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RESUMEN Y ABSTRACT

Podoplanina es una glicoproteina transmembrana asociada con la progresién maligna de
carcinomas escamosos (SCCs). CD44 engloba un conjunto de isoformas que se generan por
“splicing” alternativo a partir de un Unico gen. En esta tesis, hemos analizado la interrelacion de
podoplanina con CD44, caracterizando las isoformas especificas de CD44 que pueden asociarse
con podoplanina, e investigando su implicacion en la invasidon tumoral. Hemos llevado a cabo
varios analisis in vivo e in vitro que muestran que la expresién de podoplanina se induce de
forma coordinada con la isoforma estandar CD44s y algunas isoformas variables CD44v, en la
piel de ratdn estimulada por TPA y en células tumorales. En lineas celulares murinas
representativas de diferentes estadios de la carcinogénesis describimos, ademds, un cambio en
la expresion de isoformas CD44v a CD44s asociado con la progresion a carcinomas
indiferenciados (SpCC), y a CD44v10 como la Unica isoforma variable expresada en células SpCC.
Por otro lado, hemos caracterizado a CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10 como las principales
isoformas variables expresadas en lineas celulares humanas de SCC. Tanto CD44s como las
isoformas CD44v identificadas co-localizan con podoplanina en la superficie celular, asi como en
el anillo de adhesion de los invadopodios. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacién
demostramos que podoplanina interacciona fisicamente tanto con CD44s como con las
isoformas CD44v mencionadas anteriormente. Esta interaccidn ocurre principalmente por el
dominio transmembrana, aunque requiere el dominio citoplasmatico y se modula

negativamente por la glicosilacion del dominio extracelular.

Con el fin de determinar el impacto de la asociaciéon podoplanina-CD44 en la invasién
tumoral, investigamos la degradacion de la matriz extracelular (MEC) mediada por invadopodios
empleando células de SCC manipuladas genéticamente para silenciar la expresiéon de
podoplanina y/o CD44. Los resultados obtenidos sugieren que ambas proteinas estan implicadas
en la degradacién de la MEC mediada por invadopodios, aunque su funcién es diferente.
Podoplanina promueve la estabilidad de los invadopodios y una degradacidon focalizada,
eficiente, de la MEC. CD44, en cambio, no afecta a la estabilidad de los invadopodios, pero es
necesaria para mantener el control espacial de la actividad proteolitica; CD44s es la isoforma
principal involucrada en esta funcién. Ensayos de invasion ex vivo, utilizando una membrana
basal nativa, indican que tanto podoplanina como CD44 son esenciales para promover la
invasion de células de SCC a través de la membrana basal. Finalmente, resultados colaterales de
este trabajo sugieren que la asociacidon de podoplanina y CD44 tiene un papel en la division

celular, probablemente en el control de la citocinesis.
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RESUMEN Y ABSTRACT

Podoplanin is a transmembrane glycoprotein associated with malignant progression of
squamous cell carcinomas (SCCs). CD44 comprises a variety of isoforms generated by alternative
splicing from a single gene. In this thesis, we have analyzed the functional relationship between
podoplanin and CD44 by characterizing the specific CD44 isoforms that could associate with
podoplanin, and by investigating the involvement of podoplanin-CD44 association in tumor
invasion. We have performed several analyses in vivo and in vitro showing that the expression
of podoplanin is coordinated with those of the CD44s standard isoform and some CD44v variable
isoforms in mouse skin stimulated with TPA as well as in tumor cells. We also describe a switch
from the expression of CD44v to CD44s in mouse cell lines representative of different stages of
skin carcinogenesis, associated with progression to undifferentiated spindle cell carcinomas
(SpCCs), as well as the identification of CD44v10 as the only variable isoform expressed in SpCC
cells. On the other hand, CD44v3-10, CD44v6-10 and CD44v8-10 were characterized as the main
variable isoforms expressed in human SCC cell lines. Both CD44s and the above mentioned
CD44v isoforms co-localize with podoplanin on the cell surface and in the adhesion ring of
invadopodia. Podoplanin physically interacts with both CD44s and CD44v isoforms. This
interaction is primarily mediated by the transmembrane domain, although requires the

cytoplasmic tail and is modulated by glycosylation of the extracellular domain.

In order to determine the relevance of podoplanin-CD44 association on tumor invasion,
we analyze invadopodia-mediated degradation of the extracellular matrix (ECM), using SCC cells
genetically engineered to silence podoplanin and/or CD44 expression. Our results suggest that
both proteins are involved in invadopodia-mediated ECM degradation, although they carry out
different functions. Podoplanin promotes invadopodia stability and an efficient, focal, ECM
degradation. CD44, on the other hand, does not affect invadopodia stability, but is necessary to
maintain the spatial control of proteolytic activity. CD44s is the main isoform involved in this
function. Ex vivo invasion assays using a native basement membrane suggest a key role for both
podoplanin and CD44 on SCC cell transmigration through the basement membrane. Finally,
collateral results in this work point to a role of podoplanin-CD44 association during cell division,

likely on the control of cytokinesis.
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ABREVIATURAS

BCA: 4cido bicinconinico

BCC: carcinomas de células basales

CAFs: fibroblastos asociados a tumores

CDA44s: isoforma estandar de CD44

CDA44v: isoformas variables de CD44

CD-E: E cadherina

CDK: quinasa dependiente de ciclinas

cDNA: DNA complementario

CIC: célula iniciadora de tumores

CSC: célula troncal tumoral

CT: dominio citoplasmatico

DAPI: 4’, 6-diamidino-2-fenilindol

DMBA: 7,12-dimetilbenz[a]-antraceno

DMEM: medio Eaglemodificado por Dulbecco
EC: dominio extracelular

EGF: factor de crecimiento epidémico

EGFP: proteina verde fluorescente potenciada
EGFR: receptor de EGF

ERM: ezrina, radixina, moesina

ETOH: etanol

EYFP: proteina amarilla fluorescente potenciada
F-actina: filamentos de actina

FAK: quinasa de adhesion focal

FBS: suero fetal bovino

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

FLIM: microscopia de fluorescencia sobre células vivas
FRET: transferencia de energia de resonancia fluorescente
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GPA: glicoforina A

Ha: hemaglutinina

HNSCC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

HPV: virus del papiloma humano
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e HSPA9: proteina de choque térmico A9

e H&E: hematoxilina-Eosina

e IF: inmunofluorescencia

e |P:inmunoprecipitacion

e K: queratinas

e kDa: kilodaltons

e LIMK: LIM quinasa

e Lor:loricrina

e MEC: matriz extracelular

e MMPs: metaloproteasas de matriz

o mRNA: RNA mensajero

e NH;OH: hidréxido de amonio

e pb: pares de bases

e PBS: tampén fosfato salino

e PCR:reaccion en cadena de la polimerasa

e PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
e PDPN: podoplanina

e PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa

e PKA: proteina quinasa A

e PKC: proteina quinasa C

e RFP: proteina roja fluorescente

e ROCK: quinasa dependiente de Rho GTPasas

e RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
e SCCs: carcinoma de células escamosas

e SDS: dodecil sulfato sédico

e SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
e siRNA: RNA pequefio de interferencia

e SYN: sinaptobrevina

e TEM: transicién epitelio-mesénquima

e TGF-B: factor de crecimiento transformante tipo
e TM: dominio transmembrana

e TME: transicién mesénquima-epitelio

e TPA: 12 - O -tetradecanoilforbol-13-acetato

e UTR: regién no traducida
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UV: ultravioleta

V: vimentina

VEGF: factor de crecimientos endotelial vascular
WASP: proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich

WB: western blot
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1. EL CARCINOMA ESCAMOSO

Los carcinomas de células escamosas (SCC) son tumores que generalmente surgen de
epitelios estratificados, los cuales incluyen la piel, el eséfago y la cavidad oral (epitelios
estratificados escamosos) y las mucosas de las vias respiratorias (epitelios pseudoestratificados
no escamosos). El rasgo histoldgico principal que caracteriza a los SCC es la presencia de
diferenciacidon escamosa visible en forma de perlas de queratina, aunque también comparten
otros rasgos como determinadas mutaciones genéticas y la expresién de marcadores de
diferenciacién escamosa. Estos tumores se clasifican segln su localizacion, siendo los mas
frecuentes aquellos que aparecen en la piel, en la cabeza y el cuello, el eséfago, el pulmdény el
cuello cervical uterino. Aunque de forma menos frecuente, estos tumores también pueden
aparecer en el pancreas, el tiroides, la vejiga y la préstata (Sanchez-Danés et al., 2018). Los SCC
son los tumores sélidos malignos mas comunes en humanos, constituyendo el 80% de los nuevos
canceres diagnosticados cada ano, lo que supone una de las principales causas de mortalidad en
el mundo (Goldie et al., 2019). Dentro de los SCC, nos vamos a centrar en este trabajo en los de

piel y cabeza y cuello por ser los de mayor incidencia.

Los SCC cutaneos son, junto con los carcinomas de células basales (BCCs), los tipos de cancer
de piel no-melanoma mas comunes. Los datos de incidencia publicados para esta patologia son
inexactos debido a que los estudios epidemioldgicos tienden a agrupar estos carcinomas junto
a otros SCCs, o a agruparlos junto a los BCC (Skulsky et al., 2017). Sin embargo, se conoce que
la incidencia es mayor en personas de edad avanzada, en hombres respecto a mujeres, en
individuos de piel caucdsica comparados con los de piel morena y en pacientes
inmunodeprimidos. El principal factor de riesgo de esta patologia es la exposicidn a la radiacion
solar ultravioleta (UV), siendo las zonas del cuerpo expuestas al sol las zonas de mayor
incidencia. Pero también hay otros factores de riesgo, como la inmunosupresidn, la exposicion
a agentes quimicos y el tabaco. Ademas, existe una predisposicion genética a padecer estos
canceres en pacientes con determinados desérdenes hereditarios, como es el caso del
xeroderma pigmentoso y el albinismo, que ocurren en individuos que heredan mutaciones en
enzimas responsables de la reparacion al dafio al DNA producido por la radiacidon UV (reparacion
por escision de nucledtidos) y enzimas implicados en la sintesis de melanina, respectivamente
(Green and Olsen, 2017). El principal tratamiento de estos tumores suele ser la cirugia, sin
aparentes complicaciones, sin embargo, un 5% de los pacientes presentan recidivas y metdstasis

alos 5 afios, con Unicamente un 10-20% de supervivencia a mas de 10 afios (Goldie et al., 2019).
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Respecto a los carcinomas de cabeza y cuello (HNSCC), es decir a los que se originan en la
cavidad oral, la faringe o la laringe, su incidencia anual estd en torno a 600.000 nuevos casos en
el mundo. Esta patologia estd ligada a una edad avanzada y a un historial de consumo de alcohol
y tabaco, principalmente a este ultimo. La infeccidon con el virus del papiloma humano 16
(HPV16), supone otro factor de riesgo importante en el desarrollo del HNSCC, siendo la infeccion
por este virus un marcador de mal prondstico (Jou and Hess, 2017). Se han identificado diversas
mutaciones en genes implicados en procesos de proliferacién y supervivencia celular (TP53,
HRAS, EGFR, PIK3CA), control del ciclo celular (CDKN2A y CCND1), diferenciacion (NOTCH1),
sefializacion y adhesion (FAT1) (Zhou et al., 2016). Las mutaciones en oncogenes importantes,
puede ser la causa de que los HNSCC sean los SCC mds agresivos. Estos pacientes, a pesar de
someterse a terapias como cirugia, radiacidn, quimioterapia o anticuerpos monoclonales,
terminan desarrollando resistencia, que desembocan en la aparicidn de recidivas y metastasis
que elevan mucho la tasa de mortalidad (Méry et al., 2017). La mayor agresividad de estos
tumores se produce cuando la célula de origen es una célula madre, que al sufrir una mutacién
en alguno de los genes indicados anteriormente se convierte en una célula iniciadora de tumores
(CIC), que al expandirse clonalmente da lugar a un tumor de forma mas rapida y con una mayor
predisposicién a las recidivas (Goldie et al., 2019). En este sentido, es importante conocer la
funcidén bioldgica de moléculas cuya expresion es caracteristica de esta poblacidn celular, como
es el caso de CD44 (Prince et al., 2007), para, asi, poder entender mejor la biologia de estos
tumores, conseguir realizar un diagndstico precoz, e identificar nuevas dianas terapéuticas para

estas patologias.

2. LA CARCINOGENESIS QUIMICA DE PIEL DE RATON COMO MODELO DE
ESTUDIO DE CARCINOMAS ESCAMOSOS

La carcinogénesis quimica de piel de ratdn representa uno de los modelos in vivo mejor
establecidos para el estudio de la progresién tumoral y de la formacion de SCCs (Abel et al,,
2009). La iniciacidn de la carcinogénesis consiste en la aplicacién en la piel de una Unica dosis de
un carcinégeno quimico, 7,12-dimetilbenz[alantraceno (DMBA), seguido por aplicaciones
repetidas (una o dos veces por semana) de un promotor tumoral, como el éster del forbol TPA.
Al cabo de unas ocho semanas, aparecen en la piel papilomas benignos, la mayoria de los cuales
se reabsorben y desaparecen tras suspender el tratamiento con el promotor, pero una fraccién
de ellos (1-10%, dependiendo de la cepa del ratén) progresa espontdaneamente a SCCs. La
iniciacion implica la formacién de una poblacidn de células “iniciadas” que tienen el gen H-Ras1

mutado (Figura 1), una transversidn A-T, que origina un cambio de GIn por Leu en la proteina
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(Quintanilla et al., 1986), mientras que la promocién por TPA promueve la expansion clonal de
las células iniciadas para dar lugar a los papilomas. La conversion papiloma—SCC conlleva una
desorganizacion completa de la arquitectura de la epidermis, una pérdida de la polaridad celular,
un aumento de aberraciones cromosémicas (Abel et al., 2009), la mutacion de otros genes, como
el supresor Trp53 (Burns et al., 1991; Ruggeri et al., 1991) y cambios en la expresidn de proteinas
de adhesion célula-célula (Navarro et al., 1991) y de marcadores de diferenciacion (Figura 1),
como una disminucion de la expresidn de queratinas de las capas suprabasales diferenciadas de
la epidermis (K1, K10) y un aumento de queratinas caracteristicas de epitelios simples (K8, K18)

(Diaz-Guerra et al., 1992).

Los SCCs se clasifican histoldgicamente como bien diferenciados, moderadamente
diferenciados y pobremente diferenciados, también conocidos como carcinomas fusocelulares
(“spindle cell carcinoma”, SpCC), un tipo de tumor muy invasivo y metastasico. La progresion
SCC-SpCC se considera la ultima etapa de la progresién maligna e implica una transicion epitelio-
mesénquima (TEM), con la pérdida de marcadores de la diferenciacién epitelial (E-cadherina,
queratinas) y la ganancia de marcadores mesenquimaticos (vimentina), cuyo agente fisioldgico
es el factor de crecimiento TGF-B (Caulin et al., 1995; Cui et al., 1996). La transicion SCC-SpCC
correlaciona con un aumento de la expresién de H-ras oncogénico, asi como con mutaciones
inactivantes en el locus Ink4/Arf, que codifica los reguladores del ciclo celular p15Ink4b,

pl6inkday p19Arf (Linardopoulos et al., 1995) (Figura 1).

INICIACION PROMOCION PROGRESION
Epidermis normal Célula iniciada Papiloma Carcinoma Escamoso Carcinoma Fusoceular
(scc) {spSCC)
DMBA
ofefele]o mylo@elo
Alteraciones Mutacidn Mutacién Trp53 1H-Ras mutado
genéticas H-Ras Aberraciones cromosdmicas Inactivacion locus INK4
. LK1,K10 Pérdida Ks
Alteraciones T K8 Pérdida CD-E, Lor
de diferenciacion 4 CD-E v

Figura 1: Representacion esquematica del modelo de carcinogénesis quimica en piel de ratén. El
esquema muestra las diferentes etapas del desarrollo tumoral, los genes mutados asociados con cada
etapa, y los cambios en la expresion de marcadores de diferenciacién. CD-E: E-cadherina, Lor: Loricrina,
V: Vimentina, K: queratinas.

Este modelo se viene utilizando para distintos propdsitos, desde evaluar el potencial pro-
carcinogénico o anti-carcinogénico de diferentes compuestos, a analizar la funciéon de

potenciales proto-oncogenes y genes supresores en el cancer epitelial, y dilucidar si estan
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implicados en la iniciacién o en la progresién de la carcinogénesis, mediante ratones

modificados genéticamente sometidos a la carcinogénesis con DMBA/TPA (Abel et al., 2009).
3. MECANISMOS DE INVASION DE LAS CELULAS TUMORALES

La invasién tumoral y la metastasis es uno de los sellos distintivos del cancer (Hanahan and
Weinberg, 2000). Los tumores benignos, como los papilomas, o pre-malignos, como los
carcinomas in situ, estan localizados en el epitelio donde se originaron. Para la formacién de un
carcinoma maligno, algunas células de esos tumores deben atravesar la membrana basal, migrar
e invadir el tejido adyacente. Eventualmente, las células de los carcinomas pueden penetrar en
los vasos linfaticos o sanguineos e incorporarse al torrente circulatorio para producir tumores
secundarios (metdastasis) en tejidos u drganos distantes del tumor primario (Figura 2). Los
procesos de invasion en el cancer epitelial ocurren por dos mecanismos principales: la migracion
colectiva de grupos o cohortes de células epiteliales o la migracion individual de células que

sufren una transicion epitelio-mesénquima (TEM).

La TEM se define como el conjunto de procesos que conducen a la pérdida de las
caracteristicas epiteliales a cambio de la adquisicién de caracteristicas mesénquimaticas
(Lamouille et al., 2014; Thiery, 2003; Thiery and Sleeman, 2006). Esta conversién conlleva
cambios complejos, tanto en la arquitectura como en el comportamiento celular, tales como la
pérdida de las uniones adherentes que mantienen las células agrupadas, la pérdida de la
polaridad apico-basal y una reorganizacién del citoesqueleto; en resumen, una reprogramacion
de la expresion génica. En general, en las TEM que ocurren in vivo, las células no pierden todas
las caracteristicas epiteliales, a pesar de adquirir caracteristicas mesenquimaticas, mostrando
un fenotipo mixto, lo que se conoce como una TEM parcial. La TEM es un proceso clave en el
desarrollo embrionario. En los organismos adultos, la TEM puede ocurrir como una respuesta
fisiolégica al dafo tisular, como en la cicatrizacion de heridas, y en situaciones patoldgicas, como
la fibrosis y el cancer (Thiery and Sleeman, 2006). Durante la TEM se observa una disminucion
de los niveles de expresion de E-cadherina, el principal componente de las uniones adherentes,
provocada por factores de transcripcion, como Snail-1, Snail-2 (Slug), Twist, E47 y Zeb, que
actuan como represores de su transcripcién e inductores de la expresién de genes
mesenquimaticos. El cambio E-cadherina/N-cadherina esta relacionado con un aumento de la
motilidad y migracion de las células tumorales, ya que N-cadherina media la adhesién de las
células tumorales con las células del estroma y se une y activa al receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) (Christofori, 2006). Otro rasgo caracteristico de la TEM es la

desregulacion de vias de senalizacion de proliferacidén y supervivencia celular, como es el caso
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de las RhoGTPasas, las quinasas Src y Fak, la via de las MAP quinasas o la via de PI3K-AKT

(Lamouille et al., 2014).

Epitelio normal Displasia Carcinoma “in situ”

s 0J0J00J0, _, [0]0J00T0] _,

Extravasacion

Invadopodios

Metastasis —

~ Vaso sanguineo

Figura 2: Esquema de la progresion tumoral y de la transicion epitelio-mesénquima. La figura
muestra las distintas etapas de la cascada metastasica. TEM: transicion epitelio mesénquima. TME:
Transicion mesénquima-epitelio. Adaptada de (Thiery, 2002).

Los SCC bien diferenciados presentan, en general, una migracion colectiva, en forma de filas
o agrupaciones de células epiteliales, que ensamblan los filamentos de actina corticales a través
de las uniones adherentes, formando una unidad funcional, y presentan una mayor expresion
de metaloproteasas que degradan la matriz extracelular de manera polarizada. Sin embargo, en
SCC moderadamente o pobremente diferenciados, en los cuales se ha producido una TEM
parcial o completa, existen células tumorales que presentan una migracién individual de tipo
ameboide o mesenquimatico (Friedl et al., 2004). La migracién de tipo mesenquimatico tiene
lugar mediante extensiones de la membrana plasmatica, denominadas lamelipodios, impulsadas
por la polimerizacién de actina, que se unen a la matriz extracelular (MEC) formando nuevas
adhesiones o contactos focales que al estabilizarse crean una tension en los filamentos de actina
(F-actina), conocidos como fibras de estrés, que mediante una contraccidén actina-miosina
mueven el nucleo y el cuerpo celular en la direccién de la migracién y promueven la rotura o
deadhesidn de los contactos focales en la parte trasera de la célula. Este tipo de migracidn es
mas dependiente de integrinas y metaloproteasas, que degradan la MEC y abren hueco para
que la célula pueda moverse por la intrincada maraia de la MEC. La migracidn de tipo ameboide

se produce, fundamentalmente, por la contraccidn actina-miosina, que provoca la infiltracidn
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de las células entre los intersticios de la MEC, y es, por tanto, menos dependiente de integrinas

y metaloproteasas (Titus and Goodson, 2017).

Durante la metastasis, tras la extravasacion de los vasos sanguineos y la formacidn de un
foco secundario, las células que han sufrido una TEM deben experimentar el proceso inverso, es
decir, una transicion mesénquima-epitelio (TME), ya que se ha observado que, por regla general,
las metdstasis de los carcinomas conservan el fenotipo epitelial del tumor primario. Este proceso
parece ser importante para que las micrometastasis puedan crecer y desarrollar un tumor

secundario (Thiery et al., 2009) (Figura 2).

En cualquier caso, sea cual sea el mecanismo de migracién, las células tumorales para que
puedan metastatizar deben atravesar unas cuantas barreras tisulares, tales como la membrana
basal que separa los epitelios del tejido conjuntivo adyacente y rodea a las células endoteliales
de los vasos sanguineos, una densa MEC formada principalmente por laminina 5 y colageno IV
(Figura 2). Para este menester, las células de los SCCs y de otros tipos de tumores utilizan unas

estructuras altamente especializadas llamadas invadopodios (Lohmer et al., 2014).

4. INVADOPODIOS: UNA ESTRUCTURA CLAVE PARA LA INVASION
TUMORAL

Se denomina matriz extracelular (MEC) al conjunto de la membrana basal y la matriz
intersticial, compuesta por coldgenos fibrilares, proteoglicanos, glicoproteinas y polisacaridos.
Su principal funcién es mantener los tejidos separados y favorecer la integridad y la arquitectura
celular. Como se ha mencionado anteriormente, las células tumorales necesitan remodelar y
degradar la MEC para poder invadir los tejidos vecinos e infiltrarse en el interior de los vasos
sanguineos (Figura 2). Unas estructuras claves para esta funcidon son los denominados
invadosomas. Los invadosomas son proyecciones dindmicas de la membrana plasmatica,
inducidas, como en el caso de los lamelipodios (y de otras estructuras asociadas con la motilidad,
como filopodios y “ruffles”) por la polimerizacidn de actina. A diferencia de los lamelipodios, los
invadosomas son capaces de degradar y remodelar la matriz extracelular, ya que poseen
actividad proteolitica (Weaver, 2006). Invadosoma es un término que engloba a podosomas e
invadopodios, los cuales poseen ciertas semejanzas estructurales y funcionales (Paterson and
Courtneidge, 2018). La principal diferencia entre podosomas e invadopodios es que los primeros
son caracteristicos de células normales que atraviesan o remodelan tejidos, tales como
osteoclastos, macréfagos y células embrionarias de las crestas neurales, mientras que los

segundos son caracteristicos de las células tumorales. Ademas, los invadopodios alcanzan mayor
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longitud o profundidad (> 2um) que los podosomas (0,5-2 um) y son mas estables. Estas
caracteristicas dotan a las células tumorales de una mayor capacidad degradativa (Murphy and

Courtneidge, 2011).

Fase I: Iniciacion
® o e (o ° o

MEC \\‘ ,.//
"

Fase II: Preinvadopodio

.o Anillo de

Fase llI: Invadopodio maduro
adhesién

M Fase IV: Invadopodio tardio

MEC Co-localizacion

@ NWasP
Cortactina /< F-actina a-integrina B-integrina = Actina ws= Membrana
Cortactina mm= Matriz
@ VT-MMP
® MT1-MMP

Figura 3: Estructura y fases implicadas en la formacién de los invadopodios. (A) Los invadopodios
estan compuestos por un nucleo de F-actina rodeada de un anillo de adhesion (constituido principalmente
por integrinas). En su interior coexisten un gran nimero de proteinas implicadas en la polimerizacién y
regulacion de la dindmica de F-actina, como N-WASP y cortactina, asi como moléculas de seafializacion y
proteasas de la MEC, principalmente MT1-MMP. (B) Representacion esquematica de las fases implicadas
en la formacién de invadopodios activos, segin Artym y colaboradores (Artym et al., 2006).

Los invadopodios estan compuestos por un nucleo denso de F-actina rodeado por proteinas
de adhesion y proteinas de andamiaje. En su interior, un amplio grupo de proteinas implicadas
en la nucleacién, polimerizacion y fragmentacion de F-actina, tales como Arp2/3, N-WASP, WIP,
la GTPasa Cdc42, Nck, cofilina, cortactina, dinamina y proteinas de andamiaje, como TKS5, que
es un sustrato de la tirosina quinasa Src, regulan la dindmica del citoesqueleto de actina (Figura
3A) (Parekh and Weaver, 2016; Paterson and Courtneidge, 2018). Entre los receptores de
adhesidn se han descrito integrinas, principalmente f1y aVp3, y el receptor de acido hialurénico
CD44 (Di Martino et al., 2016). Otros componentes claves de los invadopodios son las proteasas,
se ha descrito la presencia de metaloproteasas reguladas por zinc: MMP-2, MMP-9, la
metaloproteasa transmembrana MT1-MMP (también llamada MMP14) y proteasas de la familia
ADAM; cisteina proteasas: catepsina B; y serin proteasas: seprasa y el activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (Paterson and Courtneidge, 2018). De todas ellas, el regulador
principal de la funcién de invadopodios parece ser MT1-MMP (Artym et al., 2006). Estas

proteasas no sélo tienen como funcion degradar y remodelar la MEC en los invadopodios, sino
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también controlar el crecimiento celular, la apoptosis y las comunicaciones intercelulares, a
través de la activacion proteolitica de factores de crecimiento, como TGF- (Sternlicht and Werb,

2001).

Numerosos estudios sugieren que la formacién de invadopodios responde a estimulos
ambientales y a moléculas de sefializacion. Se ha propuesto que tanto factores de crecimiento,
como VEGF, PDGF y EGF, como un pH acido, el aumento de la rigidez y la densidad del sustrato,
la hipoxia y las especies reactivas de oxigeno son factores claves para la induccién de la
formacién de invadopodios en las células tumorales (Paterson and Courtneidge, 2018).
Basandose en sus estudios de microscopia de fluorescencia e imagen en células vivas, Artym y
colaboradores definen cuatro fases para la formacién de los invadopodios (Figura 3B) (Artym et
al., 2006). El invadopodio comienza a formarse en un sitio de iniciacién donde se acumula F-
actina y cortactina en zonas de adhesién de la membrana plasmatica a la MEC (fase 1). El inicio
del reclutamiento de MT1-MMP al sitio de iniciacion define el estadio de pre-invadopodio (fase
I). Esta fase implica una acumulacién continua de F-actina y cortactina y un aumento de MT1-
MMP que conduce a la formacion de un invadopodio maduro, estable, y a la degradacidn focal
de la MEC (fase Ill). La dispersion de F-actina y cortactina del invadopodio maduro determina la
formacién del invadopodio tardio, el cual todavia contiene MT1-MMP acumulada capaz de

continuar una degradacion focal (fase V).

Los invadopodios son estructuras claves en la invasién tumoral, ya que estan implicados en
varias etapas de la cascada metastasica. En primer lugar, son capaces de degradar la membrana
basal, permitiendo que las células tumorales invadan el tejido conjuntivo adyacente. En segundo
lugar, colaboran en los procesos de intravasacién y extravasacién degradando las paredes de los
vasos sanguineos. Ademas, recientemente se ha descrito la importancia de los invadopodios
para el crecimiento tumoral en el nicho metastasico, ya que la delecién de proteinas importantes
para la funcion de los invadopodios reduce el crecimiento de las metastasis en determinados

contextos (Paterson and Courtneidge, 2018).

Se ha descrito la existencia de una cooperacidn funcional entre invadopodios y exosomas en
las células tumorales. Una disminucién de la produccidn de exosomas en determinadas células
tumorales produce una reduccién tanto en la formaciéon de invadopodios como en la
degradacion de la MEC mediada por ellos, sugiriendo que los exosomas son cruciales para la
biogénesis y actividad de los invadopodios. Este hecho se debe a que los exosomas son los
encargados de transportar tanto las MMPs responsables de |la degradacion de la MEC mediada

por invadopodios, como las proteinas, lipidos y RNA necesarios para su formacién (Liu et al,,
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2009). Ademas, se ha observado que la delecidn de proteinas importantes para la funcion de los
invadopodios, como es el caso de Tsk5, disminuye significativamente el nimero de exosomas
secretados al exterior, sugiriendo que los invadopodios son sitios claves para la liberacion de

exosomas (Hoshino et al., 2013).

5. CD44: UN RECEPTOR DE ADHESION QUE PROMUEVE LA MIGRACION Y
LA INVASION TUMORAL

5.1 Origen y estructura

CD44 fue descubierto por primera vez como un antigeno reconocido por un anticuerpo
monoclonal contra leucocitos humanos (Naor et al., 1997). Estudios posteriores mostraron que
este epitopo era comun a un grupo polimdrfico de proteinas (80-250KDa) presentes en la
superficie de la mayoria de células de vertebrados (Ponta et al., 2003). CD44 engloba un
conjunto de glicoproteinas transmembrana de tipo | generadas a partir de un Unico gen por un
complejo proceso de “splicing” alternativo (Figura 4). El gen de CD44 consta de diez exones
constantes (C1-C10) que se expresan de manera constitutiva en la mayoria de las isoformas y
diez exones variables (V1-V10) que pueden expresarse o no, dependiendo de la isoforma. En
humanos, el exdn V1 no se expresa, mientras que este exdn si se expresa en raton. De esta
manera, se pueden distinguir dos grupos de isoformas, una isoforma mds pequefia que solo
presenta los exones constantes, denominada isoforma estandar (CD44s), la cual se expresa de
manera ubicua en practicamente todos los tejidos, y varias isoformas que ademas de los exones
constantes presentan determinados exones variables y se denominan isoformas variables
(CDA44v), cuya expresion es especifica de tejido (Ponta et al., 2003) (Figura 4). La nomenclatura
de las isoformas variables de CD44 es bastante compleja; cuando se habla de isoformas que
contienen Unicamente un exdn variable, por ejemplo, el exén V10, la isoforma es denominada
CD44v10, pero si contiene consecutivamente los exones que van del V3 al V10, la isoforma se
denomina CD44v3-10. También existe la posibilidad de que la isoforma contenga varios exones
no consecutivos como el V5 y el V7, entonces la nomenclatura es CD44v5,v7 (Ponta et al., 2003).
Ademas, existe un sitio de “splicing” alternativo adicional en el exdn C9, que genera una mayor
variabilidad, ya que bien puede expresarse el dominio citoplasmdtico completo o bien puede
generarse un codén de parada prematuro que hace que aparezcan insoformas con un dominio

citoplasmatico truncado (Screaton et al., 1992).

Estructuralmente, CD44 estd compuesto por un dominio N-terminal globular, una region

variable, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico. El dominio N-terminal esta

45



INTRODUCCION

constituido por los primeros cinco exones constantes, siendo comun a todas las isoformas, y
contiene motivos que funcionan como sitios de anclaje para varios componentes de la matriz
extracelular. CD44 es el principal receptor del acido hialurdnico; el dominio N-terminal contiene
una regién de 90 aminoacidos, denominada dominio “link”, que permite tanto la unién de
hialuronato como de otros glicosaminoglicanos. La afinidad de CD44 por los glicosaminoglicanos
es dependiente de modificaciones post-traduccionales. Estas son especificas de las condiciones
de crecimiento y el tipo celular y constituyen otra fuente de variabilidad dentro de las isoformas
de CD44. Un ejemplo es la adicién de hepardn sulfato en la region codificada por el exén v3, lo
gue permite que las isoformas que contienen este exdn puedan asociarse con varias proteinas
de unidn a heparina. El dominio N-terminal esta separado de la regién transmembrana por una
pequefia estructura yuxtamembrana codificada por los exones variables, constituyendo la
principal diferencia entre las isoformas de CD44, ya que esta ausente en CD44s y varia de tamafo
dependiendo de la isoforma CD44v. El dominio transmembrana de CD44 consta de 23
aminodcidos hidrofdbicos y un residuo de cisteina, y parece participar en la formacién de
oligomeros de CD44; ademas, esta region es la responsable de la localizacién de CD44 en lipid-
rafts (Ponta et al., 2003). El dominio citoplasmatico une proteinas que median la asociacién de
CD44 al citoesqueleto de actina, como espectrina, y proteinas de la familia ERM (ezrina, radixina,
moesina), cuyas interacciones estan moduladas por quinasas, como la quinasa dependiente de

Rho ROCK o la proteina quinasa C (PKC) (Ponta et al., 2003).

5.2. Funcioén biolégica de CD44

CD44 participa en muchos procesos celulares, incluyendo la proliferacion, la
supervivencia, la diferenciacidn y la motilidad. Interviene también en el desarrollo neuronal, la
guia de axones neurales, asi como en funciones inmunes y hematopoyéticas. La alteracién o
pérdida de la expresion de esta familia de proteinas contribuye a numerosas patologias entre
las que se encuentra el cancer (Marhaba and Zoller, 2004). Sorprendentemente, los ratones
“Knockout” embrionarios para CD44 presentan Unicamente anomalias leves en la formacién de
las extremidades, en la migracidon de progenitores mieloides, en la colonizacién de la médula
dseay en la migracidn de los linfocitos al timo o a los nédulos linfaticos. Los fenotipos mas graves
se observaron tras someter a los animales a infecciones, estimulos pro-inflamatorios, induccién
de la ateroesclerosis, o la transformacién tumoral (Protin et al., 1999). Sin embargo, la delecidn
especifica de tejido de CD44 (knockout condicional), por ejemplo, en la piel, parece tener efectos
mas evidentes, resultando en retrasos en procesos como la respuesta inflamatoria, la
cicatrizacion de heridas y el crecimiento del pelo, asi como en una disminucién de la elasticidad

de la piel y una respuesta reducida de la epidermis al tratamiento con agentes carcinogénicos
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(Kaya et al., 1999). Estos resultados indican que la pérdida de CD44 al inicio del desarrollo
embrionario posiblemente es compensada con la induccidén de otros genes, que sustituyen el
papel de CD44, algo que no ocurre al delecionar la proteina en el organismo adulto o en etapas

mas tardias del desarrollo embrionario (Ponta et al., 2003).

Ademads, CD44 ha sido identificado como un marcador de células madre, tanto en tejidos
normales como tumorales (Zoller, 2011). El papel de CD44 en la progresidon tumoral, la
metastasis y la resistencia a la quimioterapia probablemente esta relacionado con su funcién en

las células madre (Morath et al., 2016).

Exones constantes Exones variables Exones constantes
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Figura 4. Esquema de la estructura de las isoformas estandar y variables de CD44. (A) Esquema del
gen CD44 y de algunas isoformas que pueden generarse mediante “splicing” alternativo. Los exones
constantes se representan en azul y los variables en naranja. (B) Esquema comparativo de la estructura
proteica de la isoforma estandar de CD44 (CD44s) y una isoforma que contiene todos los exones variables
(CD44v2-10), cuyas secuencias se insertan en la regidon yuxtamembrana denominada stem (rojo). En el
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dominio extracelular se representan las modificaciones por glicosilacién (figuras geométricas coloreadas).
Adaptado de Ponta et al., 2003.

Todas las funciones atribuidas a CD44 pueden explicarse considerando tres propiedades

fundamentales de esta familia de proteinas. A nivel molecular, CD44 se comporta de tres formas:

e Actla como un receptor de adhesién que interacciona con la MEC o con componentes
extracelulares solubles, lo que resulta en la activacién de la sefializacion intracelular. Por
ejemplo, interacciona con componentes de la MEC, como el hialuronato, modulando la
adhesién de las células a la MEC (Ponta et al., 2003), recluta metaloproteasas, como MMP9
y MMP7 (Yu and Stamenkovic, 1999; Yu et al., 2002), e interacciona con osteopontina para
mantener la integridad de los tejidos inflamados (Denhardt et al., 2001). Ademas, las
isoformas que contienen el exdn v3 pueden unirse a factores de crecimiento, como EGF, FGF
y VEGF (Orian-Rousseau, 2010).

e Actla como un co-receptor de receptores tirosina quinasa, y modula su activacion por los
ligandos y la sefalizacidn intracelular, favoreciendo la metastasis tumoral (Orian-Rousseau
and Sleeman, 2014). Por ejemplo, las isoformas que contienen el exdn v6 son co-receptores
para la activacion de c-Met (Orian-Rousseau et al., 2002). Otras isoformas de CD44
interaccionan con miembros de la familia ErbB, siendo este un evento crucial para la
activacion de estos receptores en carcinomas (Bourguignon et al., 1997). Ademas, las
isoformas de CD44 pueden interaccionar mediante su dominio CT con proteinas
intracelulares implicadas en varios procesos de sefializacién, como Src, Rho GTPasas, Rho
kinasa y PKC (Ponta et al., 2003).

e Reorganiza el citoesqueleto de actina mediante su interaccidn con las proteinas ERM, que
anclan CD44 al citoesqueleto de actina. Este es clave para mediar la sefial de algunos

receptores quinasa, como c-Met (Ponta et al., 2003).

5.3. Funcion de CD44 en el cancer

Numerosos estudios han investigado la relevancia de las isoformas CD44s y CD44v como
marcadores diagndstico y prondstico en tumores humanos. Aunque los resultados obtenidos
son bastantes controvertidos, existen evidencias significativas de que las isoformas CD44v se
sobreexpresan de manera aberrante en muchos canceres, confiriendo a los tumores una mayor
agresividad y potencial metastasico (Prochazka et al., 2014). La desregulacién de los niveles de
expresion de las diferentes isoformas de CD44 en la mayoria de tumores no se debe mutaciones
en el gen, sino a cambios en las proteinas que controlan los patrones de expresién de CD44 a

través de sus mecanismos de “splicing” alternativo (Ponta et al., 2003).
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Numerosos estudios destacan el papel de las isoformas CD44v que contienen el exdn
variable v6 en la progresion tumoral y la metdstasis. Se ha observado la expresién especifica de
estas isoformas en estadios avanzados de tumores de cuello cervical uterino y de pancreas
asociada a un mal prondstico (Naor et al., 1997). Adema3s, la expresién de la isoforma CD44v4-7
(que contiene el exdn v6) en una linea celular no metastasica de carcinoma pancreatico de rata
favorece la aparicion de metastasis, mientras que la utilizacién de un anticuerpo anti-v6 inhibe
su formacién (Gunthert et al., 1991). Por tanto, la sefializacién de las isoformas que contienen
el exdn v6 a través de su cooperacion con Met y VEGFR2 parece tener un papel decisivo en el
cancer pancreatico (Matzke-Ogi et al., 2016). En HNSCCs, la utilizacién de anticuerpos anti v6
disminuye la proliferacion celular y aumenta la sensibilidad a cis-platino (Wang and
Bourguignon, 2011). Otras isoformas ampliamente estudiadas son aquellas que contienen el
exon variable v3, cuya expresién en HNSCC correlaciona con un aumento de las metastasis en
nddulos linfaticos y un estadio avanzado (Wang and Bourguignon, 2011). Por ultimo, se ha
descrito que las isoformas variables que presentan el exdn v10, confieren una mayor resistencia
de los tumores HNSCC, cancer de mama y cancer renal a quimioterapia y promueven la
progresion tumoral y la metastasis (Wang and Bourguignon, 2011). Estudios en el cancer de
mama demuestran que la sobreexpresidon de CD44s promueve la agresividad de esos tumores y

un peor prondstico para los pacientes (Sun et al., 2017).

A pesar de la gran variedad de estudios que han centrado sus esfuerzos en determinar la
asociacion de las distintas isoformas de CD44 con la progresion maligna de determinados tipos
de tumores, aln existe una gran controversia en este sentido, debida en gran medida por la
dificultad de aislar y analizar especificamente ciertas isoformas. En muchos estudios se han
utilizado anticuerpos especificos de determinados exones variables, sin llegar a profundizar en
qué isoformas se expresan especificamente en sus modelos bioldgicos, y asumiendo que la
presencia de un determinado exdn variable lleva a cabo una funcidn determinada

independientemente del resto de la isoforma.

6. PODOPLANINA: UNA GLICOPROTEINA TRANSMEMBRANA IMPLICADA
EN LA MIGRACION Y LA INVASION TUMORAL

6.1 Origen y estructura
Podoplanina (PDPN) es una glicoproteina transmembrana de tipo mucina que se expresa
en una amplia variedad tejidos y tipos celulares, como podocitos glomerulares, células

epiteliales alveolares de tipo |, osteocitos, células mesoteliales, células del plexo coroideo,
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células gliales, algunos tipos de neuronas, células endoteliales linfaticas, y diferentes tipos de
fibroblastos. En estos tipos celulares fue identificada de manera independiente por distintos
grupos con diferentes nombres: antigeno PA2.26, OTS-8, E11, Aggrus, Tla, gp-38, podoplanina
(Astarita et al., 2012; Quintanilla et al., 2019; Renart et al., 2015). En nuestro laboratorio, se
identificé a podoplanina como un antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal PA2.26,
cuya expresion se inducia en queratinocitos de la epidermis y fibroblastos de la dermis durante
la carcinogénesis quimica de piel de ratdn. Su expresién se inducia también en estas células
durante la cicatrizacion de heridas o tras el tratamiento de la piel con el éster de forbol TPA (12-
O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate) (Gandarillas et al.,, 1997; Scholl et al., 1999),
Posteriormente, nuestro laboratorio clond y caracterizé el cDNA ortélogo humano (Martin-Villar
et al., 2005). Al final, el nombre que ha prevalecido es el de podoplanina, que hace referencia a
la implicacidon de esta proteina en el aplanamiento de los podocitos (células epiteliales) del

glomérulo durante la enfermedad renal (Breiteneder-Geleff et al., 1997).

Podoplanina exhibe la estructura tipica de las glicoproteinas transmembrana de tipo
mucina, con un dominio extracelular fuertemente O-glicosilado (con residuos de galactosa
unidos a N-acetilgalactosamina, modificados, a su vez, por la adicion de acido sidlico), un
dominio transmembrana hidrofébico y un dominio citoplasmatico extraordinariamente corto
(Figura 5). El dominio extracelular es la regién de la molécula menos conservada evolutivamente
(Renart et al., 2018) y presenta cuatro motivos repetidos en tdndem, denominados PLAG 1-4,
que son clave para la interaccién de podoplanina con el receptor tipo lectina CLEC-2, presente
en la superficie de otros tipos celulares como plaquetas, células dendriticas o algunos tipos de
macroéfagos (Suzuki-Inoue et al., 2017). El dominio extracelular también es el responsable de la
interaccion de podoplanina con otras proteinas como galectina-8, HSPA9 y CCL21 (revisado en
(Quintanilla et al., 2019)). El dominio transmembrana (y el citoplasmatico) esta muy conservado
evolutivamente, particularmente una regidn N-terminal que contienen un motivo GXXXG
implicado en la oligomerizacidn hélice—hélice de la proteina y en la asociacién de podoplanina
con balsas lipidicas (“lipid-rafts”) (Fernandez-Mufioz et al., 2011). Este dominio puede sufrir un
corte proteolitico por la proteasa intramembrana presenilina-1/y-secretasa, liberando el
dominio intracelular al citosol (Yurrita et al., 2014). La relevancia funcional de este hecho es
desconocida. El dominio citosdlico, compuesto por sélo nueve aminodcidos (RKMSGRYSP, en
humanos), contiene un grupo yuxtamembrana de aminodcido basicos (RK...R) responsable de la
interaccion de podoplanina con proteinas ERM y de su anclaje al citoesqueleto de actina.

Ademas, este dominio tiene dos residuos Ser que son sitios potenciales de fosforilacidn por la
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accién concertada de las quinasas PKA y CDK5, que podrian modular la funcién pro-migratoria

de podoplanina (Krishnan et al., 2015).

6.2. Interaccion de podoplanina con otras proteinas

Podoplanina carece de dominios enzimaticos obvios (Figura 5) por lo que debe realizar
sus funciones a través de interacciones con otras proteinas. Son varias las moléculas que, hasta
la fecha, forman parte del interactoma asociado a podoplanina, y que ayudan a explicar los

efectos bioldgicos y patolégicos de esta glicoproteina.

Como se ha mencionado anteriormente, podoplanina interacciona (a través de los
motivos PLAG de su dominio extracelular) con el receptor CLEC-2 tipo lectina situado en la
superficie de las plaquetas. Mediante esta interaccién, podoplanina induce la agregacién y
activacion plaquetaria, un evento implicado en distintos procesos bioldgicos, como la separacién
de la vasculatura linfatica de la sanguinea durante el desarrollo embrionario y la metastasis
tumoral (como veremos mas adelante). CLEC-2 también se expresa en diferentes células del
sistema inmune y la interaccién podoplanina-CLEC-2 tiene un papel clave en la biogénesis

plaquetaria que ocurre en la médula dsea y en la respuesta inmune (Suzuki-Inoue et al., 2017).

Podoplanina interacciona también mediante su dominio extracelular con la lectina
galectina-8, un componente de la MEC implicado en la regulacién de la angiogénesis y la
linfangiogénesis (Cueni and Detmar, 2009). Tanto podoplanina como galectina-8 se expresan
abundantemente en células endoteliales linfaticas y la interaccion podoplanina-galectina-8,
ademads de promover la adhesién y migracion de las células endoteliales linfaticas, parece estar
implicada en la linfangiogénesis inflamatoria (Chen et al., 2016) . Este dominio también es el
responsable de la interaccion de la proteina extracelular de choque térmico A9 (HSPA9) con
podoplanina en la superficie de células de SCC oral (Tsuneki et al., 2013). Aunque se ha descrito
gue HSPA9 (también conocida como mortalina) esta implicada en la carcinogénesis, la respuesta
al estrés y la neurodegeneracién (Flachbartova and Kovacech, 2013), se desconoce la relevancia
de la interaccién podoplanina-HSPA9 en estos procesos. Por ultimo, el dominio extracelular de
podoplanina interacciona con la quimiocina CCL21 especifica del sistema linfatico y a dicha
interaccion se le ha implicado en el desarrollo de células T especializadas, en la respuesta
inmuney en la evasiéon de las células tumorales de la vigilancia del sistema inmunitario (revisado

en (Quintanilla et al., 2019)).
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Podoplanina interacciona mediante su dominio transmembrana con tetraspanina CD9 en
dominios especificos de la membrana, denominados microdominios enriquecidos en
tetraspaninas. La interaccion podoplanina-CD9 en células de fibrosarcoma bloquea la
agregacion plaquetaria inducida por podoplanina e inhibe la metastasis (Nakazawa et al., 2008).
Recientemente, se ha descrito también una funciéon de la interaccién podoplanina-CD9 en

células reticulares fibroblasticas implicada en la respuesta inmune (Winde et al., 2019).

Como se ha mencionado anteriormente, podoplanina interacciona con los miembros de
la familia ERM ezrina y moesina, a través de tres residuos basicos (RK...R) de su dominio
citoplasmatico. Esta interaccién es clave para el anclaje de podoplanina al citoesqueleto de
actina y para la funcidn pro-migratoria y pro-invasiva de esta molécula (Martin-Villar et al., 2006,

2005; Scholl et al., 1999), como veremos mas adelante (Figura 5).

CLEC-2 Biogénesis de plaquetas
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by . Respuesta inmune
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CD44 Migracién tumoral direccionada

Figura 5: Estructura de podoplanina y ligandos bioldgicos. Se incluye la secuencia de aminoacidos
del dominio citosélico (CT) y la interaccidn con proteinas ERM a través de los aminoacidos basicos (rojo)
que anclan la proteina al citoesqueleto de actina. En el dominio extracelular (EC) se representan los
motivos PLAG implicados en la unién a la proteina CLEC-2 y las regiones de aminodcidos (isla 1 e isla 2)
cuya glicosilacion (figuras geométricas coloreadas) es relevante para la interaccion de podoplanina con
CD44, como se demuestra en esta tesis. TM, dominio transmembrana. En la Tabla de la derecha se
describen los ligandos que interaccionan con podoplanina y las funciones bioldgicas en las que estan
implicadas estas interacciones.

Finalmente, se ha descrito que podoplanina y la proteasa de membrana MT1-MMP forman un
complejo en la superficie de células de SCC, una interaccién que podria estar implicada en la
invasion tumoral (Li et al., 2015). Por otro lado, en el afio 2010, nuestro laboratorio describio la
interaccion de podoplanina con la isoforma CD44s en la superficie de células SCC. Mediante

técnicas de microscopia y transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET-FLIM) en
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células vivas, pudimos comprobar que esta interaccidon ocurre fundamentalmente en células SCC
individuales que estan migrando o en los lamelipodios del frente de migracidn de células que se
mueven de manera colectiva, y desaparece en los contactos célula-célula, a pesar de que la
expresién y co-localizacion de ambas proteinas en estas regiones es muy abundante. La
interaccion podoplanina-CD44s parece ser critica para una migracion eficiente y direccional de

las células de carcinoma (Martin-Villar et al., 2010).

6.3. Funcién de podoplanina en cancer

La expresién de podoplanina aumenta en una gran variedad de cdnceres, como
mesoteliomas malignos, tumores germinales, astrocitomas, glioblastomas y SCCs de diversos
origenes (cavidad oral, faringe, piel, eséfago y pulmon). En estos tumores, podoplanina se
localiza, generalmente, en el frente invasivo. Aunque en algunos casos la expresion de
podoplanina se considera un factor de buen prondstico (carcinoma cervical uterino y SCC de
pulmén), en la mayoria de los tumores podoplanina se asocia con la progresién maligna y la
metastasis (Renart et al.,, 2015). Podoplanina se expresa también en células del estroma,
principalmente en fibroblastos activados (CAFs), sin embargo, el valor prondstico de su
presencia en CAFs es controvertido, estando en algunos casos asociado a una supervivencia mas

corta y un peor prondstico, y, en otros, a un prondstico favorable (Quintanilla et al., 2019).

La expresion de podoplanina en las células tumorales tiene varios efectos sobre la
progresidon maligna. Por un lado, la interaccién de podoplanina localizada en la superficie de las
células tumorales con CLEC-2 en la superficie de las plaquetas promueve la agregacién y la
activacion plaquetaria, protegiendo a las células tumorales circulantes, tanto del estrés
mecanico al que se ven sometidas al circular por el torrente sanguineo, como del ataque por las
células del sistema inmune, lo que favorece su supervivencia de las células tumorales en el
torrente sanguineo (Kunita et al., 2007). Las plaquetas promueven, asimismo, la adhesién de las
células tumorales al endotelio sanguineo y, por tanto, favorecen la embolizacién de la
microvasculatura y la extravasacidn de estas células. Ademas, las plaquetas activadas secretan
una gran variedad de factores y quimiocinas que promueven la proliferacion y migracién de las
células tumorales (Suzuki-Inoue, 2011). Mediante este mecanismo podoplanina facilita la

metdstasis de las células tumorales que lo expresan.

Por otro lado, podoplanina tiene funciones tanto pro-migratorias como pro-invasivas. Asi,
a través de su interaccidn con las proteinas de la familia ERM, promueve la migracién celular
(Martin-Villar et al., 2006). Nuestro laboratorio ha demostrado, ademas, que podoplanina

induce una TEM parcial o completa en queratinocitos premalignos y células MDCK (Martin-Villar
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et al., 2006, 2005; Scholl et al., 2000, 1999), asociadas con una mayor motilidad y capacidad
invasiva, tumorigenica y metastasica. La interaccion con ezrina y/o moesina es clave para que
podoplanina promueva la activacién de RhoA GTPasa y su quinasa ROCK, lo que conduce a una
reorganizacion del citoesqueleto, la estimulacion de la motilidad y, en determinadas
circunstancias, a una reprogramacion génica que conduce a la TEM (Martin-Villar et al., 2006).
Es interesante sefialar que, aunque en muchos tumores podoplanina co-localiza con E-cadherina
en los contactos célula-célula del frente invasivo (Wicki et al., 2006), se han observado casos de
tumores en los que la expresion de podoplanina correlaciona con la pérdida de E-cadherina (Cho
et al., 2017; Martin-Villar et al., 2006). Estos datos sugieren que la expresién de podoplanina en
los tumores in vivo puede debilitar los contactos célula-célula y promover, tanto la migracion
colectiva (Wicki et al., 2006) como la migracién individual de las células tumorales (Martin-Villar

et al., 2006).

Las células tumorales también pueden secretar podoplanina al medio extracelular
incorporada en la membrana de microvesiculas y exosomas. Los exosomas que contienen
podoplanina promueven tanto la angiogénesis como la linfangiogénesis, aunque sélo esta ultima
es dependiente de la presencia de podoplanina en la superficie de estas vesiculas. Un analisis
protedmico realizado en el curso de estos estudios reveld que podoplanina promueve la
incorporacién a exosomas de proteinas implicadas en el trafico vesicular y favorece la

produccién y liberacién de vesiculas extracelulares (Carrasco-Ramirez et al., 2016).

Finalmente, podoplanina es un importante componente de los invadopodios de células
de SCCs (Hwang et al., 2012; Martin-Villar et al., 2015). Los analisis de inmunofluorescencia y
microscopia confocal realizados por nuestro laboratorio localizan a podoplanina en el anillo de
adhesidén de estas estructuras, junto con vinculina y paxilina. La asociacién de podoplanina a los
invadopodios es muy dinamica. Su reclutamiento a estas estructuras es dependiente de su
localizacién en balsas lipidicas (mediado por el dominio transmembrana y, concretamente, el
motivo GXXXG de oligomerizacién de esta glicoproteina) y su localizacion en el anillo de
adhesidén es dependiente de su interaccion con proteinas ERM, que conectan a podoplanina con
F-actina. Los estudios funcionales realizados sugieren que podoplanina no estd implicada en la
formacién de los invadopodios, sino en su estabilizacién, mediante la activacion de la ruta RhoC-
ROCK-LIMK-cofilina, y en promover una degradacion eficiente de la MEC (Martin-Villar et al.,
2015). Es importante sefialar que CD44s ha sido identificado también como un componente de
invadopodios en células de cancer de mama y de glioblastomas (Petropoulos et al., 2018; Zhao

et al., 2016).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los estudios previos de nuestro laboratorio habian demostrado una interaccion de podoplanina
con la isoforma CD44s, y que esta interaccién estaba relacionada funcionalmente con la
migracion de células SCC. Sin embargo, hasta la realizacién de esta tesis, se desconocia si
podoplanina interaccionaba también con isoformas CD44v. Por otro lado, estudios de distintos
laboratorios, incluido el nuestro, habian identificado a podoplanina y CD44s como componentes
de los invadopodios. En esta tesis, hemos abordado el estudio de la posible interaccion de
podoplanina con CD44v y, una vez confirmada esta, hemos analizado la localizacién de CD44s y
CD44v en los invadopodios. La hipétesis de trabajo aqui planteada ha sido que la interaccién de
podoplanina, tanto con CD44s como con CD44v, es relevante para la funcion de estas estructuras

y para la invasion de células de SCC a través de la membrana basal.

OBJETIVOS

1. Analizar la posible expresidn conjunta de podoplanina con CD44s y CD44v in vivo e in vitro.

1.1. Analizar la expresion de podoplanina y CD44 (CD44s y CD44v) en la piel de ratén

tras un estimulo pro-inflamatorio con TPA.

1.2. Analizar la expresion de podoplanina y CD44 (CD44s y CD44v) en lineas celulares

representativas de distintos estadios de la carcinogénesis quimica de piel de ratén.

1.3. Analizar la expresion de podoplanina y CD44 en lineas celulares humanas de SCC.

Identificar las isoformas CD44v que se co-expresan con podoplanina.

2. Analizar la posible interaccidn de podoplanina con CD44s y las isoformas CD44v identificadas
en el objetivo anterior y caracterizar los dominios estructurales de podoplanina implicados en

la interaccion.

3. Estudiar la relevancia de la interaccién podoplanina-CD44 (CD44s y CD44v) en la formacion

de invadopodios activos y en la invasion de células SCC a través de la membrana basal.
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1. CLONAIJES Y CONSTRUCCIONES DE DNA

En este trabajo se han aislado diferentes isoformas de CD44 expresadas en lineas celulares
humanas de SCCs y se han clonado en los vectores de expresion pcDNA3-Ha, pEGFP-N1,
pmCherry-N1 vy en el vector lentiviral pLNT-SFFV. Para ello, se amplificé el cDNA de CD44 de las
lineas celulares HT1080, HN5 y A253 usando los cebadores descritos en la Tabla 1y la enzima de
alta precision Phusion High-fiddelity DNA polymerase (New England Biolabs). Los cDNAs de las
distintas isoformas se aislaron empleando un kit de extraccion de DNA en gel (Nzytech) y se
insertaron en los vectores utilizando las enzimas de restriccion indicadas en la Tabla 1. La
construccion CD44v6-eGFP no pudo conseguirse utilizando este sistema debido al bajo nivel de
expresion de esta isoforma en las lineas celulares, y se cloné empleando el kit in-fusion”HD
cloning (Clontech), que permite una mayor eficiencia de clonaje, utilizando cebadores
especificos para este sistema (Tabla 1).

Para la obtencién de construcciones de podoplanina silvestre y mutantes fusionadas con
Flag se utilizaron distintos procedimientos. PDPN-AEC, PDPN-TMCD45, PDPN, PDPN-G137L,
PDPN-ACT y PDPN-QN.N se clonaron a partir de los cDNAs fusionados a eGFP (Martin-Villar et
al., 2006), empleando la enzima Phusion High-fiddelity DNA polymerase (New England Biolabs)
y oligos especificos que se describen en la Tabla 2. Las construcciones mutantes PDPNAEC-QN.N,
PDPN-S/Tm, PDPN-PLAG3m, PDPNAPLAG3, PDPN-TMSYN, PDPN-TMGPA, PDPN-TMERBB2,
PDPN-PLAG3S/Tm, PDPN-PLAG4S/Tm, PDPN-11S/Tm y PDPN-I2S/Tm se generaron por
mutagénesis dirigida de la secuencia de PDPN silvestre, mediante el protocolo descrito en Zheng
y colaboradores (Zheng et al., 2004). Este método consiste en introducir en la secuencia de
podoplanina clonada en el plasmido pcDNA3-Flag una mutacién a través de un proceso de
elongacion mediante una Unica PCR (16 ciclos: 1 min a 942C, 1 min a 522C y 8-24 min a 682C,
seguido de una incubacién de 1h a 682C), utilizando la enzima Expand™ High-Fiddelity (Roche),
con una pareja de cebadores complementarios (Tabla 2) que cumplen los siguientes requisitos:

tener una longitud de 25-45pb y una Tr, > 782C y contener la mutacion de interés.

Todas las construcciones generadas en el laboratorio fueron secuenciadas en el servicio de

gendmica del IIBM.
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Tabla 1. Construcciones de DNA de las isoformas de CD44 generadas en esta tesis.

Construccion

CD44sHa

CD44v3-10-Ha

CD44v6-10-Ha

CD44v8-10-Ha

CD44sC9-Ha

CD44s-eGFP

CD44v3-10-eGFP

CD44v6-10-eGFP

CD44v8-10-eGFP

CD44sC9-eGFP

CD44s-mCherry

CD44s-eGFP-pLNT

CD44v3-10-eGFP-

PLNT

CD44V8-10-eGFP-
PLNT

Procedencia

cDNA

HT1080

A253

HNS5

HNS5

HN5

HT1080

A253

HN5

HNS5

HN5

CD44s-eGFP

CD44s-eGFP

v3-10-eGFP

v8-10-eGFP

Cebador

5’ CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT 3’
5" AAGATAATGGTGTAGCTCGAGCACCCCAATCTTCAT 3’

5" CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5" AAGATAATGGTGTAGCTCGAGCACCCCAATCTTCAT 3’

5’ CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT 3’
5" AAGATAATGGTGTAGCTCGAGCACCCCAATCTTCAT 3’

5'CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’AAGATAATGGTGTAGCTCGAGCACCCCAATCTTCAT3’

5’CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’ACCTGAATCCTCGAGACTTCTTCGACTGTTGAC3’

5’CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’ATAATGGTGTAGGGGTACCACCCCAATCTTCAT3’

5’CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’ATAATGGTGTAGGGGTACCACCCCAATCTTCAT3’

5’CTCAAGCTTCGAATTCATGGACAAGTTTTGGTGGCAC3’
5’GATCCCGGGCCCGCGGTACCCCCACCCCAATCTTCATGT
CCAC3’

5’CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’'ATAATGGTGTAGGGGTACCACCCCAATCTTCAT3’

5’CCGTTCGCTCGAATTCCCATGGACAAGTTT3’
5’ACCTGAAGGTACCCAACTTCTTCGACTGTTGAC3’

5’ CTCAAGCTTCAGATCTCCATGGACAAGTTT 3’
5 TGATCTAGAGTCGCGACGCGTTTACTTGTA 3’

5’ CTCAAGCTTCAGATCTCCATGGACAAGTTT 3’
5’ TGATCTAGAGTCGCGACGCGTTTACTTGTA 3’

5" CTCAAGCTTCAGATCTCCATGGACAAGTTT 3’
5 TGATCTAGAGTCGCGACGCGTTTACTTGTA 3’

Dianas de
restriccion
EcoRI
Xhol
EcoRI
Xhol
EcoRI
Xhol
EcoRI
Xhol
EcoRI
xhol
EcoRl
Kpnl
EcoRI
Kpnl
EcoRI
Kpnl

EcoRl
Kpnl
EcoRI
Kpnl
EcoRl
Kpnl
BamHlI
Bglll
Milul
BamHI
Bglll
Milul
BamHI
Bglll
Milul

Plasmidos

pcDNA3-
Ha
pcDNA3-
Ha
pcDNA3-
Ha
pcDNA3-
Ha
pcDNA3-
Ha
pEGFP-N1

pEGFP-N1

pEGFP-N1

pEGFP-N1
pEGFP-N1
pmCherry
-N1

pLNT-
SFFV

pLNT

pLNT

Para visualizar la dindmica del citoesqueleto de actina en la célula viva, se empled un péptido

de 17 aa con alta afinidad por F-actina denominado Lifeact. Este péptido estaba fusionado a

eGFP o a Rubby, segun se indica en los experimentos correspondientes. Las construcciones que

contienen estos cDNAs han sido descritas previamente (Scales et al., 2013) y fueron cedidas por

la Profesora Maddy Parsons del King’s College London (Reino Unido).
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Tabla 2. Construcciones de DNA de podoplanina en su forma silvestre y mutada.

Construccion

PDPN-
mCherry

PDPN-Flag

PDPN-AEC-
Flag

PDPN-AEC
QN.N-Flag

PDPN-S/Tm-
Flag

PDPN-
PLAG3m-
Flag

PDPN-
APLAG3-Flag

PDPN-
TMCDA45-
Flag

PDPN-
TMSYN-Flag

PDPN-
TMGPA-Flag

PDPN-
G137L-Flag

PDPN-ACT-
Flag

PDPN-QN.N-
Flag

PDPN-
PLAG3S/Tm-
Flag

Procedencia
cDNA
PDPN-eGFP

pcDNA3-
PDPN
(Martin-Villar
et al., 2005)
PDPN-AEC-
eGFP
(Martin-Villar
et al., 2006)
pcDNA3-
PDPN AEC-
Flag

pcDNA3-
PDPNFlag

pcDNA3-
PDPNFlag

pcDNA3-
PDPNFlag
PDPN-
TMCD45-
eGFP
(Fernandez-
Mufoz et al.,
2011)
pcDNA3-
PDPN-Flag

pcDNA3-
PDPN-Flag

PDPN-G137L-
eGFP
(Fernandez-
Mufoz et al.,
2011)

PDPN-
ACTeGFP
(Martin-Villar
et al., 2006)
PDPN-QNN-
eGFP
(Martin-Villar
et al., 2006)
pcDNA3-
PDPN-Flag

Cebador

5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’
5" TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5" CGTCAGATCGGTACCCATGTGG 3’

5 'TTGAGCGAATTCTCTGAGTCCGGA3’

5" ATGGTTTGGAATTCGTGACCCTGGTT 3’
5" TTCAGCCTCGAGGGGCGAGTACCT 3’

QN

5" GTTATGCAAAACATGTCGGGAAGGTAC 3’
5" GTTTTGACATGCATAACCACAACGATG 3’
N

5" GGAAACTACTCGCCCCTCG 3’

5" GAGTAGTTTCCCGACATGTTTTG 3’

5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’

5" TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5" GTGCCGCAGCTGATGTGGTGGCTCCAGGAACCAGC 3’
5" CTGGAGCCACCACATCAGCTGCGGCACCTGGCATGG 3’

5" GGTGCCACCAGCGAAGACCGCTATAAG 3’
5’ CGCTGGTGGCACCTGGCATGGC 3’

5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’
5 TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5'TACTACGTCGACAATGATGATCATCTTGGGAGTGATTTGC3’
5’'TACTACTCCGGACATTTTTCGGAAGTAAACTATGATGATGA
TGAGG3’

5 TACTACGTCGACAATAACACTCATTATTTTTGG 3’

5" TACTACTCCGGACATTTTTCGAATACCGTAAGAAATT

AAGAGG 3’
5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’
5’ TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’
5" TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5" AGCTTCGAATTCCCCGATGTGG 3’
5" TTGCTCACCTCGAGGGCGAC 3’

5" GGTGGCTCCAGGAACCAG 3’
5" GGAGCCACCACATCATC 3’
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Dianas de

restriccion
EcoRI
Kpnl

EcoRl
Xhol

Kpnl
EcoRI
EcoRI
Xhol

EcoRlI
Xhol

EcoRlI
Xhol

EcoRl
Xhol

EcoRl
Xhol

EcoRl
Xhol

Plasmidos

Pmcherry-
N1

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-
Flag

pcDNA3-

Flag

pcDNA3-
Flag
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PDPN- pcDNA3-
PLAG4S/Tm-  PDPN-Flag
Flag

PDPN- pcDNA3-
11S/Tm-Flag  PDPN-Flag
PDPN- pcDNA3-
12S/Tm-Flag PDPN-Flag

2. ANTICUERPOS

5" GCCAGCTTCAGAAAGCAC 3’
5" GAAGCTGGCAGATCCTC 3’

T65-T66

5" CTTGGCAGCTCTGGTGGCAAC 3’

5" CAGAGCTGCCAAGCCAGACTTATAG 3’

T70-T76

5" GGCAGCAGCTGTCAACGCTGTAGCAGGCATTCGCA TC3’
5’ CCTGCTACAGCGTTGACAGCTGCTGCCACCAGAGC 3’
S98-T100

5" GTCCAGCCGCCGCAGCCTCAAACG 3’

5" GCTGCGGCGGCTGGACTTTGTTCTTG 3’

S$107-T110

5’ CACCGCTCACGCCGCGGAGAAAGTGGATG 3’

5’ CTCCGCGGCGTGAGCGGTGGCCACGTTTG 3’

pcDNA3-
- Flag

pcDNA3-
- Flag

pcDNA3-
- Flag

Los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta tesis se describen en

las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en esta tesis.

Especie Aplicacion
Anticuerpo
Monoclonal Policlonal wB IF 1P
Anti-CD44
humano/ratén Ratén 1:8000
(HP2/9)
Anti-CD44
humano/ratén Rata 1:100 1:50
(Im-7)
Anti-CD44 raton Rata 1:100 1:50
(KM-201)
Anti-CD44 Ratén 1:100
humano (E1.2/8)
Anti-podoplanina Rata 1:1000
humana (Nz-1)
Anti-podoplanina Rata 1:100
raton (PA2.26)
Anti-Ha Rata 1:1000
Anti-Flag Ratén lug
Anti-eGFP Rata 1:1000
Anti-laminina V Conejo 1:500
Anti-GAPDH Ratén 1:10000
Anti-tubulina Ratén 1:10000
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Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en esta tesis.

Aplicacion

Anticuerpos conjugados Especie Procedencia

WB IF
Anti-ratén HRP Oveja 1:2000 Amersham
Anti-rata HRP Cabra 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-rata HRP Cabra 1:5000 Invitrogen
Anti-conejo HRP Burro 1:5000 Amersham
Anti-rata Alexa 488 Cabra 1:200 Molecular Probes
Anti-raton Alexa 488 Cabra 1:200 Molecular Probes
Anti-conejo Aleja 546 Cabra 1:200 Molecular Probes

3. METODOS DE CULTIVO CELULAR

3.1 Cultivos celulares

En este trabajo se han utilizado diferentes lineas celulares. Hemos utilizado lineas celulares
representativas de diferentes estadios del modelo de carcinogénesis quimica en piel de ratdn,
cuyas caracteristicas y medios de cultivos se describen en la Tabla 5. También se ha utilizado un
panel de lineas humanas de SCCs cuyo origen y medios de cultivo figuran en la Tabla 6. En todos
los casos, el medio se suplementd con suero fetal bovino (FBS) al 10% (salvo la linea celular HN5
que se suplemento con FBS al 5% y la linea SCC13 que se suplementd con extracto de pituitaria
de rata y EGF) y glutamina (2 mM). Para las lineas celulares murinas se utilizaron como
antibiodticos gentamicina (32 ug/ml) y ampicilina (100 pug/ml), mientras que para las lineas
humanas se emplearon penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Todas las lineas

celulares se mantuvieron a 379C, en atmadsfera humeda con un 5% de CO..

Tabla 5. Lineas celulares derivadas del modelo de carcinogénesis quimica en piel de ratdn.

Linea Origen Mutaciones Fenotipo  Medio Referencia
celular cultivo
MCA3D Queratinocitos primarios - E Hams’'F12 (Kulesz-Martin
tratados con DMBA y CaZ etal., 1983)
PB Papiloma inducido con - E Hams’F12 (Yuspa et al.,
DMBA/TPA 1986)
PDV Queratinocitos primarios - E Hams’F12 (Fusenig et al.,
transformados con DMBA 1978)
MSC11B9 Carcinoma inducido con H-ras; p53 E DMEM (Burnsetal.,
DMBA/TPA 1991)
MSC11A5 Carcinoma inducido con H-ras; p53 F DMEM (Burns et al.,
DMBA/TPA 1991)
CarcC Carcinoma inducido con H-ras F DMEM (Buchmann et
DMBA/TPA al., 1991)
CarB Carcinoma inducido con H-ras F DMEM (Buchmann et
DMBA/TPA al., 1991)
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Tabla 6. Lineas celulares humanas empleadas en este trabajo.

Linea celular Origen Medio de Cultivo
HaCaT Queratinocitos normales inmortalizados DMEM
HN30 Carcinoma escamoso de la faringe DMEM
HN19 Metastasis de SCC en el nddulo linfatico DMEM
A253 Carcinoma epidermoide glandula salivar submaxilar DMEM
Fadu Carcinoma escamoso de la faringe DMEM
SCC13 Carcinoma escamoso de la epidermis facial Keratinocyte-SFM
HEK293T Células embrionarias de rifion humanas DMEM
HN5 Carcinoma escamoso de lengua DMEM
HN5CD44sGFP Linea HN5 infectada con vector lentiviral CD44s-GFP DMEM
HN5v3-10GFP Linea HN5 infectada con vector lentiviral CD44v3-10GFP DMEM
HN5v8-10GFP Linea HN5 infectada con vector lentiviral CD44v8-10GFP DMEM

3.2 Transfecciones transitorias

Las contrucciones de CD44 y podoplanina fusionadas a los epitopos epitopos Ha, Flag o eGFP
que se describen en las Tablas 1y 2, se transfectaron de forma transitoria en células HEK293T.
Para ello, 7x10° células se sembraron en placas de 60mm hasta alcanzar una confluencia en
torno al 60%. Al dia siguiente, las células se transfectaron con 1ug de las distintas construcciones
utilizando como agentes Fugene 6 (Promega) o Lipofectamina 2000 (Invitrogen), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Al cabo de 24h, las células se lisaron para los experimentos de
Western blot o inmunoprecipitacidn (apartados 6.1 y 6.2) o se sembraron sobre cubreobjetos

de 12 mm de didmetro para los experimentos de inmunofluorescencia (apartado 8.1).

3.3 Infeccién con lentivirus

Para las infecciones lentivirales, se utilizaron las construcciones de CD44 fusionadas a la
proteina eGFPy clonadas en el vector pLNT-SFFV, asi como construcciones de Lifeact-GFP/Rubby
clonadas también en el vector pLNT-SFFV (Tabla 1). Las células HEK293T se transfectaron con 1
pg de plasmido lentiviral, 750 ng del plasmido de empaquetamiento psPAX2 y 250 ng del
plasmido de la capside viral pMD2.G, en medio Optimem. El medio de las células se renové 12h
tras la transfeccidn, y los sobrenadantes con particulas virales se recogieron en dos tandas,
primero después de 24h y tras aifadir medio fresco, a las 48h. Los medios con particulas virales
se guardaron a 42C para su uso inmediato o se almacenaron a -802C para su uso a largo plazo.
Las infecciones de las células con las particulas virales se realizaron con bromuro de
hexadimetireno (polibreno; Sigma-Aldrich) a una concentracién de 8 pg/ml y 0,5-1 ml de los
sobrenadantes. La eficiencia de la infeccidn se monitorizé mediante microscopia observando la

fluorescencia.
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3.4 Interferencia de RNA

Los experimentos de interferencia transitoria de la expresion de podoplanina y/o CD44 se
realizaron mediante tratamiento de las células HN5 con los siRNAS descritos en la Tabla 7. En
los experimentos de degradacién de gelatina, se utilizd una mezcla de los dos siRNAs descritos
en la Tabla 7 para cada proteina, mientras que en los ensayos de rescate de la degradacién
andmala de la gelatina se utilizé Unicamente el siCD44-1 para silenciar la expresién de CD44. Los
siRNAS, a una concentracién final de 50 nM, se transfectaron con oligofectamina (Invitrogen) a
una concentraciéon de 100uM, en medio Opti-MEM. Como control se utilizd MISSION® siRNA
Universal Negative Control (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 50 nM. Las células se
incubaron a 372C durante 6h antes de afiadir FBS al 10%. Todos los ensayos se realizaron 4 dias

después de la transfeccion.

Tabla 7. Secuencias de los siRNAS empleados para la interferencia de RNA.

siRNA Secuencia

PDPN 1 5’ GAAAGACCGUUCACCAGAC 3’
PDPN 2 5’ CUAACACUGGACCAUUGGA 3’
Ccb441 5’ TGTGCTACTGATTGTTTCA 3’
CD44 2 5" GAACGAATCCTGAAGACATCT 3’

4. ANALISIS DE RNA

4.1 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA de las distintas lineas celulares tanto murinas como humanas se
realizé empleando el kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen), y las concentraciones de RNA obtenidas se

cuantificaron mediante espectrofotometria (Nanodrop).

4.2 RT-PCR

Para la sintesis de cDNA se retrotranscribieron 2jug de RNA total mediante el uso de la enzima
MLV-RT (Promega) y un oligo dT como cebador durante 2h a 372C. Posteriormente, la
amplificacion de los cDNAs de podoplanina, CD44 y GAPDH en lineas celulares humanas y
murinas se realizé utilizando los cebadores descritos en la Tabla 8.

Las diferentes isoformas de CD44 se separaron mediante electroforesis en geles de Agarosa
al 1% y fueron aisladas utilizando el Kit QIAquick® extraction Kit (Qiagen). La caracterizacion de
los exones variables de CD44 se llevd a cabo siguiendo el protocolo desarrollado por Kénig y
colaboradores (Konig et al., 1996). En primer lugar, se amplificaron todas las isoformas utilizando

el par de cebadores hs3 y hs5 (Tabla 8). Posteriormente, el producto de PCR obtenido se re-
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amplificd empleando cebadores especificos de cada uno de los exones variables de CD44. Todas
las amplificaciones se realizaron mediante reaccién de PCR (35 ciclos: 30s a 902C, 1 min a 572C
y 3 min a 722C), con el kit Certamp Complex (Biotools). La amplificacion de podoplanina, CD44 y
B-actina se realizd mediante PCR (35 ciclos: 1min a 952C, 1 min a 592C 1 min y 1,5 min a 722C)
utilizando NZYTaq 2x Green Master Mix (Nzytech). La amplificacién de los cDNAs mutantes de
podoplanina se realizé utilizando la enzima Phusion High-fiddelity DNA polymerase mediante

PCR (35 ciclos: 10s a 982C, 30s a 592Cy 30s a 729C).

Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para RT-PCR en este trabajo.

Oligonucleétido Secuencia

hs3 5’ TTTGCTCCACCTTCTTGACTCC 3’

hs5 5" GATGGAGAAAGCTCTGAGCATC 3’

Cc13 5’ AAGACATCTACCCCAGCAAC 3’

V2 5" GATGAGCACTAGTGCTACAG 3’

V3a 5" ACGTCTTCAAATACCATCTC 3’

V3b 5’ TGGGAGCCAAATGAAGAAAA 3’

Va4 5’ TCAACCACACCACGGGCTTT 3’

V5 5’ GTAGACAGAAATGGCACCAC 3’

V6 5" CAGGCAACTCCTAGTAGTAC 3’

V7 5’ CAGCCTCAGCTCATACCAGC 3’

V8 5’ TCCAGTCATAGTATAACGCT 3’

\'£] 5’ CAGAGCTTCTCTACATCACA 3’

V10 5’ GGTGGAAGAAGAGACCCAAA 3’

c9 5’ ACCTGAAGGTACCCAACTTCTTCGACTGTTGAC 3’

ms5 5’ CAACCGTGATGGTACTCGCT 3’

ms3 5" ATGAGTCACAGTGCGGGAAC 3’

PDPN humana directo 5’ CGGGAACGATGTGGAAGGTGTCA 3’
PDPN humana reverso 5 GGGACAGGGCACAGAGTCAGAAAC 3’
PDPN raton directo 5’ AAAAACCCACTAGCTGCTGAGGCTCCAA 3’
PDPN raton reverso 5" ATGGGTCATCTTCCTCCACAGGAAGAGG 3’

B-actina directo 5’ GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 3’
B-actina reverso 5’ CTCTTTGATGTCACGCAGGATTTC 3’
GAPDH directo 5 TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC 3’
GAPDH reverso 5’ CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC 3’

5. ANALISIS DE PROTEINAS

5.1 Inmunotransferencia (Western blot)

Los extractos totales se prepararon lisando las células con tampoén RIPA (SDS 0.1%,
Deoxicolato Sédico 0.5%, NP-40 1%, NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8.0) suplementado con
un cocktail de inhibidores de proteasas (Calbiochem) e inhibidores de fosfatasas (NaF 500mM).
Los extractos de tejido se prepararon de la misma manera, pero con un paso previo de
disgregacion y homogeneizaciéon del tejido empleando un politrén. Los extractos totales (20-30
pg), cuantificados por el método BCA en el caso de lineas celulares o por el método Bradford en

el caso de los tejidos, se fraccionaron en geles SDS-acrilamida al 10% en condiciones
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desnaturalizantes, se transfirieron a membranas Inmobilon-P de PVDF (Millipore) y se incubaron
durante 1h a temperatura ambiente con solucidn de bloqueo (leche 5% en TBS-Tween-20 0,1%).
Posteriormente, las membranas se incubaron a 42C durante toda la noche con los anticuerpos
primarios especificados en la Tabla 3 disueltos en solucién de bloqueo. Después de 3 lavados de
5 min con TBS-Tween-20 0,1%, las membranas se incubaron con los correspondientes
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (Tabla 4), durante 1h a temperatura ambiente.
Las membranas se revelaron utilizando el sistema ECL (Pierce). En los Western blot de tejidos,
los tiempos de lavado fueron de 10 min. Los resultados mostrados corresponden a un

experimento representativo de, al menos, tres experimentos realizados.

5.2 Ensayo de co-inmunoprecipitacion de proteinas

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, células HEK293T crecidas en placas de 60 mmy
transfectadas con las construcciones de CD44-Ha o de podoplanina-Flag indicadas en las Tablas
1y 2, como se detalla en el apartado 3.2 de esta seccidn, se lisaron 24h después de la
transfeccion con el tampdn de immunoprecipitacion (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM,
EDTA 5 mM, Glicerol 10%, NP-40 0.5%) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas
como se indica en el apartado 6.1 de esta seccién. Posteriormente, 750 ug de los lisados
celulares se incubaron con el anticuerpo correspondiente (Tabla 3) y con 40ul de Dynabeads®
proteina G (Life Technologies) durante toda la noche a 42C. Tras realizar 4 lavados con el tampdn
de inmunoprecipitacién, la fraccién inmunoprecipitada se resuspendidé en tampon Laemmliy las
proteinas de interés se detectaron mediante Western blot con los anticuerpos correspondientes

(Tablas 3y 4). Se utilizaron 30 pg del extracto total como control de la transfeccion.

6. TRATAMIENTO IN VIVO CON TPA

Un grupo de ratones C57BL/6 machos, 7-9 semanas de edad, con el dorso afeitado el dia
anterior, se trataron con una Unica aplicacidn tépica de TPA (25 pg/ml) disuelto en acetona. Se
utilizé como control un grupo de ratones tratados tdpicamente con vehiculo (acetona). A los
tiempos indicados, se sacrificaron los ratones y se extrajo la piel completa (epidermis + dermis)
de la zona tratada. Una parte del tejido se fijé con formaldehido 3,7% en PBS durante 24 h, y se
mantuvo en etanol al 70% hasta su inclusién en parafina, para su andlisis histoldgico por tincién
de hematoxilina eosina (H&E), mientras que la otra parte se procesé para su andlisis por Western

blot, seguin se indica en el apartado 6.1.
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7. ANALISIS DE INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Todas las preparaciones se examinaron mediante microscopia confocal con el microscopio
espectral LSM710 (Zeiss), utilizando los objetivos Plan-APOCHROMA 40X y 63X. Las
preparaciones derivadas de los ensayos de degradacion de gelatina se examinaron con el
microscopio de fluorescencia Nikon 90i, utilizando el objetivo Plan-APO 40X. Todas las imagenes
se procesaron utilizando el programa FlJI y las cuantificaciones de la co-localizacién de las

III

distintas proteinas se realizaron utilizando el “plugging” JAcOP de ese mismo programa.

Tabla 9. Descripcion de los mutantes de podoplanina empleados en esta tesis.

Mutante
PDPNwt
PDPN-AEC

PDPN-AECQN.N

PDPN-S/Tm

PDPN-PLAG3m

PDPN-APLAG3
PDPN-TMCDA45

PDPN-TMSYN

PDPN-TMGPA

PDPN-TMERBB2

PDPN-G137L

PDPN-ACT
PDPN-QN.N

PDPN-PLAG3S/TM

PDPN-PLAG4S/TM

PDPN-PLAG3/4STm

PDPN-11S/TM

PDPN-12S/TM

PDPN-1/2STm

Descripcion
Podoplanina “wild type”.

Mutante de podoplanina con el dominio extracelular completamante delecionado y
sustituido por GFP.

Mutante de podoplanina con el dominio extracelular delecionado y sustituido por GFP, y
los aminoacidos responsables de su interaccion con las proteinas ERM (RK.R) sustituidos
por QN.N.

Mutante de podoplanina con serinas potencialmente glicosiladas mutados al azar.
Mutante de podoplanina con el motivo PLAG3 (EDDVVTP) encargado de mediar su
interaccion con CLEC-2 mutado (EDDVVAP).

Mutante de podoplanina con el motivo PLAG3 delecionado.

Mutante de podoplanina con el dominio transmembrana sustituido por el de la proteina
CD45.

Mutante de podoplanina con el dominio transmembrana sustituido por el de la proteina
sinaptobrevina.

Mutante de podoplanina con el dominio transmembrana sustituido por el de la proteina
glicoforina A.

Mutante de podoplanina con el dominio transmembrana sustituido por el del receptor
ErbB2.

Mutante de podoplanina con el motivo GXXXL responsable de su oligomerizacion y su
localizacion en “lipid-rafts” mutado. Sustitucidn de G en posicién 137 por L.

Mutante de podoplanina con el dominio citoplasmatico delecionado.

Mutante de podoplanina con los aminodcidos basicos responsables de su interaccién con
las proteinas ERM (RK.R) mutados (QN.N).

Mutante de podoplanina con el sitio de glicosilacion T52 del motivo PLAG-3 mutado a

A52.
Mutante de podoplanina con el sitio de glicosilacion T85 del motivo PLAG-4 mutado a
A85.

Mutante de podoplanina con los sitios de glicosilacion T52,T85 del motivo PLAG-3
mutados a A52 y A85.

Mutante de podoplanina con las treoninas T65,T66,T70,571,574,T76 de la regién
denominada isla 1 mutadas a A.

Mutante de podoplanina con las serinas $98,T100,5107,5109,T110 de la region
denominadaisla 2 mutadasa A.

Mutante de podoplanina con los residuos de Sy T de las islas 1 y 2 mutados a A.
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7.1 Inmunofluorescencia en cultivos celulares

Se sembraron células sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro. Las células se fijaron con
formaldehido al 3,7% en medio de cultivo completo durante 20 min y se permeabilizaron con
Triton X-100 0,05% en PBS durante 10 min. Tras lavar 4 veces con PBS, las células se tifieron con
faloidina Alexa 647 (1:500) durante 1h a 379C. Para tefir los nucleos, las preparaciones se
incubaron con DAPI (1:1000; Molecular Probes) durante 10 min a 372C. Finalmente, las
preparaciones se montaron en Prolong (Molecular Probes) y se analizaron mediante
microscopia confocal.

Para los ensayos de co-localizacién de proteinas en los invadopodios efectuados en células
sembradas sobre gelatina, las células se fijaron con formaldehido al 3,7% en medio de cultivo
compleyo y se incubaron con el anticuerpo primario indicado en cada caso durante 1h a 372Cy
con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con Alexa 488 durante 1h.
Posteriormente, las células se tifieron con DAPI (1:1000) durante 10 min a 372Cy con faloidina-
Alexa 647 (1:500; Invitrogen) durante 1h a 372C. Las preparaciones se montaron en Prolongy se
analizaron mediante microscopia confocal. Adicionalmente, el analisis de la localizacién de
podoplanina y/o de las diferentes isoformas de CD44 en los invadopodios, se llevé a cabo sobre
la célula viva co-expresando Lifeact-Rubby y la construccidon indicada de podoplaninay/o CD44

fusionada a GFP.

7.2 Ensayos de degradacion de gelatina

Los ensayos de degradacion de gelatina se realizaron como se ha descrito previamente
(Martin-Villar et al., 2015). Brevemente, se sembraron células sobre cubreobjetos de 12 mm de
didmetro recubiertos con gelatina-TRITC fluorescente preparada en el laboratorio. Tras 6 h de
incubacién a 379C, las células se fijaron con formaldehido al 3,7% en medio completo y se
tiferon con DAPI (1:1000) y faloidina-Alexa 488 (1:500) durante 1h a 379C. Finalmente, las
preparaciones se montaron con Prolong y se examinaron al microscopio de fluorescencia. Las
imagenes se procesaron utilizando el software FlJI (Figura 6). Los invadopodios activos se
identificaron como puntos de F-actina de la superficie basal de la célula que colocalizan con
“agujeros” oscuros (semejantes a puntos) de matriz degradada en la brillante matriz
fluorescente. Se consideré como degradaciéon anémala, a las zonas oscuras de degradacion de
la gelatina no asociadas a los invadopodios. Parametros como el nimero de invadopodios
activos por célula, el nimero de células con invadopodios activos y areas de degradacién focal
asociada a invadopodios o degradacién andmala de la gelatina se determinaron manualmente

utilizando el software FIJI.
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Cristales recubiertos con gelatina-
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Figura 6. Ensayo de degradacion de gelatina fluorescente. Cubreobjetos de vidrio se recubren con
gelatina fluorescente (acoplada a rodamina). Las células se siembran sobre la gelatina y se incuban a 379C
durante 6h. Las dreas donde las células extienden los invadopodios a través de la matriz, los cuales
provocan la degradacion de la gelatina, aparecen como manchas oscuras cuando se observan desde
arriba. Adaptado de Garcia, 2014.

7.3 Analisis de invadopodios en células vivas

Se sembraron células HN5-Lifeact-Ruby (Tabla 6), interferidas previamente para la
expresion de CD44 y/o podoplanina seglin el apartado 3.4, en placas IBIDI de 6 pocillos
recubiertas de gelatina. Las células se incubaron a 372C y 5% CO,, y tras 3h, se examind la
dindmica de aparicidon y desaparicién de invadopodios en un microscopio “Cell Observer.Z1”
(Zeiss), tomando imagenes cada 30s o 1min, dependiendo del experimento, durante 3 h. Las
imagenes se analizaron utilizando el programa Flll y la duracién de los invadopodios se cuantifico

durante 25 min.

7.4 Ensayos de invasion ex vivo sobre en membrana de mesenterio de raton

Los experimentos de invasién a través de una membrana basal nativa se realizaron
basandonos en el procedimiento publicado por Schoumacher y colaboradores (Schoumacher et
al., 2013) con algunas variaciones. Un esquema del procedimiento se representa en la Figura 7A.
Brevemente, tras abrir la caja toracica del animal, se extrajo el intestino sin cortar y tras
extenderlo con un par de pinzas se colocé recubriendo el fondo de insertos de camaras
Transwell (Falcon) a los que previamente se habia cortado el filtro de policarbonato con un
escalpelo. Para fijar las membranas basales del mesotelio al soporte Transwell se utilizd una
mezcla de vaselina/parafina (1:1) caliente que al enfriarse solidific. Tras lavar con PBS, se tratd
con NH4OH 0,5 N durante 30 min para eliminar las células y los restos de sangre y otros residuos,
y, a continuacion, se realizdé un nuevo lavado con ETOH 70% durante 15 min. Las membranas se
guardaron en PBS suplementado con Fungizona, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100

ug/ml) a 42C hasta su uso.
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Para los ensayos de invasion, las células se sembraron sobre las membranas de mesenterio
y se incubaron durante 6 h o 4 dias a 372C y 5% CO,. A continuacion, las células se fijaron con
formaldehido al 3,7% y se lavaron 4 veces con PBS. Para analizar la degradacién de la membrana
basal, las membranas se tifieron con un anticuerpo anti-laminina V (Tabla 3) durante 1h a 372C
y, a continuacién, con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 546 durante 1h a 372C.
Tras incubar con el anticuerpo secundario, las células se permeabilizaron con Triton X-100
0,05%. La permeabilizacién no se realizé al principio para evitar que el anticuerpo anti-laminina
V entrara dentro de las células. Los nucleos se tifieron con DAPI (1:1000) y el citoesqueleto de
las células con faloidina-Alexa 488 (1:500) durante 1h a 372C. Finalmente, las membranas se
montaron con Fluoromont (Sigma-Aldrich). Los soportes Transwell se examinaron mediante
microscopia confocal sobre cubreobjetos cuadrangulares de 22 mm colocados en soportes
especiales generados mediante una impresora 3D (Servicio de Microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, [IBM) con un objetivo Plan-APOCHROMAT de 40X. Las
imagenes de fluorescencia se adquirieron cada 0,6 um a lo largo del eje z y se representaron los
perfiles de intensidad mediante el programa FlJI.

La degradacion de la membrana basal se cuantificéd midiendo la intensidad de fluorescencia
media acumulada de todos los planos correspondientes a la sefial de laminina V (roja). La
invasion se determind mediante la fluorescencia correspondiente al marcaje con faloidina,
estableciendo en el perfil de intensidad una linea de corte coincidente con el final de la
membrana basal (Figura 7B, panel izquierdo). Se consideraron células que habian invadido la
membrana a aquellas situadas por debajo de este limite, con respecto a las células no invasoras

0 en proceso de invasidn, situadas por encima del limite establecido.

8. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Las figuras mostradas en esta tesis son representativas de tres a cinco experimentos
independientes. Los datos fueron analizados usando el programa estadistico GraphPad Prism
5.0. La significancia de las diferencias se determindé mediante el test de ANOVA unidireccional

seguido por el post-test de comparacion multiple de Bonferroni.
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Figura 7: Esquema del ensayo de invasion ex vivo a través de una membrana basal de mesenterio
de ratén. (A) Esquema representativo del procedimiento para obtener insertos Transwell con la
membrana de mesenterio incorporada. Para detalles adicionales véase el texto. (B) Esquema del ensayo
de invasion (panel izquierdo). La integridad de la membrana se midid por la intensidad media de
fluorescencia de laminina V (roja) acumulada a lo largo de todos los planos adquiridos a lo largo del eje z.
La proporcién de células invasivas y no invasivas se determind mediante la intensidad de fluorescencia
correspondiente a faloidina (verde) por encima (no invasivas o en proceso de invasion) y por debajo
(invasivas) de una linea de corte determinada por el final de la membrana basal, como se indica en el
panel derecho.
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1. ANALISIS DE LA EXPRESION CONJUNTA DE PODOPLANINA Y CD44 IN
VIVO E IN VITRO

1.1 TPA induce la expresion de podoplanina y CD44 de forma coordinada en la piel de
ratén

Nuestro laboratorio ha descrito anteriormente que podoplanina se expresa de manera
coordinada con la isoforma estdndar de CD44 (CD44s) durante la progresién maligna de
carcinomas y la transicién epitelio-mesénquima (Martin-Villar et al., 2010). Dicha correlaciéon
podria no ser exclusiva de CD44s, ya que ciertas isoformas CD44v parecian también co-
expresarse con podoplanina durante la carcinogénesis in vivo. Por otro lado, hace algunos afios,
nuestro grupo describid que la expresién de podoplanina se induce en la piel de ratén durante
procesos de remodelacién tisular y en respuesta a estimulos pro-inflamatorios, como el éster de
forbol TPA (Gandarillas et al., 1997). Para investigar si realmente existe una correlacién entre la
expresion de podoplanina y la de CD44v y CD44s en un contexto fisioldgico, analizamos cémo
varia la expresion de estas proteinas en la piel de ratdn tras aplicar TPA de manera tdpica, un
estimulo que produce una hiperplasia en la epidermis y la aparicién de tejido de granulacion
(Mueller, 2006). Como se observa en la Figura 8A, estos efectos se observan entre las 24-72 h
tras la aplicacién de TPA, mientras que a las 144h la piel recupera su estado normal. La expresiéon
de podoplanina y CD44 se analizé mediante Western blot, en extractos de piel de los ratones
tratados, utilizando anticuerpos especificos que reconocen podoplanina (mAb PA2.26) y todas
las isoformas de CD44 (mAb HP2/9). Enla Figura 8B se observa cémo la induccidon de la expresion
de podoplanina ocurre de manera coordinada, no sélo con CD44s, sino también con las
isoformas CD44v que se expresan en la piel. Este aumento de expresidn se mantiene entre las
12-96 h, siendo su maximo entre las 12-48h, coincidiendo con la hiperplasia de la epidermis y la
aparicién del tejido de granulacién. Conviene sefialar que, en la piel sin tratar (0 h), la expresion
tanto de CD44v como de CD44s es significativamente mayor que la de podoplanina. No
obstante, TPA induce un aumento en la expresion de todas ellas de forma coordinada. Estos
resultados sugieren que podoplanina podria asociarse in vivo, no sélo con CD44s, sino con

isoformas CD44v.
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Figura 8. La expresion de podoplanina y CD44 se induce de manera coordinada en la piel tras la
aplicacion topica de TPA. (A) Tincién de H&E de secciones de piel de ratdn tras la aplicacién de una Unica
dosis de TPA (25 pg/ml). Las muestras fueron procesadas a los tiempos que se indican tras el tratamiento.
El éster del forbol TPA induce una hiperplasia en la piel (24-72h) caracterizada por el engrosamiento de la
epidermis (e) y la aparicion de tejido de granulacion (gr). (B) Andlisis de la expresién de podoplanina y
CD44 mediante Western blot en extractos de piel obtenidos a los tiempos indicados tras el estimulo. En
el blot se muestra el tratamiento con vehiculo (acetona) a las 24h, como control. Nétese una ligera
induccion de la expresion de podoplanina tras el tratamiento con acetona, probablemente debida a un
shock térmico (“cold shock”). GAPDH se utilizé6 como control de carga.

1.2 Expresion de podoplaninay CD44 en lineas celulares del modelo de carcinogénesis
quimica en piel de ratén

A continuacion, analizamos la expresiéon de dichas proteinas en lineas celulares
representativas de distintos estadios de progresion del modelo de carcinogénesis quimica en
piel de ratdn (Tabla 5) con el fin de identificar cudles son las isoformas de CD44 que se expresan
en este modelo y determinar si existe alguna relacidon entre su expresion y la de podoplanina.
Para ello, en primer lugar, analizamos la expresién de podoplanina y CD44 mediante RT-PCR. El
analisis de las diferentes isoformas de CD44 se llevd a cabo mediante el disefio de una pareja de
oligos (ms5 y ms3) complementarios a los exones constantes que flanquean los exones variables
de la secuencia del cDNA murino de CD44 (Tabla 9; Figura 9A). Como se observa en la Figura 9B,
la abundancia de CD44s (300 pb) y CD44v (500-900 pb) varia dependiendo de la linea celular. En
general, la expresion de CD44s es muy abundante en todas las lineas, aunque parece aumentar
durante la progresion a carcinomas indiferenciados o SpCC (A5, CarB, CarC). Por el contrario, la
expresion de CD44v disminuye gradualmente durante la progresiéon de papiloma (PB) a SCC
bien/moderadamente diferenciado (PDV, B9), para finalmente desaparecer en las lineas SpCC
(Figura 9B). Sin embargo, observamos la aparicion de una isoforma CD44v (400 pb)
especificamente en las lineas SpCC (Figura 9B, asterisco). Con el fin de identificar las isoformas

CD44v que se expresan en este modelo, intentamos aislar y secuenciar las diferentes bandas;
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no obstante, debido a la abundancia y al tamafno similar de las distintas bandas, tan sélo
conseguimos aislar satisfactoriamente la isoforma especifica de las lineas SpCC (400 pb). Dicha
isoforma contiene, ademas de los exones constantes, Unicamente el exdn variable v10 vy, por lo
tanto, se denomina CD44v10. Respecto al resto de las isoformas expresadas en dichas lineas, los
analisis basados en el tamafo de las bandas y los exones variables de CD44, sugieren que
podrian tratarse de CD44v2-10/v3-10, CD44v6-10/v7-10 y CD44v8-10. En cuanto a podoplanina,
observamos que su mRNA se co-expresa con las distintas isoformas de CD44 en todas las lineas

analizadas, excepto en MCA3D (queratinocitos inmortalizados), de la que esta ausente.

Exones constantes Exones variables Exones constantes
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Figura 9. Expresion de podoplanina y CD44 en lineas celulares derivadas del modelo de
carcinogénesis quimica en piel de raton. (A) Representacion esquematica del gen CD44 murino y de los
oligos utilizados para el analisis de RT-PCR. Los nimeros encima de los exones constantes (C) y variables
(V) indican el tamafio en pares de bases. EC: extracelular; TM: transmembrana; CT: citoplasmatico. (B)
Anadlisis de la expresién de CD44 y podoplanina por RT-PCR. El asterisco indica una banda que fue
identificada como CD44v10. (C) Analisis de la expresion de CD44 y podoplanina mediante Western blot.
El asterisco indica la presencia de una banda con un tamafio ligeramente superior al de CD44s que podria
corresponder a CD44v10. B-actina se utiliz6 como control de carga de RNA y proteina. E: Epitelial; F:
fibroblastico.

El andlisis de expresion de podoplanina y CD44 mediante Western blot en estas mismas
lineas celulares mostrd resultados muy semejantes (Figura 9C), indicando que existen pocas
discrepancias en cuanto a los niveles de expresion de mRNA y proteina. Una excepcidn es el caso
de los queratinocitos inmortalizados MCA3D, en los que la expresion de CD44 a nivel de proteina
es apenas detectable, a diferencia de lo observado a nivel de mRNA (Figura 9B-C). El resultado
del Western blot mostré de forma adn mas patente el aumento de la expresion de CD44s

(80kDa) y la disminucién de los niveles de CD44v (100-180 kDa) durante la progresién a SpCC.
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Las isoformas CD44v finalmente desaparecen en las lineas SpCC, salvo la CD44v10 que podria
corresponder a la banda débil de 85 kDa sefialada en la Figura X2C. Por otro lado, podoplanina
se expresa en la mayoria de las lineas celulares a niveles variables, aunque esta ausente de
queratinocitos premalignos (MCA3D y PB). Estos resultados concuerdan con resultados previos
del laboratorio (Martin-Villar et al., 2010) y sugieren que podoplanina, CD44s y CD44v podrian

cooperar para favorecer la progresién maligna de SCCs.

1.3 Podoplanina se expresa conjuntamente con CD44s y varias isoformas CD44v en
lineas celulares humanas de SCCs

Para comprobar si el patron de expresidn de isoformas de CD44 en lineas celulares murinas
de SCC es equivalente al de los modelos humanos, analizamos, en primer lugar, la expresion de
CD44 y podoplanina mediante RT-PCR en un panel de lineas celulares humanas de SCC de
diferentes origenes (Tabla 6). Para el analisis de CD44 seguimos una estrategia similar a la
planteada en el apartado anterior, disefiando una pareja de oligos (denominados hs5 y hs3) que
nos permitiera amplificar simultdneamente todas las isoformas de CD44 mediante RT-PCR
(Figura 10A; Tabla 8). Como se muestra en la Figura 10B, todas las lineas celulares expresan el
transcrito de CD44s (400pb), asi como los transcritos correspondientes a diferentes isoformas
CD44v (800-1500 pb), que también se co-expresan con el mRNA de podoplanina (500 pb), salvo
en el caso de los queratinocitos inmortalizados HaCaT. El patron de expresion de CD44v en estas
células resultd ser mas heterogéneo que el de los modelos celulares murinos (Figura 9A), ya que
el nimero de transcritos correspondientes a CD44v era mayor y sus patrones de expresion
diferian entre las diversas lineas. Por esa razén, decidimos centrarnos en tres lineas celulares
representativas: HN5, A253 vy HaCaT (queratinocitos humanos inmortalizados no
tumorogénicos) (Figura 10C). Estas lineas celulares expresan de manera mas abundante, aunque
con diferencia entre ellas, tres transcritos de 1500, 1013 y 800 pb, que denominamos,
respectivamente, isoformas 1,2 y 3. Teniendo en cuenta que el transcrito de 400 pb corresponde
a CD44s y basandonos en la informacién presente en las bases de datos, realizamos una
estimacion de los exones variables que podria contener cada uno estos transcritos. Asi,
estimamos que la isoforma 1 (1500 pb) podria contener todos los exones variables (CD44v2-10),
la isoforma 2 (1013 pb) los exones v2-6 o v6-10, y la isoforma 3 (800 pb) los exones v2-5 o v8-
10.
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Figura 10. Expresidon de CD44 y podoplanina en lineas celulares humanas de SCC a nivel de mRNA.
(A) Representacion esquematica del gen CD44 humano, indicandose los oligos utilizados para los
diferentes analisis. Los nUmeros encima de los exones constantes (C) y variables (V) indican su tamafio en
pares de bases. (B) Andlisis de la expresidén de podoplanina y CD44 mediante RT-PCR. Para CD44 se utilizd
la pareja de oligos hs3-hs5. GAPDH se utilizé como control de carga. (C) Analisis de la expresion de CD44
mediante RT-PCR en las lineas celulares indicadas, utilizando la pareja de oligos hs5-hs3. Se detectan
predominantemente tres isoformas CD44v que denominamos 1,2 y 3. (D) Analisis de la expresion de las
isoformas cortas de CD44 (CD44sC9 y CD44vC9) en células HN5, utilizando la pareja de oligos C13-C9,
indicados en el panel A. (E) Caracterizacion de los exones variables de CD44 presentes en las lineas HaCaT,
HN5 y A253 por RT-PCR, utilizando oligos especificos para cada uno de los exones, segun se indica en cada
caso.

Para definir mds precisamente los exones variables que contiene cada isoforma, realizamos
diferentes aproximaciones. En primer lugar, empleamos oligos especificos de cada uno de los
exones variables (Tabla 8; Figura 10A), y comparamos el perfil de expresidén obtenido con cada
una de las diferentes parejas de oligos (Konig et al., 1996). Como se muestra en la figura 10E, en
las 3 lineas celulares obtuvimos un patrdn caracteristico en escalera que confirma la presencia
de una isoforma que contiene todos los exones variables (1500pb; CD44v2-10), la cual ha sido
descrita como una isoforma caracteristica de queratinocitos (Rajarajan et al., 2012). Ademas,
estos resultados apuntaban también a que las células, fundamentalmente HaCaT y HNS5,

expresaban isoformas que contienen los exones v6-10 y v8-10, que podrian corresponder a las
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isoformas 2 y 3, respectivamente (Figura 10E). Finalmente, el aislamiento y secuenciacion de
cada una de estas isoformas, reveld que, la isoforma 1 correspondia, no a la isoforma CD44v2-
10, sino a CD44v3-10, la isoforma 2 a CD44v6-10, y la isoforma 3 a CD44 v8-10. Ademas,
empleando la pareja de oligos C13-C9 (Figura 10A), identificamos también en la linea celular
HN5 la presencia de diversas “isoformas cortas” de CD44 que presentan un dominio
citoplasmatico truncado (Screaton et al., 1992), a las que denominamos CD44vC9 y CD44sC9

(Figura 10D).
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Figura 11. Expresion de podoplanina y CD44 en lineas celulares humanas de SCC. (A) Expresion de
CD44 en las lineas celulares indicadas mediante Western blot usando el anticuerpo HP2/9 que reconoce
todas las isoformas de CD44. Los tamafios de las diferentes isoformas identificadas se presentan en la
tabla del panel B. (C) Expresién de podoplanina usando el anticuerpo NZ-1. a-Tubulina y GAPDH se
utilizaron como controles de carga.

Con el fin de determinar si los transcritos presentes en las distintas lineas celulares se
traducen finalmente a proteina, analizamos la expresion de CD44 mediante Western blot,
utilizando un anticuerpo (HP2/9) cuyo epitopo reside en una zona comun a todas las isoformas
(Figura 11A). Al menos cinco isoformas diferentes fueron detectadas en las lineas analizadas. La
isoforma de menor tamafio (85 kDa) corresponde a CD44s, mientras que la de 250 kDa
probablemente es la isoforma de queratinocitos CD44v3-10 (Rajarajan et al., 2012). Los tamafios
estimados para las isoformas CD44v6-10 y CD44v8-10 descritas anteriormente como isoformas
2y 3, respectivamente, podrian corresponder a las bandas de 150y 130 kDa. En la Figura 11B se

presenta un resumen con los tamafios de las principales isoformas detectadas. Ademas, se
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observé la presencia de otra banda de 180 kDa que podria ser una forma de CD44s o CD44v con
diferentes modificaciones de glicosilacidn, ya que su presencia no es constante en las diferentes
lineas celulares. El analisis de la expresién de podoplanina reveld que esta proteina se expresa
conjuntamente con las isoformas CD44v y que, ademas, existe una cierta correlacion positiva
entre los niveles de expresién de podoplanina y CD44s (Figura 11C), como se habia descrito

previamente (Martin-Villar et al., 2010).

En conjunto, estos resultados muestran que las principales isoformas CD44v presentes en
las lineas celulares SCC humanas son: CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10, las cuales se
expresan conjuntamente con podoplanina. Por lo tanto, podoplanina podria interaccionar en
estas células, no sélo con CD44s, tal como habiamos descrito previamente (Martin-Villar et al.,

2010), sino también con las isoformas CD44v descritas en este apartado.
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2. ANALISIS DE LA INTERACCION DE PODOPLANINA CON CD44s Y CD44v
Y CARACTERIZACION DE LOS DOMINIOS IMPLICADOS

2.1 Aislamiento y caracterizacion de los cDNAs correspondientes a las diferentes
isoformas de CD44

Una vez caracterizadas las isoformas de CD44v presentes en las lineas celulares humanas de
SCC, aislamos los cDNAs correspondientes a CD44v3-10, CD44v6-10, CD44v8-10, asi como CD44s
con el dominio CT truncado (CD44sC9). Posteriormente, estos cDNAs se clonaron en los vectores
de expresién pcDNA3-Hay pEGFP-N1, que contienen el epitopo hemaglutinina (Ha) y la proteina
verde fluorescente (eGFP), respectivamente. En la Figura 12A, se muestra una representacion

esquematica de las diferentes construcciones.

Con el fin de comprobar si los cDNAs clonados correspondian realmente con las isoformas
detectadas mediante Western blot en las lineas celulares (Figura 11), estas construcciones, junto
con la de CD44s previamente generada en nuestro laboratorio, fueron transfectadas en células
HEK293T. El tamafo molecular de las diferentes isoformas se evalué mediante Western blot,
empleando un anticuerpo que reconoce especificamente el epitopo Ha. Como se muestra en la
Figura 12B, los resultados obtenidos confirmaron los tamafios moleculares que habiamos
predicho para cada una de las isoformas en el apartado anterior. Sin embargo, también se
obtuvieron algunas bandas adicionales de menor tamafio molecular para cada una de las

isoformas, que probablemente corresponden a formas menos glicosiladas.

A continuacidn, evaluamos si las diferentes isoformas aisladas de CD44v presentan una
localizacion subcelular diferente a la de CD44s en células de SCC. Para estos estudios
seleccionamos la linea celular HN5, en la que la localizaciéon de podoplanina y CD44 se habia
investigado previamente (Martin-Villar et al., 2010). Las diferentes construcciones de CD44v y
CD44s(C9 fusionadas a GFP fueron co-transfectadas junto a una construccién de CD44s fusionada
a la proteina roja fluorescente mRFP (Figura 12A), y su localizacidon subcelular se analizo
mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Como se observa en la Figura 12C, tanto
CD44v como CD44sC9 se concentran en proyecciones de la membrana plasmatica y contactos
célula-célula, donde co-localizan con CD44s. La cuantificacion de la co-localizacién utilizando el
coeficiente de Pearson reveld un valor proximo a 1 para CD44v3-10 y CD44v8-10 y algo menor
para CD44sC9 (Figura 12D), lo que sugiere un alto grado de co-localizacién para las isoformas
analizadas. Aunque no se muestra CD44v6-10, la localizacién subcelular de esta isoforma es

similar a la del resto de isoformas CD44v (véase mas adelante). Puesto que CD44s co-localiza
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con podoplanina en esta linea celular (Martin-Villar et al., 2010), estos resultados sugieren,
ademas, una co-localizacién de podoplanina con las isoformas CD44v. Para confirmar esta
hipdtesis, co-transfectamos células HN5 con las isoformas de CD44 fusionadas a GFP y
podoplanina fusionada a mCherry (Figura 13A) y analizamos su posible co-localizacion. Como se
observa en la Figura 13, todas las isoformas CD44v y CD44sC9 co-localizan con podoplanina en
las proyecciones de la superficie celular y contactos célula-célula, con coeficientes de Pearson

significativamente elevados (0.90-0.95).
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Figura 12. Caracterizacion de las isoformas CD44v identificadas en células SCC. (A) Representacion
esquematica de las construcciones CD44v utilizadas para analizar su potencial asociacion con
podoplanina. EC, dominio extracelular; TM, dominio transmembrana; CT, dominio citoplasmatico. (B)
Anilisis de los tamafios de las isoformas CD44 indicadas, etiquetadas con Ha, tras su transfeccion en
células HEK-293T, mediante Western blot utilizando un anticuerpo anti-Ha. (C) Analisis de la co-
localizacion subcelular de CD44v3-10, CD44v8-10 y CD44sC9 con CD44s mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal en células HN5. Se utilizaron construcciones CD44v y CD44sC9 fusionadas a eGFP y
CD44s fusionada a mRFP. Barra = 10 um. (D) Cuantificacién de la co-localizacidon utilizando el coeficiente
de Pearson. Los datos de la grafica son los valores medios + error estandar (n = 3).
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Figura 13. Analisis de la co-localizacién subcelular de CD44V3-10, CD44V6-10, CD44V8-10 y CD44sC9
con podoplanina. (A) Las distintas construcciones de CD44-GFP y PDPN-mCherry se co-transfectaron en
células HN5, y la localizacidn subcelular de las proteinas se analizdé mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Barra = 10 um. (B) Cuantificacion de la co-localizacién utilizando el coeficiente de
Pearson. Los datos de la grafica son los valores medios + error estandar (n = 10-12 para CD44v3-10,
CD44v6-10 y CD44v8-10; n = 2 para CD44s(C9).

En conjunto, los resultados de co-expresién de podoplanina y CD44v, junto con la co-
localizacién subcelular de estas proteinas, sugieren una posible interaccidon de podoplanina con

CD44v, al igual que ocurre con CD44s.

2.2 Podoplanina interacciona con las isoformas CD44v

Tras confirmar la co-localizacidon de podoplanina con las diferentes isoformas CD44v en la
superficie celular, analizamos si existe una interaccion fisica real entre estas proteinas mediante
ensayos de co-inmunoprecipitacién. Para ello, co-transfectamos las construcciones CD44v3-10-
Ha, CD44v6-10-Ha, CD44v8-10-Ha y CD44sC9-Ha con la de podoplanina fusionada al epitopo Flag
(PDPN-Flag) en células HEK293T, seguin se indica en la Figura 14A. Nuestros resultados muestran
que las isoformas CD44v3-10, CD44v6-10y CD44v8-10 co-precipitan con podoplanina arrastrada
por un anticuerpo anti-Flag. Sin embargo, la isoforma CD44sC9 sélo pudo detectarse utilizando
exposiciones mas largas (Figura 14B, panel derecho, L). Estos resultados sugieren que
podoplanina tiene el potencial de interaccionar con todas las isoformas CD44 presentes en
células SCC, especialmente con CD44s, CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10, y, en menor
medida, con CD44sC9.
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Figura 14. CD44v3-10, CD44v6-10, CD44v8-10 y CD44sC9 co-inmunoprecipitan con podoplanina. (A)
Representacion esquematica del ensayo de co-inmunoprecipitacién. Como controles negativos se usaron
los plasmidos pcDNA3Ha y pcDNA3Flag no modificados. La inmunoprecipitacion se llevé a cabo usando
un anticuerpo anti-Flag y bolas magnéticas que contenian proteina A/G. La presencia de isoformas de
CD44 en los inmunoprecipitados se analizé mediante Western blot con un anticuerpo anti-Ha. (B) Co-
inmunoprecipitaciéon de podoplanina y CD44 en los extractos celulares de HEK293T. En el panel superior
izquierdo se muestra la expresion de las diferentes construcciones en los lisados totales empleando un
anticuerpo anti-Ha. En el panel superior derecho, se muestran los resultados de la co-
inmunoprecipitacién, donde se observa la presencia de bandas correspondientes a las distintas isoformas
CD44s y CD44v; en el caso de CD44sC9, tras una exposicion mas larga (L). En los paneles inferiores, se
muestra la expresion de podoplanina en el extracto total (panel izquierdo) o en el inmunoprecipitado
(panel derecho) empleando un anticuerpo especifico NZ-1.
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2.3 Analisis de los dominios estructurales de podoplanina implicados en la interaccion
con CD44

Para profundizar en nuestro conocimiento sobre la interaccion entre podoplanina y CD44,
analizamos la implicacion de los diferentes dominios estructurales de podoplanina en dicha
interaccion. Para ello, empleamos construcciones mutantes en las que se alteraron diferentes
regiones de la proteina (Figura 15A). Asi, utilizamos distintos mutantes del dominio extracelular:
con la delecién completa del dominio (PDPN-AEC); con mutaciones en S y T potencialmente
responsables de la glicosilacion de la proteina (PDPN-S/Tm); y con el dominio PLAG3 implicado
en la interaccién de podoplanina con la proteina plaquetaria CLEC-2 (Kaneko et al., 2006)
delecionado o mutado (PDPN-APLAG3 y PDPN-PLAG3m, respectivamente). También se
utilizaron construcciones mutantes del dominio transmembrana en las que se cambié esta
region por la de la proteina CD45 (PDPN-TMCDA45), o se mutd el motivo responsable de la
oligomerizacion de podoplanina en la membranay suincorporacion a ”lipid rafts” (PDPN-G137L)
(Fernandez-Mufnoz et al., 2011). Ademas, se utilizaron construcciones mutantes del dominio
citosdlico, en las que se deleciond dicha regién (PDPN-ACT) o se mutaron los tres aminodacidos
(RK...R; PDPN-QN.N) responsables de la unién de podoplanina con las proteinas de la familia
ERM (Martin-Villar et al., 2006). Por ultimo, se utilizé una construccién en la que no sélo se
deleciond el dominio extracelular, sino que, ademds, se mutaron los tres aminodcidos
responsables de la unién a ERM (PDPN-AECQN.N). Todas estas construcciones fusionadas al
epitopo Flag, fueron co-transfectadas junto con CD44s-Ha en células HEK-293T y se llevaron a
cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion empleando un anticuerpo anti-Ha. Elegimos CD44s
para estos ensayos debido a que, junto con CD44v6-10, es la isoforma que mostrd un mayor
grado de co-inmunoprecipitacidon con podoplanina en el experimento anterior (véase la Figura

14B).
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Figura 15. Los dominios citoplasmatico y extracelular modulan la interaccién de podoplanina con
CDA44. (A) Representacion esquematica de las diferentes construcciones mutantes de podoplanina unidas
al epitopo Flag empleadas en este estudio. Notese que en las construcciones PDPN-AEC y PDPN-
AECQN.N el dominio extracelular de podoplanina ha sido sustituido por GFP. (B) Ensayo de co-
inmunoprecipitaciéon en células HEK293T co-transfectadas con CD44s-Ha y las construcciones de los
diferentes mutantes PDPN-Flag. IP: a-Flag, WB: a-Ha. Como controles negativos se utilizaron los plasmidos
pcDNAHa y pcDNA3Flag sin modificar. En los paneles del lado izquierdo, se muestra la expresion de las
diferentes construcciones en los lisados totales, empleando un anticuerpo anti-Ha para la deteccién de
CD44s-Ha, NZ-1 para la deteccidn de podoplaninay anti-GFP para la deteccidn de los mutantes PDPN-AEC
y PDPN-AECQN.N, que carecen del epitopo reconocido por el anticuerpo NZ-1. Nétese que la deteccidon
de los mutantes PDPN-APLAG3 y PDPN-PLAG3m con el anticuerpo NZ-1 también se ve significativamente
reducida como consecuencia de las mutaciones (paneles intermedios); no obstante, los mutantes PDPN-

AEC y PDPN-AECQN.N, se detectan perfectamente con a-GFP (paneles inferiores). En el panel superior
derecho se muestran los resultados de la co-inmunoprecipitacion

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 15B. El mutante PDPN-ACT mostrd
una capacidad reducida de co-precipitar CD44s comparado con la proteina silvestre, lo que
sugiere que el dominio citosélico de podoplanina estd implicado en la interaccion. Esta
interaccidon no parece ocurrir por mediacion de las proteinas ERM, ya que el mutante PDPN-
QN.N, que es incapaz de unir ezrina y/o moesina (Martin-Villar et al., 2006), co-precipité CD44s
con la misma eficiencia que podoplanina. De la misma manera, la mutacion G137L en el dominio

transmembrana (PDPN-G137L), que inhibe la oligomerizacién de podoplanina en la membrana
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y su incorporacién a “lipid rafts” (Fernandez-Munoz et al., 2011), o la sustitucion del dominio
transmembrana completo por el de la proteina CD45 (PDPN-TMCD45), no afectaron
significativamente a la interaccion podoplanina-CD44s. No obstante, la delecién del dominio EC
(PDPN-AEC), no soélo aumentd el nivel de co-precipitacion con CD44s, sino que favorecio el
arrastre de formas de mayor tamaiio molecular que, probablemente, corresponden a formas
con mayor grado de glicosilacion. Este dato sugiere que la glicosilacidon del dominio extracelular
de podoplanina modula negativamente la interacciéon con CD44s. La incapacidad de PDPN-AEC
para unir proteinas ERM (PDPN-AECQN.N) no afectd la co-precipitacion de formas CD44s de
mayor tamafio, como tampoco lo hizo la delecién del dominio PLAG3 (PDPN-APLAG3) Implicado
en la interaccién con la proteina plaquetaria CLEC-2. Sin embargo, en contraste con el mutante
PDPN-AEC, la mutacion al azar de residuos S y T potencialmente glicosilables (PDPN-S/Tm)
mostré un patrén de co-precipitacion similar al de la proteina silvestre, lo que sugiere que, bien
la glicosilacidon de podoplanina no afecta a la interaccién, o bien que la glicosilacién de esos

residuos en particular no es relevante para su asociacion con CD44s.

2.4 Lla glicosilacion del dominio extracelular de podoplanina modula negativamente
su interaccion con CD44

Debido a que las mutaciones en Sy T efectuadas en la construccion PDPN-S/Tm no tuvieron
ningun efecto en la interaccidn podoplanina-CD44s, decidimos analizar en la secuencia de
podoplanina otros residuos que pudieran ser responsables de su glicosilacién y mutarlos. Segun
indican Kaneko y colaboradores (Kaneko et al., 2007, 2006) existen cuatro regiones dentro del
dominio extracelular de podoplanina importantes para su glicosilaciéon: 1) T52 dentro del
dominio PLAG3, la cual mutamos por una alanina en la construccion PDPN-PLAG3Tm; 2) T58
dentro del dominio PLAG4 (PDPN-PLAG4Tm); 3) un conjunto de aminoacidos situados entre
ambos motivos, que denominamosisla 1, en la cual se mutaron varios residuos Ty S por alaninas
(PDPN-I1); y 4) otra isla de glicosilacidn situada tras el motivo PLAGA4, en la que se hizo lo mismo
(PDPN-I12). Ademas, usamos dos construcciones en las que se mutaron las T de los motivos
PLAG3 y PLAG4 (PDPN-PLAG3/4Tm) o los residuos S y T de las dos islas de glicosilacién (PDPN-
11/2) (Figura 16A). Estas construcciones mutantes fusionadas al epitopo Flag, fueron co-
transfectadas junto con CD44s-Ha, y llevamos a cabo los ensayos de co-inmunoprecipitacion que
se presentan en la Figura 16B. Los resultados obtenidos indican que la glicosilacion de las
treoninas de los motivos PLAG3 y PLAG4 no afecta a la interaccion PDPN-CD44s, ya que los
mutantes PDPN-PLAG3Tm, PDPN-PLAG4Tm y PDPN-PLAG3/4Tm co-inmunoprecipitan con
CD44s con igual eficiencia que podoplanina silvestre. Sin embargo, la glicosilacién en los residuos

Sy T de laisla 1 parece modular negativamente la interaccién, ya que el mutante PDPN-I1
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arrastré en la co-inmunoprecipitacion formas de mayor tamafio molecular de CD44s, al igual
gue ocurria con el mutante PDPN-AEC (véase la figura 15B). Un efecto similar, aunque mas leve,
se observd con el mutante PDPN-12, en el que se mutaron simultdneamente cinco de los siete
residuos S/T presentes. El mutante PDPN-I11/2 mostré un efecto sinérgico, lo que sugiere que la
glicosilacién tanto de la isla 1 como la de la isla 2, esta ultima en menor medida, regulan

negativamente la interaccion.

A
Regién PLAG3 ISLA 1 PLAGA ISLA 2

EDDVVTP TTLVATSVNSVT EDLPTSE SATASNVATSHST

Secuencia original

Secuencia mutada EDDVVAP AALVAAAVNAVA EDLPASE AAAASNVATAHAA

Mutante PDPN-PLAG3Tm PDPN-I1 PDPN-PLAG4Tm PDPN-I2

PDPN-PLAG3/4STm PDPN-I1/25Tm

CD44sHa/PDPN-PLAG3-PLAG4S/TmFlag

CD44sHa/PDPN-PLAG3-PLAG4S/TmFlag
CD44sHa/PDPN-11S/TmFlag

CD44sHa/PDPN-PLAG3S/TmFlag
CD44sHa/PDPN-115/TmFlag

CD44sHa/PDPN-PLAG4S/TmFlag
CD44sHa/PDPN-PLAG3S/TmFlag
CD44sHa/PDPN-PLAG4S/TmFlag

CD44sHa/PDPN-125/TmFlag
CD44sHa/PDPN-12S/TmFlag
CD44sHa/PDPN-125/TmFlag
CD44sHa/PDPN-I12S/TmFlag

CD44sHa/PDPN Flag

CD44sHa/PDPN Flag
Ha/ Flag

130 = F
100 = i
75— a-Ha
63w - —
48_ - - —
63— - == -
15 . a-NZ1

Extractos totales IP (a-Flag)

Figura 16. La interaccion de podoplanina con CD44 se modula por la glicosilacion del dominio
extracelular de podoplanina. (A) Representacion esquematica de los mutantes de glicosilacién del
dominio extracelular de podoplanina. (B) Ensayo de co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-
transfectadas con CD44s-Ha y las construcciones mutantes de podoplanina indicadas en el panel A
etiquetadas con Flag. IP: a-Flag, WB: a-Ha. Se utilizan como controles negativos los plasmidos pcDNA3Ha
y pcDNA3Flag sin modificar. La comprobacion de que la inmunoprecipitacién se habia producido de forma
correcta se presenta en los paneles inferiores, en los que se detectan las distintas proteinas PDPN con el

anticuerpo NZ-1.
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2.5 El dominio transmembrana de podoplanina es critico para su interacciéon con CD44
Para completar el estudio de la implicacion del dominio transmembrana de podoplanina en la
interaccion PDPN-CD44, ademas del mutante PDPN-TMCDA45, utilizamos otras construcciones
en las que sustituimos el dominio transmembrana de podoplanina por el de las proteinas:
sinaptobrevina (PDPN-TMSYN), glicoforina A (PDPN-TMGPA) y el receptor ERBB2 (PDPN-
TMERBB2) (Figura 17A). Los resultados del ensayo de co-inmunoprecipitacion con estos
mutantes muestran que al cambiar el dominio transmembrana de podoplanina por el de
sinaptobrevina o glicoforina A, la interaccion PDPN-CD44 se pierde. En el caso del mutante
PDPN-TMSYN, la interaccion disminuye de manera semejante a cuando se deleciona el dominio
citoplasmatico (véase la Figura 15B); sin embargo, en el caso de PDPNTMGPA, la interaccién
desaparece casi por completo. Por otro lado, la sustitucién por el dominio transmembrana de
ERBB2 no afecta significativamente a la interaccidn. Estos resultados indican una implicacién del

dominio transmembrana de podoplanina en su interaccién con CD44.
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Figura 17. Implicacion del dominio transmembrana en la interaccion PDPN-CD44s. (A)
Representacion esquematica de las construcciones mutantes del dominio transmembrana (TM) de
podoplanina empleadas en este estudio. (B) Ensayo de co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-
transfectadas con CD44s-Ha y los diferentes mutantes presentados en el panel A etiquetados con Flag. IP:
a-Flag, WB: a-Ha. Se utilizaron como controles negativos los plasmidos pcDNA3Ha y pcDNA3Flag vacios.
Los paneles inferiores muestran los niveles de podoplanina en los extractos totales y los
inmunoprecipitados detectados con el anticuerpo NZ-1.

En conjunto, los resultados de la co-inmunoprecipitacion sugieren que la interaccion PDPN-
CD44 en la membrana plasmdtica ocurre probablemente a través de sus dominios
transmembrana y requiere el dominio citoplasmatico de podoplanina para su estabilidad. La
glicosilacion del dominio extracelular de podoplanina, particularmente la glicosilacién de las Sy

T localizadas en las denominadas islas 1y 2 regula negativamente la interaccion, impidiendo que
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las formas mas glicosiladas de CD44 se unan a podoplanina, probablemente por la repulsion
ejercida debido a las cargas negativas aportadas por el acido sidlico unido a la cadena de azucar

(Renart et al., 2015; Scholl et al., 1999).
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3. ESTUDIO DE LA RELEVANCIA DE LA INTERACCION PODOPLANINA-
CD44 EN LA FORMACION DE INVADOPODIOS ACTIVOS Y EN LA INVASION
DE LAS CELULAS SCC A TRAVES DE LA MEMBRANA BASAL

3.1 Podoplanina, CD44s y CD44v se localizan en el anillo de adhesion de los

invadopodios

Una vez confirmada la interaccién entre podoplanina y las isoformas de CD44, estudiamos
el papel funcional de esta interaccién en la invasién tumoral. Como ya se ha descrito
anteriormente (véase la Introduccién), podoplanina se localiza en el anillo de adhesién de los
invadopodios de células SCC, y modula su estabilidad y actividad proteolitica (Martin-Villar et
al., 2015). Por otro lado, se ha descrito que CD44s, pero no CD44v, es un componente
fundamental para la formacién y actividad de los invadopodios de células de cancer de mama
(Zhao et al., 2016). Con estos antecedentes, nos planteamos estudiar si la interaccién entre
podoplanina y CD44s y/o CD44v es relevante para la actividad funcional de estas estructuras y,

como consecuencia, para la capacidad invasiva de las células de SCC.

Como modelo seleccionamos la linea celular HN5, debido a la alta expresion de CD44 y
podoplanina que presenta y a su eficiencia para formar invodopodios de forma constitutiva. En
primer lugar, analizamos la co-localizacién de CD44 enddgeno y podoplanina fusionada a eGFP
en los invadopodios de células HN5 sembradas sobre gelatina mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Como se observa en la Figura 18, ambas proteinas co-localizan (tincion
amarilla en el panel de superposicion) en el anillo de adhesion que rodea a los haces (“puncta”)

de F-actina (tincion azul) caracteristicos de los invadopodios.

Posteriormente, investigamos si las diferentes isoformas de CD44v aisladas en nuestro
modelo de SCC siguen este mismo patrén de localizacién o, si por el contrario, esta localizacion
es especifica de alguna isoforma concreta, como ha sido sugerido anteriormente (Zhao et al.,
2016). Para ello, utilizamos células HN5 que expresaban de manera estable Lifeact-Rubby (un
péptido de 17 aminoacidos empleado para visualizar F-actina en la célula viva) transfectadas con
las construcciones CD44s, CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10 fusionadas a eGFP. La
localizacién de cada una de estas proteinas en invadopodios se analizé mediante microscopia
confocal en células vivas, sembradas sobre gelatina. Como se observa en la Figura 19, CD44s y
todas las isoformas CD44v estan presentes en el anillo de adhesion de los invadopodios. Sin
embargo, en el caso de CD44v3-10 observamos dos patrones de localizacién diferentes.

Mientras que en algunos grupos de invadopodios su localizacién estaba restringida al anillo de
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adhesién (panel inferior correspondiente a CD44v3-10), en otros invadopodios la localizacion
era mucho mas difusa (panel superior). Estos resultados sugieren que, al igual que podoplanina,
las isoformas CD44s y CD44v se incorporan al anillo de adhesién de los invadopodios, aunque

con diferente afinidad, como ocurre en el caso de CD44v3-10.

F-actina PDPN/CD44

3000

2500

2000
—— PDPN
— F-actina
— CD44

1500

500

o i

1 2

Intensidad fluorescencia relativa(UA)

Figura 18. CD44 colocaliza con podoplanina en el anillo de adhesion de los invadopodios de células
SCC. (A) Células HNS5 transfectadas con podoplanina fusionada a GFP (PDPN-GFP) fueron sembradas sobre
cubres recubiertos de gelatina durante 6h. Tras fijar y permeabilizar las células se tifieron con faloidina-
Alexa 647 para visualizar las “puncta” de F-actina (azul). La localizacién de CD44 y podoplanina en los
invadopodios se analizd6 mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal, visualizando
directamente PDPN-GFP y utilizando un anticuerpo que reconoce todas las isoformas de CD44 (E1.2/8).
Barra = 10 um, magnificaciones 5um. En los paneles inferiores se presentan magnificaciones con algunos
invadopodios individuales. (B) En el panel inferior se presentan los perfiles de intensidad de fluorescencia
relativa (en unidades arbitrarias) correspondientes a las distintas proteinas, trazados a lo largo de la linea
1-2 representada en las magnificaciones del panel A.
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Figura 19. Localizacion de las isoformas CD44s y CD44v en los invadopodios de células de SCC. Se
sembraron células HN5-Lifeact-Rubby transfectadas transitoriamente con construcciones CD44s, CD44v3-
10, CD44v-6-10 y CD44v8-10 fusionadas a eGFP sobre cubres recubiertos con gelatina, durante 3h.
Posteriormente, se analizo la localizacién de las distintas isoformas en relaciéon con las “puncta” de F-
actina mediante microscopia confocal. En los paneles inferiores se presentan magnificaciones de
invadopodios individuales. Barras = 10 um, magnificaciones 5um. En los paneles de la derecha se
representan los perfiles de intensidad de fluorescencia relativa (en unidades arbitrarias) de CD44-GFP con
respecto a Lifeact-Rubby trazados a lo largo de las lineas 1-2 presentes en las magnificaciones.
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3.2 Podoplanina y CD44 cooperan para promover una actividad proteolitica eficiente
de los invadopodios

Para analizar la implicacién de podoplanina y CD44 en la formacidn, estabilidad y actividad
proteolitica de los invadopodios, las células HN5 se transfectaron con siRNAs especificos de cada
una de las proteinas con el fin de silenciar de forma individual o simultanea ambas proteinas.
Para cada una de ellas, se empled una mezcla de dos siRNAs especificos que silencian
eficazmente (90-95%) la expresidon de podoplanina o de todas las isoformas de CD44 (Figura
20A). El impacto funcional de la expresidon de podoplanina y/o CD44 sobre los invadopodios de
células de SCC se evalué mediante ensayos clasicos de degradaciéon de gelatina, en los que las
células son sombreadas sobre cubreobjetos recubiertos de gelatina fluorescente (gelatina-
TRITC). En este tipo de ensayos la actividad de los invadopodios se visualiza por la aparicion de
regiones negras (sin fluorescencia), sobre las que se localizan los “puncta” de F-actina,

caracteristicos de los invadopodios.

Como indican nuestros resultados representados en la Figura 20, las células deficientes en
podoplanina que mantienen la expresion de CD44 (HN5-siPDPN) muestran una clara
disminucién en la proporcién de células con invadopodios activos, en el nimero de
invadopodios activos por célula, y en el drea de degradacién asociada a invadopodios por célula
(un tipo de degradacién focal restringida a las proyecciones dinamicas de los invadopodios) con
respecto a las células parentales y a las células control (HN5-siControl). Estos resultados son
coherentes con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio (ref paper podo-
invadopodia). Sin embargo, estos parametros no se ven alterados tras el silenciamiento de CD44
(HN5siCD44). Las células HN5siCD44 muestran, ademas, un patron anémalo de degradacién de
la gelatina, mas difuso y deslocalizado que la degradacion focal asociada a invadopodios
observada en las células parentales y control (Figura 20B). Tanto la proporcion de células que
muestran este tipo de degradacidn aberrante como el area de degradacién anémala por célula
aumentan significativamente en las células HN5siCD44 con respecto a las células HN5siPDPN y
control (Figura 20F, G). Curiosamente, tras el silenciamiento simultdneo de ambas proteinas
(HN5siPDPN-CD44), las células se comportan de manera similar a las HN5siPDPN (Figura 20C-G),
lo que indica un papel preponderante de podoplanina en la formacién de invadopodios activos,
aunque CD44 parece ser necesaria para mantener un control espacial de la actividad

proteolitica.
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Figura 20. Implicaciéon de podoplanina y CD44 en la formacion de invadopodios activos. (A) Analisis
mediante Western blot del efecto del tratamiento de células HN5 con siRNAs especificos en la expresion
de podoplanina y CD44. GAPDH fue usado como control de carga. (B) Determinacion de la formacién de
invadopodios activos mediante un ensayo de degradacidn de gelatina. Las células se sembraron en portas
recubiertos de gelatina fluorescente (gelatina-TRITC, rojo) durante 6 horas. Se muestran imagenes de
fluorescencia representativas. La F-actina se visualizé mediante tincion con faloidina-Alexa 488 (verde).
(C) Cuantificacién de la proporcién de células con dos o mas invadopodios activos, con respecto al nimero
de total de células. (D) Cuantificacion de la proporcién de invadopodios activos, con respecto al nimero
total de invadopodios por célula. (E) Cuantificacion del drea de degradacion focal asociada a invadopodios
por célula, con respecto al area total de la célula. (F) Cuantificacién de la proporcidon de células con
degradacion anémala (difusa), con respecto al nimero total de células. (G) Cuantificacion del area de
degradacidon andmala por célula, con respecto al area total de la célula. Los datos de las graficas
corresponden a los valores medios + error estandar tras la observacidn de un namero significativo de
células (n > 100) en tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se
determinaron mediante el test ANOVA (***P<0.0001; **P<0.001; *P<0.005).

3.3 Podoplanina, pero no CD44, regula la estabilidad de los invadopodios

Nuestro laboratorio ha descrito previamente que podoplanina regula la estabilidad de los
invadopodios en células de SCC, lo que promueve una degradacion de la matriz extracelular muy
eficiente (Martin-Villar et al., 2015). La aparicién de la degradacién andémala tras el
silenciamiento de CD44 no puede explicarse por un aumento del nimero de invadopodios
activos por célula (Figura X13), sin embargo, podria ser debido a un aumento en la dindmica de
los invadopodios o a alteraciones en su estabilidad. Para analizar la implicacién de podoplanina
y/o CD44 en la estabilidad de los invadopodios, las células HN5-Lifeact-Rubby fueron tratadas
con siRNAs especificos para ambas proteinas, y la dinamica (formacién y desaparicién) de estas
estructuras se analizé mediante la obtencién de imagenes de células vivas a tiempo real (“live-
cell imaging”). En la Figura 21A, se muestran algunos ejemplos para los distintos tratamientos.
Los resultados obtenidos tras analizar un ndmero significativo de invadopodios sugieren que el
silenciamiento de podoplanina, pero no el de CD44, disminuye la vida media de los invadopodios
(Figura 21B), asi como la proporcidon de invadopodios mas estables (con lapsos de vida
superiores a 20 min), mientras que aumenta la proporcion de invadopodios menos estables (con
lapsos de vida de 0-10 min y 10-20 min) (Figura 21C). En las células deficientes en podoplanina
(HN5siPDPN), se observa también una disminucion del nimero de invadopodios por célula,
aunque esta reduccién no es significativa estadisticamente (Figura 21D). El silenciamiento
simultaneo de podoplanina y CD44 produce, de nuevo, un fenotipo similar al de HN5siPDPN
(Figura 21A-D). Estos resultados confirman una funcién clave de podoplanina en promover la
estabilidad de los invadopodios (Martin-Villar et al., 2015), e indican que CD44 no esta implicado
en la formacién de invadopodios estables. El hecho de que al silenciar ambas proteinas el
fenotipo predominante sea el de podoplanina, podria indicar que la actividad/funcién de CD44
en los invadopodios entra en juego una vez que estas estructuras tienen ya cierta estabilidad, y

esta probablemente asociada con el reclutamiento de metaloproteasas a los invadopodios.
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Figura 21. Podoplanina, y no CD44, regula la estabilidad de los invadopodios. (A) Secuencia de
imagenes de microscopia de células HN5-Lifeact-Rubby tratadas con siRNAs control o especificos de
podoplanina y/o CD44. Las células se cultivaron en portas recubiertos con gelatina y se tomaron imagenes
cada 30 segundos durante 3 horas. Los recuadros muestran areas amplificadas de invadopodios a lo largo
del tiempo. (B) Cuantificacion de la vida media de los invadopodios de las distintas lineas celulares. (C)
Cuantificacién de la proporcidn de invadopodios con periodos de vida estable (> 20 min), intermedios (10-
20 min) y labiles (0-10 min). (D) Cuantificacidn del nimero total de invadopodios por célula. Los datos de
las graficas corresponden a los valores medios + error estandar obtenidos de la observacidn de un nimero
significativo de invadopodios (n >70) en cinco células por condicidn, durante tres experimentos
independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante el test ANOVA
(***P<0.0001). Barra = 10 um.

3.4 La expresion de isoformas CD44 individuales en células CD44-deficientes rescata
el fenotipo de degradacion anémala de la MEC

Para analizar si el fenotipo de degradacidn andmala de la matriz observado en células CD44-
deficientes dependia de alguna isoforma en particular, las células HN5 se infectaron con
lentivirus que expresaban las isoformas CD44s, CD44v3-10 y CD44v8-10 fusionados a GFP.
Posteriormente, en las células infectadas con cada una de las isoformas, se silencié la expresion
de CD44 enddgeno mediante interferencia con un siRNA que no produce el silenciamiento de

las isoformas de CD44 exdgenamente expresadas. Mediante esta estrategia obtuvimos células
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gue expresaban niveles significativos de cada una de las isoformas mencionadas de forma
especifica (Figura 22), aunque la expresiéon de CD44s fue siempre algo mayor que la de CD44v3-
10 y CD44v8-10. Por otro lado, como se observa en la Figura 22, ninguno de los tratamientos
afectd a los niveles de podoplanina. Este procedimiento se realizd también con la isoforma
CD44v6-10, pero por razones desconocidas no obtuvimos células que expresaran niveles

razonables de CD44v6-10GFP tras la infeccion lentiviral.

CD44sGFP S T+ +1-1-1-1-
CD44v3-10GFP| - |- |- | - |+ |+ |- |-
CDA4v8-10GFP| - |- |- |- |- |- |+ |+
siControl + -+ -]+]-1+]-
siCD44 T = 1=
KDa CD44v3-10
CD44v8-10
150-
100~ ]CD44S

Figura 22. Expresion de isoformas CD44 especificas en células CD44-deficientes. Las células HN5 se
infectaron con sobrenadantes lentivirales generados en el laboratorio, portando las secuencias de las
distintas isoformas de CD44 indicadas en la figura. Posteriormente, estas células se trataron con un siRNA
disefiado para silenciar especificamente la expresion de CD44 enddgeno (todas las isoformas). La
eficiencia del silenciamiento y del rescate de la expresion de cada isoforma se evalué mediante Western
blot. Los niveles de expresion de podoplanina también se evaluaron mediante esta técnica. B-actina se
utilizé como control de carga.

Posteriormente, llevamos a cabo experimentos de degradacion de gelatina con las células
que expresan las diferentes isoformas. En la Figura 23A, se presentan imdagenes representativas
de la degradacidn observada al sembrar las distintas lineas celulares sobre gelatina fluorescente.
Las cuantificaciones del drea de degradacién andmala por célula con respecto al drea total de la
célula y de la proporcién de células que desarrollan el tipo de degradacién andmala se
representan en las Figuras 23E y F, respectivamente. Tanto la expresién de CD44s como la de
CD44v3-10 y CD44v8-10 disminuyeron estos parametros de forma significativa, aunque la

eficiencia del rescate fue mayor con CD44s y menor con CD44v3-10 (Figura 23E, F).

Asimismo, tanto el rescate con CD44s y CD44v8-10 (Figura 23 B, Cy D), como la sobreexpresion
individual de cada una de estas dos isoformas en las células HN5 (Figura 24) redujo la proporcion
de células con invadopodios activos, asi como el nimero de invadopodios activos por célula,

aunque en el caso de CD44v8-10 la diferencia no fue siempre significativa (Figura 24).
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Figura 23. Rescate del fenotipo de degradacion anémala de la MEC en células CD44-deficientes
mediante la re-expresion de isoformas especificas. (A) Ensayo de degradacion de gelatina de las distintas
lineas celulares. Las células se sembraron en portas recubiertos con gelatina fluorescente (gelatina-TRITC,
roja) durante 6h. Se muestran imagenes de fluorescencia representativas de las células control y de las
células que re-expresan las isoformas indicadas de CD44. En las células que no expresaban proteinas
fusionadas a eGFP se visualizd F-actina mediante tincidn con Faloidina-Alexa 488 (verde), mientras que en
las células que expresaban proteinas fusionadas a GFP la F-actina se visualizd mediante tinciéon con
Faloidina- Alexa 647 (rojo lejano). (B) Cuantificacion de la proporcién de células con invadopodios activos
respecto al numero total de células. C) Cuantificacion de la proporcion de invadopodios activos, con
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respecto al numero total de invadopodios por célula. (D) Cuantificacion del drea de degradacion focal
asociada a invadopodios por célula, con respecto al area total de la célula. (E) Cuantificacion del area de
degradacion andmala (difusa) por célula, con respecto al drea total de la célula. (F) Cuantificacion de la
proporcion de células con degradacién anémala con respecto al nimero total de células. Los datos de la
grafica corresponden a los valores medios + error estandar tras la observacion de un ndmero significativo
de células (n > 100) en tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas
se determinaron mediante el test ANOVA (***P<0.0001).

Ademas, el area de degradacion asociada a invadopodios no se vio afectada en el caso de
CD44v8-10, mientras que si se vio reducida en el caso de CD44s. Estos resultados sugieren que
CD44s es la principal isoforma implicada en la regulacion de la actividad de los invadopodios,
mientras que las isoformas variables son mucho menos eficientes, pudiendo llegar a compensar
la funcion de CD44s en su ausencia. Asimismo, indican un efecto antagénico entre CD44s y

podoplanina en la formacién de invadopodios activos.
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Figura 24. Efecto de la sobreexpresion de CD44s, CD44v3-10 y CD44v8-10 en células HN5 control en
la formacion de invadopodios activos. (A) Cuantificacién de la proporcion de células con invadopodios
activos respecto al nimero total de células. (B) Cuantificacién de la proporcidn de invadopodios activos
respecto al nimero total de invadopodios por célula. (C) Cuantificacién del drea de degradacion focal
asociada a invadopodios por célula respecto al area total de la célula.
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3.5 El silenciamiento de CD44 induce la formacidn de células binucleadas

En el curso de los experimentos de silenciamiento de CD44, observamos, ademads, que las
células HN5-siCD44 mostraban un nimero anormal de células binucleadas (Figura 25A), que
superaba del orden de 3-10 veces la pequeiia proporcidon de estas células observada en las
células HN5siControl y HN5-siPDPN (Figura 25B). Curiosamente, la proporciéon de células
binucleadas se reducia a los niveles de las células control cuando se silenciaban
simultdneamente CD44 y podoplanina (Figura 25B). Con el fin de determinar si este fenotipo era
dependiente de alguna isoforma especifica de CD44, analizamos también la proporcién de
células binucleadas en las células HN5-siCD44 que expresaban isoformas individuales de CD44
tras la infeccion lentiviral. Como se observa en la Figura 25C, la expresién de CD44sGFP
disminuyd el porcentaje de células binucleadas a niveles similares a las de las células control,
mientras que la expresién de CD44v8-10GFP produjo sdlo una reduccidn parcial, y la de CD44v3-
10 no tuvo ningun efecto, indicando que CD44s es la principal isoforma responsable de este

fenotipo.

3.6 Relevancia de la interaccidon podoplanina-CD44 en la invasividad de células SCC
Como se ha mencionado anteriormente, se considera que uno de los mecanismos por los
que las células tumorales degradan y atraviesan la membrana basal en las primeras etapas de la
invasién tumoral es, precisamente, mediante la formacién de invadopodios (Lohmer et al,,
2014). El patrén de degradacion andmala encontrado al silenciar especificamente CD44 hizo que
nos plantedramos si el aumento en el drea de degradacién andmala también correlaciona con
una mayor capacidad de estas células para degradar una membrana basal nativa y migrar a
través de ella. Para ello, llevamos a cabo ensayos de invasidén ex vivo, en los que los filtros
transwell son modificados de manera que la membrana porosa de poliestireno es sustituida por
mesenterio de ratén, como se indica en Materiales y Métodos. Una vez procesados los
transwells para de-celularizar el mesenterio, se sembraron células HN5 parentales, control, y
silenciadas para podoplanina y/o CD44, y se evalud la capacidad de estas células para degradar
la membrana basal y su habilidad para atravesarla, mediante microscopia confocal,
transcurridos 6 horas o 4 dias. Para visualizar la membrana basal se empled un anticuerpo
especifico frente a laminina 5, uno de los principales componentes de las membranas basales, y

para visualizar las células se empled faloidina.
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Figura 25. El silenciamiento de CD44 induce la formacidon de células binucleadas. (A) Imagen
representativa de una célula HN5-siCD44 binucleada. F-actina se visualizd mediante tincién con Faloidina-
Alexa 488 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). (B) Cuantificacidn de la proporcién de células
binucleadas con respecto al nimero total de células en las lineas celulares indicadas. (C) Cuantificacion
de la proporcidn células binucleadas con respecto al nimero total de células en el experimento de rescate
del fenotipo de degradacion andmala de la MEC mostrado en la Figura X16. Los datos de las graficas
corresponden a los valores medios + error estandar tras la observacidon de un namero significativo de
células (n>100) en tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se
determinaron mediante el test ANOVA (***P<0.0001).
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El grado de integridad de la membrana se estimé mediante la intensidad de fluorescencia
acumulada a lo largo de todos los planos que engloban la membrana basal (Figura 26B), mientras
qgue la proporcion de células que migran a través de la membrana se evalué midiendo la
intensidad de fluorescencia correspondiente a las células que se encuentran en aquello planos
coincidentes con los planos inferiores de la membrana basal (Figura 26C; véase Materiales y
Métodos). Como se observa en la Figura 26, tanto la degradacién como la proporcién de células
que invaden la membrana basal transcurridas 6h, es practicamente despreciable en todos los
casos. Sin embargo, transcurridos 4 dias, se observé un aumento significativo de la actividad
proteolitica y de la capacidad invasiva en las células parentales y HN5siControl. El silenciamiento
de podoplanina (HN5siPDPN) bloqued completamente tanto la degradacion de la membrana
basal, como la capacidad invasiva de las células HN5, mientras que el silenciamiento de CD44
indujo cierto grado de degradacion de la membrana basal (no significativo) que, sin embargo,
no se asociaba con el porcentaje de células que migran a través de la membrana. Curiosamente,
el silenciamiento simultdneo de ambas proteinas produjo, esta vez, un fenotipo mds semejante
al de las células HN5siCD44, aunque en ninguno de los casos la invasion de las células tumorales

alcanzd los niveles de las células parentales o control.

En conjunto, estos resultados confirman el importante papel de la degradacidon mediada por
invadopodios en la transmigracién de la membrana basal, pues la alteracion de la estabilidad de
los invadopodios mediante el silenciamiento de podoplanina, practicamente bloquea la
degradacion de la membrana basal y la transmigracion de las células HN5. Ademds, el aumento
de degradacidn observado en las células HN5siCD44 en los ensayos de degradacién de gelatina
no se correlaciona con una mayor capacidad de degradacion de la membrana o de invasion
celular. De hecho, aunque estas células parecen inducir la degradacion de la membrana basal,
este tipo de degradacion no parece ser efectiva para permitir la transmigracién de las células
tumorales, o bien existen otros factores propios de las células HN5siCD44 (por ejemplo, el

aumento de células binucleadas) que dificultan su migracion.
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Figura 26. Efecto del silenciamiento de podoplanina y/o CD44 en la capacidad invasiva de células
SCC a través de una membrana basal nativa. Células HN5 sin tratar y tratadas con los siRNAs indicados
se sembraron en el compartimento superior de camaras Transwell en las que el filtro inferior se habia
sustituido por una membrana de mesenterio de ratén. (A) Imagenes de microscopia confocal de las células
tefiidas con faloidina-Alexa 488 (verde) y de la membrana basal tefiida con un anticuerpo anti-laminina
(rojo) a las 6 horas y 4 dias de la siembra. Los paneles superiores son proyecciones maximas X-Y. Los
paneles inferiores son proyecciones X-Z mostrando el corte transversal con las células penetrando la
membrana. (B) Cuantificacion de la degradacidn efectuada por las distintas células midiendo la intensidad
media de fluorescencia de la membrana en unidades arbitrarias. Los datos de la grafica corresponden a
los valores medios + error estandar tras la observacidn de 3-5 campos por membrana en 2-4 membranas.
(C) Cuantificacién de la proporcion de células invasivas (que habian penetrado en la membrana) y no
invasivas (que permanecian en la parte superior de la membrana) a los tiempos indicados, midiendo la
intensidad de fluorescencia de las células (verde). Los datos de la grafica se tomaron de los mismos
ensayos que en el panel B. Barras = 10 um.
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El SCC es uno de los cdnceres de piel no-melanoma mds comunes. A pesar de que la
mayoria de los casos se curan con cirugia, existe un 5% de pacientes en los que se producen
recidivas y metastasis a los 5 afios, causando la muerte de los pacientes en el 80% de los casos
(Goldie et al., 2019). Mas complejo aun es el caso de los SCC originados en diferentes regiones
de la cabeza y el cuello (HNSCC), pues este tipo de tumores ademas de ser también altamente
invasivos, se diagnostican tarde, lo que hace que la enfermedad sea practicamente incurable.
Estos datos ponen de manifiesto la necesidad de conocer los mecanismos que conducen a la
metadstasis en este tipo de cdncer, para conseguir mejorar el diagndstico y los tratamientos vy,
asi, aumentar la supervivencia de los pacientes. En este trabajo, nos hemos centrado en
investigar los mecanismos empleados por las células tumorales en las etapas iniciales de la
invasién maligna: la degradacion de la membrana basal y la transmigracion de las células
tumorales. Mds concretamente, esta tesis ha pretendido dilucidar la funcién de dos
glicoproteinas de membrana, podoplanina y CD44, que interaccionan entre si, en la formacion y
estabilidad de los invadopodios de células de SCCy en la invasidon tumoral. CD44 es ademas una
familia de glicoproteinas muy heterogénea, debido a la existencia de numerosas isoformas, y a
la presencia de diferentes tipos de modificaciones post-traduccionales, desde la cldsica N- y O-
glicosilacién, hasta la adicién de polisacaridos como el heparan sulfato. Aunque al igual que
podoplanina, CD44 ha sido tradicionalmente asociada con la progresidon maligna, muchos de los
estudios llevados a cabo con esta molécula no tienen en cuenta esta heterogeneidad, lo que ha
generado una gran controversia respecto a la implicacidn de las distintas isoformas en el cancer

(Ponta et al., 2003).

Nuestro trabajo parte de una base fisioldgica, pues nuestros primeros resultados indican
que ambas moléculas se expresan de una manera coordinada en procesos fisio-patoldgicos
como la inflamacion y el cdncer. El uso de modelos celulares in vitro, tanto humanos como
murinos, nos ha permitido identificar las isoformas especificas de CD44 que se co-expresan con
podoplanina en SCCs, caracterizar la interaccion de podoplanina con CD44s, y demostrar
también su asociacidon con varias isoformas variables de CD44. Finalmente, estudios funcionales
in vitro y ex vivo, nos han permitido demostrar una nueva funcién de la asociaciéon podoplanina-
CD44 en el control espacial de la protedlisis mediada por invadopodios, y en la transmigracion
de la membrana basal por las células de SCC, proceso que requiere la formacién de invadopodios
estables. A continuacidn, discutiremos los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos

que hemos abordado en este trabajo.
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Podoplanina se expresa conjuntamente con CD44s y CD44v durante la

inflamacidn cutaneay el cancer

El éster del forbol TPA induce de forma coordinada la expresion de podoplanina, CD44s
y ciertas isoformas variables de CD44 en la piel murina. Esta induccién coincide con la hiperplasia
de la epidermis producida por dicho estimulo pro-inflamatorio, lo que sugiere una posible
cooperacion funcional de podoplanina, no sélo con CD44s —como habia demostrado
previamente nuestro laboratorio- (Martin-Villar et al., 2010), sino también con CD44v, en
procesos inflamatorios cutaneos y de remodelacién de la epidermis. A favor de esta hipétesis,
Shatirishvili y colaboradores muestran que la deleciéon condicional de CD44 en queratinocitos
basales de la epidermis altera la proliferacién y diferenciacién inducidas por TPA, y retrasa la
cicatrizacion de heridas (Shatirishvili et al., 2016). Resultados de nuestro laboratorio apuntan a
gue los ratones deficientes de podoplanina en la epidermis tienen también alterada la respuesta
hiperproliferativa y de diferenciacidon al TPA, aunque curiosamente los efectos parecen ser
contrarios (Jarcovsky et al, resultados no publicados). La implicacidon especifica de CD44s o
CD44v en estos procesos no ha sido investigada, y dado que el tratamiento con TPA induce la
expresion tanto de CD44v como de CD44s, resulta dificil inferir la funcidén especifica de cada una
de ellas en estos procesos. En este sentido, seria interesante investigar la expresion de las

distintas isoformas de CD44s en los ratones deficientes de podoplanina.

Podoplanina se expresa también conjuntamente con CD44v y CD44s en lineas celulares
representativas de distintos estadios de progresion del modelo de la carcinogénesis de piel de
ratdn, aunque en estas células se observan cambios significativos en la expresién de las
isoformas de CD44. Mientras que los niveles de CD44v son mayoritarios (respecto a los de
CD44s) en células de papiloma y SCC con fenotipo epitelial (diferenciado), en células de SpCC
con fenotipo fibroblastico (indiferenciado) ocurre un cambio (“switch”) CD44v-CD44s, en el que
desaparecen las isoformas CD44v y los niveles de CD44s aumentan significativamente. Este
cambio CD44v-CD44s también fue observado en nuestro laboratorio en un modelo de TEM
inducida por podoplanina (Martin-Villar et al.,, 2010) y, de hecho, se considera un rasgo
caracteristico de la TEM (Xu et al., 2015), probablemente inducido por la proteina 1 epitelial
reguladora del splicing (ESRP1) (Preca et al., 2015). No obstante, en la carcinogénesis in vivo,
durante la progresién SCC-SpCC, los niveles de ambas isoformas CD44s y CD44v aumentan
significativamente, en paralelo a un aumento de la expresién de podoplanina (Martin-Villar et
al., 2010), por lo que el cambio CD44v-CD44s parece estar mas relacionado con las TEM que

ocurren in vitro.
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Un hallazgo interesante de esta tesis es la identificacion de CD44v10 (que contiene
exclusivamente un Unico exdn variable, v10) como la Unica isoforma CD44v asociada
especificamente con el fenotipo SpCC. Resultados de nuestro laboratorio no recogidos en esta
tesis, sugieren que la inducciéon de CD44v10 es, junto con el “switch” CD44v-CD44s, una
caracteristica de las TEM inducidas por los factores de transcripcidn Snail y Slug, y por la propia
podoplanina, en células MDCK (Ramos, 2018). Sin embargo, queda por demostrar la presencia
de esta isoforma en SpCCs inducidos durante la carcinogénesis in vivo y dilucidar si su expresion
ocurre también durante las TEM en células y en SCC indiferenciados humanos. La presencia de
isoformas que contienen el exdn v10 se ha descrito en subpoblaciones de macroéfagos, células
Th1 activadas y células progenitoras hermatopoyéticas (Erb et al., 2014). Estas isoformas
muestran una afinidad reducida por hialuronato y, en tumores humanos, su expresién se ha
asociado a una mayor resistencia a cis-platino en HNSCCs (Wang and Bourguignon, 2011). Sin
embargo, en estos estudios no se identificaron las isoformas concretas que contenian este exon,
por lo que las conclusiones que de ellos se derivan son aun limitadas. Una excepcidn es el trabajo
de Beham-Schmid y colaboradores, que describieron la expresion de CD44v10 en linfomas de
Hodking, asociada con recidivas y un mal prondstico para los pacientes (Beham-Schmid et al.,

1998).

En esta tesis, hemos identificado a CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10 como las
isoformas CD44v que se expresan preferentemente, junto a CD44s y podoplanina, en lineas
celulares humanas de SCC. La expresion de estas isoformas se ha vinculado con la progresion
maligna y/o quimioresistencia en distintos tipos de cancer humano: CD44v3-10 en el cancer de
prostata (Hao et al., 2010), CD44v6-10 en adenocarcinomas de pulmoén (Lee et al., 2005) y
CD44v8-10 en cancer de mama y cancer gastrointestinal (Choi et al., 2017; Hiraga and
Nakamura, 2016; Lau et al., 2014). En SCCs, se ha observado una expresion elevada de CD44v8-
10 en SCC esofdgicos tratados con quimioterapia, y mds concretamente, en células
madre/troncales cancerigenas, que son resistentes a la terapia, lo que se ha asociado con un
mal prondstico de la enfermedad (Kagami et al., 2018). También se ha descrito la presencia de
CD44v3-10 (isoforma caracteristica de los queratinocitos) en HNSCCs (Reategui et al., 2006), y
se han identificado a isoformas que contienen el exén v3 como marcadores de células
madre/troncales cancerigenas (CSCs) en este tipo de cancer (véase mas adelante).
Curiosamente, un antiguo estudio identificé una disminucién de los niveles de expresion de
isoformas conteniendo el exdn v3 en SCC orales pobremente diferenciados (Hudson et al,,
1996). Estudios funcionales in vitro sugieren que, tanto las isoformas que contienen el exén v3

como las que contienen el v6, estan asociadas con la progresién tumoral de HNSCCs,
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estimulando el crecimiento, la migracidn y la expresidon de metaloproteasas (MMPs) (Wang and

Bourguignon, 2011).

En este trabajo, hemos identificado también, en células humanas SCC, la expresion de
isoformas con el dominio citosplasmdtico truncado (CD44sC9 y CD44vC9). Aunque la presencia
de estas isoformas se ha descrito en la literatura (Screaton et al., 1992), aun se desconoce su
relevancia bioldgica. Es légico pensar que el truncamiento del dominio citoplasmatico altere la
sefializacion intracelular inducida por CD44, asi como su anclaje al citoesqueleto de actina por
las proteinas ERM. A su vez, esto también podria afectar indirectamente, a las interacciones del
dominio N-terminal con otras moléculas como hialuronato o algunos factores de crecimiento
(Screaton et al., 1992). Por tanto, es probable que estas isoformas actien como moduladores
negativos de senalizacion mediada tanto por CD44s como por CD44v, algo que se investigara en

el futuro.
Podoplanina interacciona con CD44s y CD44v en células SCC

Los estudios de inmunofluorescencia y microscopia confocal realizados en esta tesis
sugieren un alto grado de co-localizacion de las isoformas CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10
con podoplanina en la superficie de células SCC, particularmente en proyecciones de la
membrana plasmatica y contactos célula-célula, tal como habiamos descrito previamente para
CD44s (Martin-Villar et al., 2010). Por otro lado, los ensayos de co-inmunoprecipitacién indican
una interaccioén fisica de todas estas isoformas con podoplanina, lo que parece ocurrir a través
de los dominios transmembrana. La implicacién de los dominios transmembrana en la
interaccion podoplanina-CD44 viene de experimentos en los que se sustituyd esta region de
podoplanina por las de otras proteinas: CD45, sinaptobrevina, glicoforina A y ERBB2.
Curiosamente, los dominios transmembrana de CD45 y ERBB2 no afectaron a la interaccion
podoplanina-CD44, mientras que los de sinaptobrevina y glicoforina A la inhibieron casi
completamente. Esta observacion sugiere que existen motivos o estructuras en el dominio
transmembrana de podoplanina que son cruciales para su interaccidn con CD44, los cuales
comparte con algunas proteinas, pero no con otras. Entre estos motivos, podemos descartar el
GXXXG de la parte N-terminal, que esta implicado en la oligomerizacion de podoplanina y su
incorporacién a balsas lipidicas (Fernandez-Mufioz et al., 2011). Teniendo en cuenta que tanto
CD44 como podoplanina residen en balsas lipidicas, este hecho favorece el que la interacciéon
entre ambas proteinas ocurra en estas regiones de la membrana plasmatica. De otra manera, si
el motivo GXXXG estuviera implicado en la interaccion con CD44, podria interferir en el

reclutamiento de podoplanina a las balsas lipidicas, o, una vez incorporada podoplanina, podria
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interferir con la unién a CD44. Actualmente, estamos investigando las secuencias y estructuras
de las regiones transmembrana de podoplanina, CD44, CDA45, sinaptobrevina, glicoforina A y

ERBB2, para identificar los motivos comunes implicados en la interaccion podoplanina-CD44.

La asociacidn de podoplanina con CD44 requiere también el dominio citoplasmatico de
podoplanina, ya que su delecidn inhibe significativamente su interaccién con CD44, si bien esta
no parece estar mediada por la unidn de podoplanina y CD44 a proteinas ERM, una propiedad
que les permite interaccionar con el citoesqueleto de actina. Un aspecto relevante de estos
estudios es que la glicosilacidon del dominio extracelular modula negativamente la interaccidn
podoplanina-CD44, de manera que las formas menos glicosiladas parecen interaccionar con
mayor eficacia. Esto es légico teniendo en cuenta la profusidn de cargas negativas aportadas por
el acido sidlico de los residuos Sy T O-glicosilados que existen en los dominios extracelulares de
ambas proteinas (Ponta et al., 2003; Renart et al., 2015), los cuales ejercen una fuerza repulsiva
entre ambas proteinas. En el caso de podoplanina, estos residuos parecen concentrarse en la
llamadaisla 1, situada entre los dominios PLAG3 y PLAG4, y, en menor medida, en laisla 2, detras
de PLAGA. Es importante sefialar que las S y T glicosiladas presentes en los dominios PLAG3 y
PLAG4, que median la interaccion de podoplanina con la lectina CLEC-2 presente en plaquetas y
células del sistema inmune (Suzuki-Inoue et al., 2017), no afectan a la interaccién con CD44. No
obstante, se ha sugerido una interaccion mutuamente inhibidora de podoplanina con CLEC-2 o
CD44 en células reticulares fibroblasticas, relacionada con la respuesta inmune (Acton et al,,

2012; Winde et al., 2019).

La interaccion podoplanina-CD44 tiene, sin duda, relevancia bioldgica: ya nuestro
laboratorio demostré que la interaccidn podoplanina-CD44s era crucial para que las células SCC
pudieran migrar de una forma direccional y orientada (Martin-Villar et al., 2010), y en esta tesis
se presentan datos (que discutiremos mas adelante) que sugieren que podoplanina coopera con
CD44s y CD44v para que las células SCC atraviesen de forma eficaz la membrana basal y para
controlar la actividad proteolitica mediada por los invadopodios. Otro aspecto relacionado con
el cancer en el que la interaccidon podoplanina-CD44 podria tener relevancia es en la actividad
funcional de las CSCs. CD44 es un marcador bien establecido de CSCs en distintos tipos de cancer
(Orian-Rousseau, 2015; Yan et al., 2015), incluidos los HNSCCs. Como se ha mencionado
anteriormente, el exén v3 se ha identificado como un marcador especifico de CSCs en HNSCCs,
y ha sido implicado en el mantenimiento de las propiedades “stemness”, en la resistencia de los
tumores a quimioterapia y en la formacién de metastasis en ganglios linfaticos (Bourguignon et
al., 2012; Wang et al., 2007). Por otro lado, podoplanina ha sido propuesto como un marcador

de CSCs en SCC cervical (Atsumi et al., 2008; Miyashita et al., 2017) y esofégico (Islam et al,,
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2015; Rahadiani et al., 2010), asi como en gliomas/glioblastomas (Dahlrot et al., 2013; Kolenda
et al., 2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes, seria importante analizar la relevancia

funcional de la interaccién podoplanina-CD44 en CSCs.

Por otro lado, ya que tanto podoplanina como CD44 se han identificado como
componentes de exosomas, seria interesante investigar si los exosomas liberados por las células
tumorales contienen complejos podoplanina-CD44, y si la asociacién entre ambas proteinas esta
implicada en la linfangiogénesis estimulada por podoplanina presente en la superficie de las

vesiculas (Carrasco-Ramirez et al., 2016).

Ademads de su implicacién en el cancer, la interaccién podoplanina-CD44 podria tener
importancia en otros escenarios fisioldgicos y patolégicos, como la respuesta inmune, la
inflamacidn y la fibrosis. A CD44 se le ha implicado en procesos inflamatorios asociados con
enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis (Krolikoski et al., 2019) y los ratones
“knockout” de CD44 presentan una mayor respuesta inflamatoria y acumulacion de colageno
fibrilar (Govindaraju et al., 2019). Por otro lado, a podoplanina se le ha implicado en
enfermedades autoinmunes con inflamacién crénica, como esclerosis multiple, esclerosis
sistémica y artritis reumatoide (revisado en (Quintanilla et al., 2019). Podoplanina tiene una
importante funcién en la respuesta inmune, ya que promueve la intravasaciéon de las células
dendriticas presentadoras de antigeno en los vasos linfaticos aferentes (que expresan
podoplanina) y su migracion a lo largo del endotelio linfatico para alcanzar los ganglios (Acton
et al., 2012; Tal et al., 2011). También se ha implicado a podoplanina en la expansién de los
ganglios linfaticos (Astarita et al., 2015), un evento critico durante la respuesta inmune
adaptativa debido a la acumulacion de linfocitos. Durante la iniciacion de la respuesta inmune,
las células dendriticas (que expresan CLEC-2) se unen a podoplanina presente en células
reticulares fibroblasticas (que forman una densa malla por encima de la MEC que actia como
soporte de las células dendriticas y linfocitos T) para promover una radpida expansion de los
ganglios. En relacidn con esto, de Winde y colaboradores han propuesto recientemente que la
unién de CLEC-2 actua como un interruptor molecular para cambiar la funcién de podoplanina
en estas células, reduciendo la contractibilidad actina-miosina promovida por esta glicoproteina
a través de la activacion de Rho GTPasas, e induciendo la elongacién y aplanamiento de los
fibroblastos reticulares mediante su asociacidn con CD44 vy la tetraspanina CD9 (Winde et al.,

2019).
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Relevancia de la asociacion podoplanina-CD44 en la formacion de
invadopodios activos y en la invasidn de células SCC a través de la

membrana basal

Los resultados de este trabajo indican que tanto CD44s como las isoformas CD44v6-10,
CD44v8-10 y CD44v3-10 son componentes de los invadopodios, localizados en el anillo de
adhesidn dénde co-localizan con podoplanina. No obstante, con CD44v3-10 se observaron dos
patrones de localizacién, uno coincidente con el de podoplanina y el de las otras isoformas, y
otro mas difuso y separado del nucleo de F-actina. Desconocemos las causas de esta diferencia,
pero pueden deberse al gran tamafio de CD44v3-10, mayor que el de las otras isoformas (lo que
podria determinar también un menor nivel de expresion en las células HN5 tras su transfeccidn).
Otra posibilidad, es que CD44v3-10 es la Unica isoforma de las tres CD44v que se modifica por
heparan sulfato y otros glicosaminoglicanos, una propiedad que le confiere el exén v3 (Wang
and Bourguignon, 2011), y las moléculas CD44v3-10 modificadas con glicosaminoglicanos

podrian tener menor afinidad por el anillo de adhesién.

En general, la presencia de isoformas CD44v en los invadopodios de células SCC
contrasta con los resultados de Zhao y colaboradores, que identificaron a CD44s, pero no a
CD44v, como un componente de los invadopodios en células de cancer de mama (Zhao et al,,
2016). Esta discrepancia puede ser debida a que: 1) en lineas celulares de cancer de mama
podoplanina no estd presente y, de hecho, los invadopodios de estas células no parecen tener
un anillo de adhesidn tan patente como en el caso de las células de SCC (Martin-Villar et al.,
2015); y 2) en el estudio de Zhao y colegas tan sdélo se analizé la localizacion de la isoforma
CD44v3-10 en los invadopodios, que en nuestro caso parece ser la isoforma que en menor grado
se asocia con invadopodios. Ademas, este estudio describe a CD44s como un componente del
nucleo de F-actina, algo semejante a lo observado en podosomas de osteoclastos (Chabadel et
al., 2007). Sin embargo, en nuestras células de SCC, tanto CD44 como podoplanina estan
especificamente asociados al anillo de adhesién de los invadopodios, pero nunca se han
observado en el nucleo de F-actina. Estos resultados indican diferencias estructurales de los
invadopodios dependiendo del tipo celular, lo que probablemente esté asociado con la
estabilidad de estas estructuras y con el contexto celular. A favor de esta hipdtesis, los
invadopodios presentes en las células de cancer de mama MDA-MB231 son mas inestables que
los de las células de SCC empleadas en este estudio (Martin-Villar et al., 2015). Aunque no se
analizado en este trabajo, es probable que los requerimientos para la incorporacién y

estabilizacidon de las isoformas de CD44 en el anillo de adhesidn de los invadopodios sean
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similares a los de podoplanina; es decir, su unidn a proteinas ERM a través de los dominios
citosélicos y su asociacion con balsas lipidicas (Martin-Villar et al., 2010). A su vez, la propia
asociacién con podoplanina podria jugar un papel esencial en este sentido. Ademas, se ha
descrito que CD44 puede asociarse con las integrinas a4f1, y, de esta manera, modular la
sefializacion a través de Src y la quinasa de adhesién focal FAK (Zoller, 2011). Curiosamente, en
células de cdncer de mama la integrina 31 promueve la maduracién y la actividad proteolitica
de los invadopodios (Beaty et al., 2013). Sin embargo, se desconoce si esta integrina esta
presente en el anillo de adhesién de los invadopodios de células de SCC, algo que seria muy

interesante investigar.

En cuanto a la implicacidon de podoplanina y CD44 en la formacién y actividad de los
invadopodios, nuestros resultados sugieren una funcién diferente, e incluso antagdnica, para
ambas moléculas. Mientras que el silenciamiento individual de podoplanina en células SCC
disminuyd el nimero de invadopodios activos por célula y de células con invadopodios activos,
el silenciamiento de CD44 no sdélo no disminuyd estos parametros, sino que se observé una
tendencia a aumentarlos. Esta observacidon es congruente con los resultados obtenidos en los
experimentos de rescate del fenotipo de degradacidn anémala de la gelatina producido por el
silenciamiento de CD44, en los que la sobreexpresidon de CD44s y, en menor medida, de CD44v,
en células HN5 control y silenciadas, disminuyd el nimero de invadopodios activos. Estos datos
sugieren un papel preponderante para podoplanina en la formacién de invadopodios activos,
gue estd en concordancia con su funcién estabilizadora demostrada previamente por nuestro
laboratorio (Martin-Villar et al., 2015) y confirmada en esta tesis. CD44, por otra parte, no parece
estar implicado en la estabilidad de estas estructuras. En el articulo mencionado anteriormente
demostramos que podoplanina promueve la estabilidad de los invadopodios y una degradacion
mas eficiente de la MEC mediante la activacion de la ruta RhoC GTPasa-ROCK-LIMK-cofilina. No
obstante, los resultados de esta tesis indican que podoplanina necesita a CD44 en el invadopodio
para que su actividad proteolitica focal, restringida a los puntos de contacto con la MEC, no se
desborde y se convierta en una protedlisis aberrante, desordenada, y, probablemente, menos
eficaz. Es decir, podoplanina y CD44 cooperan para modular espacialmente la degradacién de la
MEC, lo que sugiere una funcién de la interaccidon podoplanina-CD44 en el control de la
localizacién y/o secrecidn de las MMPs responsables de la actividad proteolitica de los
invadopodios. La principal isoforma de CD44 implicada en esta funcién parece ser CD44s,
mientras que las isoformas CD44v sdélo son capaces de compensar parcialmente la ausencia de

CD44s, como muestran nuestros experimentos de rescate del fenotipo de degradacion anémala.
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MT1-MMP es una metaloproteasa transmembrana esencial para la actividad
proteolitica de los invadopodios (Artym et al., 2006), que se transporta a estas estructuras
mediante vesiculas procedentes de los endosomas tardios (Castro-Castro et al., 2016). Una vez
en los invadopodios, MT1-MMP debe estabilizarse, mediante mecanismos aun no bien
establecidos, para ejercer su funcién. Uno de los mecanismos propuestos tiene su base en la
proteina reguladora del citoesqueleto de actina N-WASP, pues puede promover el trafico de
vesiculas que contienen MT1-MMP hacia la membrana plasmatica, y a su vez, estabilizar a MT1-
MMP anclando su dominio citoplasmatico al citoesqueleto de actina (Yu et al., 2012). Li y
colaboradores han descrito una interaccién entre podoplanina y MT1-MMP en la membrana
plasmatica de células SCC, que promueve la invasion de estas células en coordinacidn con la
activacion de Rho GTPasas (Li et al., 2015). Asimismo, también se ha descrito que CD44
interacciona con MT1-MMP en la membrana plasmatica (Kajita et al., 2001) y en los
invadopodios (Zhao et al., 2016). La unidon de CD44 a proteinas ERM (Tsukita et al., 1994) parece
actuar como un anclaje de MT1-MMP al citoesqueleto de actina, y determina la localizacién de
esta proteasa en el frente de avance de las células (Itoh and Seiki, 2006), aunque MT1-MMP
también puede interaccionar directamente con proteinas de la familia ERM (Terawaki et al.,
2015). Por otro lado, CD44 interacciona con N-WASP en células de cancer de ovario
(Bourguignon et al., 2007). Como se ha mencionado anteriormente, N-WASP es una proteina
reguladora del citoesqueleto de actina que promueve su polimerizaciéon y la formacién de
proyecciones de la membrana plasmdtica, y es, ademas, reclutada por los invadopodios
(Hoshino et al., 2013). Es, por lo tanto, concebible la formacién de un complejo entre
podoplanina, MT1-MMP y CD44 en el invadopodio, fuertemente anclado al citoesqueleto de
actina a través de las proteinas ERM y/o NWASP. En este complejo, podoplanina promoveria la
estabilizacion del anillo de adhesién, controlando la actividad fragmentadora de F-actina de
cofilina mediante la ruta que conduce a su fosforilacién e inactivacion (Martin-Villar et al., 2015).
La presencia de CD44 seria clave para la correcta localizacion de MT1-MMP en el invadopodio
(Figura 27). CD44 podria participar, también, en las primeras etapas del ensamblaje de los
invadopodios (Petropoulos et al., 2018; Zhao et al., 2016), actuando como un sensor de sefiales
de la MEC mediante su interaccién con proteinas como acido hialurdnico y osteopontina
(Petropoulos et al., 2018), y promoviendo la polimerizacidn de actina a través de su interaccion
con N-WASP (Bourguignon et al., 2007) y cortactina (Zhao et al., 2016), cuya fosforilacion
promueve el reclutamiento de las proteinas reguladoras N-WASP y Arp2/3 necesarias para la
formacién de las “puncta” de F-actina. Sin embargo, el hecho de que, en nuestras células de SCC
el silenciamiento de CD44 no altere significativamente el numero de invadopodios activos, pero

si el patron de degradacién, sugiere que CD44 no interviene en las etapas iniciales de la
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formacién de invadopodios sino en el reclutamiento de las metaloproteasas. Ademas, se ha
descrito que el invadopodio es un sitio preferente para la liberacidon de exosomas que contienen
MT1-MMP y otras MMPs, y que existe una dependencia reciproca entre la producciéon de
exosomas y la formacién de invadopodios activos (Hoshino et al., 2013). Puesto que los estudios
de nuestro laboratorio sugieren que podoplanina estd implicado en el trafico vesicular y
promueve la formacién de exosomas (Carrasco-Ramirez et al., 2016), seria interesante investigar
si podoplanina actia como un mediador de esta relacidn sinérgica entre invadopodios y

exosomas y el papel que juega CD44 en esta relacién.

siControl

siPDPN siCD44

Figura 27. Esquema hipotético de la funcion de podoplanina y CD44 en el invadopodio de células
SCC, segun los resultados de esta tesis. En células que expresan podoplanina y CD44 (siControl),
podoplanina promueve la estabilidad de los invadopodios activando la ruta RhoC GTPasa-ROCK-LIM
quinasa, que conduce a la fosforilacion e inactivacion de cofilina (Martin-Villar et al, 2015). La inactivacion
de cofilina previene una excesiva fragmentacion y despolimerizacién de F-actina. CD44, por otra parte,
recluta MT1-MMP al invadopodio. Podoplanina, CD44 y MT1-MMP formarian un complejo en el
invadopodio favoreciendo la degradacién focal de la MEC. En células deficientes en podoplanina (siPDPN),
la actividad de cofilina aumenta provocando una excesiva fragmentacién de F-actina y la inestabilidad del
invadopodio, lo que redunda en una deficiente actividad proteolitica. En células deficientes en CD44
(siCD44), aunque la presencia de podoplanina mantiene la estabilidad del invadopodio, la ausencia de
CD44 provoca una cierta deslocalizacion de MT1-MMP (podoplanina per se podria retener un cierto
numero de moléculas de la proteasa para mantener la degradacion focal asociada al invadopodio) v,
posiblemente, de otras MMPs, favoreciendo una protedlisis descontrolada de la MEC.
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La cooperacién entre CD44 y podoplanina es también clave en la invasion de las células
de carcinoma a través de la membrana basal y en su actividad proteolitica. En este caso, el
silenciamiento individual de cada proteina tuvo un efecto similar en la disminucién de la
invasividad de las células, que contrasta con lo observado en la formacién de invadopodios
activos. Este resultado sugiere que la penetracion de las células en la membrana basal requiere
de otros mecanismos, ademas de los invadopodios. Es probable que el silenciamiento de
podoplanina y CD44 afecte a la migracidn de las células a través de la densa malla tridimensional
que constituye la membrana basal. Por otra parte, el silenciamiento de CD44, a diferencia del
silenciamiento de podoplanina, en estas células no bloqued completamente la degradacion de
la membrana basal (aunque las diferencias no fueron significativas estadisticamente), lo que
esta mas en consonancia con los ensayos de formacion de invadopodios sobre gelatina, y sugiere
que la degradaciéon anémala observada tras el silenciamiento de CD44 en los ensayos de gelatina
es poco efectiva en un contexto fisioldgico. No obstante, una limitacidon de estos experimentos
es que se midio la degradacion de la membrana basal por la intensidad de fluorescencia de uno
solo de sus componentes, laminina 5, y, quizas, el efecto de los silenciamientos de podoplanina

y CD44 sobre la degradacion de otras proteinas, como coldgeno IV, podria ser distinto.
Posible implicacion de la asociacion podoplanina-CD44 en la citocinesis

Finalmente, un resultado colateral de nuestros experimentos, fue la observacion de que
el silenciamiento de CD44, pero no el de podoplanina, induce un aumento significativo del
numero de células binucleadas, un fenotipo que desaparece tras el silenciamiento simultdneo
de ambas proteinas. Estas observaciones sugieren un papel de la interaccion podoplanina-CD44
en el control de la divisién celular y/o la citocinesis. Un analisis de inmunofluorescencia con un
anticuerpo contra pericentrina para detectar aberraciones en el nimero de centrosomas fue
negativo (datos no mostrados), lo que parece descartar anomalias en la division celular (Gonczy,
2015) y apunta a alteraciones en la citocinesis. De nuevo, el papel de podoplanina parece ser
preponderante, pero requiere a CD44, principalmente CD44s, para un control efectivo de la
citocinesis. La citocinesis es el proceso mediante el cual la célula en division, tras la segregacion
de los cromosomas, se escinde en dos células hijas. En este proceso intervienen tanto los
microtubulos como el citoesqueleto de actina. El huso central de los microttbulos define la
posicidon del plano de division entre los cromosomas segregados en anafase. Esta sefial espacial
se transmite a través de una ruta que implica a RhoA GTPasa, y conduce a la formacion y
contraccion de un anillo de actina-miosina cortical situado en el plano ecuatorial de la célula,

que origina el surco (“cleavage furrow”) que conduce a la escision de las dos células hijas (Fededa
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and Gerlich, 2012). Como se ha mencionado anteriormente, tanto podoplanina como CD44
promueven reorganizaciones del citoesqueleto a través de su unién a proteinas ERM que las
conectan con F-actina y la activacidon de Rho GTPasas, por lo que su implicacidn en la citocinesis
no es descartable. Al mismo tiempo, resultados de nuestro laboratorio sugieren un papel de
podoplanina en la organizacién de los microtibulos durante la migracién celular (Martin-Villar
et al., 2010). En cualquier caso, la implicacién de podoplanina y CD44 en la citocinesis es un

objetivo a estudiar en el futuro.
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CONCLUSIONES Y CONCLUSIONS

1. Podoplanina se expresa de forma coordinada con las isoformas CD44v y CD44s en la piel de
ratén tras un estimulo pro-inflamatorio con TPA, coincidiendo con una hiperplasia de la
epidermis. Ademads, tanto en células tumorales en cultivo representativas de distintos estadios
de progresién de la carcinogénesis quimica de piel en ratdn como en lineas celulares humanas

de SCC, la expresion de podoplanina coincide con la de CD44s y/o CD44v.

2. En la progresidon in vitro de carcinomas escamosos bien diferenciados a carcinomas
pobremente diferenciados o fusocelulares (SCC-SpCC) se produce un cambio en la expresiéon de
CD44v a CDA44s. En lineas celulares de carcinoma fusocelular se expresa CD44v10 como Unica

isoforma variable.

3. CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10 son las principales isoformas variables que se expresan

en lineas celulares humanas de carcinomas escamosos junto a CD44s y podoplanina.

4. En ensayos de co-inmunoprecipitacién, podoplanina interacciona tanto con CD44s como con
CD44v3-10, CD44v6-10 y CD44v8-10. Esta interaccidn ocurre principalmente a través del
dominio transmembrana, pero requiere el dominio citoplasmadtico y se modula negativamente

por la glicosilacién del dominio extracelular.

5. Podoplanina co-localiza con CD44s y las isoformas CD44v en la membrana plasmatica y en el

anillo de adhesion de los invadopodios de células de carcinoma escamoso.

6. Podoplanina, y no CD44, promueve la formacion de invadopodios estables activos. CD44 se

requiere junto a podoplanina para el control espacial de la degradacién de la matriz extracelular.

7. Tanto la estabilizacién de invadopodios mediada por podoplanina, como el control espacial
de la degradacién mediado por podoplanina y CD44, son necesarios para promover la invasion
de células de carcinoma escamoso a través de una membrana basal nativa de mesenterio de

raton.

8. Podoplanina y CD44 cooperan durante la division celular de células de carcinoma escamoso

para prevenir la formacién de células binucleadas.
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CONCLUSIONES Y CONCLUSIONS

1. Podoplanin is coordinately expressed with CD44v and CD44s isoforms in mouse skin after a
pro-inflammatory stimulus with TPA, coinciding with epidermal hyperplasia. In addition,
podoplanin is expressed together with CD44s and/or CD44v, in both mouse cell lines

representative of different stages of skin carcinogenesis progression and human SCC cell lines.

2. There is a switch from CD44v to CD44s expression during progression of well differentiated
squamous cell carcinomas to poorly differentiated spindle cell carcinomas (SCC-SpCC). CD44v10

is the only variable isoform expressed in SpCC cell lines.

3. CD44v3-10, CD44v6-10 and CD44v8-10 are the main variable isoforms expressed in squamous

carcinoma cell lines together with CD44s and podoplanin.

4. Podoplanin interacts with the CD44s isoform as well as with CD44v3-10, CD44v6-10 and
CD44v8-10 isoforms in co-immunoprecipitation assays. This interaction is mediated primarily by
the transmembrane domain, but requires the cytoplasmic tail and is modulated by glycosylation

of the extracellular domain.

5. Podoplanin co-localizes with CD44s and CD44v isoforms on the plasma membrane and the

adhesion ring of invadopodia in squamous carcinoma cells.

6. Podoplanin, but not CD44, promotes the formation of stable, active invadopodia. However,
CD44 is necessary together with podoplanin for the spatial control of extracellular matrix

degradation.

7. Both podoplanin-mediated invadopodia stabilization and podoplanin-CD44-mediated spatial
control of extracellular matrix degradation are required to promote invasion of squamous

carcinoma cells through a native basement membrane of mouse mesentery.

8. Podoplanin and CD44 cooperate during cell division of squamous carcinoma cells to prevent

the formation of binucleated cells.
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