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RESUMEN

Se ha propuesto que las isoformas de CD44 pueden servir como marcadores para
identificar células troncales cancerosas (CSC) en el carcinoma hepatocelular
(HCC). Una caracteristica distintiva de las CSC es su capacidad de experimentar
una transicion epitelio mesénquima (EMT), la cual puede ser inducida por el factor
de crecimiento transformante-p (TGF-B). No obstante, aun no se han definido por
completo los rasgos de las CSC en relacién con las isoformas de CD44 ni
tampoco los efectos de TGF-B en los rasgos de las CSC presentes en las
subpoblaciones que expresan isoformas de CD44 en el HCC. El objetivo de este
trabajo fue determinar los rasgos de las CSC en las células que expresan las
isoformas de CD44 y analizar los cambios inducidos por el TGF-3. Mediante el
andlisis de datos transcriptdmicos en pacientes con HCC, se identificO a CD44v8-
10 como un posible marcador del HCC. En las células SNU-423, se detect6 que el
99 % de la poblacién, expresaba el CD44 y se identificaron dos isoformas de
CD44, CD44std y CD44v9. Se obtuvieron subpoblaciones de CD44, mediante
purificacion de perlas magnéticas, las cuales consistieron en células CD44v9+
(CD44v9) y CD44v9- (CD44std). Se observé que las células CD44v9 mostraron un
mayor potencial en la formacion de colonias, esferoides y adhesion, mientras, que
las células CD44std demostraron capacidades significativas de migracién e
invasion. Ademas, durante el proceso de EMT inducido por TGF-f3, se produjo un
cambio en los rasgos de formacién de colonias y esferoides entre las células
CD44std y CD44v9, y como resultado las funciones migratorias, invasivas y
adhesivas mejoraron. El analisis protedmico y la validacion de la sefializacion de
MAPK, revelaron que esta via se activa en células CD44std y CD44v9 después del
tratamiento con TGF-B. Estos hallazgos demuestran que CD44std y CD44v9
modifican los rasgos de CSC en respuesta a TGF-[3, a través de diversas vias de

sefalizacion, incluyeron MAPK, lo cual contribuye al desarrollo del HCC.
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“Differential Characteristics of Cancer Stem Cells within CD44std and
CD44v9 Subpopulations and Their Response to TGF-B-Induced Alterations in
Hepatocellular Carcinoma”

ABSTRACT

It has been proposed that CD44 isoforms can serve as markers to identify cancer
stem cells (CSC) in hepatocellular carcinoma (HCC). A distinctive feature of CSC
is their ability to undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT), which can be
induced by transforming growth factor-beta (TGF-B). However, the characteristics
of CSC in relation to CD44 isoforms have not been fully defined, nor have the
effects of TGF- on the traits of CSC present in subpopulations expressing CD44
isoforms in HCC. The aim of this study was to determine the traits of CSC in cells
expressing CD44 isoforms and analyze the changes induced by TGF-B. Through
transcriptomic analysis in HCC patients, CD44v8-10 was identified as a potential
marker for HCC. In SNU-423 cells, it was found that 99% of the population
expressed CD44, and two CD44 isoforms, CD44std and CD44v9, were identified.
CD44 subpopulations were obtained through magnetic bead purification, consisting
of CD44v9+ (CD44v9) and CD44v9- (CD44std) cells. CD44v9 cells showed greater
potential in colony formation, spheroid formation, and adhesion, while CD44std
cells demonstrated significant migration and invasion capabilities. Additionally,
during the TGF-B-induced EMT process, there was a change in colony and
spheroid formation traits between CD44std and CD44v9 cells, resulting in
improved migratory, invasive, and adhesive functions. Proteomic analysis and
MAPK signaling validation revealed that this pathway is activated in CD44std and
CD44v9 cells after treatment with TGF-B. These findings demonstrate that
CD44std and CD44v9 modify CSC traits in response to TGF-B through various
signaling pathways, including MAPK, contributing to the development of HCC.
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1. INTRODUCCION

En los seres vivos, varios tejidos llevan a cabo un recambio celular continuo y
rapido. A pesar de esta dinamica, los componentes celulares mantienen una masa
y arquitectura equilibrada en el tiempo, gracias a un proceso cuidadosamente
regulado por una poblacion minoritaria de células de larga vida, conocidas como
“células madre” o en inglés: “stem cells”. Estas células “stem cells“ se caracterizan
por tres propiedades: fundamentales, la diferenciacion, la autorenovacion y el
control homeostatico [1, 2]. De la misma forma como ocurre en los tejidos
normales, los tumores estdn compuestos por células cancerosas que exhiben una
diversidad de estados fenotipicos distintos con diferentes capacidades funcionales
relacionadas con el mantenimiento tumoral [3, 4]. Dentro de esta heterogeneidad
tumoral, se encuentra una subpoblacién conocida en inglés como “cancer stem
cells”, y la traduccion literal al espafiol las refiere como “células madre
cancerosas”. La palabra “madre” relativo a las células, de acuerdo con la Real
Academia Espafiola (RAE), tiene como definicion: célula que se reproduce dando
lugar a dos 0 mas células hijas. Esta definicion es insuficiente ya que limita las
capacidades funcionales a la capacidad de division asimétrica de las “cancer stem
cells”. Por otro lado, la palabra “troncal”’ relativo a las células, se define como:
célula indiferenciada que puede dar lugar a distintos tipos de tejidos [5]. Por lo
que, la palabra “troncal” abarca términos mas adecuados, no tan comprometidos y
en contexto con las caracteristicas de las “cancer stem cells”. Debido a lo anterior,
utilizaremos en este trabajo el termino de Células Troncales Cancerosas (CSC) en

lugar de células madre cancerosas.

La idea de nombrarlas como CSC fue propuesta por Rudolph Virchow en 1855 a
través de la hipétesis de que los tumores se originan a partir de restos
embrionarios, debido a las similitudes entre los tumores y tejidos embrionarios [6].
Esta teoria propuesta por Virchow fue después fue ampliada y desarrollada a lo
largo de los afios. La descripcion de CSC por primera vez en la Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) se atribuye a Bonnet y Dick en 1994-1997. Su estudio demostro que
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en la sangre periférica de pacientes con LMA, una subpoblacion CD34*/CD38
constituian aproximadamente 0.1-1% de las células totales y poseia una gran
capacidad de formacion de colonias, ademas de replicar varios de los aspectos de
la LMA humana en ratones inmunodeficientes (SCID) [2, 7]. Posteriormente, en
2001 se introdujo por primera vez el termino de CSC [8]. Estudios posteriores,
llevaron a analizar propiedades funcionales en las CSC, como la resistencia a
quimioterapias y radiacion, ademas de un aumento en el potencial metastasico en
diferentes tipos de tumores [9]. Como resultado, han surgido estudios dedicados a
la identificacion de las CSC, la evaluacion de sus funciones y el desarrollo de

terapias dirigidas contra ellas.
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Células Troncales Cancerosas

Las CSC se definen operativamente como subpoblaciones heterogéneas con una
organizacion jerarquica en un tumor. A pesar de que el origen de las CSC sigue
siendo desconocido, varios autores han propuesto varias hipoétesis diferentes a
cerca de sus origenes partiendo de células troncales normales, células
progenitoras o células diferenciadas [8, 10]. Cualquiera de estos escenarios es
plausible, dado a que la contribucién del contexto celular puede depender de
factores individuales o combinatorios, asi como de la influencia del microambiente
y de los mutagenos involucrados [11]. Las CSC se caracterizan principalmente por
sus propiedades de autorenovacion, diferenciacion e inicio y mantenimiento
tumoral. Ademas, se les ha atribuido una serie de caracteristicas adicionales que
desempefian un papel crucial en la progresion del cancer, lo cual incluye la
plasticidad celular, la supresion del sistema inmune, la evasion a la apoptosis, la
resistencia a terapias y la capacidad de metastatizar [12]. Para cada una de sus

caracteristicas se ha descrito lo siguiente (Figura 1):

Autorenovacion y diferenciacion. La habilidad de autorenovacion y formacion de
nuevas CSC, mediante la divisidbn simétrica permite el mantenimiento de las CSC.
La diferenciacion es mediada por la divisiobn asimétrica con la capacidad de
generar las CSC y las Células No Troncales del Cancer (NCSC). Estos conceptos,
se basan en que no todas las células tumorales en el cancer son iguales [13], los
tumores estan conformados por fracciones de células tumorales con diferentes
cantidades de CSC y NCSC. Las subpoblaciones de CSC pueden ser
trasplantadas durante multiples generaciones, lo cual indica su capacidad de
autorenovacion y diferenciacion [10].

Inicio y mantenimiento tumoral. Esta caracteristica es fundamental para
identificar a una verdadera CSC. Solo las CSC pueden iniciar un desarrollo
tumoral al ser trasplantadas en ratones inmunodeficientes de manera repetida. La
heterogeneidad del tejido tumoral coloca a las CSC como subpoblaciones en la
cima de la jerarquia organizativa del tumor, seguido de las NCSC, que se
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consideran la mayoria en términos de composicion celular dentro del tumor. Estas
CSC y NCSC subsisten en un nicho o microambiente tumoral, que consiste en una
compleja red de diversas células. Esté nicho desempefia un papel crucial al
mantener una sefializaciéon continua con la matriz extracelular para favorecer el

desarrollo tumoral [14, 15].

Plasticidad celular. La plasticidad celular es un fenomeno fundamental en el
microambiente tumoral en el que, las CSC mantienen una delicada armonia
dindmica entre su estado de CSC y su capacidad de diferenciaciéon hacia NCSC.
Este equilibrio se encuentra parcialmente bajo el control de su tasa de
diferenciacion y autorenovacion que involucra tanto divisiones simétricas como
asimétricas [1, 2]. Se ha encontrado que cuando el nicho tumoral enfrenta estrés
debido a cambios transcripcionales, epigenéticos 0 externos por agentes
disruptivos, se desencadena un proceso de plasticidad celular entre las
poblaciones NCSC y CSC [9, 16]. Por lo tanto, las NCSC pueden desdiferenciarse
para adquirir caracteristicas parecidas a las CSC y ser reprogramadas con un

comportamiento mas agresivo en el tumor [1].

Supresion del sistema inmune. Las CSC poseen una actividad distintiva para
suprimir el sistema inmunolégico que les otorga una ventaja en términos de
supervivencia. Las CSC evaden las respuestas inmunolégicas del huésped,
adaptado a la dinamica del microambiente alterado por la radiacion vy
quimioterapia [17]. Para lograr esto, las CSC secretan diversas citocinas como IL-
4, IL-10, IL-13 y TGF-B, que promueven la inmunosupresion al desregular el
complejo mayor de histocompatibilidad en las células T, las células presentadoras

de antigeno y las células NK [9].

Evasion a la apoptosis. La evasidon de la apoptosis es esencial para la
supervivencia de las CSC. Estas células mantienen una deficiencia en la
sefalizacion de las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Varios
mecanismos contribuyen a la supervivencia apoptética de las CSC, e incluyen la
desregulacion de receptores de muerte y el aumento en la expresion de proteinas
como Bcl-2 y Bcl-xL asi como inhibidores de la apoptosis (XIAP, clAP1, clAP2,
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survivina), [18]. Asi mismo, las CSC pueden inducir autofagia de subpoblaciones
de CSC en condiciones de baja glucosa e hipoxia, para mantener su supervivencia
[19].

Resistencia a terapéuticos. Por décadas, se ha utilizado la radiacion y la
quimioterapia como instrumentos para disminuir y erradicar los tumores.
Actualmente, se ha descrito que las CSC contienen una alta expresion de la
familia de transportadores de casete union a ATP, lo cual lleva a una
quimiorresistencia intrinseca [16]. Por otro lado, la radioterapia se ha utilizado solo
0 en combinacién con la quimioterapia o la cirugia como terapia contra el cancer.
Las CSC son consideradas virtualmente resistentes a la radioterapia [20]. Algunos
estudios han asociado los mecanismos de autorenovacion, alta capacidad de
reparacion de ADN y reduccion en induccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) [18]. Actualmente, la terapia convencional es insuficiente, teniendo en
cuenta que la mayoria de los tratamientos se centran en eliminar las células con
altas tasas proliferativa como las NCSC, lo que a menudo deja a las CSC
indemnes debido a su estado de quiescencia. Esto a su vez conduce a la
recurrencia del tumor en los pacientes. Se han propuesto principalmente dos
estrategias para la erradicacion de las CSC. La primera, es la inhibicion de la
autorenovacion y la segunda, la induccion de la diferenciacion, ambas estrategias
llevan a disminuir las subpoblaciones de las CSC y generar mas NCSC para

erradicar el tumor [16].

Metastasis. Es la habilidad distintiva de las células tumorales que les permite
migrar desde el sitio inicial del cancer y colonizar tejidos distantes e iniciar el
desarrollo de un nuevo tumor. En el contexto de las CSC, este proceso esta
estrechamente relacionado con la transicion epitelio mesénquima (EMT). En la
EMT las CSC de naturaleza epitelial pierden moléculas de adhesion como uniones
estrechas, desmosomas y hemidesmosomas que conducen a una pérdida de
polaridad apical-basal [21]. Posteriormente, comienza una ganancia de
caracteristicas mesenquimales, que conlleva a una remodelacion del citoesqueleto

de actina en las CSC. Otorgandoles la capacidad de degradar la membrana basal

18



y facilita la migracion activa, un proceso que se ha asociado con la autorenovacion
de las CSC [22]. Varios componentes relacionados con EMT como Zeb1, Twistl,
Snaill, se han encontrado en las CSC con fenotipos mesenquimales y capacidad
metastasica en varios tipos de tumores [23]. Es importante destacar que la
transicion completa a un estado mesenquimal no es necesaria para la capacidad
metastasica de las CSC [24]. Actualmente, se ha descrito suficiente informacién
sobre el concepto de las CSC, la validacién de su troncalidad y marcadores que
permitan identificar subpoblaciones de CSC con base a sus marcadores
fenotipicos en diferentes tipos de tumores. Esto ha contribuido en gran medida a
nuestra comprension de la biologia del cancer y ha impulsado la busqueda de
terapias dirigidas especificamente a las CSC.
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Figura 1. Origen v caracteristicas de las CSC. Las CSC pueden surgir a partir

de diferentes tipos de células ya sean células troncales normales, células
progenitoras o incluso células completamente diferenciadas. Las subpoblaciones
de CSC mantienen propiedades de autorenovacion y diferenciacion, inicio y
mantenimiento tumoral, plasticidad celular, supresion del sistema inmune,
resistencia a terapéuticos, evasion a la apoptosis y metastasis. (Hecho en

BioRender: https://biorender.com/).
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Marcadores de CSC

Los marcadores de CSC han sido objeto de estudio por varios autores y se han
identificado una serie de marcadores de superficie e intracelulares para definirlas.
Estos marcadores pueden ser proteinas o glicoproteinas que se encuentran
sobreexpresadas, subexpresadas, mutadas o ausentes en las CSC [25]. Entre los
marcadores mas utilizados se encuentran los siguientes, ALDH, EpCAM, CD133,
CD90, CD44, CD24 y la identificacion de una poblacion marginal [26-28]. Ademas,
se ha llevado a cabo una evaluacion a nivel molecular para detectar marcadores
genéticos como notch, sox2, musashi, oct4, nanog y nestina, ampliamente
relacionados con caracteristicas troncales [2]. La expresion de estos marcadores
se ha correlacionado con la agresividad en diferentes tipos de tumores [16, 29,
30]. Debido a estas conexiones y a las funciones para las CSC, se han propuesto
el desarrollo de terapias dirigidas especificamente contra las CSC como

alternativa o complemento de las terapias actuales (Tabla 1).

La enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), es uno de los marcadores
destacados de una familia de 19 isoenzimas que desempefia un papel en la
detoxificacion de aldehidos en el citoplasma celular e implicada en la biosintesis
de acido retinoico. Es considerado un marcador para CSC en diferentes tipos de
tumores, debido a una alta actividad de ALDH confiere quimiorresistencia a las
CSC [31].

EpCAM o CD326, este marcador se encuentra altamente expresado en
carcinomas. El dominio intracelular de EpCAM puede llegar al nacleo promover la
activacion de B-catenina/c-Myc lo que conduce a la proliferacién celular en las
CSC. Ademas, se ha observado que su alta expresion se correlaciona con un
pronéstico desfavorable en canceres como el colorrectal, gastrico y pancreatico
[32].

CD133 0 PROML1, es una pentaspanina, reconocida como un marcador de células

troncales normales en tejidos y de CSC en tumores. Se ha asociado con la
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promocion de la estabilidad del factor de HIF-1a, asi como con la activacion de la

via de sefnalizacién de Wnt/B-catenina y la regulacion de PI3K/Akt en CSC [33].

CD90 o THY1, la expresion de este marcador es util para identificar a las CSC. Su
interaccion con diversos ligandos en el microambiente tumoral como av/p3, aa/B2,
sindecano-4 y CD97 promueve la proliferacién y la metastasis de las CSC. Se
tiene reporte que CD90 sobreestimula la sefalizacion de Notch, lo cual lleva a
caracteristicas de CSC [34, 35].

CD44 es un receptor para el acido hialuronico (HA), que es sintetizado por CSC
para atraer macrofagos asociados a tumores a sus nhichos tumorales. Esto
promueve la liberacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas, con una

fase proliferativa sostenida en las células tumorales [36].

CD24 es altamente expresado en las CSC, ademas su uso con CD44 y ALDH
permite identificar CSC con caracteristicas invasivas principalmente en cancer de
mama [37]. Se ha reportado que en el cancer de higado las CSC CD24+, regula
positivamente a Nanog a través de las vias de sefalizacién de STAT3, lo que lleva

a la autorenovacion y a la resistencia al tratamiento con cisplatino [38].

La “poblacion marginal”, también conocida en inglés como “Side population”, se
identifica como una poblacion minoritaria, generalmente menos del 1% debido a la
ausencia de fluorescencia en presencia de la tincion Hoechst 33342. Debido a la
sobreexpresion de transportadores del tipo ABC, principalmente, MDR1 y ABCG2
en las CSC, lo que les permite expulsar la tincion de Hoechst 33342. Estas
poblaciones marginales poseen una quimioresistencia intrinseca en las CSC [39].

Es importante destacar que, aunque estos marcadores se reconocen cComo
indicativos de CSC, cada uno identifica subpoblaciones con caracteristicas
diferentes. Por ejemplo, CD133 y EpCAM identifican a una subpoblacién de CSC
con caracteristicas epiteliales, que generan tumores rapidamente en ratones
inmunodeficientes [30]. Por otro lado, CD90 y CD44 identifica a CSC con
caracteristicas mas mesenquimales, que producen tumores pequefios, pero con

una alta capacidad metastasica [40]. Por lo que, actualmente no hay un marcador
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universal para identificar las CSC debido a su heterogeneidad poblacional, sino
que muchos de los autores sugieren que el uso de diferentes marcadores podria
ser de gran ayuda para entender el comportamiento de estas subpoblaciones en el

desarrollo tumoral [14, 41, 42].

23



Tabla 1. Marcadores de CSC en diferentes tipos de cancer.

Marcadores Funciones relacionadas a CSC Referencia
ALDH Alta actividad asociada a quimiorresistencia [43]
EpCAM Potenciacion de la via Wnt/B catenina [44]
Inductor de la via Wnt/p catenina y estabilizacion [33]
CD133 de la via de sefalizacion PI3K/Akt
CD90 Sobreestimulacion de la via de Notch [34]
Receptor de HA [45]
CD44 Correceptor de factores de crecimiento y
citocinas
Adhesion, migracion, invasion y sobrevivencia
celular
Regulacion positiva de Nanog por STAT3 [38]
CD24 Autorenovacion y resistentes a
guimioterapéuticos
Identificacion de células con una expresion [46]
Poblacién elevada de transportadores del tipo ABC,
marginal relacionadas a quimiorresistencia
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Aislamiento y evaluacion funcional de las CSC

Actualmente las metodologias para identificar y aislar CSC se basan en los
marcadores anteriormente descritos y hacen uso de técnicas y/o herramientas
como la PCR, tinciones por inmunofluorescencia y citometria de flujo (Figura 2).
La citometria de flujo permite la separacion y purificacion de diferentes
subpoblaciones de CSC mediante la determinacion de la actividad enzimatica,
poblacién marginal o inmunofenotipificacion, por seleccion celular activada por
fluorescencia (FACS) o también seleccion celular activada por magnetismo
(MACS). Las metodologias de separacion y purificacion celular, se basan en el

uso de anticuerpos fluoromarcados o unidos a perlas magnéticas [47-49].

Una vez que se han purificado las subpoblaciones de CSC, se utilizan diversos
marcadores y se procede a evaluar sus propiedades funcionales a través de una
serie de ensayos. Estos ensayos evalluan propiedades clave de las CSC como la
autorenovacion, la diferenciacion y la habilidad para mantener el crecimiento
tumoral. Los diferentes ensayos para evaluar a las CSC incluyen el ensayo de
clonogenicidad, esferoides, xenotrasplante o0 tumorigénesis en modelos

inmunodeficientes de ratones.

Ensayo de clonogenicidad. Se utiliza para determinar la supervivencia celular y

demuestra la capacidad de una sola célula de generar una colonia completa [50].

Ensayo de esferoides. En este ensayo las posibles CSC se cultivan en una
superficie de ultra baja adherencia en un medio definido, esto pone a prueba la
capacidad de las CSC de mantener un crecimiento celular (autorenovaciéon) de

manera independiente del anclaje, ambos ensayos se realizan in vitro [50-52].

Ensayo de tumorigénesis. Se considera el estandar de oro para identificar CSC
in vivo, donde una vez aisladas subpoblaciones de CSC mediante citometria de
flujo, son inyectadas en ratones inmunodeficientes en un rango de densidades
celulares que varia desde cientos a pocos miles y deben de desarrollar tumores

para ser consideradas CSC [53].

25



A pesar de los avances en la identificacion y evaluacion de las CSC, el desafio
técnico por encontrar marcadores especificos para aislar o usar como blanco
contra las CSC permanece en constante busqueda. Entre los marcadores
descritos, CD44 se destaca entre los otros marcadores de CSC debido a su
capacidad para generar multiples isoformas de manera especifica en diferentes

tipos de cancer.
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Figura 2. Identificacion, aislamiento y caracterizacion de CSC. La

identificacion de marcadores de CSC, se basa en la deteccion de marcadores
genéticos como factores de transcripcion o la presencia de marcadores de
superficie troncales utilizando técnicas y herramientas como PCR,
inmunofluorescencia y citometria de flujo. La citometria de flujo, ademas de
identificar marcadores especificos permite aislar subpoblaciones de CSC mediante
la separacion de poblaciones marginales, la evaluacion de la actividad enzimatica
como ALDH o la inmunofenotipificacion mediante FACS o MACS. Finalmente, la
caracterizacion de las propiedades de las CSC como la autorenovacion,
diferenciacion e inicio y mantenimiento tumoral se realiza por ensayos de
clonogenicidad, esferoides y modelos de xenotrasplantes o tumorigénesis.

(Elaborado en BioRender: https://biorender.com/).
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CD44

Estructura gendmica. El gen cd44 esta compuesto por 20 exones y 19 intrones
localizados en el locus del cromosoma 11pl3 en ser humano [54].
Estructuralmente el exon 1 codifica para la secuencia N terminal de CD44, los
exones 2 y 3 determinan el sitio de union del HA, los exones 4, 5, 16 y 17
componen la region troncal. Cabe destacar que, en esta misma region, pueden
verse incluidos o no los exones 6-15 denominados exones variables (v2 - 10) por
el proceso de empalme alternativo (Alternative splicing). El exdon 18 codifica para
un domino de un pase transmembranal y el exon 20 forma el domino
citoplasmatico. El exdén 19 es eliminado por empalme alternativo en todas las
isoformas de CD44 [55-57] (Figura 3).

El proceso de empalme alternativo en cd44 no esta del todo entendido. Sin
embargo, se ha reportado que las proteinas reguladoras del empalme epitelial
(ESRP) [58], desempefian un papel en la inclusiébn de exones variantes en cd44.
ESRP1 y ESRP2 son reguladores del empalme alternativo en células epiteliales
que promueven la regulacion de los exones variables (v8-10 y v6-10) en CD44
[59]. La sobreexpresion de ESRP mantiene un fenotipo epitelial que bloquea la
induccion de EMT por factores como TGF-3, Twist y Snail [60-62]. También, se ha
determinado que la induccién de la EMT provoca un cambio de isoforma de
CD44v a CD44std por SMAD3 en la sefializacion de TGF-B [63]. Es importante
recalcar que las isoformas generadas por cd44 tienen pesos moleculares muy
diferentes. La isoforma mas pequefia, CD44 estandar (CD44std) de 85 kDa, no
incluye los exones variables, mientras que las isoformas variantes CD44 (CD44v)
pueden tener pesos moleculares de 100 a 250 kDa y puede incluir individualmente
0 en grupo los exones de v2 - 10 [64].
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Figura 3. Estructura genémica vy codificacion de cd44. La estructura genémica

de cd44 consta 20 exones gendémicos, donde 9 son exones constantes y 9 son
exones variables. Dos exones son eliminados debido a que codifican a un codén
de paro (vl) o se eliminan automaticamente por empalme alternativo. La
codificacion de los exones de cd44 se da la siguiente manera: Exones 1-5 & 16-17
codifican el dominio externo (DE) responsables de la unién al HA y el dominio
troncal (DT). Los exones 7-15 forman la region variable conocida como v2-v10. El
exén 18 es el pase transmembranal (PT). El ex6n 20 corresponde al dominio
citoplasmatico (DC). Cabe destacar que el exdn 6 codifica para un codon de paro
y el ex6n 19 es eliminado en el proceso de empalme alternativo. (Elaborado en

BioRender: https://biorender.com/).
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Estructura proteica de CD44. Todas las isoformas de CD44 son glicoproteinas
transmembranales que se expresan de manera ubicua en leucocitos, células
epiteliales y CSC [54]. CD44 consiste en cinco dominios funcionales: dominio
extracelular o ectodominio (DE), el dominio variable (DV), el dominio troncal (DT),
el dominio transmembranal (TM) y el dominio intracelular (DI) [55]. EI DE de CD44
actla como receptor para el HA, que es un polisacarido importante presente en la
matriz extracelular y compuesto por unidades repetidas de acido-B-1-4-D-
glucuronico-B-1,3,-D-N-acetilglucosamina [65]. La region de unién al HA es
compartida en todas las isoformas de CD44. Sin embargo, la union a HA induce
cambios conformacionales en el ectodomino de las isoformas CD44v lo que
permite la interaccion de correceptores para otros ligandos como osteopontina,
colagena y metaloproteasas en la matriz extracelular [66, 67]. El DE de CD44
también puede ser liberado de la membrana celular mediante metaloproteasas
como MT1-MMP, ADAM10 o MMP9 lo que promueve la migracion celular [68]. El
dominio TM es de un solo paso y proporciona una plataforma de sefializacion para
factores de crecimiento, cofactores y proteinas cinasas lo que facilita la
sefalizacion de CD44 [69]. Por otro lado, el DI de CD44 desempefia un papel
importante en varios aspectos. Su interaccidon con proteinas del citoesqueleto
ezrina, radixina y miosina (ERM) mediante la fosforilacion de la cola citoplasmatica
de CD44, remodela el citoesqueleto de actina y afecta las vias de sefalizacion de
Ras, MAPK y PI3K/Akt en células tumorales. Esto promueve funciones como
adhesion, migracion, quimiorresistencia, invasion y sobrevivencia [55, 70, 71].
Ademas, el DI de CD44 contiene una sefal de localizacién nuclear y tras ser
escindido por presenilina - y - secretasa puede translocarse al nucleo a través de
CBP/p300 o STAT3 [72], lo que regula a los genes como cd44, ciclinaD1, oct4,
sox2, nanog, hif-2a, c-myc, y twistl [73-76]. La complejidad en CD44 y sus
funciones se ve incrementada por modificaciones postraduccionales, incluyendo
N- y O- glicosilacién, fosforilacion, sulfonacion y escision del ectodominio [64]. Las
funciones de CD44 incluyen adhesion celular, migracion, invasion y sobrevivencia
(Figura 4). La diversidad de funciones de CD44 ha llevado a que se le considere

como un marcador de CSC.
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Figura 4. Estructura proteica, sefalizacion y funcién de CD44. CD44 es el

receptor del HA y puede unirse a otros ligandos como osteopontina, colagenos y
metaloproteasas presentes en la matriz extracelular, funcionando como una
plataforma de interaccién para factores de crecimiento. Se ha descrito que el
dominio intracelular de CD44 puede interactuar con el citoesqueleto a través de
las proteinas. Como la proteina ERM, lo que influye en la activacion y regulacién
de Src mediando la interaccién con efectores como RhoA, Ras y RAC1. Esto
activa posteriormente, vias oncogénicas como MAPK vy las vias de PISK/AKT que
promueven diversas funciones en células tumorales, lo cual incluye la proliferacién
celular, la invasion, la migracién y la quimiorresistencia. (Elaborado en BioRender:

https://biorender.com/).
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CD44 como marcador de CSC

El uso de CD44 como marcador de CSC, ya sea de manera individual o en
conjunto con otros marcadores de CSC, ha sido ampliamente documentado en
varios tipos de cancer [57, 77]. En el caso del carcinoma nasofaringeo, se ha
observado que la poblacion CD44* es mas proliferativa y radioresistente en
comparacion a CD44 [78]. Un ejemplo adicional se encuentra en el cancer
gastrico donde células CD44* exhiben propiedades como la autorenovacion, el
crecimiento sin anclaje, la quimiorresistencia, y la capacidad de diferenciacion a
células CD44 . La eliminacion de CD44 conlleva a una disminucién de esferoides y
a tumores mas pequefios en ratones inmunodeficientes [79]. En cancer de mama,
se ha utilizado la deteccién del fenotipo CD44*/CD247°3°, mostrando un potencial
tumorigénico en ratones inmunodeficientes con tan solo 100 células. Al realizar
xenotrasplantes de manera consecutiva, los nuevos tumores generados contindan
produciendo subpoblaciones CD44*/CD247%3° y no tumorigénicas [80]. En otros
experimentos relacionados con el cancer de mama, se ha determinado que la
poblacién CD44%/CD243° contiene caracteristicas de CSC y cuando se agrega el
fenotipo ALDH1*, muestran un comportamiento migratorio y metastasico [37].
Convincentemente, se ha evaluado el papel funcional de CD44 como marcador de
CSC, demuestra que es posible reprogramar transcripcionalmente a células de
cancer de colon de CD44  a CD44* con caracteristicas de CSC [75]. En cancer de
higado, a diferencia de otros tipos de cancer, se ha propuesto que CD44 podria
ser de mayor utilidad cuando se combina con otros marcadores. Se han aislado
células CD44* a partir de dos lineas celulares (MHCC97L y PLC), y desarrolla
tumores en ratones desnudos. Sin embargo, al aislar células CD90*/CD44* se
encontré una mayor capacidad de inducir metastasis a pulmon en comparacion de
CD90*/CD44- [81]. De manera similar, otros autores mencionan que al aislar
células CD44*a en cancer de higado, no son superiores a las células CD447bao,
en cuanto a crecimiento clonogénico y tumorigenicidad. Ademas, las células
CD133*/CD44*, se definen como una subpoblacion de CSC metastasica a pulmoén

en ratones inmunodeficientes [82] (Tabla 2).
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Tabla 2. CD44 como marcador de CSC en diferentes tipos de cancer.

Fenotipo Tipos de Caracteristicas de CSC Referencia
cancer
CD44* Cancer Alta actividad clonogénica ante la [78]
nasofaringe | radiorestencia y la quimiorresistencia.
0
CD44* Céancer de | Autorenovacion, crecimiento sin anclaje [79]
estomago y diferenciacion a CD44".
Céancer de Alto potencial tumorigénico en [80]
CD44*/CD24- mama xenotrasplantes seriados ratones
inmunodeficientes.
Cancer de CD44*/CD24  contenia caracteristicas [37]
CD44*/CD24 mama de CSC
/ALDH1* CD44*/CD24°/ALDH1* demostraban
propiedades migratorias y
metastasicas.
Céancer de La reprogramacion de células CD44" a [75]
CD44* colén CD44* permitio la ganancia de
propiedades de autorenovacion,
diferenciacion y tumorigénesis.
Céancer de Genera tumores pequefios y con [81]
CD44*/CD90 higado capacidad metastasica a pulmon.
+
Céancer de Las células CD44*/alto, no son
CD44*/alto higado superiores a las CD44/bajo, en cuanto [82]
CDA44-/[bao a crecimiento clorogénico y

tumorigenicidad. Por otro lado, células
CD133*/CD44*, como una
subpoblacién de CSC metastasica a

pulmén en ratones inmunodeficientes.
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Aparentemente, esto nos indicaria que CD44 no podria ser utilizado como
marcador de CSC en cancer de higado. Sin embargo, la mayoria de los estudios
donde se analiza la expresidbn de CD44 se realiza mediante anticuerpos que
detectan la expresion total de CD44 (CD44std + CD44v) y no una isoforma
especifica de CD44. Por lo que, el estudio de las distintas isoformas de CD44
podria arrojar luz sobre por qué CD44 se asocia como marcador de CSC en
algunos tipos de cancer y en otros no. Un ejemplo que respalda esta idea se
encuentra en el cancer gastrico. En el modelo de ratén Gan en el cual existe una
sefalizacion sostenida de Wnt y E2 en mucosa gastrica, se ha observado que los
ratones CD44** desarrollan tumores y con baja sobrevida. Ademas, se ha
relacionado un aumento de la expresion de la isoforma CD44v8-10 con tumores
gastricos de gran tamafio. En contraste con ratones Gan CD447 los cuales
desarrollaron tumores méas pequefios [83]. Recientemente se ha descrito que la
expresion de CD44std proporciona caracteristicas de CSC en una linea celular de
cancer de higado [84]. De acuerdo a estos estudios, parece que el analisis de las
diferentes isoformas de CD44 podria proporcionar una mejor idea sobre el

comportamiento de las CSC en diferentes tipos de cancer.
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Papel crucial de las isoformas de CD44 en céncer y uso como marcadores de
CsC

Se ha reportado que varias isoformas de CD44 son expresadas preferentemente
en células tumorales [85-89]. Las diversas isoformas de CD44 desempefian
funciones especificas en el desarrollo tumoral de diferentes tipos de cancer. En el
cancer gastrico, la isoforma CD44v8-10 interactia directamente con el
transportador de glutamato-cisteina, aumentando el nivel de glutation reducido.
Este aumento en el glutatibn reducido actia como una defensa contra las
especies reactivas de oxigeno, inhibiendo la sefializacion por p38/MAPK y en
Gltima instancia promueve el desarrollo tumoral [83]. En células de leucemia, las
isoformas CD44v6 y CD44v8-10 tienen un papel relevante. Estas isoformas
interactuan directamente con Fas, lo cual interfiere con su trimerizacion. Esto evita
la sefalizacion del ligando de FAS y activacion de componentes rio abajo (FADD
y Caspasa-8) lo que previene la apoptosis [90]. Las isoformas de CD44 también
participan activamente como correceptor de varios receptores de tirosina cinasa
(TKR), relacionando con la invasion y la metéstasis [91]. El receptor del factor de
crecimiento endotelial (EGFR), en particular ErbBl y ErbB2, se encuentra
desregulado en el cancer de mama [92]. Se ha demostrado que CD44v6 es
necesario como correceptor de ErbB1, y permite la union del factor de crecimiento
endotelial (EGF) y epiregulina, esto se ha correlacionado con metastasis en
ganglios linfaticos en pacientes con cancer de mama y metastasis en pulmoén en
ratones Balb/c. Mientras que la sefalizacion de proheparina unida al EGF era
dependiente de CD44v3 y sus cadenas de heparina sulfato para la sefializacion de
ErbB4, fosforilando a ERK [93]. Esto determina un reclutamiento diferencial entre
isoformas de CD44 como correceptores para la sefalizacion de EGFR. Otra TKR
relacionada con CD44 es el receptor c-Met; una vez que el factor de crecimiento
de hepatocito (HGF) se une requiere la activacibn de ERM en la cola
citoplasmatica de CD44v6, para iniciar la sefializacion de Ras/MAPK, y promover
las funciones de migracion y proliferacion en células de cancer de colon [94].

Similarmente, la activacion del EGF y su receptor/CD44v6 cumple casi el mismo
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papel con c-Met [95]. En el caso de CD44std, se ha asociado con un
comportamiento mesenquimal e invasivo en cancer de higado y en cancer cérvico

uterino. Esto esta relacionado con la activacion de TGF-B [60, 96] (Figura 5).
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Figura 5. Funcion de isoformas de CD44 en el cancer. CD44v8-10 interactla
directamente con el transportador de glutamato-cisteina, lo que aumenta el nivel
de glutation reducido y protege contra especies reactivas de oxigeno. Esta accién
inhibe la sefializacién de p38/MAPK y promueve el desarrollo tumoral. CD44v6 y
CD44v8-10, estas isoformas interactian directamente con Fas, interfiriere con la
trimerizacion del receptor de FAS, evita la sefalizacion y activacion de
componentes de FADD y Caspasa-8 para evitar la apoptosis. CD44v6 actla como
correceptor de ErbB1, permitiendo la union del EGF y epiregulina. Mientras que la
sefalizacion de proheparina unida al EGF era dependiente de CD44v3 y sus
cadenas de heparina sulfato para la sefalizacién de ErbB4, fosforilando a ERK y
desencadenando un comportamiento invasivo. El receptor c-Met y CD44v6, una
vez que el HGF se une a c-Met requiere la activacion de ERM en la cola
citoplasmatica de CD44v6 para iniciar la sefializaciéon de Ras/MAPK y permitir las
funciones de migracién y proliferacion. CD44std, esta isoforma se ha asociado con
un comportamiento mesenquimal e invasivo relacionado a la activacion de TGF-f3.

(Elaborado en BioRender: https://biorender.com/).
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Las diferentes isoformas de CD44 desempefian roles especificos en la
identificacion y funcion de las CSC en diversos tipos de cancer. Esto respalda la
idea de que el andlisis de las isoformas de manera individual o en combinacion
con otros marcadores de CSC podrian ayudar a identificar a las CSC en diferentes
tipos de cancer, de manera mas precisa que CD44 total (CD44std + CD44v). A
continuacion, se resumen algunos de los hallazgos relevantes en diferentes tipos
de cancer. Se ha identificado que CD44v6 identifica a las CSCs en el cancer de
colon que conducen a la metastasis [94]. Recientemente, también se ha descrito
que la poblacidbn CD44std* muestra caracteristicas quimiotacticas e invasivas,
mientras que las células CD44v9* mantenian un potencial de diferenciacion
seriada a CD44std* y generacion de tumores en cancer de vesicula biliar [97].
Aparentemente, la induccién de CD44v8-10 en MCF-7, una linea celular que no
expresa isoformas de CD44, aumento la migracion y formacion de esferoides [98].
Del mismo modo, en experimentos usando ratones knockin que expresan ya sea
CD44v4-10 o CD44std, han demostrado que CD44v, y no CD44std, promueve la
iniciacibn de adenomas de colon en ratones Apc (Min/*) por la sefializacién
sostenida de Wnt [99]. Por otro lado, se ha correlacionado a CD44std, CD44v2-10,
CD44v3-10 y CD44v8-10 con subtipos de cancer de mama y marcadores de CSC
[100]. Mientras, CD44v8-10 es la isoforma variante mas cominmente encontrada
en muestras de cancer gastrico junto con EpCAM, sirve como marcadores
especificos para CSC [101]. De manera similar CD44v3*/ALDH* son marcadores
de CSC en cancer de cabeza y cuello [102]. Sin embargo, se ha estudiado muy
poca la capacidad de las diferentes isoformas de CD44 para identificar CSC en el

cancer de higado y determinar las funciones que cumplen estas isoformas.
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Tabla 3. Funciones de CSC en diferentes isoformas de CD44.

Isoformas de | Tipos de cancer Caracteristicas de CSC Referencia
CD44
CD44v6 Céancer colon Determina CSC con [94]
propiedades metastésicas
CD44std Céancer de CD44std: Subpoblacion invasiva [97]
CD44v8-10 vesicula biliar y quimiotactica
CD44v8-10: Subpoblacion con
capacidad de autorenovacion,
diferenciacion y tumorigénesis
CD44v8-10 Céancer de La induccion de expresion de [98]
mama CD44v8-10 provoco un aumento
en la migracion y formacion de
esferoides
CD44v4-10 Adenocarcinoma CD44v4-10, promueve la [99]
de colon iniciacion de adenomas de
colon en ratones Apc(Min/*)
mediante la sefializacion de Wnt
CD44std Céancer de Se ha correlacionado con [100]
CD44v2-10 mama subtipos de cancer de mamay
CD44v3-10 marcadores de troncalidad
CD44v8-10
CD44v8- Céancer de Fueron utilizados en ensayos de [101]
10*/EpCAM* estomago tumorigénesis con un nimero
minimo de células en ratones
inmunodeficientes
CD44v3*/ALDH"* Cancer de Altamente quimioresistentes, [102]

cabezay cuello

con caracteristicas de
autorenovaciéon y formacion de

esferoides
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Isoformas de CD44 en cancer y su relacion con TGF-8

El cambio de isoforma de CD44 en diferentes tipos de cancer ha sido ampliamente
reportada. El patron de expresion de las isoformas de CD44 cambia a lo largo del
eje epitelio-mesénquima, lo cual genera isoformas especificas con efectos
fenotipicos particulares. En este contexto, CD44 desempefia un papel integral al
operar rio arriba y abajo en los programas de transcripcion relacionados con la
EMT. Durante la EMT en diversos tipos de cancer, se produce un cambio en CD44
de su isoforma CD44v, que estd mas estrechamente vinculada con el fenotipo
epitelial, hacia CD44std [103]. En el contexto de la EMT, también se sefala a
ESRP1 como el principal regulador de la expresion de las isoformas de CD44, y su
actividad conduce a la inclusion de exones variantes en la region central de la
proteina [104]. Por lo tanto, ESRP1 regula el procesamiento postraduccional de
una extensa red de proteinas que mantienen el fenotipo epitelial, y su alteracion
resulta en la pérdida de la EMT. Uno de los inductores descritos en la EMT es
TGF-B, por lo cual induce la expresion de CD44std a través de la inhibicion de las
ESRPs. Este cambio de isoforma de CD44 puede ser regulado por TGF-$ a través
de las SMAD3 y la proteina de union mdultiple 1 (PCBP1) [105, 106]. Ademas,
estos cambios de la expresion de isoformas a CD44 no solo esta asociado con
una presencia en el fenotipo epitelial o mesenquimal, sino también con rasgos de
CSC en diferentes tipos de cancer. Se ha reportado que en cancer de ovario,
CD44 fue asociada a los rasgos de CSC y EMT, y su regulacion mediante los
factores de transcripcion como Snail y Zebl [107]. En linea con los resultados
anteriores, en este mismo tipo de cancer, CD44v6 se correlacionaba con la
expresion de B-catenina y TGF-B [108]. El cambio de CD44v a CD44std a partir de
la desregulacion de ESRP1 se asocié con la expresion de ALDH1 y un estado
metabdlico quiescente [109]. Por otro lado, la regulacion de PCBP1 por parte de
TGF-B y EGF por SMAD3 favorece la expresiéon de CD44std con un fenotipo
mesenquimal [96]. Este hallazgo se repite en CSC de prostata después del
tratamiento de TGF-B, donde se reporta a PCBP-1 como un actor activo en el

cambio de CD44v a CD44std siendo esencial para EMT y expresion de otros
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marcadores de CSC [106], es un resultado que contrasta con la influencia de TGF-
B en la sobreregulacion de CD44std; un ejemplo de esta contradiccion es lo
reportado en céncer esofagico escamoso, donde CD44v9 aumento su expresion
ante la presencia de TGF-B, aunque sin ahondar en el comportamiento de
efectores como PCBP1 o ESPRL1. Esta variacion se asocia principalmente con un
comportamiento migratorio e invasivo [110]. En cancer gastrico, se encontré una
induccion de vimentina inducida por TGF-B inducido por EMT junto con la
expresion de CD44v3,8-10 con comportamiento invasivo y migratorio [111]. En
conjunto, estos datos muestran como la relacién del cambio de isoforma en CD44
pueden favorecer rasgos de CSC y EMT en diferentes tipos de cancer, pero con
una presencia diferencial de CD44std o CD44v. La siguiente tabla enfatiza los

cambios de isoformas de CD44 en diferentes tipos de cancer (Tabla 3).
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Tabla 4. Cambios de isoformas de CD44 en diferentes tipos de cancer por

TGF-B.
Céncer Cambio de Papel de CD44 Referencia

isoforma

Céancer de préstata CD44v a TGF-B desregula PCBP1 [106]
CD44std llevando a un cambio de

isoforma
Cancer de ovario CD44v a Desregulacion de ESRP1 | [107, 109]

CD44std por TGF-

Céancer de eso6fago CD44v9 Sobreregulacion de [110]

escamoso CD44v9 y EMT
Cancer de gastrico CD44v3,8-10 Expresion de vimentina y [111]
EMT
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2. ANTECEDENTES

Isoformas de CD44 en el carcinoma hepatocelular y su relacién con TGF-8

Segun los datos de Globocan en el 2020, el cancer de higado se coloca
mundialmente como el tercer cancer mas mortal, solo detrds del cancer de
estdmago y pulmén [112]. Aproximadamente el 80% de los casos de cancer de
higado, se diagnostican como carcinoma hepatocelular (HCC) con una incidencia
de 800,000 casos por afio a nivel mundial [113]. Los factores de riesgo para
desarrollar HCC, pueden resumirse en infecciones previas con hepatitis B o C,
abuso de la ingesta de alcohol, sindrome metabdlico y consumo de alimentos
contaminados por aflatoxina B1 [114]. EI HCC tiene un pronoéstico desfavorable
con una supervivencia de solo seis meses debido a un diagndstico tardio. Las
terapias existentes son limitadas, e incapaces de erradicarlo, prevenir la
metéstasis o de evitar la recurrencia [115]. En el HCC, el estudio de las isoformas
de CD44 ha sido estudiado por mucho tiempo. En el afio 2000, se asoci6 la
expresion de las isoformas CD44std, CD44v5, v6, v7-8, v10 en el HCC con un
pronéstico desfavorable y la presencia de metastasis [116]. Es de resaltar que la
mayoria de los estudios asocian la expresiéon de CD44std con induccién de la EMT
[60]. CD44v6 se ha asociado con caracteristicas invasivas in vitro, pero sin un
valor clinico significativo [117]. Recientemente, el estudio de las isoformas de
CD44 en el HCC se ha enfocado evaluar su funcién y su potencial como
marcadores de CSC. Se ha descubierto que en las células de hepatoma celular,
un subtipo de cancer de higado, al cultivarlas en esferoides, presentaron
caracteristicas similares a CSC con alto potencial metastasico. Esto se evidencié
con un aumento en la expresion de CD44v8-10, y una disminucion de la expresion
CD44std como se observo en el andlisis de expresion a través de RNA-seq [118].
Por otro lado, en un estudio donde se realizé la eliminacion de CD44std en las
células Huh7, se observé una mayor sensibilidad a los tratamientos de
guimioterapia, una disminucion en la formacion de esferoides y una mayor
expresion de marcadores de CSC como cd133 y epcam. Ademas se detectd una
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desregularizacion inducida por ROS [84]. La relacion entre TGF-(, las isoformas
de CD44 y las CSC en el HCC es de gran relevancia. Un estudio evalu6 el impacto
del tratamiento con TGF- en la expresion de CD44, revel6 que fortalecié la via de
sefalizacion AKT/GSK3-B/pB-catenina que resulté en un aumento de la migracion,
invasion y formacion de esferoides [119]. En contraste, la inhibicion de la
expresion de CD44std, bloqued la EMT inducida por TGF-B. Investigaciones
adicionales han demostrado una mayor presencia de CD44 en células tumorales
circulantes en comparacion con el tumor primario, con una asociacion a la EMT.
Desde una perspectiva clinica, la expresion de CD44std en los tumores de HCC
se relaciondé con un perfil mas mesenquimal y un prondéstico desfavorable [120].
También, se identific6 la presencia de CD44std en el HCC, cuya expresion
contribuye tanto a la EMT como a la formacién de esferoides. Sin embargo, la
mayoria de los estudios se han centrado en el papel de CD44std en la EMT
mediada por TGF-B, lo cual deja un vacio en la comprensién del comportamiento
de las isoformas CD44v y sus implicaciones en las caracteristicas de las CSC
[121]. Por lo cual, proponemos llevar a cabo un analisis de los rasgos de CSC en
subpoblaciones que expresen diferentes isoformas de CD44, con el objetivo de
explorar las modificaciones en estas caracteristicas después del tratamiento con
TGF-B.
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3. JUSTIFICACION

La identificacion de isoformas de CD44 se ha relacionado con la progresion
tumoral y con la manifestacion de un fenotipo de CSC en el HCC. Sin embargo,
los rasgos especificos de las CSC no han sido definidos completamente en
funcion de la expresion de las distintas isoformas de CD44. Ademds, no se han
estudiado los efectos que el TGF-B pueda tener sobre los rasgos de CSC en

subpoblaciones que expresan isoformas de CD44 en el HCC.
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4. HIPOTESIS

La estimulacion con TGF-B exacerbara las caracteristicas de las CSC en

subpoblaciones que expresan isoformas de CD44.

5. OBJETIVO
General

El objetivo principal de este estudio es identificar las caracteristicas de las CSC en
células que expresan diferentes isoformas de CD44 y analizar como estas
caracteristicas se ven afectadas por la presencia de TGF-.

Particulares

1. Analizar la expresion de cd44 a nivel de exon e isoformas en bases de
datos.
2. Validar la expresion de CD44 total e identificar sus isoformas en las

diferentes lineas celulares de HCC.

3. Validar la purificacion de isoformas de CD44.

4. Determinar comparativamente los rasgos de CSC en subpoblaciones de
células que expresan CD44std y CD44v9.

5. Evaluar los cambios inducidos por TGF-f en las isoformas de CD44 y
rasgos de CSC en subpoblaciones CD44std y CD44v9.

6. Analizar el proteoma de subpoblaciones CD44std y CD44v9, asi como los
cambios en la sefializacion inducidos por TGF-.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Andlisis de datos transcriptémicos

Los datos transcriptdmicos de RNA-seq se obtuvieron a partir de la cohorte de
cancer de higado (LIHC) del Atlas del Genoma de Cancer (TCGA) que consta de
un total de 330 muestras de pacientes utilizando el servidor UCSC Xena
(https://xenabrowser.net/datapages/). Los datos se separaron entre muestras
tumorales (n =280) y muestras normales (n = 50). Estos grupos se compararon de
acuerdo con la expresion total de cd44 utilizando una prueba t. Los exones de
cd44 de estos datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias. El porcentaje
de las isoformas de cd44 se obtuvieron del servidor de [ISOexpresso
(http://wiki.tgilab.org/ISOexpresso/). La expresion de las isoformas de cd44 se
obtuvé de la plataforma TSVdb (http://tsvdb.com/). Los datos de expresion relativa

se presentan en unidades de lecturas por millén de bases por kilobase (RPKM).

6.2. Lineas celulares

Se Uutilizaron las lineas celulares derivadas de HCC del ser humano, HepG2 y
Huh7, las cuales fueron crecidas de acuerdo con las indicaciones dadas por
american type culture collection (ATCC). Se crecieron en medio modificado
dulbecco-eagle (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y 100
unidades de antibidticos (ampicilina y estreptomicina). Para el caso de la linea
celular SNU-387, fue cultivada en medio roswell park memorial institute 1640
(RPMI 1640) suplementado con FBS al 10 % y 100 unidades de antibiGticos
(ampicilina y estreptomicina). También, la linea celular SNU-423 se cultivd en
medio RPMI 1640 suplementado con FBS descomplementado al 10 % y 100
unidades de antibidticos (ampicilina y estreptomicina). Todas las lineas celulares

crecieron en ambiente humedo a 37°C y 5 % de CO..
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6.3. Disgregacion celular

Para lograr un marcaje eficaz de los marcadores de superficie en las lineas
celulares se eligid una disgregacion celular suave [122]. Las lineas celulares
fueron crecidas en placas de cultivo de P100 y P150 Corning Inc. (NY, USA) con
una confluencia al 70 - 90 %. Se lavd 2 veces con PBS 1x y se retird el
sobrenadante. Se agreg6 1 mL de Verseno (PBS 1x al 0.05 % de EDTA), se
incubo por 5-10 min en ambiente humedo a 37°C y 5 % de CO2. Posteriormente,
se neutralizé con 1 mL de medio correspondiente de la linea celular y se realizo el
conteo celular para verificar la densidad celular, la integridad y viabilidad con Azul

Tripano a 0.004 % en una camara de Neubauer.

6.4. Citometria de flujo

Las lineas celulares de HCC (1x108) se incubaron con a-CD44 panespecifico-
Alexa 700 (1:500; Cat. No. 561289) en la oscuridad durante 20-30 min a 4 °C.
Mientras tanto, SNU-387 y SNU-423 se marcaron con a-CD44v9 (1:300; Cosmo
Bio Co., LTD; Cat. No. LKG-MO001). Las células marcadas con CD44v9 se
incubaron luego con el anticuerpo secundario de rata FITC a (1:500; Invitrogen;
Cat. No. 31629). Después de la incubacion, las células se centrifugaron a 425 x g
durante 5 min, se lavaron dos veces con PBS 1x al 2 % de FBS y rsuspendieron a
4 °C. Luego, las células se analizaron utilizando un citometro de flujo CytoFLEX-
LX y el software CytExpert 2.1. Se registraron un total, de 15,000 eventos y se
excluyeron del analisis las células muertas tefildas con yoduro de propidio asi

como los restos celulares.

6.5. Inmunocitoquimica

Las células de HCC (1x10° se fijaron con 4% de paraformaldehido, se
permeabilizaron con 0.1 % de Triton X-100 y se bloquearon con 3 % de albumina
sérica bovina (BSA). Posteriormente, las células se incubaron con el anticuerpo
primario a-CD44 (1:100; Abcam; Cat. No. ab189524) y el control de isotipo de
conejo (1:100; Life Technologies; Cat. No. z30817), seguido de la incubacion con
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anti-rabbit-HRP por 1 h. Se utilizé un kit de sustrato DAB-Plus (Life Technologies;
Cat. No. 002020) para la deteccion de sefiales, y la reaccion se detuvo con agua
Milli-Q (H20 MQ). Las imagenes se capturaron con un microscopio Optico

(Olympus IX70) controlado por un software de analisis de imagenes (analySIS®).

6.6. Separacion celular magnética activada (MACS)

La separacién celular magnética activada (MACS) se llevo a cabo utilizando el kit
de separacion celular magnética para CSC humanas CD44v9+ (Cosmobio; Cat.
No. CSC-SEP1) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Donde se utiliza
la clona reportada de CD44v9 [123]. En resumen, se afiadieron 5 ul de a-CD44v9
acoplado a perlas magnéticas en amortiguador de unién a 2.5x10° células (1 mL),
seguido de una incubacién durante 20 min a 4 °C. Luego, fueron suspendidas con
amortiguador de lavado y se centrifugd a 300 x g durante 3 min. Las células se
colocaron ante un soporte magnético para recolectar a CD44v9+ por 5 min,
mientras que las células CD44v9- se eluyd. Las células CD44v9- y CD44v9+

aisladas se utilizaron para experimentos posteriores.

6.7. Indice de area celular

Las células se sembraron en condiciones normales y se les permitié crecer
durante 24 h. Después de este tiempo, se adquirieron imagenes de 6 campos
diferentes con 30-50 células por campo utilizando un microscopio éptico (Olympus
IX 70) controlado por un software de analisis de imagenes (analySIS®). El area
relativa de las células se determind calculando el area de las células individuales

en funcién de la intensidad de pixeles utilizando el software ImageJ.

6.8. Western Blot

La obtencién de proteina total fue realizada con un amortiguador de lisis RIPA,
que contenia 100 pL/mL de un coctel de inhibidores de proteasas COMPLETE
(Roche Applied Science, Mainheim Germany) y 10 uL/mL de inhibidores de
fosfatasas FOSPHOSTOP (Roche Applied Science, Mainheim Germany). Se
cargaron cantidades iguales de proteina (20 - 30 pg) en un gel 8-10 % SDS-PAGE
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y se aplico un voltaje de 80 V durante 30 min. Posteriormente, se aumentoé el
voltaje a 120 V por 2 h. La integridad de las proteinas fue verificada por la tincién
con azul de Coomasie. Después, el equilibrio de las membranas SDS-PAGE fue
llevado por 10 min para transferirse a membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF). La transferencia del gel a la membrana de PVDF se realizé a 0.4 A por 2
h, posteriormente las proteinas transferidas a la membrana fueron tefiidas en rojo
con Ponceu S. El bloqueo de las membranas fue realizado con leche baja en
grasa diluida en TBS o PBS 1x en Tween 20. La incubacion con los anticuerpos
fue realizada toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con
TBS o PBS 1x en Tween 20, para posteriormente incubarse con el respectivo
anticuerpo secundario 1 h a temperatura ambiente (TA). Después de 3 lavados
con la respectiva solucién se procedio a realizar una incubacion de la membrana
con luminol Millipore. Se incluye una tabla con detalles mas especificas sobre los

protocolos de los anticuerpos utilizados en este trabajo (Anexo 1).

6.9. Ensayo de clonogenicidad

Se sembraron 500 células por pozo, en placas de 6 pozos y se cultivaron a 37 °C
en una atmésfera himeda con 5 % de CO2. Después de 14 dias de cultivo, se
determiné el nimero de colonias formadas. Al final del experimento, las células se
lavaron dos veces con PBS 1x, se fijaron con 4 % de paraformaldehido durante 15
min y se tifieron con cristal violeta al 0.5 % durante 5 min. Se analiz6 el nUmero de

colonias formadas con al menos 50 células.

6.10. Ensayo de formacién de esferoides

Se sembraron 500 células por pozo, en placas de 24 pozos con baja adherencia y
cultivadas en medio DMEM/F12 libre de suero (Gibco) que contenia 20 ng/mL de
factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (hrEGF; Invitrogen), 10
ng/mL de factor de crecimiento basico de fibroblastos humano recombinante
(hrbFGF; Invitrogen) y suplemento B27 al 2 % sin vitamina A (Invitrogen). El cultivo
se realizé durante 15 dias a 37°C en una atmosfera himeda con un 5 % de COa.

Las células se monitorearon durante 7-15 dias.
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6.11. Modelos animales

Se utilizaron ratones hembra de seis semanas de edad de la cepa NSG para los
ensayos de xenotrasplante subcutdneo, ortotdépico e inoculacién por via
hematdégena. Se emplearon jeringas 27G para la administracion. Los ratones
fueron anestesiados mediante una combinacion de ketamina (Ketamin-Pet) y
xilacina (Procin) en una proporcion de (1:1) de 10 yL de manera intramuscular.
Posteriormente, se realizé los ensayos de xenotrasplantes los ratones que fueron

monitoreados durante 6 semanas y posteriormente sacrificados.

6.11.1. Ensayo de xenotrasplante subcutaneo

Una vez anestesiados los ratones, se limpié la region lumbar derecha e izquierda.
Las células SNU-423 (1x107), se suspendieron en una mezcla 1:1 (v/v) de PBS 1x
estéril y Matrigel (Corning Inc.). Luego se inyectaron lentamente 100 pL en la
region lumbar previamente estéril. La inyeccidn se realiz6 de manera exitosa
cuando se observo la formacién de una burbuja en el sitio de la puncion. Se
mantuvo la aguja en su lugar durante 15 seg para asegurar la retencion del inéculo
antes ser retirada del sitio de puncién. Los ratones fueron monitoreados durante 6

semanas.

6.11.2. Ensayo de xenotrasplante ortotdpico

Una vez anestesiado el raton, se realiz6 una incision en la linea del alba en la
pared abdominal para exponer el higado, a través de la modificacion de la
metodologia reportada [124]. Después, las células SNU-423 (1x10°) se mezclaron
en una proporcién 1:1 con Matrigel (Corning Inc.) antes de la inyeccion. Se
administraron 20 pL de esta mezcla de manera ortotopica en tres sitios diferentes:
Dos en la izquierda- lateral y uno en el lobulo izquierdo en el centro del higado.
Después de la inyeccion se suturé la incisidbn en la piel. Los ratones fueron
monitoreados por 2 a 6 semanas después de la implantacion. Se extrajo el higado

y pulmones para confirmar o descartar sitios de desarrollo tumoral y metastasis.
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6.11.3. Ensayo de inyeccion por vena de la cola

Una vez anestesiado el ratén, se colocdé en un sujetador de movimiento que
permitia la salida de la cola para facilitar su manejo. Después, las células SNU-
423 (1x10°) son mezcladas en PBS 1x antes de la inyeccién. Se tom6 la cola del
ratén con firmeza y limpid el sitio de la inoculacién aproximadamente 2/3 a partir
de la base de la cola del raton. Se inyectaron 50 pL con un angulo debajo de 45°
en el sitio de puncién y se mantuvo por 15 seg, para ser retirada del sitio de
puncién y asegurar la retencién del inoculo. Los ratones fueron monitoreados por 2
a 6 semanas después de la implantacidén. Se extrajo el higado y pulmones para

confirmar o descartar sitios de desarrollo tumoral y metastasis.

6.12. Ensayo de adhesion

Se prepararon placas de 96 pozos fueron tratdndolas previamente con 20 pg/ml de
fibronectina (Invitrogen) durante 2 h a 37 °C en una atmdésfera con un 5 % de CO..
Después de retirar la fibronectina, los pozos se lavaron con PBS 1x y se incubaron
con medio en BSA al 0.5% para bloquear las uniones no especifica. A
continuacién, se sembraron 5x10% células por pozo en triplicado y las placas se
incubaron durante 40 min a 37 °C en una atmaosfera con un 5 % de CO.. Luego se
retir6 el medio, se lavaron las células tres veces con PBS 1x, se fijaron con
metanol durante 15 min, se tifieron con cristal violeta durante 5 min y se fotografi6
utilizando un microscopio 6ptico (Olympus IX 70). Finalmente, las células se

disolvieron en PBS 1x con SDS al 2% y se midi6 su absorbencia a 550 nm.

6.13. Ensayo de migracion por cicatrizacion de herida

Se sembraron 1x10° células por pozo, en placas de 24 pozos y se dejaron crecer
hasta alcanzar la confluencia completa o la formacion de un monocapa celular.
Luego, las células se colocaron en inanicion de suero por 12 h y se trataron con 14
pug de mitomicina durante 2 h para evitar el crecimiento celular. Se cre6 una herida
rascando la monocapa en linea recta con una punta de pipeta de 1,000 L, y las
células desprendidas se lavaron con PBS 1x. Se afiadié medio fresco y la herida
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se evalué en diferentes momentos (Oh, 24h y 48h). El cierre de la herida se

documento fotograficamente con un microscopio optico (Olympus IX70).

6.14. Ensayo de invasion en camara Transwell

El ensayo de invasion celular se realizé utilizando camaras Transwell BD® con
filtros de 8 pm. Los pocillos se recubrieron con Matrigel® Matrix Basement
Membrane (Corning; Ref. No. 356237) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se sembraron células (1x10°) por pozo en el inserto superior sobre una capa de
Matrigel® en medio sin suero, y se afadieron 500 pL de medio con un 10 % de
suero en el inserto inferior. Las células se incubaron durante 48 h a 37 °C en una
atmésfera con un 5 % de CO2. Luego, las células se fijaron con metanol frio
durante 5 min y se retir6 el medio del inserto. Las células se tifieron con cristal

violeta y se realizaron varios lavados con H20 MQ.

6.15. Tratamiento con TGF-8

Después de la separacion de subpoblaciones con MACS CD44v9 en SNU-423, las
subpoblaciones CD44std y CD44v9 fueron no tratadas (NT) con RPMI 1640
completo y tratadas con TGF- (T) (Cat# 100-21; PEPROTECH) a una
concentracion de 2 ng/mL por 72 h.

6.16. Preparacion de muestras para espectrometria de masas

La extraccion de proteinas de subpoblaciones de CD44std y CD44v9 posterior al
tratamiento, se realiz6 usando RIPA. Se afiadido un coctel de inhibidores de
proteasas para mantener la integridad de las proteinas; se prepararon cantidades
iguales de proteina para los estudios protedmicos. Para cada muestra bioldgica
(subpoblaciones de CD44std y CD44v9, NT y T), se recolectaron 1 x 10° células,
se lavaron y se centrifugaron. EI homogeneizado de proteinas se incubd por 30
min a 4 °C, y se centrifugé a 12,000 rpm a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante
se recuperdé y se cuantific6. Las concentraciones de proteina se midieron
utilizando la curva de Lowry y se utilizaron 20 ug de las proteinas para cada

condicion y réplicas bioldgicas, las cuales se sometieron a electroforesis en gel de
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SDS al 10 % vy tincion con Azul de Coomasie para verificar la integridad de las
muestras. Posteriormente, las muestras se procesaron para espectrometria de
masas de acuerdo con el protocolo. Las muestras de proteinas se digirieron
usando 50 pL de una mezcla Lys-C/Trypsin (reactivo “Digest”) y se calentaron a 37
°C durante 2 h. Los péptidos resultantes se purificaron en un Cartucho iST
utilizando el amortiguador de lavado 1 para eliminar los contaminantes
hidrofébicos y el amortiguador de lavado 2 para eliminar contaminantes
hidrofilicos. Posteriormente, los péptidos se eluyo y utilizo el reactivo de elucion y
posteriormente evaporado a sequedad en un SpeedVac. Finalmente, los péptidos
se suspendieron con el reactivo “LC—Load” y se almacenaron a —80 °C hasta el

analisis por LC-MS.

6.17. Andlisis por espectrometria de masas DIA Label-Free

El analisis cuantitativo de protedmica incluyendo condiciones espectrométricas y
cromatograficas, se realizé en un UPLC Nano Acquity M-Class en conjunto con un
espectrometro de masas QTOF Synapt G2-Si (Waters; Milford, MA, EE. UU.),
segun el método desarrollado por Emmanuel Rios, 2020 [125]. Los archivos *.raw
generados se analizaron en el software Progenesis QI para Proteomics v3.0.3
(Waters; Milford, MA, EE. UU.) segun los escenarios, con las siguientes
modificaciones: usamos una base de datos en formato *.fasta concatenado Base
de datos de Homo sapiens (descargada de Uniprot), que contiene 73.099
secuencias de proteinas, actualizada por ultima vez el 11 de octubre de 2022. La
calibracion del Synapt G2-Si se realiz6 con [Glul]-fibrinopéptido fragmentado a
través del ion precursor [M + 2H]2+ = 785.84261 con una fragmentacion de 32 eV
logrando una precisién menor a 1,1 ppm en todas las mediciones de MS/MS. Las
relaciones se calcularon en base en la respuesta promedio de sefial MS promedio
de los tres péptidos tripticos mas intensos (Top3) de cada proteina caracterizada
en las muestras CD44std y CD44v9 con TGF-f3 (tratadas) en comparacion con el

Top3 de cada proteina en las muestras CD44std y CD44v9 (no tratadas).
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6.18. Analisis bioinformatico

Los datos proteGmicos generados se analizaron a partir de archivos de Excel con
los nombres de: “CD44std NT vs CD44std TGF-$” y “CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-
B”. Estos datos que contienen proteinas previamente filtradas se visualizaron a
través de un grafico Volcano plot, que se generé con el servidor VolcaNoseR,
disponible en linea (https://huygens.science.uva.nl/VolcaNoseR/; consultado el 15
de mayo 2023). Los perfiles de expresion diferencial fueron evaluados por un
mapa de calor, que se generd con un web server heatmapper, disponible en linea
(http://heatmapper.ca/; consultado el 28 de mayo 2023). Se utilizaron métodos de
ligamiento completo, agrupamiento y distancia de Pearson. Las proteinas cuya
expresion mostré diferencias significativas se clasificaron segin sus vias
biolégicas con la base de datos Reactome Pathways contenida en STRING v11

(disponible en linea: https://string-db. org/; consultado el 8 de junio de 2023).

Las proteinas exclusivas en los grupos CD44std NT vs CD44std TGF-B y CD44v9
NT vs CD44v9 TGF-B, se determinaron a partir las proteinas previamente filtradas
del andlisis de datos de estos grupos. Se utilizé un diagrama de Venn, para este
propésito que se generd utilizando el servidor Venny 2.0, disponible
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/; consultado el 12 de junio de 2023).
Estas proteinas exclusivas se sumaron a las proteinas diferenciales que ya se
habian identificado como diferenciales entre los grupos CD44std NT vs CD44std
TGF-B y CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis con la plataforma de Gene Ontology (GO)
disponible en linea (http://geneontology.org/; consultado el 15 de junio 2023)
usando las proteinas identificadas. Los parametros de busqueda fueron los
siguientes: vias bioldgicas, sefalizacion, transduccion de sefiales intracelulares e
informacion. Finalmente, se llevaron a cabo analisis de interacciones moleculares
entre las proteinas seleccionadas utilizando STRING (https://string-db.org/,
consultado el 18 de junio 2023), que es una herramienta muy util para el analisis
de redes de interacciones moleculares entre proteinas. Todas las vias biologicas

resultantes con un FDR (tasa de descubrimiento falso) de p < 0.05 se
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consideraron altamente confiables se exportaron como un archivo. Los
interactomas de proteinas expresadas diferencialmente también se hicieron en
STRING, con la siguiente configuracion: base de datos Homo sapiens; mineria de
texto, experimentos, base de datos, coexpresion, vecindad, fusion de genes y
coocurrencia como fuente de interaccion activa, y 0.4 como puntuacion de

confianza.

6.19. Andlisis estadistico

El andlisis de datos se realiz6 con el software GraphPad PRISM versién 6.01. Los
datos se presentan en forma de graficos y se expresan como promedio +
desviacion estandar de acuerdo con tres experimentos independientes. Para
calcular las diferencias entre dos grupos, se utilizd la prueba t de Student,
mientras que el analisis de ANOVA se empleé para evaluar las diferencias entre
multiples grupos experimentales. Se consideraron estadisticamente significativos

los valores de p inferiores a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Validacion de CD44v8-10 como Marcadores en HCC, a Diferencia de

CD44std

Se analizé la expresion total de CD44 y sus isoformas en muestras de la cohorte
de cancer de higado en TCGA, la cual incluyé 330 pacientes. Se observo un
aumento significativo (p = 0.001) en la expresién total de CD44 en las muestras de
cancer de higado en comparacion con las muestras control (Fig. 6A). El gen
codificante de CD44 se compone de nueve exones variables ubicados entre nueve
exones constantes. Siete de los exones constantes mostraron una expresion
significativa (p = 0.05) en las muestras de tumores en comparacion con las
muestras control. De manera similar, para los exones constantes, los exones v8,
v9 y v10 también mostraron una expresion significativa en las muestras de cancer
de higado en comparacion con las muestras control (Fig. 6B). A continuacion,
evaluamos el porcentaje de isoformas de CD44 a partir de los datos de TCGA en
muestras control y tumor con CD44std (94 y 91.7%), CD44v8-10 (2.8 y 5.8%),
CD44v10 (1.9y 1.5%) y CD44v3-10 (0.5 y 1%), respectivamente (Fig. 6C). A partir
de estas isoformas, nos concentramos en CD44std y CD44v8-10 y descubrimos
que la expresion de CD44std en muestras de cancer de higado no era
significativamente (p = 0.3353) diferente de las muestras de tejido hepético no
tumoral. Sin embargo, la expresion de CD44v8-10 aumentd significativamente (p =
0.0211) en las muestras tumorales en comparacion con las muestras no tumorales
(Fig. 6D). Por lo tanto, estos hallazgos sugirieron que CD44v8-10 es un marcador
potencial del HCC.

58



A) B)

COM 1ol — - Comrol £ Tumos
5 (pel) 0001) aan
15000 e — 20 s
| $ "o
g 10000 gut é w vove
g §l of
-
™ o — | Tk
. »
] S : NIRRT ._..____a._.u.ﬁ.é.&t .
c’ D' - 0 62 03 oA @8 w2 VI v WD WO wT wB WO Y10 48 of b
o",‘# "# " COMu - S,
NP & > : ry 100 Y EUR AR ] ‘ 1000 ﬂ
CD4dstd 940 0.7 ¥ ::: | e
. ) 191 | gt
CD44v-10 28 58 med . Padees | g . 'x
’ s [ ——a
CDAAv10 19 15 o nalime SIS (3
CD4a4v210 05 1.0 a0 4 r\ N ’ 200 3
o'/ ‘/ ‘ d’ ‘I,

Figura 6. Expresion de CD44 Total, sus Exones e Isoformas en Datos de
Cancer de Higado en TCGA. A) Se muestra el perfil de expresion de CD44 total
en muestras de tejido control (n = 50) vs tumor (n = 280) con diferencias
significativa. B) La expresion de exones constantes y variables (v8, v9 y v10)
muestra diferencias significativas p<0.05 en muestras de tumor vs control. C)
Tabla de isoformas de CD44, basada en datos extraidos de la cohorte de cancer
de higado en TCGA mediante ISOExpresso, se muestra el porcentaje de
isoformas de CD44 expresadas en el HCC en el grupo control y en el tumor
CD44std (94 y 91.7%), CD44v8-10 (2.8 y 5.8%), CD44v10 (1.9 y 1.5%) y CD44v3-
10 (0.5 y 1%), respectivamente. D) Grafico de expresion relativa de isoformas de
CD44 (CD44std y CD44v8-10) en muestras de tumor en comparacion con
muestras de control a partir de datos extraidos de TSVdb.
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7.2 ldentificacion de CD44std y CD44v9 en la Linea Celular SNU-423

Se realizé un analisis inmunocitoquimico de CD44 para determinar la expresion de
CD44 en varias lineas celulares de HCC, incluidas las lineas celulares HepG2,
Huh7, SNU-387 y SNU-423 (Fig. 7A). Se muestra expresion de CD44 abundante
en las células SNU-387 y SNU-423, mientras que no se observé sefial en las
células HepG2 y Huh7. Para cuantificar ain mas la poblacion de CD44+,
utilizamos citometria de flujo con un anticuerpo anti-CD44 pan-especifico (G2426)
que reconoce todas las isoformas de CD44, se obtuvieron poblaciones de CD44+
para todas las lineas celulares, excepto para las HepG2 y Huh7. La proporcion de
células CD44+ fue elevada en las células SNU-387 y SNU-423 (98,98% + 0,44 y
99,6% + 0,63, respectivamente) (Fig. 7B). A continuacion, se utilizé el andlisis por
Western blot (WB) para evaluar la expresion de las isoformas de CD44 en
diferentes lineas celulares de HCC (Fig. 7C). Las células SNU-423 tenian una
expresion significativa (p < 0.005) para CD44std, mientras para CD44v (p <
0.0005) en comparacion con las células SNU-387. Ambas lineas celulares
expresaron abundantemente la isoforma CD44 estandar (CD44std, 85-90 kDa),
mientras que las isoformas variantes de CD44 (CD44v, 120-130 kDa y 150 kDa)
se expresaron en células SNU-423, siendo CD44std la isoforma méas abundante.
Se utilizé el anticuerpo CD44v9, debido a su capacidad para identificar a CD44v8-
10, respaldado por los resultados obtenidos de diferentes bases de datos. Los
datos de citometria de flujo indicaron que las células SNU-387 carecian de esta
poblacién, mientras que las células SNU-423 contenian un porcentaje de células
CD44v9+ (35% = 0,83) (Fig. 7D). Estos resultados indicaron que las células SNU-
423 expresan CD44std y CD44v9.
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Figura 7. Expresion de CD44 y sus Isoformas en Lineas Celulares de HCC. A)
Visualizacion de la expresion de CD44 mediante inmunocitoquimica en diversas
lineas celulares de HCC (10x). Las barras de escala indican 0,2 mm. B)
Histogramas que representan las poblaciones CD44+ en células HepG2, Huh7,
SNU-387 y SNU-423. C) WB de CD44 total y sus isoformas, con GAPDH utilizado
como control de carga. El grafico de densitometria muestra las diferencias de
expresion en SNU-387 y SNU-423. D) Histogramas que representan la expresion
de poblaciones CD44v9+ en las células SNU-387 y SNU-423. El analisis
densitométrico se representa como el promedio + DE. ** p<0.005; *** p<0.0005.
Los datos se presentan como el promedio + DE de tres experimentos

independientes.

61



7.3. Purificacion de Isoformas CD44v9-y CD44v9+ en Células SNU-423

A continuacioén, purificamos las subpoblaciones de CD44v9 de las células SNU-
423 donde se utilizd un sistema de separacion de células CD44v9 MACS. Antes
de llevar a cabo esta separacion, identificamos una poblacion de CD44v9+ de
aproximadamente el 35% en células SNU-423 mediante citometria de flujo.
Después de la purificacion, observamos que la subpoblacién CD44v9- contenia un
12% de células CD44v9+, mientras que la subpoblacion CD44v9+ tenia una
pureza cercana al 99% (Fig. 8A). Cultivamos ambas subpoblaciones CD44v9- y
CD44v9+ para confirmar su viabilidad y mantenimiento. Las células SNU-423
comprenden una mezcla de células poligonales y fusiformes. Las células CD44v9-
adoptaron una morfologia fusiforme mientras que las células CD44v9+
presentaron una morfologia poligonal. A continuacioén, trazamos el area relativa de
las células SNU-423, CD44v9- y CD44v9+. No hubo diferencias en el area relativa
entre las células SNU-423 y CD44v9+, pero hubo diferencias significativas (p <
0.05) con las subpoblaciones CD44v9-, mientras para CD44v9+ (p < 0.0005) en el
area relativa (Fig. 8B). Para validar la identidad de las isoformas de CD44
expresadas en las subpoblaciones CD44v9- y CD44v9+, evaluamos la expresion
total de CD44 mediante andlisis de WB con un anticuerpo anti-CD44 pan-
especifico. Las células CD44v9- mostraron una alta expresion de CD44std y una
baja expresion de CD44v (Fig. 8C), mientras que las células CD44v9+
presentaron expresion practicamente de CD44v9 pura. Por lo tanto, estos
hallazgos confirmaron la purificacidon y la identidad de las subpoblaciones CD44v9-
y CD44v9+. De ahora en adelante, CD44v9- se denominard CD44std, mientras
que CD44v9+ se denominara CD44v9.
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Figura 8. Validacion de la Purificacion de CD44v9- y CD44v9+ en Células
SNU-423. A) Expresion de CD44v9 antes y después de la separacion por MACS.
B) Morfologia comparativa de las subpoblaciones SNU-423, CD44v9- y CD44v9+
cultivadas en condiciones normales 24 h después de la separacion de MACS
(10x). Las barras de escala indican 200 um. EIl grafico muestra el area relativa de
la celda. C) WB y analisis densitométrico de las isoformas CD44 en la proteina
total de células SNU-423, CD44v9- y CD44v9+. Se muestra un histograma
representativo, fotografias e imagenes del resultado de WB de tres experimentos
independientes. Los datos significativos se indican con * p < 0.05, * p < 0.005 y
*** n < 0.0005.
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7.4. Expresion de Factores de Transcripcion de CSC y Caracteristicas de
Formacion de Colonias y Esferoides en las Células SNU-423, CD44std y

CD44v9.

Para explorar las caracteristicas de CSC en las células SNU-423, CD44std y
CD44v9, evaluamos la expresion de los factores de transcripcion asociados a la
troncalidad mediante WB (Fig. 9A). Observamos que las células SNU-423 no
expresaban Oct4 en ninguna de las dos subpoblaciones. Sin embargo,
detectamos la expresion de Sox2 y Nanog en células SNU-423. Ademas,
observamos que Nanog se expresaba en las células CD44std, mientras que Sox2
se expresaba en células CD44v9. Seguidamente, evaluamos la capacidad de
autorenovacion in vitro de las CSC mediante ensayos de clonogenicidad y
esferoides. Las células CD44v9 mostraron una capacidad significativamente
mayor formacion de colonias (p > 0.0005) y esferoides (p > 0.005) en comparacion
con las células CD44std y SNU-423 (Fig. 9B y C). También, se intentd establecer
un modelo de xenotrasplante con SNU-423 y subpoblaciones (CD44std y CD44v9)
en el modelo de raton SCID. Sin embargo, no se logré el desarrollo tumoral
(Anexo 2). En resumen, nuestros resultados muestran que SNU-423 no tiene
caracteristicas tumorigénicas, pero exhiben rasgos de CSC como la formacion de
colonias y esferoides. Ademas, las subpoblaciones en células CD44std y CD44v9
tienen caracteristicas diferenciales de CSC formadoras de colonias y esferoides,

que expresan los factores de transcripcion Sox2 y Nanog, respectivamente.
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Figura 9. Expresion de Factores de Transcripcion de CSC y Evaluacion de la

Formacion de Colonias y Esferoides en Células SNU-423, sus
Subpoblaciones CD44std y CD44v9. A) WB y densitometria de expresion de
Oct4, Nanog y Sox2 en lisados de proteinas totales utilizando GAPDH como
control. B) Ensayo de formacion de colonias y gréafico que muestra el nimero de
colonias contadas. C) Micrografias (40x) de los esferoides y grafico que muestra el
numero de esferoides. Las barras de escala indican 100 ym. Estas imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. Los datos se presentan
como el promedio = DE. Los datos significativos se indican con *p <0.05, **p
<0.005, ***p <0.0005 y ****p <0.0001.
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7.5. Caracteristicas de Migracion, Invasion y Adhesion en Células CD44std y

CD44v9 en Comparacion con las Células SNU-423

Dado que las CSC a menudo presentan caracteristicas metastasicas, evaluamos
la expresion de marcadores de EMT, como la vimentina y la N-cadherina
(marcadores mesenquimales) y la E-cadherina (marcador epitelial), en células
SNU-423, CD44std y CD44v9 mediante WB (Fig. 10A). Observamos que tanto la
N-cadherina como la vimentina se expreso en células SNU-423. Ademas, la N-
cadherina se expresé en células CD44std y, principalmente, la vimentina se
expreso en células CD44v9. Sin embargo, la E-cadherina se expresé en un grado
similar en las células SNU-423, CD44std y CD44v9 sin diferencias significativas.
También evaluamos las capacidades de migracion, invasion y adhesion de estas
subpoblaciones in vitro. Mediante un ensayo de cierre de herida demostramos que
las células CD44std exhibieron una capacidad de migracion significativamente
mayor (p < 0.005 y p < 0.0005) en comparacion con las células CD44v9. Asi
mismo, las células CD44std presentaban una cantidad significativa (p < 0.05) de
células invasoras en las camaras de Boyden recubiertas con Matrigel (Fig. 10B y
10C). En el ensayo de adhesion, las células CD44v9 mostraron una mayor
capacidad para adherirse a placas recubiertas de fibronectina (Fig. 10D). Estos
resultados indican que tanto las células CD44std como las células CD44v9
exhiben fenotipos mesenquimales con expresion diferencial de N-cadherina y
vimentina. Funcionalmente, CD44std muestra mayores caracteristicas de CSC
invasivas y migratorias, mientras que las células CD44v9 exhibe capacidades de

adhesion a fibronectina.
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Figura 10. Expresion de Marcadores EMT y Evaluacion de Migracion,
Invasion y Adhesion en Células SNU-423, sus Subpoblaciones CD44std y
CD44v9. A) WB y densimetria de la expresion de vimentina, N-cadherina y E-
cadherina en lisados de proteinas totales con GAPDH como control. B) Ensayo de
cierre de heridas con fotografias representativas a las 0 h, 24 h'y 48 h. Las barras
de escala indican 200 ym. C) Evaluacién de la invasion utilizando una camara
Boyden con imagenes representativas (10x) a las 48 h. Las barras de escala
indican 200 ym. El numero de células se contd en seis campos. D) Imagenes (10x)
del ensayo de adhesién a fibronectina. Las barras de escala indican 200 um.
Andlisis densimétrico a 550 nm de células adheridas. Imadgenes representativas de
tres experimentos independientes. Los datos se presentan como el promedio *

DE. Los datos significativos se indican con *p <0.05, **p <0.005 y ****p <0.0001.
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7.6. TGF-B Induce Cambios Morfolégicos con la Expresion de CD44std y

Disminucion de CD44v9

Luego de generar subpoblaciones de CD44std y CD44v9 a partir de células SNU-
423 mediante el uso de MACS, decidimos explorar los cambios que el TGF-$
podia inducir en la morfologia e isoformas de CD44 en estas subpoblaciones. Las
células CD44std presentaban una morfologia fusiforme, mientras que las células
CD44v9 se observaba la presencia tanto de células poligonales, asi como de
células fusiformes. El tratamiento con TGF- provocé que ambas subpoblaciones
adoptaran una morfologia predominantemente fusiforme (Fig. 11A). Al evaluar las
poblaciones de CD44v9 mediante citometria de flujo, no se observaron diferencias
significativas (p > 0.05) en CD44std, pero se aprecio una disminucion significativa
(p < 0.05) en CD44v9 después del tratamiento con TGF-B (Fig. 11B). Para
confirmar la identidad de las isoformas de CD44 expresadas en las
subpoblaciones CD44v9- y CD44v9+ después del tratamiento con TGF-j,
realizamos un analisis de WB utilizando un anticuerpo anti-CD44 panespecifico.
En las células CD44std se observé una disminucién de la expresion de CD44std y
una baja expresion de CD44v. Por otro lado, las células CD44v9 mostraron un
aumento significativo (p < 0.005) de la expresion de CD44std y disminucién de
CD44v (Fig. 11C). Estos hallazgos muestran que el tratamiento con TGF-p
modifica la morfologia de ambas subpoblaciones hacia una forma
predominantemente fusiforme y conduce a una disminucion de la subpoblacién
CD44v9, lo cual favorece la prevalencia de CD44std de las subpoblaciones
celulares CD44std y CD44v9.
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Figura 11. Efecto de TGF-B sobre Modificaciones Morfologicas y Cambios de
Expresién CD44std y CD44v9 en Subpoblaciones. A) Se observan cambios en
la morfologia de las subpoblaciones de CD44std y CD44v9 después del
tratamiento con TGF-B. Las células CD44std muestran una morfologia
predominantemente fusiforme, mientras que enCD44v9 se observan células con
morfologia poligonal y fusiforme. B) Porcentaje de células CD44v9+ en células
CD44std y CD44v9, antes y después del tratamiento con TGF-. C) WB y
densitometria de la expresion de las isoformas de CD44 en CD44std y CD44v9
después del tratamiento con TGF-B. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes con el promedio = DE. Los datos significativos se
indican con * p<0.05; ** p<0.005, **** p<0.0001.
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7.7. TGF-B Intercambia los Rasgos de CSC (Clonogenicidad y Esferoides) en

CD44std y CD44v9

Con el propésito de explorar como el TGF-f modifica las caracteristicas de CSC en
las subpoblaciones CD44std y CD44v9, evaluamos los factores de transcripcion
asociados con la troncalidad en ellas por WB (Fig. 12A). Tras el tratamiento con
TGF-B ambas subpoblaciones no mostraron la expresion de Oct4. No obstante se
detectd la expresion de Sox2 y Nanog en ambas subpoblaciones. Ademas, Nanog
mantuvo su expresion sin cambios en células CD44std, pero dejé de expresarse
en CD44v9. Mientras que Sox2 aumentd su expresion en células CD44std y se
mantuvo sin cambios en CD44v9 posterior a TGF-B. A continuacion, evaluamos la
capacidad de autorenovacién in vitro de las CSC mediante ensayos de
clonogenicidad y formacion de esferoides. En este contexto las células CD44std
mostraron capacidades significativas (p < 0.05, p < 0.005 y p < 0.0001) de
formacion de colonias y esferoides en comparacion con las células CD44v9 al
tratarse con TGF-B (Fig. 12B y 12C). Estos resultados muestran un intercambio
de los rasgos de CSC posterior al tratamiento con TGF-$ en las células CD44std y
CD44v9.
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Figura 12. Efecto de TGF-B sobre la Expresion de Factores de Transcripcion
CSC y Evaluacion de la Formacion de Colonias y Esferoides en Células SNU-
423 y en sus Subpoblaciones CD44std y CD44v9. A) EI WB muestra la
expresion de Oct4, Nanog y Sox2 y se incluyen densitometria de lisados de
proteinas totales utilizando GAPDH como control. B) El ensayo de formacion de
colonias se presenta un grafico que muestra el nimero de colonias formadas. C)
Se muestran micrografias (40x) de esferoides junto con un grafico que muestra el
namero de esferoides formados. Las barras de escala indican 100 um. Estas
imagenes son representativas de tres experimentos independientes. Los datos se
presentan como el promedio + DE. Los datos significativos se indican con *p
<0.05, **p <0.005 y ****p <0.0001.

71



7.8. TGF-B Potencia el Fenotipo Mesenquimal, Invasién y Migracién

(CD44std) y Adhesion (CD44v9)

De manera posterior, revisamos los cambios en las caracteristicas de la EMT
inducidos por la exposicion al TGF-f en las células CD44std y CD44v9, se evalud
la expresion de marcadores de EMT (vimentina, N-cadherina y E-cadherina)
mediante WB. Observamos que después del tratamiento con TGF-$, hubo un
aumento significativo (p < 0.0005 y p < 0.05) de la expresién de vimentina y N-
cadherina, asi como una disminucion de E-cadherina en CD44std y CD44v9 (Fig.
13A). Al evaluar la funcionalidad de estos cambios en el proceso de cierre de
herida e invasion, vemos que después de TGF-, CD44std mostraron de manera
significativa un mayor potencial migratorio (p <0.0005 y p < 0.05) e invasivo (p <
0.005) en comparacion a CD44v9 (Fig. 13B y 13C). Por otro lado, TGF- aumento
la capacidad adhesiva en las células CD44v9 de manera significativa (p < 0.05y p
< 0.0001) en comparacion con CD44std (Fig. 13D). Estos datos indican que el
TGF-B dirige una transicion hacia un fenotipo mesenquimal en las células CD44std
y CD44v9, con una potenciacién de la invasion y la migracion en CD44std, y
promueve la adhesion en CD44v9.
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Figura 13. Efecto de TGF-B en la Expresion de Marcadores EMT y Evaluacion

de Migracion, Invasién y Adhesién en Células SNU-423, sus subpoblaciones
CD44std y CD44v9. A) WB y densitometria de la expresion de vimentina, N-
cadherina y E-cadherina en lisados de proteinas totales con GAPDH como control.
B) Ensayo de cicatrizacion de heridas con fotografias representativas a las 0 h, 24
h y 48 h. Las barras de escala indican 200 ym. C) Evaluacion de la invasion
utilizando una cdmara Boyden con imagenes representativas (10x) a las 48 h. Las
barras de escala indican 200 ym. Se contaron las células en seis campos. D)
Imagenes (aumento de 10x) de la prueba de adhesion a la fibronectina. Las barras
de escala indican 200 pym. Analisis densimétrico a 550 nm de células adheridas.
Todas las Imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
Los datos se presentan como el promedio + DE. Los datos significativos se indican
con *p <0.05, **p <0.005 y ****p <0.0001.
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7.9. Analisis Proteomico de la Regulacion de CD44std y CD44v9 en

Diferentes Vias Biologicas

Como resultado cuantitativo del analisis protedmico; 967,807 péptidos fueron
detectados en este estudio, y 66 % de estos péptidos tuvieron un maximo de + 10
ppm. Un andlisis completo a nivel de péptido mostr6 un ajuste adecuado en
términos de calibracion, operabilidad de fuente de iones, y efectividad enzimatica
(Anexo 3). Posteriormente, se analizaron las cuatro condiciones con y sin
estimulo para las subpoblaciones de CD44std y CD44v9 tanto con o sin estimulo
de TGF-B. Con el objetivo de evaluar el efecto de la estimulacién y los cambios en
el fenotipo inducidos por TGF-B. A partir de 11,305 proteinas cuantificadas
compartidas entre ambas condiciones sin tratamiento (NT) y tratadas con TGF-3
(T). Se aplicaron filtros a las proteinas cuantificadas (CV<0.30, al menos dos
péptidos por proteina, considerando al menos un péptido Unico, proteinas que
replicaron solo 3/3 y valor de p del ANOVA fue p < 0.05); ademas, se descartaron
las proteinas “invertidas”. A través de un volcano plot se dispersaron las proteinas
usando un punto de corte de 1, expresado en logaritmo base 2 (log2) para
identificar proteinas sobrereguladas (UP) y subreguladas (DOWN). En CD44std,
después de la exposicion a TGF-B se identificaron 398, proteinas UP, 109
proteinas DOWN vy 3,830 proteinas sin cambios. Mientras que en CD44v9,
después del tratamiento con TGF-B se encontraron 147 proteinas UP, 238
proteinas DOWN vy 3,745 proteinas sin cambios (Anexo 3). El analisis de
expresion diferencial fue realizado mediante mapas de calor (heatmap), los cuales
revelaron la formacion de cuatro cuadrantes distintos en términos de abundancia
de proteinas, lo que indica marcadas diferencias en el perfil de expresion de
proteinas entre CD44std NT vs CD44std TGF-f y CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-
(Anexo 4). También se muestra una lista del top 50 de proteinas diferenciales
expresadas en CD44std y CD44v9 después del tratamiento con TGF-B del
heatmap (Anexo 5y 6). Ademas, se analizd la expresion diferencial de proteinas
UP y DOWN en 507 proteinas CD44std NT vs CD44std TGF-f y 385 proteinas en
CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-B a través de STRING. Los resultados muestran que
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estas proteinas participan en 62 y 25 vias bioldgicas significativas en Reactome
Pathways respectivamente en CD44std y CD44v9 después de la exposicion a
TGF-B (Figura 14). Varias de estas vias biolégicas presentan un FDR <0.05 e
incluyen vias importantes como la sefalizacion de Rho GTPasas, transporte
mediado por vesiculas, ciclo celular y sistema inmunoldgico, de entre otros en
CD44std. Mientras en CD44v9, las vias biolégicas méas afectadas estan
relacionadas principalmente con la guia de axones, fagocitosis dependiente de
receptor FC gamma (FCGR), sistema inmune innato y fagocitosis mediada por
FCGR3A, entre otros. Estos datos nos revelan diferencias significativas (FDR p <
0.05 en las vias biolégicas afectadas de manera diferencial en las subpoblaciones
CD44std y CD44v9 posterior a TGF-f3.
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Figura 14. Rutas del Reactome en CD44std y CD44v9 Después de TGF-8. A) y
B) Se muestra las proteinas cuya expresion cambié de manera significativa 62
(CD44std) y 25 (CD44v9) vias biolégicas con FDR < 0,05. Los gréficos de barras
muestran las 30 vias biolégicas principales. Los valores FDR se transformaron
utilizando el logaritmo de base 10 negativo, donde los valores mas largos del eje

de la abscisa indican una mejor representacion de las vias.
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7.10. TGF-B Genera una Sefalizacion Diferencial en la Via de MAPK de

CD44std y CD44v9

Con base a los cambios observados en los rasgos de CSC en CD44std y CD44v9
después del tratamiento con TGF-B, nos preguntamos qué sefializacién estaria
presente en estas subpoblaciones. Para investigarlo, evaluamos la presencia de
proteinas exclusivas en CD44std y CD44v9, utilizando un diagrama de Venn de
las proteinas filtradas de CD44std NT vs CD44std TGF-B (4,337 proteinas) y
CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-B (4,130 proteinas), se eliminaron 4,108 proteinas
compartidas entre ambas condiciones. Encontramos 229 proteinas exclusivas
para CD44std y 22 proteinas para CD44v9 NT. Esto se sumoé a las proteinas cuya
expresion cambié UP and DOWN 507 proteinas en CD44std y 385 proteinas en
CD44v9, resultando en 736 proteinas en CD44std y 407 en CD44v9 después del
tratamiento con TGF-B (Anexo 4). Estas proteinas fueron analizadas en GO
(ontologia génica), para evaluar procesos biolégicos y participacion en la
sefalizacion (Anexo 5 y 6). En CD44std después del tratamiento con TGF-j,
encontramos 58 proteinas que fueron analizadas en STRING y de acuerdo con
KEGG muchas de estas proteinas estan relacionadas con la regulacién de
proteinas como ARHGEF11 (DOWN), MAPK3 (UP), CHD8 (DOWN), PLCB2
(Exclusiva), PRKCA (UP), MAP2K7 (UP), MET (UP) y ITGA6 (DOWN). Estas
proteinas estan involucradas en diferentes vias importantes relacionadas con
cancer, ErbB, MAPK, PI3K-Akt, Wnt, VEGF y Ras de manera significativa (p <
0.05) (Figura 15A). Por otro lado, en CD44v9 después del tratamiento con TGF-f3,
encontramos 41 proteinas participantes en la sefalizacion, estas incluyen 20
proteinas relacionadas a la transduccién de sefales intracelulares. Varias de estas
proteinas estdn subreguladas como: NFKB2, PRKAAl, MAPK1, MAPK13,
MAPK3, DUSP16, RAPGEF2 y RASGRP3. Ademas, la sefializacion de MAPK,
Rapl, VEGF, regulacion de células troncales, mTOR, Ras, y vias en cancerigenas
como ErbB, TGF-B, PI3K-Akt y HIF-1 (Figura 15B). Al comparar las vias de
sefalizacion presentes en CD44std y CD44v9 después de la exposicion a TGF-j3,

encontramos un denominador comun en la via de sefializacion de MAPK que
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muestra un comportamiento de sobreregulacion en CD44std (MAPK3, PRKCA,
MAP2K7 y MET) y desregulacién CD44v9 (NFKB2, MAPK1, MAPK3, MAPK13,
DUSP16, RASGRP3 y RAPGEF2). En resumen, estos datos muestran un
comportamiento diferencial en la via de sefializacion de MAPK entre CD44std y
CD44v9.
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Figura 15. Andlisis Protedmico de la Sefalizacion en CD44std y CD44v9
Después del Tratamiento con TGF-B. A) Interactoma por STRING de CD44std
después del tratamiento con TGF-, se identificaron 30 proteinas involucradas en
varias vias de sefializacion (RAS, VEGF, Wnt, PI3K-Akt, MAPK, ErbB y Vias en
cancer) donde la mayoria son proteinas UP (MAPK3, PRKCA, MAP2K7, MET), asi
como proteinas DOWN (ARHGEF11, CHD8 y ITGA6) y también se identificaron
proteinas exclusivas (PLCB2) en esta interaccion. B) Interactoma por STRING de
CD44v9, después del tratamiento con TGF-B, se observaron 20 proteinas
involucradas todas ellas reguladas negativamente DOWN (NFKB2, PRKAAL,
MAPK1, MAPK3, MAPK13, DUSP16, RAPGEF2 y RASGRP3).
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7.11. Validacién de la Via de Serializacion Diferencial en la Via de MAPK en

CD44std y CD44v9 Posterior a TGF-B8

Con el fin de confirmar la activacion de la via de sefalizacion de MAPK en
CD44std y CD44v9 después del tratamiento con TGF-B, se realiz6 un analisis
mediante WB para validar el eje de activaciéon de los componentes clave de esta
via de sefalizacion incluyendo Src, MEK, MAPK y p-MAPK (Figura 16). Los
resultados revelaron que la expresion de Src, MEK, MAPK y p-MAPK se encuentra
significativamente incrementada (p < 0.05 y p < 0.005) en CD44std después del
tratamiento con TGF-B. En contraste, CD44v9 se observa una disminucion de los
efectores Src, MEK sin cambios en la expresion MAPK y un nivel reducido de
fosforilacion de MAPK después del tratamiento con TGF-B. Estos datos sugieren
que los cambios observados en CD44std y CD44v9 seguido de TGF- en relacion
con sus rasgos de CSC pueden ser dirigidos por un comportamiento diferencial en

la via de sefializacion de MAPK.
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Figura 16. Validacion de la sefalizacion diferencial en MAPK en CD44std y
CD44v9 después de TGF-B. WB de la expresion de Src, MEK, MAPK y p-MAPK 'y
densitometria en lisados de proteinas totales utilizando GAPDH como control. Se
muestran imagenes representativas de tres experimentos independientes. Los
datos se presentan como el promedio £ DE. Los datos significativos se indican con
*p <0.05 y **p <0.005.
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8. DISCUSION

De acuerdo con los datos del HCC obtenidos del TCGA, encontramos que las
muestras de tumores tienen una alta expresion de CD44 en comparacion con las
muestras no tumorales. El analisis de la expresidbn de exones constantes, asi
como el andlisis de los exones v8, v9 y v10, sugirié que la expresion de CD44std y
CD44v8-10 puede estar presente en el cancer de higado. Para confirmar esta
hipotesis, utilizamos la plataforma TSVdb y encontramos que CD44std se
expresaba de manera significativa tanto en las muestras no tumorales como en las
tumorales de higado, sin diferencias discernibles entre ambas. Sin embargo,
CD44v8-10 mostro diferencias claras en la expresion entre las muestras tumorales
y no tumorales de higado. Es importante sefialar que otros estudios, como los
relacionados con el cancer de mama, el analisis de los exones ha sugerido que
CD44std y CD44v podrian ser Utiles para determinar el estado de las CSC [126].
Estos hallazgos resaltan la importancia de utilizar diversas plataformas para
analizar tanto la expresién de exones como la expresion de isoformas de CD44

cuando se investigan las CSC y se plantea su presencia en muestras tumorales.

En el presente estudio, observamos altos niveles de expresion de CD44 en las
células SNU-387 y SNU-423, lo cual coincide con estudios previos realizados en
lineas celulares de HCC (SNU-354 y SNU-368) [119]. Ademas, reportamos por
primera vez que tanto CD44std y CD44v se expresan en las células SNU-423 con
la presencia de una subpoblacién de CD44v9. CD44v10, una glicoproteina no
metastasica que se une a la fibronectina en el cancer de pancreas tiene un rango
de peso molecular informado de 120-130 kDa [127]. Se ha informado que
CD44v8-10 tiene un peso molecular de 150 kDa y es reconocido por los
anticuerpos CD44v9 para detectar las CSC [101]. Por lo tanto, utilizamos este
anticuerpo en experimentos posteriores para determinar la presencia de
poblaciones CD44v9+ en las células SNU-387 y SNU-423. El anticuerpo CD44v9
(Clon: RV3) utilizado en el presente estudio se ha utilizado previamente para
identificar y aislar las CSC en varios tipos de cancer [83, 128, 129]. Sin embargo,
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los informes sobre las isoformas de CD44 en las células cancerosas son limitados,
ya que la mayoria de los estudios se han centrado principalmente en CD44std y su
potencial como marcador de las CSC. Si bien, un estudio reciente utilizé la
tecnologia CRISPR para mostrar la asociacion de CD44std con rasgos de las CSC
en HCC [84], pero no se utilizaron anticuerpos para determinar la presencia de las

isoformas de CD44, lo cual podria otorgar a estas CSC funciones adicionales.

La investigacion sobre las isoformas de CD44 y su relacion con las CSC se ve
limitada debido a la falta de anticuerpos especificos para identificar marcadores en
HCC. Aqui, utilizamos con éxito el anticuerpo CD44v9 en conjunto con el sistema
MACS para separar las células SNU-423 en una subpoblacion CD44v9- que
expresa CD44std y una subpoblacion CD44v9+ que expresa principalmente
CD44v9. Otros autores han utilizado diferentes metodologias, como una
combinacion de anticuerpos CD44 pan-especifico y CD44v9 en la linea celular de
seres humanos de cancer de vesicula biliar NOZ, para estudiar rasgos especificos
de CSC [97]. En nuestro estudio demostramos que es posible evaluar las
caracteristicas de las CSC a través de unicamente el sistema MACS CD44v9, ya
que ambas poblaciones aisladas mostraron una expresion exclusiva de isoformas
de CD44 ademéas de una expresion diferencial de factores de transcripcion
asociados con la troncalidad, y un comportamiento diferente en términos de
formacion de colonias y esferoides. Sin embargo, los resultados actuales indican
la necesidad de aplicar este sistema MACS para CD44v9 en diversas lineas
celulares y muestras de pacientes de HCC con el sistema de separacion MACS

CD44v9 para lograr un andlisis mas completo del papel de CD44v9.

Entre los factores de transcripcion asociados a la troncalidad y la identidad de las
CSC se encuentran Oct4, Nanog y Sox2. Nuestros resultados revelaron una
expresion diferencial de estos factores. Se identificaron niveles bajos de expresion
de Oct4 en ambas subpoblaciones. No obstante, Nanog solo estuvo presente en
las células CD44std, mientras que Sox2 se detectd solo en las células CD44v9.
Por lo tanto, estos hallazgos sugirieron que los rasgos de las CSC de estas

subpoblaciones estan relacionados con su potencial metastasico; Nanog y Sox2
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promueven la transicion epitelial-mesenquimal a través de la activacion de
NODAL/SMAD3 vy Slug, respectivamente [130, 131]. Se requiere un analisis
adicional para comprender mejor la relacién entre los factores de transcripcion
asociados con la troncalidad y el potencial metastasico en las células CD44std y
CD44v9. El presente estudio demostréo que las células CD44v9 muestran una
mayor capacidad de formacion de colonias y esferoides en comparacién con las
células CD44std. Se llevaron a cabo xenotrasplante subcutédneo y ortotopico de las
células SNU-423 y sus subpoblaciones en ratones SCID, con resultados
negativos, ya que no se logro la formacion de tumores (Anexo 2). Se ha descrito
que las células SNU-423 son no tumorigénicas, pero si altamente invasivas [132,
133]. Por lo tanto, es fundamental entender qué factores facilitan la iniciacion del
tumor y establecer un modelo de tumorigénesis para las células SNU-423 y sus
subpoblaciones en modelos de raton SCID, ya que la iniciacién del tumor es una

de las caracteristicas indispensables de las CSC.

Se ha sugerido que entre las isoformas de CD44, CD44std es un componente
esencial en la metastasis [60, 121]. En este estudio identificamos dos
subpoblaciones con fenotipos mesenquimales distintos; la subpoblacion CD44std
presenta la expresion de N-cadherina y tiene un potencial migratorio e invasivo,
mientras que la subpoblacién CD44v9 tiene la expresion de la vimentina y un
potencial adhesivo. Se ha informado que la vimentina es un marcador que
enriquece las CSC [134], mientras que N-cadherina se ha relacionado en
muestras de tejido con una alta expresiéon de CD13, otro marcador de CSC en
HCC [135]. De manera similar, en el cancer de vesicula biliar del ser humano se
ha informado que las células CD44v9 con caracteristicas de CSC coexisten, con
las células CD44std que tienen un mayor potencial invasivo y migratorio [97].
Ademas, se ha demostrado que CD44 actia como una molécula de adhesion que
mejora la adhesién de la membrana al endotelio y la fibronectina dependiente de
la integrina a-5B1 en el cancer de mama basal [136], y CD44v puede actuar como
un ligando activo para E-selectina [137]. Por lo cual es de interés, el analisis las
capacidades adhesivas de las isoformas de CD44 en SNU-423.

84



Uno de los inductores de la EMT es el TGF-B, que promueve cambios en algunas
de las caracteristicas de las isoformas de CD44v a CD44std y viceversa, en varios
tipos de cancer [96, 105-107]. En este estudio hemos observado que las
subpoblaciones de CD44std y CD44v9 disminuyen la expresion CD44v vy
mantienen CD44std con una morfologia mesenquimal después de la exposicion a
TGF-B. Se ha informado que el TGF- induce el cambio de isoforma de CD44v a
CD44std mediante ESRP1 a través de la actividad de SMAD3/PCBP1, lo cual
conlleva a un aumento de la migracion, invasion e iniciacion tumoral [96]. Esto
podria ser un punto de partida para investigar elementos como ESRP1l o
SMAD3/PCPB1 que podrian controlar el mecanismo de cambio de isoforma de
CD44v a CD44std durante los cambios en los rasgos de las CSC mediados por
TGF-B en el HCC.

Se ha informado que el TGF-B influye en CD44 total o CD44std con un aumenté
las caracteristicas de las CSC, la migracion y la invasion durante la EMT [119,
138]. En nuestros resultados, encontramos que la subpoblacion de CD44std no
presenta cambios en la expresion de Nanog pero muestra un aumento en Sox2.
En contraste, encontramos un aumento de Nanog, pero no hay cambios en Sox2
en las células CD44v9. Estas diferencias en la expresion entre Nanog y Sox2
resultaron en una mayor formacion de colonias y esferoides en la subpoblacion de
CD44std en comparacion con CD44v9 después del tratamiento con TGF-B. En
varios tipos de cancer se ha estudiado la relacion de como el TGF-f modifica las
caracteristicas de las CSC. En el cancer de mama, el tratamiento con TGF-f3 se ha
asociado con un aumento en la expresion de Oct4, Nanog y marcadores
mesenquimales en las CSC [139]. En estudios donde Slug, un efector de TGF-f3,
fue silenciado, se inhibié la expresion de Nanog y Sox2 in vivo en HCC [140].
Ademas, se ha revelado que el TGF-f aumenta la expresién de CD44 e induce la
EMT a través del eje de sefializacion AKT/GSK3-B/B-catenina con un fenotipo de
CSC en HCC [119]. Esto podria explicar como TGF-B regula al alza los factores de
transcripcion asociados a la troncalidad y su estado como CSC en las
subpoblaciones de CD44std y CD44v9. Por lo tanto, es importante considerar el

silenciamiento de Nanog o Sox2 en las subpoblaciones de CD44std y CD44v9
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después del tratamiento con TGF- para evaluar las vias de sefalizacion AKT,
Hedgehog o Wnt relacionadas con la identidad de las CSC y determinar la relacion
entre CD44std y CD44v9 con el estado de las CSC después del efecto del TGF-.

Como era de esperar, observamos un aumento en los niveles de N-cadherina y
vimentina en las células CD44std y CD44v9, lo cual se asocia con un
comportamiento migratorio e invasivo durante la induccion de TGF-B. También
observamos, que la adhesion a la fibronectina se ve potenciada en las células
CD44v9 después de la exposicion a TGF-B. Otros componentes de la EMT, como
Twist o Snail, podrian estar involucrados en los cambios mediados por TGF-B. Se
ha demostrado que la sobreexpresion de Twist conduce a la adquisicion de
caracteristicas de las CSC [22]. De manera similar, la eliminacion de Snail induce
la EMT, y aumenta la formacion de esferoides en lineas celulares de cancer de
cabeza y cuello [141]. Esto sugiere que estos componentes de la EMT podrian
contribuir a la adquisicion de rasgos de CSC en las células CD44std después del
tratamiento con TGF-B. La adhesién a la fibronectina por parte de las isoformas de
CD44 en presencia de TGF-B no habia sido informada previamente. En la
literatura, se ha informado que el TGF-B induce la colocalizacién de HA y
fibronectina en miofibroblastos [142]. En las CSC, HA es un ligando para las
isoformas de CD44. Posiblemente, esto implicaria una relacién entre las isoformas
de CD44, la sintesis de HA y el aumento de la adhesion a la fibronectina mediada
por TGF-.

La protedbmica afiade varias posibilidades en cuanto al analisis de los cambios
observados en el comportamiento de las células CD44std NT vs CD44std TGF-B y
CD44v9 NT vs CD44v9 TGF-B. En este trabajo, identificamos proteinas
relacionadas en la via de sefalizacion de las cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK). La sefalizacion por MAPK permite a las células responder a una
variedad de sefiales, incluyendo el dafio por genotdxicos al DNA, citocinas
inflamatorias, y estimulos celulares. Esta sefializacion se divide en tres
compartimentos conocidos como RAS= MAPKKK, MEK= MAPKK y ERK= MAPK.

Una vez activadas estas proteinas desencadenan una sefalizacion rio abajo de la
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fosforilacion de proteinas y factores de transcripcion [143]. Posterior al tratamiento
con TGF-B, observamos una sefializacion sobreregulada de MAPK en CD44std a
travées de las proteinas, PRKCA, MAP2K7, MET y MAPKS. Estas proteinas

participan de la siguiente manera en la progresion del cancer:

PRKCA regula la proliferacion, diferenciacion y tumorigénesis con efectos
variables segun el contexto. En la progresion celular y tumoral, puede promover la
sefalizacion; en otros canceres o inducir el arresto y la supresion. En cancer de
higado, estimula el crecimiento, y su inhibicion con anti-sentido reduce el
crecimiento al desregular p2l1, mientras que en las células HepG2, inhibe
crecimiento a través de una via independiente de MEK/ERK [144, 145]. PKCA
parece actuar sensorialmente, fomentar o atenuar segun el entorno. La
sobreregulacion de PRKCA en células CD44std después de la exposicion a TGF-
B, podria indicar su papel en la proliferacion en este contexto y en linea con la

literatura existente.

MAP2K7 o MEK activa especificamente JNK1 y JNK2, estas cinasas son
fosforiladas y activadas por MEKK1, MEKK2, MEKK5 y GCK. Responden a la
transduccion de sefiales mediando la respuesta proinflamatoria a citocinas y
estrés celular [146]. Se ha reportado que una isoforma de MAP2K7 dirige una
desdiferenciacion en células tumorales con baja expresion de MBNL1, a través de
JNK [147]. Estos datos sugieren que la sefializacion sostenida de JNK en CD44std

podrian asociarse con la ganancia de rasgos de CSC.

MET (c-MET) este receptor desempefia un papel crucial en la transmision de
sefiales desde el entorno extracelular al interior de la célula. Su activacién ocurre
cuando se une a su ligando el HGF tras la unién a su ligando, se asocia con
diversas proteinas como PIK3R1, PLCG1, SRC, GRB2, STAT3 y GAB1, su
activacion anormal, como protooncogén, impulsa el desarrollo y progresion de
varios tipos de cancer [148]. Sus vias de activacion incluyen PI3K/AKT,
JAK/STAT, Ras/MAPK y SRC. MET se autofosforila y recluta proteinas, como
Grb2 y GEF y como SOS, lo que a su vez activa a Ras y desencadena cascadas
de sefalizacion como Raf, MEK, MAPKs, ERK, JNK y p38. Estas sefiales activan
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factores de transcripcion como Elk, Etsl y c-Myc, e impulsa la proliferacién tumoral,
invasion, metastasis, la resistencia a la apoptosis, la EMT y la angiogénesis [149].
Dada la evidencia previa de una sefializacion sostenida de MET en cancer, es
plausible que este podria ser un blanco potencial para la sobreexpresion con el fin
de potenciar la tumorigénesis en SNU-423 o sus subpoblaciones (CD44std y
CD44v9).

Por otro lado, la subregulacion de las proteinas CD44v9 en la sefializacion de
MAPK (NFKB2, MAPK1, MAPK13, MAPK3, DUSP16, RAPGEF2 y RASGRP3).

Las siguientes proteinas seran discutidas en los siguientes apartados.

NFKB2 o p52 es un factor de transcripcidon presente en todas las células, y
desempefia un papel clave en diversas respuestas bioldgicas como inflamacién,
inmunidad, crecimiento, apoptosis y desarrollo de tumores. En el proceso de
tumorigénesis, agrava la inflamacion intestinal a través de RelA, la infiltracion y el
dafio en el colon, contribuyendo al desarrollo de cancer [150]. Ademas, se ha
observado que esta sobreexpresada en cancer de préstata [150]. En colaboracién
con RelB, regula la expresion de genes como ciclina D1, Bcl-xL, cd44, cxcl12 e inf-
B [151]. La desregulacion de estos genes podria afectar las vias biologicas

subreguladas en células CD44v9 por medio de sefalizacion de MAPK por TGF-f.

MAPK1 o ERK2 es una cinasa treonina/serina que forma parte de la via de
sefalizacion MAPK, y actda en conjunto con ERK1. Se ha observado que ERK2
influye en la division celular en hepatocitos y en células epiteliales mamarias
induce la EMT, a diferencia de ERK1 [144, 152]. Adem&s, se ha vinculado la
sefalizacion del EGFR con la promocion de células tumorales, mientras que la
sefalizacion del c-MET depende de la participacion de ERK2, lo que establece
una comunicacion bidireccional a través del estroma tumoral [153]. Teniendo en
cuenta el papel especifico que ERK2, se puede sospechar que su desregulacion
inducida por TGF-B tenga una implicacion en la adquisicion en los rasgos de CSC.

MAPK13 o p380 es una de las cuatro isoformas de la cinasa p38 MAPK. Esta
isoforma juega un papel en las cascadas de respuestas celulares a estimulos

como las citocinas proinflamatorias o el estrés fisico activado por MAP2K6 o
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MAP2K3 [154]. Esta activacion se asocioé con la transformacién maligna y cancer,
que incluyen procesos como la proliferacién, invasion, migracion y apoptosis. Aun
asi, MAPK13 puede actuar como supresor o promotor de tumores [155]. En el
caso de HCC, la inhibicion de MAPK13 disminuye el crecimiento clonogénico y
aumenta la resistencia a tratamientos en comparacion con Sorafenib [156]. Estos
resultados estdn en linea con la disminucion de la capacidad clonogénica que

observamos en las células CD44v9 después del tratamiento con TGF-[3.

DUSP16 es una proteina de fosfatasa dual que inactiva las MAPK, incluyendo p38
y JNK. Se cree que la desactivacion de JNK por DUSP16 podria ser un
mecanismo implicado en varios tipos de cancer [157]. En células de cancer de
ovario, por ejemplo TGF-B aumenta la senalizacion de MAPK, afecta DUSP16 y al
reducir su expresion, desencadena la EMT [158]. En el caso del HCC, la pérdida
de DUSP16 activa p53 y Rb, e induce senescencia celular. Pero en pacientes con
HCC, esta pérdida se asocia con una mayor proliferacién tumoral [159, 160]. Esto
sugiere que la desregulacion de DUSP16 podria reducir las células CD44v9

debido a la sefalizacion continua de MAPK a través de TGF-(3.

RAPGEF2 es un factor que modifica la guanina en las GTPasas de cambio de
guanina para Rap, activando Rap2 y reprimiendo YAP y TAZ para controlar las
actividades celulares ante estimulos mecanicos. Recientemente, en el contexto del
HCC, RAPGEF2 y genes similares predicen prondstico y la respuesta a la
inmunoterapia [161]. El tratamiento con TGF-B desregula mudultiples vias de
sefalizacion, especialmente en las células CD44v9, donde el papel de RAPGEF2

podria desempefiar un papel en el microambiente inmune tumoral.

RASGRP3 o proteina de liberacion del nucleétido de guanina a RAS 3, regula el
intercambio de GDP por GTP en las GTPasas pequefias de RAS, actuando rio
abajo de c-MET o EGFR [162]. La desregulacion de RASGRP3 en cancer de
mama ha demostrado reducir la proliferacion y aumentar la apoptosis, y afectar
seflales como Akt, ERK 1/2 y el receptor de estrogenos [163]. Estos hallazgos
respaldan informes previos, donde la inhibicibn de RASGRP3 en células de cancer
de prostata afecta la proliferacion y la formacién de esferoides [164]. La
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desregulacion de RASGRP3 inducida por el tratamiento por TGF- podria ser un
objetivo que considerar, para aumentar caracteristicas de las CSC en SNU-423 y
subpoblaciones.

Curiosamente, MAPK3 parece ser un punto de convergencia en relacion con la
sobreregulacién y desregulaciéon observada en las subpoblaciones CD44std y
CD44v9 después de la exposicion al TGF-B. Esto podria convertirlo en un objetivo
de interés para la regulacion tanto en SNU-423 como en las subpoblaciones
mencionadas. En este punto, discutiremos el valor de MAPK3, o mas
especificamente, la sefializacion de ERK1/2, su asociacién con el cancer y su
efecto a través de TGF-.

MAPKS3, también conocido como ERK1, es una cinasa activada rio abajo de los
receptores de TKR en conjunto con ERK2. Aunque no se han realizado estudios
independientes y especificos sobre ERK1, parece ser que hay una relacion
cercana con ERK1/2 la cual discutiremos a continuacion. La activacion de ERK1/2
resulta de la sefalizacion de RAS, RAF y MEK, lo que activa procesos como
proliferacion, diferenciacion, ciclo celular y formacién tumoral. ERK1/2 activa
proteinas como c-Myc, survivina, ciclina D1, metaloproteinasas y Bcl-2 [143]. La
sobreexpresion de ERK1/2 conduce a una proliferacion descontrolada e inhibe la
apoptosis en varios tipos de cancer [165]. En el HCC, alrededor del 50% de los
pacientes mantienen una sefializacion continua de MAPK, que resulta de la
sobreexpresion de factores de crecimiento rio arriba y receptores (HGF y FGF),
y/o de la subregulacion de reguladores negativos (RAS-GAP) o moduladores
positivos (RAS-GEF) de ERK1/2 [166]. La inhibicibn de ERK1/2 puede interrumpir
la proliferacién, promover apoptosis y la diferenciacién, lo que limita la formacién
de tumores [167]. En relacién con la sefalizacion con TGF-B, esta comunicacion
cruzada parece ser esencial para una EMT completa, a través de una
retroalimentacion positiva mediada por la sefalizaciéon autocrina de TGF-3. Este
mecanismo implica la fosforilacion de coactivadores de SMADs por ERKs o0 la
fosforilacion de SMAD2/3 por ERKs [168]. En este contexto, podemos plantear la

hipotesis de que el tratamiento con TGF-B, junto con su sefalizacion y
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comunicaciéon cruzada con MAPK, dirija el proceso de EMT en el contexto de las
isoformas de CD44, con la adquisicion o pérdida de caracteristicas CSC. Estos
reportes sobre la subregulacion y sobreregulacién de ERK1/2, son consistentes
con nuestros resultados donde observamos los cambios presentes en células
CD44std y CD44v9 después del tratamiento con TGF-B. Sin embargo, es de
resaltar que no hay reportes que asocien la sefializacion diferencial de MAPK con
relacion a isoformas de CD44. Este conjunto de proteinas con relacién a cada
subpoblacién presenta varios blancos activos que podrian contribuir a la ganancia
o pérdida de rasgos de CSC.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo, hemos identificado subpoblaciones de CD44std y CD44v9 con
rasgos diferenciales de CSC, y hemos observado como TGF-f afecta estas

poblaciones.

. Las células CD44std muestran una expresion aumentada de marcadores
como Nanog y N-cadherina que son rasgos presentes en las CSC relacionados
con migracion e invasion, después del tratamiento con el TGF- se incrementa la
capacidad de formacion clonogénica y esferoides en conjunto con la migracion e
invasion.

. Las células CD44v9 muestran una expresion elevada de Sox2 y Vimentina
con rasgos de formacion de colonias y esferoides. Sin embargo, después del
tratamiento con el TGF-B estos rasgos disminuyen, y la adhesion celular se ve

potenciada.

. La sefializacion de la via MAPK se encuentra sobreregulada en CD44std, y

subregulada en CD44v9 después del tratamiento por TGF-p.

. Estos resultados subrayan la importancia del analisis protedmico para
discernir la actividad diferencial de la via de sefalizacion MAPK en las
subpoblaciones CD44std y CD44v9.

Las diversas proteinas en la via MAPK identificadas en este estudio podrian servir
como objetivos para futuras investigaciones, lo que arrojaria luz sobre como estas
proteinas podrian modular las caracteristicas de CSC de estas subpoblaciones y

su papel en la progresiéon del HCC.
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10. PERSPECTIVAS

Aqui se presentan algunas perspectivas y areas de investigacion futuras que

pueden derivarse de este estudio.

. Evaluar la expresion de las isoformas CD44std y CD44v9 en muestras de
HCC para confirmar si nuestros hallazgos en lineas celulares se reflejan en

pacientes.

. Realizar experimentos para silenciar especificamente las isoformas de
CD44std y CD44v9 en SNU423, asi como en otras lineas celulares del HCC. Para

entender su funcion en el cancer hepatico.

. Explorar otros modelos experimentales que investigar el papel de las

isoformas de CD44 en las CSC y cémo afectan la progresion del cancer.

. Investigar cdmo factores de microambiente pueden influir en la capacidad
tumorigénica de las células CD44v9- y CD44v9+ en modelos de ratones

inmunodeficientes.

. Estudiar las vias de sefializacion relacionadas con CSC (Wnt, Hedgehog,
Notch) en las células CD44v9- y CD44v9+ después del tratamiento con TGF-p.

. Estudiar el efecto de la inhibicion de la sefializacion de MAPK, utilizando un
inhibidor como PD98059 después del tratamiento con TGF-B y como afecta las
células CD44.

. Investigar el papel de correceptores que podrian facilitar la capacidad
tumorigénica después del tratamiento con TGF-, como el receptor c-Met.

Estas perspectivas abren nuevas investigaciones para comprender mejor la
influencia de las isoformas de CD44 y otros factores en las CSC y la progresion
del HCC
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12.

ANEXOS

Anexo 1. Lista de anticuerpos donde se especifica la marca, bloqueo y

protocolo de incubacion en orden de aparicion en este trabajo.

Anticuerpo Diluido Bloqueo Ab 1rio Ab 2rio
a-CD44 TBS 1x Leche al 5% 1:8,000 1:25,000
Abcam Tween 1h Leche al 5% | a-Conejo HRP

(ab189524) 0.05% 1h TA

a-GAPDH TBS 1x Leche 3% 1:10,000 1:10,000
Cell Signaling | Tween 0.1% BSA 1% BSA 1% a-Ratén HRP
Technology 1h 1h TA
(14C10) Leche 3%
BSA 1%

a-Oct4 PBS 1x Leche al 5% 1:1,000 1:5,000
Cell Signaling Tween 1h Leche al 5% a-Conejo

Technology 0.05% HRP 1h TA
(C30A3)
a-Sox2 PBS 1x Leche al 5% 1:500 1:5,000

Cell Signaling Tween 1h Lecheal 5% | a-Conejo HRP

Technology 0.05% 1h TA
(D6D9)
a-Nanog PBS 1x Leche al 5% 1:500 1:5,000

Cell Signaling Tween 1h Lecheal 5% | a-Conejo HRP

Technology 0.05% 1h TA
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(D73G4)

a-Vimentina TBS 1x Leche al 5% 1:1,000 1:10,000
(V9) Tween 0.1% 1h Lecheal 5% | a-Raton HRP
Sc-6260 1h TA
a-E-cadherina TBS 1x Leche al 5% 1:250 1:2,000
(67A4) Tween 0.1% 1h Leche al 3% a-Raton HRP
Sc-21791 1h TA
a-N- TBS 1x Leche al 5% 1:1,000 1:10,000
Cadherina Tween 0.1% 1h Lecheal 5% | a-Raton HRP
(13A9) 1h TA
a-Scr
(36D10) TBS 1x Lecheal 5% 1:1,000 1:10,000
Cell Signaling | Tween 0.1% 1h Lecheal 5% | a-Conejo HRP
Technology 1h TA
a-MEK
GTX50313 PBS 1x Leche al 5% 1:6,000 1:5,000
GeneTex Tween 1h Leche al 5% a-Conejo
0.05% HRP 1h TA
a-MAPK TBS 1x Leche al 5% 1:4.000 1:10,000
(9102) Tween 0.1% 1h Leche 5% a-Conejo HRP
Cell Signaling 1h TA
Technology
a-p-MAPK TBS 1x Leche al 5% 1:4.000 1:10,000
(D13.14.4E) Tween 0.1% 1lh Leche 5% a-Conejo HRP
(4370S) 1h TA
Cell Signaling

Tecnologies
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Anexo 2. SNU-423 no es tumorigénica en el modelo de raton NSG. En el

anexo 2 se detallan los resultados de los ensayos de tumorigénesis realizados de
manera subcutanea y ortotdpica y se incluy6 una inyeccion por vena de la cola en
el modelo de ratdbn NSG para evaluar el desarrollo tumoral. A) Diagrama de
modelo de trasplante subcutaneo en el raton NSG. Se inocularon en el dorso del
ratén con SNU-423 (7 x 108 células) en 100uL en RPMI libre de suero junto con
Matrigel© (1:1). Los ratones fueron monitoreados por 2 a 6 semanas después de
la implantacion. No se observd desarrollo tumoral en el dorso del raton. B)
Diagrama de modelo de trasplante ortotdpico en el higado del ratbn NSG. Las
células de SNU-423 (1x10° células) fueron suspendidas en RPMI libre de suero, y
colocadas en hielo hasta el momento de la inyeccién. A continuacion, se anestesié
al raton, se realizé una incisiébn en la linea alba en la pared abdominal para
exponer el higado. Después, las células SNU-423 se mezclaron en volumen 1:1
con Matrigel© antes de la inyeccion. La inyeccion se realizé de manera ortotdpica
en tres sitios diferentes del higado: Dos en la izquierda- lateral y uno en el l6bulo
izquierdo en medio del higado. Los ratones fueron monitoreados por 2 a 6
semanas después de la implantacion. No se observo desarrollo tumoral en el
higado o pulmon. C) Diagrama de inyeccion por vena de la cola en el raton NSG.
Se inocularon con células SNU-423 (1x10° células) a 1/3 del nacimiento de la cola
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del ratdén. Los ratones fueron monitoreados por 2 a 6 semanas después de la

implantacion. No se observé desarrollo tumoral en el higado o pulmon.
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Anexo 3. Andlisis de fiabilidad y confianza de péptido. A) Histograma que
representa un total de 967,807 péptidos detectados en todas las inyecciones; el
86.33% (833,805) de ellos caen dentro de un margen de error de +10 ppm
(resaltado en naranja fuerte). Esto demuestra que el espectrometro de masas
mantuvo una calibracién de masa precisa como se esperaba. La mayoria de los
péptidos se espera que tengan errores dentro de +10 ppm, y ningun péptido tuvo
un error mayor de = 36 ppm. B) Grafico de pastel que ilustra los tipos de péptidos
detectados en todos los andlisis. La mayoria (66%) pertenece a las categorias
PepFragl y VarMod, que se consideran las mas confiables debido a su
adherencia a un modelo tedrico que implica una digestion enzimatica completa, un
alto niumero de productos de iones coincidentes, una fuerte correlacion en la
intensidad de los productos de iones en comparacion con los iones precursor, y 14
atributos fisicoquimicos que contribuyen a su puntuacion de péptidos. Los péptidos
VarMod también incluyen aquellos con modificaciones variables, como las PTM.
Aproximadamente el 22.2% se clasifican como PepFrag2, que representan
péptidos con menor fiabilidad, ya que se identificaron con menos restricciones en
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la intensidad de los productos de iones durante una segunda ronda de busqueda
en la base de datos. Ademas, el 11.6% son péptidos con MissedCleavege, lo que
indica la eficiencia de la digestion realizada por el kit PreOmics®. Menos del 0.2%
representan péptidos fragmentados en la fuente de iones y péptidos que muestran
pérdida neutral de H20, NH3s 0 H3PO4. C) Como se anticipaba, la mayoria de los
péptidos de alta calidad se concentran dentro de un margen de error maximo de
+10 ppm en todo el rango m/z analizado (representado en negro). Ademas, la
proporcidn mas alta de péptidos se encuentra dentro de un rango m/z de 400-
1200, lo cual es normal dada la complejidad de las muestras digeridas
enzimaticamente. D) Grafico que muestra la abundancia en forma logaritmica de
los iones de péptidos. Estos iones de péptidos abarcan mas de siete 6rdenes de
magnitud (expresados en logaritmo base 10), lo que indica la excelente
sensibilidad del espectrometro de masas. Los datos se agrupan y se representan

como proporciones, con los iones de péptidos identificados resaltados en amarillo.
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Anexo 4. Volcano plot de proteinas filtradas de los datos protedmicos de
CD44std y CD44v9 después del tratamiento con TGF-B. A) Se presentan las
proteinas filtradas de las células CD44std. En total., se muestran 4,337 proteinas
en el mapa de calor. Las proteinas que no presentan cambios significativos se
muestran en circulos grises (3,830), las proteinas que estan subreguladas se
representan con circulos azules (109), y las proteinas sobrereguladas se
representan con circulos rojos (398). En el eje horizontal (abscisa) se muestra el
valor de p para cada una de las proteinas detectadas en el triplicado técnico,
representado como Logl0. En el eje vertical se presenta (ordenada) el -Log
ANOVA para cada proteina detectada, con valores representados como logaritmo
de base 2. B) Se muestran las proteinas filtradas de las células CD44v9. En total
se representan (4,130) en el mapa de calor. Las proteinas filtradas que no
presentan cambios significativos se muestran en circulos grises (3,745), las
proteinas subreguladas se presentan con circulos azules (238), y las proteinas
sobrereguladas se representan con circulos rojos (147). Al igual que en el inciso A,
la abscisa del eje corresponde al valor de p a cada una de las proteinas
detectadas en el triplicado técnico (valores representados como -Logl0) y la
ordenada del eje (-Log (ANOVA)) por cada proteina detectada (los valores son

representados como logaritmo base 2.
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Anexo 5. El heat map representa la abundancia de proteinas subreguladas y
sobrereguladas en CD44std y CD44v9 después del tratamiento con a TGF-.
A) Se presenta el triplicado de las proteinas de las células CD44std y en B) Se
presenta el duplicado de las proteinas de las células CD44v9 de ambas
condiciones fueron usadas para generar el mapa. La abundancia relativa es
representada usando “Z-score”. Se muestran diferencias significativas en la

expresion de las proteinas de las células CD44std y CD44v9.
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Anexo 6. Lista de proteinas UP y DOWN de células CD44std NT vs TGF-B.

¥ [} >3 [}
Accesion <u5 _ 6 N 5 - E E oEo
= = =
Q9Y2T3 111.3671 | 133.5342 | 501.1723 | 480.6446 | 909.9828 | 317.9201
92 8 37 34 51 65
Q9COH5 | 2732.478 | 5531.153 | 5670.623 | 5710.516 | 19942.95 | 8642.910
2 35 72 42 88 34
HOYKEO 732.4244 | 4437.547 | 3758.288 | 31929.23 | 56084.42 | 27083.49
36 77 59 43 88 86
Q86YS6 55.85235 | 517.4726 | 61.07476 | 297.5601 | 749.9531 | 761.4951
28 44 12 78 95 57
Q9P253 3510.136 | 4803.281 | 4304.391 | 6464.461 | 11797.90 | 7503.778
42 46 63 08 35 52
Q6ZWT7 | 639.6738 | 307.4660 | 133.3342 | 425.0064 | 10947.39 | 6108.796
03 23 42 9 78 96
Q53SF7 0 22.27924 | 27.16962 | 75.71009 | 23.00651 | 146.2854
82 46 76 32 86
P12821 1473.551 | 5728.207 | 7070.309 | 9018.872 | 9412.704 | 12045.31
79 25 98 63 86 58
Q6ZNL6 29.81107 | 7.271375 | 5.794641 | 213.4796 | 204.1122 | 15.35223
24 39 49 79 09 39
Q9Y5H3 896.9556 | 2366.772 | 454.9897 | 40.33406 0 38.55460
48 71 63 34 48
043861 191.0091 | 365.9149 | 136.3154 | 24.53166 | 70.79037 | 158.6162
69 17 35 23 3 19
Q13325 242.0973 | 447.8485 | 48.07496 | 16.73187 | 71.21871 | 56.97454
68 89 71 64 95 62
Q7L1S5 159.9249 | 565.7303 | 362.0361 | 32.84180 | 1.545109 0
11 3 42 75 04
Q1ED39 136.7598 | 137.2872 | 59.40776 | 23.94495 | 5.072485 | 26.42049
71 38 51 87 82 73
043766 129.7130 | 112.3203 | 73.50674 | 113.5302 | 9.230072 | 9.944614
11 28 54 73 73 16
Q96PK6-5 | 97.26518 | 62.07947 | 119.8440 | 71.08770 | 17.15256 | 31.30143
32 74 8 57 85 89
Q9BVI4 199.6295 | 173.0040 | 491.7843 | 147.5461 | 180.3903 | 87.51587
7 19 92 34 7 94
Q8TBZ2 12.35368 | 15.04120 | 50.66511 | 13.31250 0 0.167686
58 74 09 83
P33981 509.1474 | 617.0339 | 621.6754 | 263.3650 | 168.6488 | 318.4408
13 45 78 38 78 67
P14649 246.4409 | 96.29507 | 148.1326 | 41.19578 0 48.10029
41 23 38 02 77
P04818 406.2210 | 217.8699 | 262.7558 | 5.971878 0 120.6095
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39 65 79 07 01
Q5SZE1 | 432.2077 | 168.8742 | 260.9460 | 99.68761 | 12.44849 | 12.45716
37 37 67 58 35
AOAO087X0 | 74.58020 | 17.75486 | 23.50777 | 10.40133 0 0
RO 72 95 39 89
Q16643 946.5943 | 254.2650 | 368.6642 | 204.5217 | 29.87195 | 234.3442
27 75 12 84 75 8
E9OPJC7 | 1595.809 | 422.0024 | 84.85259 | 55.32492 | 4.975358 | 8.019466
53 52 92 13 27 17
Q2M1P5 | 825.4412 | 220.4855 | 106.9178 | 43.12021 | 143.2937 | 69.86999
99 12 07 75 86 29
Q96EA4 | 1290.573 | 293.1885 | 162.7200 | 140.5314 | 12.00434 | 43.30111
37 1 92 98 09 59
P09661 332.5575 | 142.1724 | 155.0507 | 68.80971 | 105.6066 | 127.1659
24 34 23 17 86 61
AOAB8J9AU | 616.1342 | 45.52816 | 81.30680 | 8.489912 0 51.29220
12 43 87 84 25 1
043464-2 | 704.0993 | 77.57106 | 80.86599 | 45.31292 0 15.14570
04 84 17 21 36
Q6P2D0 | 961.5343 | 166.5914 | 21.72795 | 4.386639 | 9.380902 | 21.99604
37 47 61 89 35 48
Q96JE7 | 2203.697 | 45.24051 | 9.248830 | 52.14152 | 13.67471 0
29 3 23 88 85
D6RB59 | 3334.824 | 226.6247 | 103.9216 | 57.38178 | 10.81899 | 168.2313
02 23 72 85 43
P12955 657.3092 | 130.8492 | 110.1523 | 121.6552 | 34.03949 | 90.04852
05 93 07 89 11 09
Q86XP3 | 3405.012 | 884.6662 | 766.6183 | 172.7230 | 1099.809 | 574.7091
98 1 68 5 64 04
AOA140T9 | 520.0654 | 270.5745 | 162.3275 | 72.49959 | 111.5649 | 222.9933
T7 69 27 73 54 99 1
Q9BUPO | 208.2763 | 83.21621 | 96.94183 | 60.27143 | 7.000323 | 91.36492
08 98 02 87 05 07
Q9ULIO 812.0888 | 433.9353 | 179.3679 | 345.3975 | 76.03456 | 69.69526
86 47 49 54 09 32
AOAS5F9ZG | 1612.179 | 874.6195 | 385.7215 | 496.1980 | 229.6431 | 271.4777
X0 27 55 66 47 19 04
Q9UGNS | 334.6678 | 168.1009 | 9.649235 | 10.51931 | 0.586563 | 8.395281
81 9 13 88 85 04
Q68CZ2 | 350.0282 | 177.3523 | 95.79368 | 40.13409 | 38.14945 | 109.0174
04 46 85 87 13 38
P50897 341.7988 | 241.7004 | 407.3163 | 86.22474 | 146.6492 | 207.1053
65 06 84 45 09 44
Q9COD7 | 1252.737 | 874.1357 | 895.5662 | 229.0832 | 514.9168 | 725.0117
32 67 43 19 34 03
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Anexo 7. Lista de proteinas UP y DOWN de células CD44v9 NT vs TGF-B.

[
0
o >y &
o T8 TH ! o\
< 2 2 = =
Q15008 1123.48138 1405.70824 399.8921 108.510103
Q9UBN4 164.177491 238.606366 | 76.6095346 18.2577107
015131 60.3626085 116.036442 | 37.5000011 15.457315
Q96L42 108.473046 148.111883 | 47.1216617 41.408725
Q5VYS8 146.98358 205.305774 | 78.7859379 79.0089682
P15531 1207.35021 1228.70727 | 607.382494 482.830595
G3Vv256 437.855483 863.236735 | 183.374713 244.92598
P46108 69.0243316 186.625178 | 4.69199652 0
P06681 20.6500943 111.167298 | 5.35817633 6.70593973
P35556 76.6583335 230.518417 | 37.5888001 39.6577628
P28340 20.90915 125.101611 | 1.75462596 8.01244205
Q13098 85.0907652 241.299089 31.55284 67.645631
Q9BXK5 51.9138433 134.925034 | 32.1193824 7.40546994
Q00887 125.741413 462.075495 | 52.7123963 9.44537222
095372 222.124331 926.338396 | 161.816421 25.4774081
Q03001 95.5546026 1327.6188 85.2148748 0
P35579 62770.2267 83358.7159 | 26177.9489 46075.4868
075191 603.405383 241.001742 | 84.9369219 71.7279747
Al1L443 539.358411 115.144026 | 45.6025257 7.79581541
Q4KWHS8 110.744093 74.1821456 | 40.9323323 37.7494707
Q57011 273.270743 154.522654 | 54.8303148 12.666204
Q9C0J8 351.401268 349.85166 36.6890968 78.1143615
Q16527 618.600496 460.571866 | 68.3929373 142.825311
060522 1761.01906 1506.57222 | 773.821021 503.078043
ABMTJ3 305.325092 233.821674 174.89071 85.1166709
P08572 602.007215 532.485554 | 1037.23844 1346.00719
Q13625 3.40003571 27.726899 93.7780839 103.626426
060306 170.362713 311.0931 674.497682 903.669634
Q13023 23.2451922 48.0346376 | 107.351604 91.9640276
Q12816 332.194424 591.673882 | 1973.19527 1526.84615
Q9UFE4 236.456409 30.0454987 | 446.543908 413.97929
075197 1048.53179 618.201561 | 1627.52305 1902.15552
H3BLT9 337.92308 239.037763 | 506.210488 1306.61958
A2PYH4 541.860014 283.0499 793.825009 1722.80738
Q4Vv328 0 11.4442348 | 284.170012 2056.36702
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P49736 1188.05873 1922.66878 | 2404.04753 5808.79734
K7EL43 2419.94483 1803.71122 | 3907.47322 5905.15481
EOPJP2 92.2093169 47.6007767 | 635.083913 142.881624
Q9UHL4 91.1581586 59.4046902 | 464.08379 218.890281
Q6ZW31 136.308307 3.31748666 | 631.291153 436.729679
QI9NRX1 302.086999 173.271586 | 635.639116 389.618501
Q9UHV7 38.4169403 0 128.959026 26.1115498

Anexo 8. Determinacion de proteinas exclusivas y diferenciales de las
células CD44std y CD44v9. El diagrama de Venn muestra las proteinas
exclusivas en células CD44std (229) y células CD44v9 (22) a través de proteinas

filtradas de células CD44std (4,337) y de células CD44v9 (4,130) NT después del
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tratamiento con TGF-B. Estas proteinas exclusivas son sumadas a las proteinas
diferenciales (subreguladas y sobreguladas) en células CD44std (507) y en células
CD44v9 (385) para ser analizadas en la plataforma GO con 736 proteinas de las
células CD44std y 407 proteinas de las células CD44v9.

Anexo 9. Anélisis del conjunto de proteinas analizadas en las células
CD44std y en las células CD44v9 por la plataforma de Gene Ontology (GO)
para la evaluacion de la sefializacion por TGF-B. A) Se muestra el porcentaje

de proteinas en vias biologicas (11.20 %/ 40 proteinas) y 20 proteinas asociadas a
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la sefializacion en células CD44std después del tratamiento con TGF-B. B) Se

muestra el porcentaje de proteinas (9.80%/ 58 proteinas) en vias bioldgicas y el 30

de proteinas asociadas a la sefializacion en células CD44std después del

tratamiento con TGF-.

o a
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