-SCCs showing epithelial differ-
entiation features (tumor cells organized in nests containing
keratin pearls) progressed to moderated SCCs (MD-SCC), which
evolved to PD-SCCs that frequently contained focal spindle
regions, and finally to mesenchymal-shaped spindle tumors, in
which the epithelial phenotype was completely lost (Supplemen-
tary Fig. S1A; Supplementary Table S1). Therefore, PD and spindle
SCCs can be generated by the malignant advance of WD-SCCs.

K14 expression was strongly reduced and K8 expression was
upregulated in PD-SCCs and spindle tumors (Supplementary
Figs. S1C and S1D; ref. 3). On the basis of keratin expression
and histopathologic features, SCCs from each lineage were clas-
sified as WD-SCCs or PD and spindle SCCs (PD/S-SCCs). PD/S-
SCCs grew significantly faster than their respective WD-SCC
precursors in all tumor lineages (Supplementary Fig. S1E). Nude
mice carrying PD/S-SCCs showed reduced survival due to more
frequent lower-latency metastasis occurring mainly in the lungs
and occasionally in regional lymph nodes, kidney, and liver
(Supplementary Figs. SIF-S1H).

Analysis of Ras genes showed that Hras was frequently mutated
in primary DMBA/TPA-induced SCCs (Hras QG61L; 75% of
tumors; refs. 23, 24). This mutation was infrequent in spontane-
ous SCCs, but 57.14% of them instead exhibited a distinct
percentage of alleles with activating mutations in the Kras gene
(G13R,G12A, G12D, and Q61L; Supplementary Fig. S1B; ref. 25).
The intratumor genetic heterogeneity was frequently maintained
in the respective OT-SCCs (data not shown), and some WD-SCCs
(OT14 lineage) were able to progress to PD/S-SCCs in the absence
of previously described Hras- or Kras-activating mutations.

Limiting dilution assays showed that the frequency of tumor-
initiating cells was dramatically increased in OT7 and OT14 PD/S-
SCCs compared with their WD-SCC precursors (Fig. 1A). SCCs
with an epithelial and mesenchymal phenotype were respectively
generated by tumor-initiating cells of parental WD-SCCs and PD/
S-SCCs (Fig. 1B), suggesting that tumor-initiating cells of WD-
SCCs, but not those of PD/S-SCCs, retained the ability to differ-
entiate into an epithelial shape. As reported in other mouse
models (11, 12), a6-integrin™/CD34™ cells (hematopoietic and

www.aacrjournals.org
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endothelial lineage negative cells) isolated from orthotopic WD-
SCCs were significantly enriched in tumor-initiating cells relative
to a6-integrin™/CD34~ cells or to the overall tumor cell popu-
lation (Fig. 1A and Supplementary Fig. S2A). Moreover, tumors
derived from PD/S-SCC o/6-integrin®/CD34™" grew significantly
faster than tumors generated from WD-SCC a.6-integrin*/CD34*
cells (Supplementary Fig. S2B). These results indicate that the
ability of CD34 "-CSCs to promote tumor growth changes signif-
icantly during progression. Although a similar tumor-initiating
capability and impaired epithelial differentiation was observed in
06-integrin’/CD34" and o6-integrint/CD34 "~ cells isolated
from PD/S-SCCs (Supplementary Fig. S2A; data not shown),
previous reports demonstrated that, in contrast to CD34™ cells,
CD34"-CSCs present long-term self-renewal capability in
advanced SCCs and are considered as long-term tumor-propa-
gating cells (12). Therefore, we compared the frequency and
molecular features of the o6-integrint/CD34" cells from
advanced tumors and from their respective WD-SCC precursors.
We found that PD/S-SCCs of different lineages, derived from
spontaneous or DMBA/TPA-induced WD-SCCs, showed a sig-
nificant increase in the percentage of a6-integrin™/CD34 ™ cells as
compared with their respective precursors (Fig. 1C and D). A
similar expansion in this cell population was observed in spon-
taneous PD/S-SCCs (Supplementary Fig. S2C).

In accordance with the loss of epithelial traits, the expression of
the EpCAM epithelial marker was significantly downregulated in
06-integrin’/CD34" cells of PD/S-SCCs (Fig. 1E and F and
Supplementary Fig. S2C), implying that CSC features change
during tumor progression. In addition, diminished expression
of Cdh1 (E-cadherin), and upregulation of vimentin and the EMT-
inducer transcription factors Snail, Twist, Zeb1, and Zeb2 were
detected in PD/S-SCCs from different lineages and in spontane-
ous PD/S-SCCs (Fig. 1G and Supplementary Figs. S2D and S2E),
as reported in other mouse models (22). Thus, an expansion of
CSCs and robust induction of EMT occur during OT-SCC pro-
gression, along with a switch from epithelial-to-mesenchymal
features and enhanced metastasis capability.

Itisimportant to highlight that the tumors that did not progress
to PD/S-SCC during serial engraftment did not exhibit an expan-
sion of CSCs or further induction of EMT (OT9 in Supplementary
Fig. S2F), indicating that these events are not a consequence of
long-term growth inimmunodeficient mice. These results validate
the OT-SCC lineages as models for characterizing CSC alterations
during tumor progression.

«6-integrin*/CD34" CSC features change during SCC
progression

To determine whether alterations in features of CSCs can
contribute to tumor progression, we compared the global gene
expression profiles of o.6-integrin*/CD34™" cells isolated from
PD/S-SCCs (late CSC, L-CSC) and their respective precursor WD-
SCCs (early CSC, E-CSC) from different lineages. This analysis
revealed 1,839 genes differentially expressed (by 2-fold or more;
FDR < 5%) in L-CSCs compared with E-CSCs, giving rise to a gene
signature for CSCs in advanced and mesenchymal SCCs (Fig. 24A;
Supplementary Table S2). Genes overexpressed in this signature
were mainly those associated with proliferation, morphogenesis,
negative regulation of apoptosis, cytoskeleton organization,
motility, and metastasis, whereas underexpressed genes were
linked to cell differentiation, cell adhesion, and tight junction
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Strong induction of EMT and expansion of CSCs is observed in advanced SCCs of different lineages of progression. A, serial dilutions of tumor cells isolated from
WD-SCCs and PD/S-SCCs from the indicated lineages (OT) were injected into immunodeficient mice (6-18 mice per dilution). The number of mice developing
tumors, frequency of CSCs, and confidence intervals (conf. int.) for each condition is shown (n.d., not determined). B, representative images showing histopathologic
features of parental and regenerated tumors after the engraftment of the indicated number of tumor cells. Scale bar, 30 um. C and D, quantification

of a-integrin™/CD34™ cells in OT WD-SCCs and PD/S-SCCs by flow cytometry. D, means (+SE) of the percentages of a6-integrin™/CD34™ cells in the
indicated tumors. OT4* is SCC lineage derived from a spontaneous WD-SCC. E and F, mean + SE of the percentages of o6-integrin®/EpCAM™/CD34™ cells

in WD-SCCs and PD/S-SCCs (6-8 tumors per group), as quantified by flow cytometry. G, gRT-PCR results showing the levels (mean + SE) of the indicated
mMRNAs in PD/S-SCCs relative to WD-SCCs (six samples per group) in different lineages (OT) and in primary SCCs (PT) spontaneously developed in K14-HPV16
mice (four samples per group). *, significant differences between WD-SCCs and PD/S-SCCs (¢ test; P < 0.05). E-cad., E-cadherin; Vim., vimentin.
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CSC gene signature changes during SCC progression. A, hierarchical gene-cluster analysis of genes differentially expressed (logz FC > 1; FDR P < 0.05) between
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number of these overlapping genes is indicated.
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maintenance (Fig. 2B-D). Sox2, Hmgn3, and Gasl stem cell
markers were overexpressed, whereas Cdh3 (P-cadherin) was
underexpressed in L-CSCs compared with E-CSCs. Krt15 and Lgr5
was undetectable in both populations of CSCs (Fig. 2B and D). In
addition, E-cadherin expression was strongly downregulated and
vimentin, Twist, and Axl significantly overexpressed in L-CSCs,
indicating that stemness and EMT were enhanced in these CSCs
relative to E-CSCs. The overexpression of self-renewal-promoting
genes and the underexpression of differentiation-related genes
(Fig. 2D), together with the impaired differentiation capability of
tumor-initiating cells of advanced tumors, suggest that an imbal-
ance between self-renewal and differentiation is produced in CSCs
during late stages of progression. Some of the altered genes
described in this signature were also similarly deregulated in
unrelated skin PD-SCCs, as unsupervised clustering correctly
identified skin SCCs with an EMT-like status in other mouse SCC
models (Fig. 2E; ref. 22). Indeed, a large subset of genes over-
expressed in L-CSCs (536/1,259 genes) and in E-CSCs (362/578
genes) was also upregulated in EMT-like SCCs and in epithelial-
like SCCs, respectively, in this DMBA/TPA-induced SCC model
(Fig. 2F).

Furthermore, the expression of key factors related to WNT, FGFR,
PDGFR, and EGFR pathways, which were previously associated
with progression in other tumor types (26-28), was also signifi-
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Figure 3.

cantly altered in our L-CSC signature (Fig. 2B). This suggests that
alterations in these pathways may be associated with CSC expan-
sion, aggressive tumor growth, and metastasis in advanced SCCs.

B-Catenin signaling is downregulated in advanced skin SCCs

B-Catenin signaling is essential for sustaining CSC features in
the early stages of skin SCCs (11), therefore we compared [3-cate-
nin expression in WD-SCCs and PD/S-SCCs. Most epithelial cells
showed B-catenin labeling at the cell surface and more than 25%
showed B-catenin nuclear staining in WD-SCCs (Fig. 3A and B). In
contrast, there was considerable reduction of B-catenin overall
and of its active form (non-phosphorylated Ser37/Thr41) in the
respective PD/S-SCCs (Fig. 3C). Moreover, B-catenin transcrip-
tional activity was analyzed by transducing tumor cells isolated
from early and advanced SCCs (Supplementary Figs. S3A-S3C)
with a B-catenin reporter construct (29). WD-SCCs and PD/S-
SCCs were regenerated by engrafting transduced WD and PD cells
into nude mice. We detected a subset of EGFP-expressing cells
with B-catenin transcriptional activity at the base of the nest in
WD-SCCs (Fig. 3D), where CD34"-CSCs reside (11, 15, 16).
However, EGFP-expressing cells were absent from PD/S-SCCs
(Fig. 3D). Therefore, although B-catenin activity plays an impor-
tant role in SCC generation and growth in early SCCs, this
pathway is switched off in advanced SCCs.

Nuclear p-catenin
50

F B WD-SCCs
2 40 B PD/S-SCCs
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5 20
X ES
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m. '
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Merge

B-Catenin signaling is attenuated during late stages of SCC progression. A, B-catenin cell localization by IHC assays. Arrowheads, cells with B-catenin at nuclei.
Scale bar, 30 um. B, quantification of cells (mean + SE; three samples per group) with B-catenin at nuclei in WD-SCCs and PD/S-SCCs of the indicated
lineage. C, levels of B-catenin and its active form in WD-SCCs and PD/S-SCCs. B-Actin was used as a protein-loading control. Sample number identifies tumor
passage and letters indicate independent tumor replicates. D, top, schema of the construct used to determine B-catenin transcriptional activity; bottom,
representative images showing transduced cells (red) and cells with induced B-catenin signaling (green cells) in WD-SCCs and PD/S-SCCs. Scale bar, 30 um.
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E-CSC-induced EGFR signaling is downregulated in CSCs of advanced SCCs. A-C, levels of the indicated mMRNAs (mean =+ SE) in L-CSCs relative to E-CSCs
(A; three samples per group) and in PD/S-SCCs relative to WD-SCCs (B and C; 6-8 samples per group) in the indicated tumor lineages (OT) and spontaneous primary
SCCs (PT; four samples per group). D, EGFR and its phosphorylated form in WD-SCCs and PD/S-SCCs. E, mean (+SE) mRNA levels relative to Gapdh expression
of the indicated genes and populations of WD cells (three samples per group). F, levels of EGFR and its phosphorylated form in the indicated populations of
WD cells. G, cell proliferation upon EGF treatment, as measured by MTT. Means (£SE) indicate arbitrary units of fluorescence (a.u.f.) in EGF-treated cells relative to
cells growing without factor. H and |, effect of gefitinib on proliferation (H; mean & SE of a.u.f.; two samples per group) of cells treated without or with EGF,
and EGFR, AKT, and ERK1/2 phosphorylation (I). Note that the time of exposure was increased to detect EGFR and p-EGFR in PD/S cells. *, significant differences
between groups (t test; P < 0.05). B-Actin was used as a protein-loading control in D and F.
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Autocrine PDGFRa signaling induced in CSCs of advanced SCCs promotes metastasis. A, expression of indicated genes relative to Gapdh mRNA (mean =4 SE)
in E-CSCs and L-CSCs (two samples per group). B, PDGFRa. protein and its phosphorylated form in WD-SCCs and PD/S-SCCs. B-Actin is shown as a protein-loading
control. Sample number identifies the tumor passage and letters indicate independent tumor replicates. C and D, quantification of o6-integrin™ cells
expressing CD34 and PDGFRo. in WD-SCCs and PD/S-SCCs by flow cytometry. D, percentage (mean =+ SE) of a6-integrin®/CD34™ cells with or without
PDGFRa. expression in the indicated tumors (5-6 samples per group). E and F, growth kinetics (mean 4 SE of tumor size) of PDGFRa-expressing (sh-control)
and PDGFRa-knocked-down (sh-PDGFRa) PD/S-SCCs (E; 8 tumors per group) and PD/S-SCCs treated with vehicle or imatinib (F; 10 mice per group).

G, mean + SE of metastatic foci per lung section (categorized by size, mm?2) in mice injected with sh-control or sh-PDGFRa PD/S tumor cells (4 mice per group)
and in control and imatinib-treated mice (10 mice per group). *, significant differences between the groups (¢ test; P < 0.05). H, metastatic lesions (indicated
by black arrowheads) in the lungs of mice grafted with sh-control and sh-PDGFRo. PD/S tumor cells. Scale bar, 200 um. I, comparison of the invasion
capacity (indicated as cell index) in control and upon PDGFRa:. signaling inhibition in xCELLingence real-time cell analysis. J, effect of imatinib treatment

and PDGFRo-knock-down on the formation of invasion structures in PD/S cells growing in Matrigel. Scale bar, 50 um.

necessary to maintain the proliferation and survival of basal cell
compartment in the early stages of SCCs (30, 31). Previous studies
showed that Egfr expression is downregulated in advanced SCCs
(22). However, whether this pathway regulates CSC proliferation
and survival and is altered during progression remains to be

EGFR signaling is downregulated in a6-integrin*/CD34"-CSCs
of advanced SCCs

We investigated the relevance of the receptor tyrosine kinase
(RTK)-dependent pathways that were identified in the L-CSC
signature to promote tumor progression. EGFR signaling is
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Autocrine FGFR1 signaling is upregulated in L-CSCs promoting tumor growth. A and B, mRNA quantification (mean + SE) of the indicated genes in E-CSCs

and L-CSCs (two samples per group) from three lineages. Results are represented as mRNA levels relative to Gapdh expression (A) and n-fold change in L-CSCs
relative to E-CSCs for each lineage (B). C, mean 4 SE of WD and PD/S cell proliferation after the indicated treatments, as measured by MTT. D, growth
kinetics (mean + SE of tumor size) of PD/S-SCCs treated with vehicle or PD173074 (10 mice per group). Arrow, the start of the treatment. E, immunodetection of
phosphorylated histone H3 (Ser10) in control and PD173074 treated tumors. Scale bar, 30 um. F, percentage (mean =+ SE) of proliferating cells, as determined
in E. G, levels of cleaved caspase-3 in mock and PD173074-treated tumors. B-Actin was used as a protein-loading control. H, mean + SE of metastatic

foci per lung section (categorized by size; mmz) developed in mock- and PD173074-treated mice (10 mice per group). *, significant differences between groups

(t test; P < 0.05).

determined. Thus, we compared the expression of Erbb receptors
and ligands in E-CSCs and L-CSCs isolated from various OT-SCC
lineages. The expression of Egfr, Erbb2, and Erbb3 receptors, as well
as of the Tgfa, Areg, and Hbegf ligands was reduced in L-CSCs from
most tumor lineages (Fig. 4A), consistent with the Erbb and ligand

www.aacrjournals.org

expression profiles observed in spontaneous and orthotopically
derived PD/S-SCCs (Fig. 4B and C). These results, along with the
substantially lower phosphorylated status of EGFR consistently
observed in PD/S-SCCs (Fig. 4D), indicate that EGFR signaling is
downregulated in advanced SCCs. To determine the role of EGFR
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signaling in CSC proliferation, we analyzed tumor cells isolated
from WD-SCCs and their PD/S-SCC offspring and maintained in
culture. Primary WD cells grew as adherent cells and had a typical
epithelial shape, whereas PD/S cells grew as spheres (Supplemen-
tary Fig. S3A). These primary cultures were enriched in 0.6-integ-
rin*/CD34%-CSCs (50% and 90% in WD and PD/S cells, respec-
tively), exhibited a similar expression profile of EMT inducer factors
and Erbb and ligands to their respective parental tumors, and
isolated CD34*-CSCs (Supplementary Figs. S3B-S3E). In accor-
dance with the genetic profile of their parental tumors, no Ras
mutations were detected in OT14 WD and PD/S cells, whereas 34%
of Hras alleles were mutated (Q61L) in OT7 cells. a.6-integrin™/
CD34" WD cells showed a higher level of expression of EGFR and
Tgfa ligand than o.6-integrin”/CD34~ WD cells, whereas Areg and
Epgn expression were similar in both subpopulations of cells (Fig.
4F). Furthermore, EGFR was mainly activated in o6-integrin®/
CD34" WD cells, as determined by the levels of phosphorylated
EGFR (Fig. 4F). In contrast to PD/S cells, EGF treatment significantly
increased the proliferation of WD cells (Fig. 4G) concomitantly
with a stronger induction of EGFR, AKT, and ERK1/2 phosphor-
ylation, which were inhibited in response to the EGFR inhibitor
gefitinib (Fig. 4H and I and Supplementary Figs. S3F and S3G). In
the absence of EGF, WD cells showed basal levels of pEGFR, which
were inhibited along with the phosphorylation of downstream
effectors and cell proliferation in response to gefitinib (Fig. 4H and I
and Supplementary Fig. S3G). However, these effects were stronger
in OT14 WD cells (Ras WT) than in OT7 WD cells, which present
activating mutations in a subset of Hras alleles (Supplementary Fig.
S3H). Together, these results indicate that autocrine and probably
paracrine EGFR signaling promotes the growth of E-CSCs, and that
this pathway is attenuated in L-CSCs.

CSC-induced autocrine PDGFRa signaling promotes
metastasis in advanced SCCs

PDGEFR is not expressed in normal keratinocytes (32) and has
not previously been associated with skin SCC CSCs. However, in
accordance with our array data, Pdgfra expression was strongly
induced in L-CSCs (Fig. 5A), correlating with the consistently
observed stronger expression of this receptor in their respective
PD/S-SCCs and in primary PD/S-SCCs (Supplementary Fig. S4A).
Although expression of Pdgfrb was also enhanced in PD/S-SCCs
(Supplementary Fig. S4A), 0.6-integrin*/CD34"-CSCs and isolat-
ed WD and PD/S cells showed a low level of expression of this
receptor (Fig. 5A and Supplementary Fig. S4C), suggesting that
PDGFR is essentially associated with stromal cells. Most of the
PD/S-SCC a.6-integrin"/CD34 " cells expressed PDGFRa, in con-
trast to the sparse 0.6-integrin"/CD34" cell population exhibiting
low levels of PDGFRa expression in WD-SCCs (Fig. 5C and D;
Supplementary Figs. S4B and S4D). Furthermore, strong PDGFRa.
phosphorylation (Fig. 5B) and significant induction of Pdgfa and
Pdgfc ligand expression were detected in PD/S-SCCs of different
lineages, and specifically in their respective L-CSCs (Fig. 5A and

Cancer Stem Cell Regulation in SCC Progression

Supplementary Fig. S4E), suggesting that CSCs of advanced SCCs
may induce autocrine activation of PDGFRa signaling. These
events were directly related with tumor progression, as no changes
in Pdgfra, Pdgfrb, or Pdgfc expression were detected in WD-SCCs
that never progress to PD/S-SCCs after serial engraftments (Sup-
plementary Fig. S4F; OT9). As further evidence of autocrine
activation of PDGFRo, we observed that PD/S cells growing in
the absence of growth factors exhibited PDGFRo. phosphoryla-
tion, which was blocked in response to the imatinib PDGFR
inhibitor (Supplementary Fig. S4G). Despite PDGFRo. phosphor-
ylation was further induced in response to PDGFR ligands (Sup-
plementary Fig. S4G), there were no significant changes in PD/S
cell proliferation upon PDGF or imatinib treatment (Supplemen-
tary Figs. S4H and S41), and PD/S cells with PDGFRa knockdown
expression had a similar proliferation rate to PDGFRo-expressing
control cells (Supplementary Figs. S5A and S5B). Furthermore,
similar tumor growth was observed when PDGFRo. knockdown
cells and their respective control cells were engrafted in nude mice
(Fig. 5E and Supplementary Figs. S5C and S5D), and when ortho-
topically implanted PD/S-SCCs were treated daily with imatinib,
compared with the control treatment (Fig. 5F). Nevertheless, we
observed a significant reduction in the number and size of lung
metastases developed in imatinib-treated mice and in those carry-
ing PDGFRa knockdown tumors (Fig. 5G and H and Supplemen-
tary Fig. S5E). Infrequent metastases developed from PDGFRo.-
interfered tumors showed a high receptor expression, indicating
that these lesions may have arisen from tumor cells that eluded the
Pdgfra interference (Supplementary Fig. S5F). Reduced metastasis
observed after PDGFRo. inhibition was not associated with a
reduction of tumor angiogenesis because, although significantly
fewer CD317 vessels were observed in imatinib-treated PD/S-SCCs
(Supplementary Fig. S5G), as previously reported (33, 34), the
frequency of CD31" vessels was unaltered in PDGFRo-interfered
tumors (Supplementary Fig. S5G). These results demonstrate that
PDGFRo. signaling plays an important role promoting metastasis
development, but not L-CSC proliferation. Reduction of metastasis
mediated by PDGFRa signaling inhibition was not due to a
decrease in the frequency of tumor-initiating cells or to an atten-
uation of the EMT program (Supplementary Figs. SSH-S5]). How-
ever, both knocking down of PDGFRa. expression and imatinib
treatment significantly reduced the invasion capability of PD/S cells
(Fig. 51 and J). These results indicate that autocrine PDGFRa
signaling promotes CSC motility and invasion, consequently favor-
ing CSC dissemination and metastasis.

Autocrine FGFR signaling promotes CSC proliferation and
survival in advanced SCCs

Our results showed that Fgfr2 was underexpressed in L-CSCs
compared with E-CSCs (Figs. 2B and 6A), indicating that FGFR
signaling is altered in CSCs of advanced SCCs. FGFR1 and FGFR2
are expressed in normal keratinocytes and play an important
role in the epidermal homeostasis (35). However, the role of

Figure 7.

Advanced human skin SCCs with induced EMT recapitulate the changes in signaling pathways described in mouse PD/S-SCCs. A, representative images
showing an expanded CD44™" cell population, lower E-cadherin, and higher vimentin expression levels in PD/S-SCCs compared with WD/MD-SCCs. Scale bar,
30 um. B, B-catenin expression and cell localization in WD/MD-SCC and PD/S-SCCs. Scale bar, 20 um. C-H, quantification of the indicated mRNAs in a set

of human WD/MD-SCCs and PD/S-SCCs. Mean (+SE) mRNA levels of these genes relative to GAPDH mRNA are shown (individual data and mean =+ SE). Green dots,
recurrent PD/S-SCCs. |, schema describing the identified changes in CSC features and regulatory mechanisms at different stages of mouse SCC progression.
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FGFR in regulating CSC proliferation and survival during SCC
progression was unexplored. Analysis of the expression of differ-
ent members of the FGFR family and variants (IIIlb and Illc)
showed that Fgfr1-Illc (Fgfric) was the FGFR most prominently
expressed in E-CSCs and L-CSCs (Fig. 6A). Upregulation of Fgfric
was not consistently found in L-CSCs of different lineages
(Fig. 6A), although a strong FGFR1 expression was observed in
spontaneous and orthotopically derived PD/S-SCCs relative to
their respective WD-SCCs, but not in those WD-SCCs that never
progressed (Supplementary Figs. S6A, S6C-S6E). These results
indicate that CD34 "-CSCs express high levels of FGFR1c and that
the stronger expression of this receptor in advanced SCCs is due to
the CSC expansion in these tumors. Interestingly, most L-CSCs
from different lineages strongly induced the expression of Fgf2
and Fgf7 (Fig. 6B), correlating with their significant induction in
PD/S-SCCs relative to WD-SCCs (Supplementary Fig. S6B). These
results suggest that autocrine regulation of FGFR is induced in
CSCs of advanced tumors.

Next, we evaluated the relevance of FGFR signaling to CSC
proliferation and survival. o6-integrin’/CD34" population
showed stronger expression of Fgfric than the o6-integrin®/
CD34~ population in WD cells (Supplementary Fig. S6F), but
the proliferation of these cells was unaltered in response to FGF2
or to the FGFR1 inhibitor PD173074 (36; Fig. 6C and Supple-
mentary Fig. S6G). However, the response to FGF2 was signifi-
cantly enhanced upon gefitinib-mediated EGFR inhibition (Sup-
plementary Fig. S6G), indicating that the strong induction of the
EGER pathway attenuates FGFR signaling in WD cells. In contrast,
the proliferation of PD/S cells was significantly induced upon
FGF2 treatment (Fig. 6C, +FGF2), concomitantly with the induc-
tion of FGFR, AKT, and ERK1/2 phosphorylation, which were
blocked in the presence of PD173074 similarly in Ras mutated or
wild-type genetic backgrounds (Fig. 6C and Supplementary Fig.
S6H). Furthermore, in the absence of growth factors, PD/S cell
proliferation was significantly reduced in response to PD173074
(Fig. 6C; —FGF2). These results indicate that autocrine activation
of FGFR1 signaling promotes CD34"-CSC proliferation in
advanced SCCs. To analyze the effect of in vivo FGFR1 inhibition,
mice carrying PD/S-SCCs were treated with PD173074. Tumor
growth was significantly reduced in response to FGFR inhibition
(Fig. 6D), coinciding with diminished tumor cell proliferation
and induced apoptosis, as determined by phosphohistone H3
(Ser10) and cleaved caspase-3 levels, respectively (Fig. 6E-G).
Despite the lesser tumor growth, no significant changes in the
number and size of metastatic lesions were observed in
PD173074-treated compared with mock-treated mice (Fig.
6H). These results indicate that autocrine FGFR1 signaling plays
an important role promoting CSC survival and proliferation in
PD/S-SCCs, although its inhibition does notimpair the metastatic
capability of these cells.

Advanced human skin SCCs recapitulate the molecular
alterations described in mouse PD/S-SCCs

To determine the clinical relevance of our findings, we exam-
ined whether the molecular alterations described in mouse PD/S-
SCCs were also associated with progression in human skin SCCs.
The histopathologic grade of patient samples frequently showed
intratumor regional heterogeneity, and they were classified as
WD/MD-SCCs or PD/S-SCCs according to their main stage of
progression and the percentage that this region represented in the
overall sample (Supplementary Table S3). PD-SCCs and spindle
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SCCs exhibited more tumor cells with CD44 expression, which
identifies CSCs in human skin SCCs (37, 38), than WD/MD-SCCs
(Fig. 7A). In addition, the EMT program was induced (Fig. 7A and
C) mainly in PD-SCCs with spindle tumor cell regions and a
history of recurrence after surgical resection (Supplementary
Table S3). Consistent with the downregulation of B-catenin in
advanced mouse SCCs, the expression of 3-catenin was reduced in
PD/S-SCCs compared with low-grade SCCs (Fig. 7B). Similarly,
the level of expression of EGFR, ERBB2, ERBB3, and ligands was
markedly lower in recurrent PD/S-SCCs (Fig. 7D and E), indicat-
ing that advanced human SCCs downregulate EGFR signaling. In
contrast, the expression of PDGFRA, PDGFRB, PDGFC, FGFR1b,
FGFRI1¢, and FGF2 (Fig. 7F-H) was increased in most of the EMT-
induced and advanced tumors. These results suggest that the
signaling pathways controlling CSC proliferation and survival in
advanced mouse skin SCCs may also operate in advanced human
SCCs.

The L-CSC signature described here in mouse skin SCCs may
identify progression and poor prognosis in other human SCCs.
Indeed, this L-CSC signature identified a subtype of lung SCCs
that exhibit poorly differentiated features and are associated
with poor prognosis (Supplementary Fig. S7, left; refs. 39, 40).
A similar association was found when this L-CSC signature
was compared with a large subset of head and neck SCCs
(Supplementary Fig. S7, bottom right; ref. 41). This suggests
that CSC features in advanced skin SCCs may be commonly
associated with SCC progression and poor prognosis in
humans.

Discussion

Signaling pathways controlling the CSC function at early stages
of skin SCC progression have been previously described
(11, 15, 16). However, it was not known whether CSC regulatory
mechanisms change during disease progression, correlating with
the enhanced recurrence and metastasis of high-grade SCCs (1),
which could influence the selection of the most efficient therapy.
In the study reported here, we generated lineages of SCC progres-
sion and showed that a high percentage of WD-SCCs exhibiting
epithelial features progressed to PD and mesenchymal SCCs with
enhanced metastasis capability, recapitulating the skin SCC pro-
gression reported in other mouse models (42). In contrast,
previous reports suggested that spindle and EMT-like skin SCCs
might arise by a route other than WD-SCCs after DMBA/TPA
treatment, relying on a different cell of origin and/or lower
requirement for inflammatory stimuli (22). In this regard, K14-
HPV16 mice, which show chronic inflammation in the skin (43),
mainly developed WD-SCCs spontaneously or after DMBA/TPA
treatment. Although inflammatory signaling might favor WD-
SCC development, our results show that once these tumors are
generated they can progress to PD/S-SCCs after serial engraft-
ments in nude mice, which show a proficient inflammatory
response (44). However, it remains unclear whether some mutat-
ed cell populations may evolve more rapidly or efficiently to PD/
S-SCCs than do others.

WD- to PD/S-SCC transition was associated with a robust induc-
tion of the EMT program and an expansion of 0.6-integrin/CD34 " -
CSCs and tumor-initiating capability, which were similarly observed
in primary PD/S-SCCs spontaneously developed in K14-HPV16
mice, as well in other mouse models of advanced SCCs (12, 16). Cell
hierarchy could be altered in advanced tumors, as a.6-integrin®/
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CD34" and o6-integrin®/CD34~ of PD/S-SCC showed a similar
tumor-initiating capability and impaired epithelial differentiation
after initial engraftments in immunodeficient mice. However, pre-
vious studies showed that the tumor-initiating capability of CD34 ™~
was significantly reduced after multiple serial engraftments, and
only CD34" cells have long-term self-renewal capability and are
long-term tumor propagation cells (12).

Comparison of gene expression profiles between o.6-integrin '/
CD347-CSCs of WD- and PD/S-SCCs defined a CSC signature
associated with highly malignant SCCs, which is characterized by
the strong induction of stemness, the EMT program, cell prolif-
eration, motility and metastasis, and reduced epidermal cell
differentiation and cell adhesion-regulatory genes. Accordingly,
tumor-initiating cells of PD/S-SCCs lose the ability to generate
cells exhibiting epithelial traits. Therefore, CSC expansion may be
the consequence of a sustained self-renewal and the inhibition of
differentiation.

Furthermore, we found that the mechanisms that regulate CSC
proliferation, survival, and dissemination change at different
stages of progression. Indeed, B-catenin signaling, which plays
akey role in regulating CD34 *-CSC features in early SCCs (11), is
downregulated in advanced SCCs. Moreover, EGFR signaling,
which is strongly upregulated in E-CSCs to drive their prolifera-
tion, is similarly attenuated in L-CSCs, which instead induce
autocrine FGFR1 signaling to promote tumor growth. Thus,
although inhibition of EGFR signaling leads to WD-SCC regres-
sion and cancer cell differentiation (45), this treatment may be
ineffective in advanced SCCs, which downregulated EGFR signal-
ing. Although previous studies showed that the effectiveness of
FGFR1 inhibitors is compromised in the presence of Ras muta-
tions in other tumor types (46), FGFR1-dependent downstream
signaling was similarly inhibited in PD/S cell with or without Ras
mutations after PD173074 treatment, suggesting that the rele-
vance of Ras-activating mutations promoting proliferation may be
reduced in advanced SCCs, as previously reported in EMT-like
skin SCCs (22) and in lung and pancreatic cancer cells with
induced EMT (47).

In addition, autocrine PDGFRa: signaling is strongly induced in
L-CSCs. In this regard, the strong induction of EMT in L-CSCs may
promote the activation of both FGFR1 and PDGFRo: signaling, as
reported in other tumor types (48, 49). So, breast CSCs generated
from cell lines that spontaneously induced EMT, activated
PDGFR/PLCy/PKCa signaling, which promoted cell proliferation
(48). However, inhibition of PDGFRa. signaling in SCCs did not
block tumor growth but strongly reduced the invasion capability
of PD/S cells and metastasis in advanced SCCs. In contrast, FGFR1
inhibition reduced tumor growth without blocking metastasis.
These results suggest that FGFR1 and PDGFRa signaling may act
exclusively to promote tumor growth and metastasis, respectively.

The WD-to-PD/S-SCC transition may be induced by genetic,
epigenetic, and/or, microenvironment alterations, which may
modify the differentiation ability, frequency, and regulatory
mechanisms of CSCs, promoting the generation and selection of
a subset of tumor-initiating cells with strong growth advantages.
Given the intratumor cell and clonal heterogeneity reported in
some tumors (50), SCC progression may result from a selection
and/or activation of rare cells with L-CSC features (0:6-integrin™/
EpCAM /CD34"/PDGFRa.") residing in WD-SCCs. However,
these cells were practically undetectable in WD-SCCs, as most of
o6-integrint/CD34" cells conserved EpCAM expression and
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exhibited low levels of PDGFRa.. Thus, our results indicate that
the CSC features and mechanisms that control tumor-initiating
cell proliferation and dissemination change in later stages of SCC
progression, promoting aggressive growth and enhanced metas-
tasis (Fig. 7I).

Interestingly, advanced and recurrent human skin SCCs with
an expanded CD44"-CSC population and enhanced EMT,
downregulated EGFR and B-catenin expression, and induced
PDGFRo/f and FGFR1 expression, thereby recapitulating the
alterations detected in advanced mouse SCCs. These results
suggest that the use of specific inhibitors of these pathways
may be a possible therapy to block relapse and metastasis in
recurrent and advanced human SCCs, in which classic chemo-
therapy is of limited clinical benefit (4). Thus, identifying the
regulatory mechanisms controlling CSCs at specific stages of
progression may guide the choice of the most suitable therapy
for selectively targeting the signaling pathways that regulate this
subset of cells.
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SUPPLEMENTARY DATA

- Supplementary Figures 1 through 7:

Figure S1. Generation and characterization of orthotopic SCC lineages.

Figure S2. Anaysis of CSC frequency and EMT induction during SCC progression.

Figure S3. Characterization of primary culture cells derived of WD-SCCs and PD/S-SCCs.
These cells are enriched in CD34"-CSCs and recapitul ate the features of E-CSCs and L-CSCs.
Figure $4. Activation of autocrine PDGFRa signaling in PD/S-SCCs.

Figure S5. In vitro and in vivo assays showing that the inhibition of PDGFRa signaling does
not affect the frequency of CSCs, EMT or PD/S-SCC growth.

Figure S6. Activation of autocrine FGFR1 signaling in PD/S célls.

Figure S7. L-CSC signature identifies advanced and poor-prognosis human lung and head-neck
SCCs.

- Supplementary Figure L egends: Legends of Supplementary Figures 1-7.

- Supplementary Tables 1 through 3:
Table S1. Histopathological features of distinct primary and orthotopically-derived SCCs (SCC

lineages) at different passages.

Table S2. List of differentially expressed genes between E-CSCs and L-CSCs, which were
isolated from WD-SCCs and PD/S-SCCs, respectively.

Table S3. List of human skin SCCs samples used in this study. Histopathological features of

these samples are described.

- Supplementary Material and Methods: A more detailed description of Material and
Methods.

- Supplementary Refer ences: Reference related to Supplementary Material and Methods.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1. Characterization of ortho-SCCs during tumor progression.

(A) Schema for generating lineages with orthotopio SCCs. Ortho-SCCs (OT) were

serially engrafted to allow tumor progression. 8dzdr, 5Qum.

(B) Percentage of alleles with the indicatdchs and Kras mutations, as analyzed by

pyrosequencing assays. WT indicates the absertbe afdicated mutations.

(C) Representative images showing histopathologiealufes (H/E hematoxylin/eosin

staining) and cells expressing K14 and K8 in WD-S@@d PD/S-SCCs. Scale bar, 30
pm.

(D) Levels of K14 and K8 mRNA relative toGapdh expression (individual data and

mean + SE) in WD-SCCs and PD/S-SCCs.

(E) Growth kinetics (mean £ SE of tumor size) of PI¥SCs and their respective WD-

SCC precursors of the indicated lineages.

(F) Kaplan—Meier curves comparing the survival of endarrying WD-SCCs and PD/S-

SCCs.

(G) Mice developing metastatic lesions indicated esgntage and frequency out of the
total number of mice in each group and lineage.

(H) Latency time (individual data and mean + SE) ddtastasis development in the

indicated groups.

* indicates significant differences between gro(tpest;P < 0.05).

Figure S2. Skin SCCs show enhanced stemness and induction of EMT at late
stages of progression.
(A) Percentage, frequency and size of tumors gemksdter injection in nude mice of

the indicated cells from WD-SCCs and PD/S-SCCs.



(B) Growth kinetics (mean + SE of tumor size) of tusngenerated after engrafting the
indicated number afi6-integrin/CD34" cells isolated from WD-SCCs and PD/S-SCCs.
* indicates significant differences between gro(tpest;P < 0.05).

(C) Analysis by flow cytometry of CD34cells expressing6-integrinand EpCAM in
primary WD-SCC and PD/S-SCC.

(D) Immunodetection of E-cadherin and Vimentin-expneg cells in WD-SCC and
PD/S-SCC. Scale bar, 30n.

(E) Levels of ZEB-1 protein in WD-SCCs and PD/S-SC@sctin was used as a
protein-loading control. The sample number ideesifihe tumor passage and the letters
indicate independent tumor replicates.

(F) Quantification (mean = SE) of the indicated mRN#&fative toGapdh mRNA in
WD-SCCs and PD/S-SCCs of lineages generated froontapeous (OT4) and
DMBA/TPA-induced tumor (OT14). Tumor samples of lgaand late passages of a
lineage generated from WD-SCC that never progre®d®) and from a PD/S-SCC
(OT13) are included. (*) indicates that tumors afgm of these lineages were

spontaneously induced.

Figure S3. Primary cell cultures derived from WD-SCCs and PD/S-SCCs are
enriched in CSCs and exhibit similar featuresto E-CSCsand L-CSCs.

(A) Cells derived from WD-SCCs (WD cells) grawvitro as adherent cells and those
derived from PD/S-SCCs (PD/S cells) grow as spheres

(B) Analysis ofa6-integrin/CD34" and EpCAM/CD34 cells in WD and PD/S cells,

by flow cytometry.



(C) mRNA quantification of EMT markers and EMT-induceganscription factors.
Mean (£ SE) mRNA levels of these genes in PD/S@elld PD/S-SCCs relative to WD
cells (2 samples per group) and WD-SCCs, respdgtive

(D, E) Mean (£ SE) mRNA levels of the indicated gendatinee to Gapdh expression,
guantified by gRT-PCR.

(F, H) Proliferation (mean £ SE of a.u.f) of WD cellsifn the indicated lineages, after
EGF and/or Gefinitib treatments, as measured by MTT

(G) Effect of Gefitinib and/or EGF treatment on EGFRKT and ERK1/2
phosphorylation in OT14 WD cells.

* indicates significant differences between gro(tpest;P < 0.05).

Figure $4. Autocrine PDGFRa signaling isupregulated in PD/S-SCCs.

(A) Quantification ofPdgfra, Pdgfrb mRNA relative toGapdh expression (mean * SE)
in samples of SCC lineages (OT) and primary tuniens.

(B) Quantification by flow cytometry ofi6-integrin” cells expressing PDGFERand
CD34 in primary SCCs.

(C) Mean (x SE) levels dPdgfra andPdgfrb mRNA relative toGapdh mRNA in WD
cells and PD/S cells (2 samples per group).

(D) Percentage (mean + SE) of the indicated cel/iI-SCCs and PD/S-SCCs (6-8
tumors per group), as quantified by flow cytometry.

(E) Quantification of PDGFR ligand mRNAs (mean + S&)PD/S-SCCs relative to
WD-SCCs in the indicated lineages (5-7 samplesgpaup) and in primary SCCs (PT
PD/S).

* indicates significant differences between gro(tpest;P < 0.05).



(F) mRNA levels (mean + SE) of the indicated gendstikee to Gapdh expression in
samples of SCC lineages that progressed (OT4 aridiQTlineages that did not show
tumor progression (OT9) and those that conservetSfTC features (OT13) after
serial engraftment. (*) indicates that tumors ofigior of these lineages were
spontaneously induced.

(G) Phosphorylation status of PDGé&R PD/S tumor cells in the absence or presence
of the indicated ligands and Imatinib.

(H) Proliferation kinetics (mean + SE of a.u.f.) d/S cells of the indicated lineages
treated without (control) or with PDGF-AA (10 nghnPDGF-BB (30 ng/ml) and
PDGF-CC (30 ng/ml), as determined by MTT assays.

(1) PD/S cell proliferation in response of PDGF-BB (3y/ml) and increasing doses of
Imatinib. Results (mean + SE) represent cell peddifion (a.u.f.) upon these treatments

relative to their respective cells growing withdattors (red line).

Figure S5. Inhibition of PDGFRa signaling reduces metastasis development, but
not tumor growth.

(A) PDGFRx expression in the indicated cells after transauctvith sh-control and sh-
PDGFRu lentivirus.

(B) Proliferation kinetics (mean + SE of a.u.f. relatto day 0) of PDGF&-interfered
(sh-PDGFR) and PDGFR-expressing (sh-control) cells.

(C) Growth kinetics (mean = SE of tumor size; 8 tushper group) of tumors generated
from control and PDGF&-knocked-down cells from the indicated PD/S-SCCs.

(D) Levels of PDGFR protein in the indicated tumors from the assayscidleed in

(C).



(E) Percentage of metastatic foci per lung sectiorafmz SE) developed from sh-
PDGFRx tumors relative to control tumors (12 mice perugrofrom 3 PD-SCC
lineages). * indicates significant differences batw groupst{test;P < 0.05).

(F) Levels of PDGFR protein in tumors (T) and their respective metgstéM) of the
indicated samples. A tumor-free lung sample (C) imakided as a control of PDGER
expression in this tissu-actin was included as a protein-loading controlAnD and
F). Dotted line indicates that these samples weatyaad in the same gel but in distant
lanes.

(G) Mean (+ SE) frequency of CD3Yessels per tumor section in the indicated groups.
(H) Quantification by flow cytometry of the percengéagf a6-integrin/CD34" cells
(mean = SE) in the indicated tumor groups.

(1) Serial dilution of tumor cells isolated from PDRd~expressing and PDGIR
interfered PD/S-SCCs were injected in immunodeficimice. The number of mice
developing tumors, frequency of CSCs and confidantervals (conf. int.) for each
condition are shown.

(J) mRNA levels (mean = SE) of EMT markers relatieeGapdh expression in the

indicated tumors.

Figure S6. PD/S-SCCs show autocrine activation of FGFR1 signaling.

(A) mRNA levels of the indicated genes relativeSapdn mRNA (mean + SE) in WD-
SCCs and PD/S-SCCs of different lineages (6-8 sasngér group) and primary tumors
(PT) (4 samples per group).

(B) Quantification ofFgf2 andFgf7 mRNA (mean = SE) in PD/S-SCCs relative to WD-

SCCs.



(C) FGFR1 protein levels in WD-SCCs and PD/S-SC@sactin was included as a
protein-loading control. The sample number idesgifihe tumor passage and the letters
indicate independent tumor replicates.

(D) Immunodetection of FGFR1-expressing cells in WDES and PD/S-SCCs. Scale
bar, 30um.

(E) Quantification of mRNA levels of the indicatedngs relative taGapdh mRNA
(individual data and mean = SE) in SCC samplesnefalges. (*) indicates that tumors
of origin of these lineages were spontaneous SCCs.

(F) FGFR1c andCD34 mRNA levels relative t@Gapdh mRNA (mean + SE) iru6-
integrin/CD34" anda6-integrin/CD34 populations isolated from WD cells.

(G) Results (mean = SE) represent WD cell proliferat{a.u.f.) in the absence or
presence of FGF2 (10 ng/ml) and increasing doséeffinib, as determined by MTT
assays* indicates significant differences between gro(tpest;P < 0.05).

(H) Analysis of phosphorylation status of FGFR, AKmdaERK1/2 proteins upon
FGF2 and PD173074 treatment in PD/S tumor of thiecated lineages. Dotted line

indicates that these samples were analyzed iretine gel but in distant lanes.

Figure S7. L-CSC signature identifies advanced and poor-prognosis human lung
and head-neck SCC.

Left, heatmap representation of differentially eeqeed genes (FDR1%) in mouse L-
CSCs that identifies a subgroup of human undiffgséed lung SCCs associated with
poor prognosis. Right, GSEA enrichment plots shgwanset of genes underexpressed
in human lung SCCs (upper right panel) and in hulHAISCCs (bottom right panel),

which were also significantly downregulated in LGS



SUPPLEMENTARY TABLES

# of tumor passage/
histopathology

# tumor Primary tumor Growth time
lineage histopathology (P1)

OT1 WD/MD-SCC 9w

0712 WD/MD-SCC 5w

oT4* WD/MD-SCC 7w

oT7 WD-SCC 18 w

OT8 WD/MD-SCC 21w

oT9* WD/MD-SCC 12w

0T11 PD/spindle-SCC 2w
oT12* PD/spindle-SCC 2w
OoT13* PD/spindle-SCC 2w

0T14 WD/MD-SCC 13w

0T15 WD/MD-SCC 7w

Table S1. Features of primary- and ortho-SCCs (OT) of different tumor lineages.

The latency (weeks) to tumor growth after the foghotopic implant (P1) is shown. *
indicates spontaneous tumors, whereas the othe@s S @re generated after DMBA-
TPA treatment. The histopathology of the tumor danap each engraftment is indicated
by colors: yellow, WD/MD-SCCs; orange, MD-PD-SCQsd: PD-SCC and spindle

tumors. White boxes indicate that we interruptexidérial engraftment at this point.



% of indicated tumor region in overall sample*

Sample | Classification/Grade % WD-SCC | % MD-SCC | % PD-SCC | % spindle SCC
T1(R) PD-SCC/G3 0% 0% 95% 5%
T2 (R) PD-SCC/G3 0% 0% 40% 60%
T3 (R) PD-SCC/ G4 0% 0% 0% 100%

T5 PD-SCC/ G3 0% 55% 45% 0%
T6 MD-SCC / G2 0% 100% 0% 0%
T7 MD-SCC /G2 0% 80% 20% 0%

T8 (M) MD-SCC/ G2 5% 85% 10% 0%

T9 MD-SCC / G2 40% 60% 0% 0%
T10 PD-SCC/G3 5% 55% 40% 0%
T16 (R) PD-SCC/ G4 0% 0% 0% 100%
T23 MD-SCC / G2 10% 90% 0% 0%
T24 WD-SCC /G1 100% 0% 0% 0%
T26 PD-SCC/G3 0% 0% 100% 0%
T30 PD-SCC/G3 0% 60% 40% 0%
T34 MD-SCC /G2 70% 30% 0% 0%
T39 MD-SCC /G2 0% 100% 0% 0%
T41 WD/MD-SCC/ G2 40% 50% 10% 0%
T42 (R) PD-SCC /G4 0% 0% 0% 100%

Table S3. Features of human skin SCC samples. Due to human samples frequently
present intra-tumor heterogeneity in the histopatfioal grade, a pathologist
determined the percentage represented by eachnregithe overall sample. Tumors

that contain at least 40% of PD component or spimdfions were classed as PD/S-

SCCs. R: recurrent tumor; M: tumor with associdyatph node metastasis.




SUPPLEMENTARY MATERIALSAND METHODS

I solation of SCC cells

Excised tumors were minced and incubated with geliase | (60 U/ml; Sigma) and
dispase (0.7 U/ml; Gibco) overnight at 37 °C. Calspensions were filtered and
recovered after centrifugation. Tumor cells wereulmated with anti-CD31 antibody
(1:200; BD Bioscience) for 30 min at 4 °C, thenhwbynabead$ anti-rat (1:50;
Invitrogen) for 30 min at 4 °C to deplete the sunsg@n of endothelial cells. The cells in
the supernatant were used in flow cytometry assalisre CD45 (1:50; eBioscence)

cells were excluded.

Flow cytometry analysis and sorting

For flow cytometry analysis and sorting, isolatedhor cells in blocking buffer (5%
FBS in PBS) were stained with biotin-labeled CD&#taody (1:30; eBioscience) for 30
min at 4 °C, then with streptavidin-allophycocyanif:50; BD Bioscience) and
phycoerythrin-labelea6-integrin (CD49f) antibody (1:50; BD Bioscience) BITC-
labeled a6-integrin (CD49f) antibody (1:50; BD Bioscience&rf30 min at 4 °C. In
addition, isolated tumor cells were incubated form3in at 4 °C with anti-CD140a-PE
antibody (1:50; eBioscience) and anti-EpCAM APC/QY%50; BioLegend) to identify
PDGFRx" cells and EpCAM-expressing cells, respectively.llCavere finally
resuspended in analysis buffer (2% FBS, 0.5 mM EDMAPBS). The live cells
excluded DAPI (Sigma). Fluorescence-activated saiting (FACS) and analysis were

done with BD Bioscience Aria equipment.



Cell culturesand treatments

All primary cell cultures used in this manuscriptre established in our laboratory from
orthotopically engrafted WD-SCCs and PD/S-SCCsmduthe development of these
studies. For proliferation assays, 2 X @DWD cells were seeded per well in replicates
on 96-well plates and starved in basic medium ®h1PD/S cells, already growing in
basic medium, were seeded at the same density., Tiesh basic medium without or
with EGF (20 ng/ml), FGF2 (10 ng/ml) or PDGF-AA (B0 ng/ml), PDGF-BB (10-30
ng/ml) or PDGF-CC (10-30 ng/ml) was added. Celbility was measured using the 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetraamin  bromide (MTT) assay. To
evaluate the effect of Imatinib or PD173074 on fhmesence or absence of growth
factors, 5 x 18 PD/S cells/well were seeded in replicates on 9B-phates and
inhibitors were added in fresh basic medium 2 loteethe growth factor treatments
began. In these assays, medium with factors andhibitors was refreshed every 3
days and cell proliferation and survival were meadiby calculating the mean (x SE)
absorbance at 560 nm after 6 days of treatment MIIT assays. To determine the
effect of growth factors and inhibitors on the aation/inhibition of EGFR, PDGFR
and FGFR signaling, 1.5 x 19VD and PD/S cells/well were seeded in six-weltgsa
WD cells were starved for 12 h in the absence cbfa before starting the treatments.
Inhibitors were added 2 h before treatment withwgho factors. Cells were then
incubated for 10 min in the presence of respedteeors. At the end of treatment, cells
were placed on ice, washed twice with cold PBS raedvered for further analysis by

western blot.

Short hairpin (sh) RNA and lentiviral transductions



To knock down PDGFR expression, six TRC shRNA lentivirus vectors (hacon)
targeting the expression of this gene were injtiédisted. TCF/LEF reporter driving
expression of EGFP (7TGC) (1) was used to compgeedranscriptional activity of-
catenin in WD and PD/S cells and derivative SCGs.carry out the transduction,
lentivirus particles were produced in 293T usingndard protocols and psPAX2 and
pMD2.G as packaging vectors. WD cells growing aseagnt cells were detached by
trypsin treatment (Trypsin 2.5X/EDTA; Sigma) for ifin at 37 °C, and 1 x i@ells
were seeded in plates 24 h before infection, wiseRda/S cells, growing as spheres,
were mechanically disaggregated and 1 & ddlls were plated as individual cells just
before infection. WD and PD/S cells were then iratadd with 293T medium containing

lentivirus particles and the standard infectiontpecol was followed.

Western blotting

Whole-cell extracts were prepared from tumors aathted tumor cells in lysis buffer
(50 mM Tris pH 8, 5 mM EDTA, 350 mM NacCl, 0.5% NB;410% glycerol, 1 mM
phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF), 2 mM NaF, 0aM NgVO4 1 mM DTT,
PhosSTOP (Roche), Complete (Roche), 0,1% SDS (tmgeh) and 1% Triton X-100
(Thermo Scientific)), as previously described (Bfter transfer, proteins were
incubated overnight with the antibodies gvtatenin(1:5000; BD Bioscience)anti-
active B-catenin (1:400; Millipore), anti-EGFR (1:1000; C8lignaling), anti-pEGFR
(1:1000; Cell Signaling), anti-AKT (1:1000; Celldggialing), anti-pAKT (1:1000; Cell
Signaling), anti-ERK1/2 (1:1000; Cell Signaling),ntepERK1/2 (1:1000; Cell
Signaling), anti-PDGFR (1:500; R&D Systems), anti-pPDGER(1:1000; R&D
Systems), anti-FGFR1 (1:1000; Cell Signaling), -aRGFR (1:1000; Cell Signaling),

anti-ZEB1 (1:500; Abcam), anti-cleaved Caspase:B0{0; Cell Signaling) and an-



actin (1:50.000; Sigma). Antibody binding was detdcwith a secondary antibody
coupled to horseradish peroxidase using enhancemmikthminescence detection

reagents (Amersham).

Histology and immunohistochemistry

Tumors were fixed in 4% formaldehyde overnight afC} paraffin-embedded and
sectioned at 4m. For immunofluorescence or immunohistochemicahstg, antigens
were retrieved in 10 mM sodium citrate (pH 6.0).nTar sections were blocked with
5% horse serum or 5% BSA in PBS for 1 h at roomptreture and incubated with
primary antibodies overnight at 4 °C. The primanyitaodies used were arficatenin
(1:150; BD Bioscienceanti-E-cadherin (1:100; Cell Signaling), anti-Vinten(1:500;
Abcam), anti-K14 (1:400; Covance), anti-K8 (1:1@®@vance), anti-FGFR1 (1:80; Cell
Signaling), anti-phosphorylated H3 (Serl0) (1:2@xll Signaling) and anti-CD31
(1:50; BD Bioscience). Tumor sections were themulrated with secondary antibodies
for 1 h at room temperature. The MOM Basic Kit (Y&cLaboratories) was used for
mouse monoclonal antibodies (following the manufests instructions). To visualize
EGFP or mCherry directly, tumors were previouskefl in 4% formaldehyde for 30
min, washed for 30 min with PBS and then embedde®CT. Nuclei were stained
using 4'6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for immofluorescence. Samples were

imaged on a Leica DM6000B microscope and a Leic& B85 confocal microscope.

Reversetranscription and quantitative PCR
RNA samples were DNase-treated with Turbo DNA-{&mbion). The High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystemsjas used for reverse

transcription. Real-time PCR reactions were peréanon an Applied Biosystems



7900HT System, using PCR Master Mix No AmpEfa&iNG (Applied Biosystems)
and TagMan Gene Expression Assays, or were pertbmseng SYBR Green Mix
(Applied Biosystems). All data were normalized witkspect toGapdh and Hprtl

expression for human and mouse samples.

cDNA amplification and microarray analysis

cDNA amplification by picoprofiling was performed areviously described (3). cDNA
was purified using GeneElute PCR Clean-up colurengnia Aldrich). 7ug cDNA was
used for hybridization in an Affymetrix Mouse Gene#30 PM strip array. Summary
expression values for all probe sets were calalateing the RMA algorithm as
implemented in the affy package from Bioconductarjtten in the R statistical
language (4). To identify genes that were diffaadiytexpressed between L-CSCs and
E-CSCs, whole gene expression profiles of L-CSCufaijpns (16-integrin/CD34
cells isolated from four independent PD/S-SCCsinfrihree different lineages were
compared with their respective E-CSC populatians-iategrin/CD34 cells isolated
from their respective WD-SCCs). Genes differentia@kpressed in L-CSCs from all
lineages were detected using the empirical Bayd3ay@s) adjustedt-test, as
implemented in the Limma package. WD-SCC and PDZ&-Sonditions and the
sample type were considered when the linear modsl developed. Multiple testing
was corrected by the Benjamini-Hochberg false dispp rate (FDR) method.
Differentially expressed genes were defined asethmdibiting an at least two-fold
change and having an FORvalue of < 5%. To identify the biological procesghat
are over- or under-represented by the differegtiakpressed genes, hypergeometric
tests for association of Gene Ontology (GO) bialabjiprocess categories and genes

were performed using the GOStats package (5). Hiei@al clustering of the



expression profile was performed using the Euchddstance and Ward’s minimum

variance as the agglomeration method.



SUPPLEMENTARY REFERENCES

1. Fuerer C, Nusse R. Lentiviral vectors to probe manipulate the Wnt signaling
pathway. PloS One 2010;5(2):e9370.

2. Mufoz P, Blanco R, Flores JM, Blasco MA. XPF Iease-dependent telomere
loss and increased DNA damage in mice overexp@sERF2 result in premature
aging and cancer. Nat Genet 2005;37(10):1063-71.

3. Gonzalez-Roca E, Garcia-Albeniz X, Rodriguez-8fal S, Gomis RR,
Kornacker K, Auer H. Accurate expression profilinf very small cell populations.
PloS One 2010;5(12):e14418.

4. Gautier L, Cope L, Bolstad BM, lIrizarry RA. affgnalysis of Affymetrix
GeneChip data at the probe level. Bioinformaticsf@@, England) 2004;20(3):307-15.
5. Falcon S, Gentleman R. Using GOstats to teste gests for GO term

association. Bioinformatics (Oxford, England) 2(B(2):257-8.



	PSE_CUBIERTA
	Tesis Pilar Simón_Estudio de los mecanismos moleculares que promueven la progresión del carcinoma escamoso de piel
	tesis definitiva 18 abril.pdf
	paper
	Cancer Stem-like Cells Act via Distinct Signaling Pathways in Promoting Late Stages of Malignant Progression
	151320_1_supp_3225476_nxpgjj
	SUPPLEMENTARY DATA caption.pdf
	da Silva Supplementary Figures 1 final
	da Silva Supplementary Figures 2 final
	da Silva Supplementary Figures 3 [Modo de compatibilidad]
	da Silva Supplementary Figures 4 final
	da Silva Supplementary Figures 5 [Modo de compatibilidad]
	da Silva Supplementary Figure 6 con F final
	da Silva Supplementary Figures 7  [Modo de compatibilidad]
	da Silva et al Supplemental Information 11 11 15





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings true
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 0
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage false
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 200
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 200
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 600
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 900
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /ENU ([Based on '[High Quality Print]'] Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames false
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides true
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        18
        18
        18
        18
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 18
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [792.000 1224.000]
>> setpagedevice




