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Resumen

CD44 es una glicoproteina de membrana que se encuentra sobre expresada en ciertos canceres y que se
ve implicada en varios mecanismos tumorales como la transicién epitelio mesénquima (EMT), metastasis,
resistencia a apoptosis y supresion de la respuesta inmune antitumoral. En el estudio realizado por Moutafi,
Molero et al se describid que las células del compartimento tumoral que expresaban mas CD44
correspondian a pacientes que presentaban una mayor supervivencia libre de progresién tras el bloqueo
del eje PD-1, sugiriendo que CD44 podria ser un posible biomarcador. Gracias a estos hallazgos, surge la
necesidad de investigar la relaciéon que tiene la alta expresion de CD44 al bloquear el eje PD1/PD-L1. Por
ello, se ha disefiado este estudio, donde se ha realizado un analisis de la expresiéon génica diferencial en
una linea celular de cancer de pulmén (CPCNP), H520, en la que previamente se le habia eliminado CD44
por métodos genéticos utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9 y donde se observd una disminucion de
expresion génica de algunos genes implicados en la via de sefializacion de IFNy, como CD274, IRF1y
IFNGR2. Se validé por citometria de flujo que la expresion proteica de CD44 y PDL1 correspondian con los
datos obtenidos de expresién génica.
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Introduccién

El cancer de pulmoén es el cancer diagnosticado con mayor frecuencia en los tltimos afios y una de las
principales causas de muerte. Este tipo de cancer tiene una alta tasa de mortalidad y, por tanto, una baja
supervivencia, debido principalmente a que su diagnostico suele ser en etapas avanzadas [1]. El cancer de
pulmoén se puede clasificar en dos tipos diferentes seglin su histologia, el cancer de pulmén de células
pequeiias (CPCP) y el cancer de pulmoén de células no pequeiias (CPCNP). Este tltimo se subdivide en
adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células grandes y tumor
carcinoide bronquial [2].

En los ultimos diez afios, el descubrimiento e introduccién de la inmunoterapia e inhibidores de puntos de
control inmunitarios (ICI) ha conseguido una mejora en el tratamiento de CPCNP incrementando la
supervivencia de los pacientes [3].

Una caracteristica de los tumores es la capacidad que tienen de evadir el sistema inmune mediante
mecanismos como la expresion de ligandos de ICI, entre ellos PD1/PD-L1 [4]. El ligando del punto de
control inmunitario PD-L1 a menudo se sobre expresa en diversos canceres para inhibir las células T y
conseguir evadir el sistema inmune. Se trata de una proteina transmembrana que se une al receptor
inhibitorio PD-1 expresado en las células T y que provoca la inhibicidn de la respuesta inmune [5]. Este eje
PD1/PD-L1 se ve activado por la estimulacion de linfocitos con IFNy, donde este se une a su receptor de
superficie celular especifico, un heterodimero formado por IFNGR1 e IFNGR2; de esta manera, se activan
JAK1 y JAK2 que fosforilan a STAT1. STATI fosforilado (pSTAT1) se transloca al nucleo y activa la
expresion de genes, donde destaca IRF1, un factor de transcripcion. IRF1 permite la expresion de CD274,
gen que codifica para PD-L1. Finalmente, PD-L1 se transloca a la superficie de la membrana donde
interaccionara con PD1 de las células T [6].

Por ello, el hallazgo de un anticuerpo monoclonal que bloquea la accion de PD1 y PD-L1 ha sido un cambio
esencial en el tratamiento de cadncer de pulmén; y, en combinacién con quimioterapia, se han obtenido
buenos resultados en los pacientes, mejorando notablemente su calidad de vida. Sin embargo, la respuesta
a este tratamiento se limita a un subconjunto de pacientes y ademds se desconoce el mecanismo de
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resistencia y sensibilidad a inhibidores del eje PD1, por lo que se requiere estudio y caracterizacion de
nuevos biomarcadores [7].

CD44 es una glicoproteina transmembrana que se encuentra fisiologicamente en varios tipos de células,
como en linfocitos, musculo liso, fibroblasto y varios tipos de epitelios [8]. Esta proteina es codificada por
19 exones, dando lugar a diversas isoformas mediante splicing alternativo. La isoforma mas comun es la
CD44s [9]. Se trata de un receptor cuyo ligando principal es el acido hialurénico (AH), componente
principal de la matriz extracelular (MEC) [10]. La union de este ligando produce un cambio conformacional
de la proteina, permitiendo la activacion de diversas vias de sefializacion implicadas en proliferacion,
adhesion, migracion e invasion [9], [11]. Por otra parte, se ha descrito que la sobre expresion de CD44 se
ve implicada en diversas vias que ayudan al mantenimiento y progresion del tumor, entre las que destaca
la transicion epitelio-mesénquima (EMT), resistencia a apoptosis [12], [13] y metastasis [14], [15]. Se han
asociado niveles elevados de CD44 con varios tipos de canceres como cancer de mama [8], de prostata y
de ovario y que se correlaciona con un cancer mas agresivo y con peor prondstico [16].

Por otra parte, en varios estudios se describe el papel que tiene CD44 en la supresion de la respuesta inmune
antitumoral. Se ha observado en células de cancer de cabeza y cuello y cancer de mama que sobre expresan
CD44 también expresan de manera elevada PD-L1 y permiten, a su vez, la supresion de las células T,
favoreciendo la evasion del sistema inmune [17]. En otro estudio, se correlacioné CD44 con la expresion
de PD-L1 tanto a nivel proteico como transcripcional en muestras de pacientes con CPCNP y con cancer
de mama triple negativo (CMTN) [18].

En un estudio realizado por Moutafi, Molero et al cuyo objetivo era la validacion y descubrimiento de
marcadores para el tratamiento de CPCNP, se asocia una alta expresion de CD44 a mayor sensibilidad al
inhibidor del eje PD1 y, por ende, a un mejor pronostico del CPCNP y mayor supervivencia. Estos hallazgos
se obtuvieron gracias a la tecnologia GeoMx™ Digital Spatial Profiling (DSP) y fueron validados en una
cohorte de pacientes en el Hospital 12 de Octubre que fueron tratados con inhibidores de PD1 y PD-L1 [7].
Este descubrimiento sugiere que CD44 podria ser un biomarcador de sensibilidad a los inhibidores del eje
PD1/PL-L1 en el CPCNP, y, en consecuencia, surge la necesidad de investigar el mecanismo por el cual la
sobre expresion de CD44 puede inducir mayor sensibilidad al bloqueo del eje PD-1. Debido a estos
hallazgos se ha decidido disefiar este estudio donde se realizo una caracterizacion de expresion génica en
células de cancer de pulmon humanas que carecen de expresion de CD44 comparandolas con su control,
para conseguir entender en profundidad la relacion de CD44 con la via de sefializacion de PD1/PD-L1.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Anteriormente, en el laboratorio, se generaron, a partir de una linea celular de cancer de pulmon de célula
no pequeila humana procedentes de un carcinoma escamoso, llamada H520, dos lineas celulares: H520
PLC vacio y H520 CD44 KOIF, utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9. Se disefid6 un plasmido,
pLentiCRISPRV2 (Addgene n°52961; hitp://www.addgene.org/52961/) (Figura 1S) que permitiese generar
un coddn de stop permanente en el gen de CD44 para que esta proteina no se traduzca. De esta manera, se
gener6 una linea celular estable que no es capaz de expresar CD44. Como control, se sometieron a las
células al mismo proceso de infeccion, pero con el plasmido vacio (PLC), es decir, sin la secuencia de
CD44. En estas células se comprobd, por secuenciacién, citometria y Western Blot, si las células expresaban
0 no CD44 (Figura 2S). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 GlutaMAX (Gbico) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (FBS, Sigma) y 1% de antibidticos a 37°C en condiciones de humedad de
5% COa,. Las células procedentes de cultivos de mantenimiento se tripsinizaron y se contaron con una
camara de Neubauer. A continuacion, en placas de 6 pocillos, se sembraron de cada tipo celular por
triplicado 200.000 células por pocillo en RPMI y se cultivaron durante 24 horas en un incubador a 37°C en
condiciones de humedad de 5% de CO2.

Extraccion y aislamiento de ARN total

El aislamiento del ARN de la linea celular H520 se realiz6 en condiciones dptimas mediante el RNeasy
Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ARN extraido se resuspendid en 30 pl de
agua libre de ARNasas. La concentracion y la calidad del ARN extraido de cada muestra se determiné con
el Nanodrop (TermoScientific).

Cuantificacion de la expresion génica con la tecnologia nCounter

Se llevo a cabo una caracterizacion de la expresion génica de la linea H520 PLC y H520 CD44 KO1F
mediante el nCounter (NanoString). Para ello, se utilizaron 200ng de ARN como indican las instrucciones
del fabricante (Input ARN estandar recomendado: 50-300g totales) y se sigui6 el manual del ensayo (MAN-
10056-03 (January 2020) CodeSet Hybridization Setup). El panel de expresion génica empleado se llama
PanCancer 10 360 y analiza la expresion génica de 770 genes implicados en evasion inmune y
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microambiente tumoral. E1 ARN se sometio a la hibridacion con las sondas marcadas con biotina y sondas
indicadoras marcadas con fluorescencia durante 18h a 65°C en un termociclador. Estas sondas tienen un
codigo de barras unico por cada gen; se trata de cebadores que se unen especificamente a una secuencia de
ARN concreta, detectando un gen especifico. A continuacidn, en la Prep-Station, los complejos de sondas
y ARN fueron inmovilizados y alineados en un soporte soélido, y los complejos libres fueron eliminados
mediante diversos lavados. Por ultimo, mediante la maquina nCounter, la muestra fue escaneada por
microscopia de fluorescencia automatizada, realizandose una lectura y contaje de los codigos de barras
especificos. Los datos, a continuacion, fueron normalizados y analizados (Figura 1).

Cultivo 300.000 « RNeasy Hibridacion
células/pocillo « Cuantificacion y pureza

Prep-Station

nCounter

Andlisis de datos

Figura 1.- Esquema del flujo de trabajo de la tecnologia nCounter.

Analisis de datos por ROSALIND

Los datos obtenidos en el nCounter fueron analizados con una arquitectura HyperScale desarrollada por
ROSALIND, Inc. (San Diego, CA). La normalizacion, los Fold Changes (>+2-fold y <-2-fold) y los p
valores ajustados (<0,05) son calculados segun el criterio establecido por NanoString que utiliza una
normalizacion estandar. Para el andlisis comparativo de expresion diferencial, se utilizé un test estadistico
multivariable con correccion del valor p utilizando el método de Benjamini-Hochberg para estimar el radio
de falsos descubrimientos (FDR).

Normalizacion y control de calidad

Se procedié a comprobar que las muestras y sus triplicados pasaron el control de calidad (QC), mediante la
comprobacion de los parametros de Imagen y de Densidad de Unidén. A continuacion, para ver si los
controles positivos pasaron el control de calidad, se evalud la linealidad de los controles positivos y la
deteccion de limites. Por tltimo, se realizé una inspeccion visual global de los datos. Las muestras y los
triplicados de este estudio pasaron el control de calidad ya que se observa buenos resultados al evaluar los
parametros que se muestran en la Tabla 1. La calidad de Imagen (/maging Quality) debe ser superior al
75%, la calidad de union (Binding Quality) debe estar entre 0,1 y 2,5 y la linealidad de los controles
positivos (Control Linearity) debe ser mayor de 0,97.

Imaging Binding Control

Muestra Quality Quality Linearity
H520 CD44 KO1 0.944 0.72 0.99
H520 CD44 KO2  0.953 0.87 0.99
H520 CD44 KO3 0.954 0.64 0.99

H520 PLC1 0.951 0.9 0.99
H520 PLC2 0.967 0.87 0.99
H520 PLC3 0.953 0.87 0.99

Tabla 1.- Resultado de los parametros del control de calidad.

A continuacion, para poder analizar los datos obtenidos en el nCounter, los datos crudos tuvieron que ser
normalizados. La normalizacién de datos estd disefiada para eliminar fuentes de variabilidad técnica de un
experimento y se realiz6 mediante el software Rosalind. Esta plataforma permite subir la cuantificacion de
las sondas del panel del nCounter y calcula la normalizacion, los Fold Changes y los valores p segun el
criterio establecido por NanoString. Se realizé una normalizacion estandar que se trata de la combinacion
de una normalizacion de control positivo, que emplea controles positivos y negativos sintéticos, y la
normalizacion del contenido del CodeSet, que utiliza genes housekeeping, permitiendo la correccion de la
variabilidad del input de la muestra. Los genes housekeeping que se emplearon en el CodeSet son sondas
de ARNm que se expresan de manera constitutiva en todas las células y muestran poca o ninguna
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variabilidad de expresion en respuesta a diferentes condiciones y/o tratamientos. Por ello, la expresion de
éstos solo variara seglin la cantidad de ARN de muestra cargado. Se observd poca variabilidad entre
muestras (Figura 2A-B) y, por lo tanto, los datos fueron normalizados sin ninglin problema para el posterior
analisis.
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Figura 2.- (Izquierda) Grafico que muestra el nivel de expresion de los genes housekeeping en las
diferentes muestras. (Derecha) Grafico que muestra los recuentos de los controles positivos y negativos
combinados en las diferentes muestras. En ambos graficos se utiliza la raiz cuadrada del nivel de
expresion para mostrar aquellos valores mas bajos. Cada columna suma 100.

GraphPad Prism

Los graficos presentados en este estudio fueron generados mediante GraphPad Prism. Los datos se
importaron de los analisis obtenidos por ROSALIND y se selecciono el tipo de grafico.

Citometria de flujo

Para el analisis de CD44 y PD-L1, las células H520 PLC y H520 CD44 KOIF se tripsinizaron,
centrifugaron, lavaron y se bloquearon durante 30 minutos con PBS-BSA 1%. A continuacion, se tifieron
durante 30 minutos con el anticuerpo anti-CD44 (human) marcado con FITC, un anticuerpo anti-PD-L1
(human) marcado con PE y con DAPI como marcador de viabilidad celular. Las muestras fueron analizadas
en citometro FACSCalibur (Becton Dickinson), empleando el software FlowJo (Tree Star).

Resultados

Aislamiento de ARN de las células H520 PLC vacio y H520 CD44 KO1F

Se aislo el ARN en condiciones Optimas siguiendo el protocolo del kit Qiagen. Se cuantificd con el
Nanodrop, obteniendo la ratio de absorbancia 260/280 y la concentracion de ARN en ng/ul (Tabla 2). El
analisis de la ratio de absorbancia 260/280 del ARN se empleé como medida de pureza de las muestras. Se
trata de la relacion de absorbancia que se determina mediante espectrofotometria y nos da informacion
acerca de la cantidad de contaminantes presentes en el ARN. Una ratio 260/280 cercana a 2 indica alta
pureza y buena calidad de la muestra de ARN. En nuestro estudio, los resultados muestran que todas las
muestras son de buena calidad y alta pureza, ya que se obtuvieron una ratio cercana a 2. Ademas, los
triplicados tienen concentraciones similares, lo que evidencia una correcta ejecucion del procedimiento.

Linea celular Ratio 260/280 C“"“';:;i'l‘;“ RNA
H520 PLC 1 2,09 500,8
H520 PLC 2 2,02 5522
H520 PLC 3 2,10 5133
H520 CD44 KOIF 1 2,08 4583
H520 CD44 KOIF 2 2,10 5584
H520 CD44 KOIF 3 2,06 626.8

Tabla 2.- Cuantificacion y ratio de absorbancia 260/280 que determina pureza de los triplicados de las
lineas celulares H50 PLC y H520 CD44 KO1F.

Analisis de la expresién génica de las lineas comparando la linea H520 PLC vs H520 CD44
KO1F mediante la tecnologia nCounter

Se realizd un analisis comparativo de expresion diferencial de los 2 tipos celulares utilizando un test
estadistico multivariable con correccion del valor p utilizando el método de Benjamini-Hochberg para
estimar el radio de falsos descubrimientos (FDR) y representando los datos en un Volcano Plot (Figura 3).
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En esta representacion se muestra un diagrama de dispersion donde muestra la expresion diferencial entre
dos grupos; en este caso, se diferencia la media del contaje de genes en cada linea; PLC y CD44-KO. Para
ello, se calcula el logaritmo en base 2 (Logy) del cociente de las medias de los genes de H520 CD44 KO
entre H520 PLC.
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Figura 3.- Representacion en Volcano Plot la expresion diferencial entre las dos lineas celulares.

En el eje Y se muestra el logaritmo en base -10 (-Logio) del valor p ajustado (p-adj), marcando el limite de
significancia en p-adj<0,05, (que es igual a 1,3 si se calcula el -Logio de 0,5). Dicho de otra forma, los
genes que se encuentran por encima del limite de 1,3 son estadisticamente significativos, es decir, es mas
seguro que la diferencia que hay entre las lineas sea cierta. En el eje X se muestra el logaritmo en base 2
del Fold Change (FC); se trata de una medida que describe cuanto cambia la expresion de un gen en una
linea respecto a la otra. En este caso, estamos dividiendo CD44-KO entre PLC; de esta manera, un gen que
tenga un FC de 2 representa que en CD44-KO ese gen se expresa el doble que en PLC. Se marco el limite
en FC=1,5, es decir, en Log, FC=0,58.

B
Magquinaria de presentacion
A Gen Log2 Fold Change p valor ajustado
Via de seiializacion de IFN"{ B2M 0.29 0.020
G Log?2 Fold Ch lor aiustad CTSS 1,30 0,000
en og2 Fo ange p valor ajustado HLA-DMA 0,98 0.030
CD274 -0,55 0,03 HLA-E 0,39 0,002
IFNGR1 0,8 0,03 PSMBI10 0,63 0,000
IRF1 -0,53 0,03 TAP1 0,44 0,030
JAK2 0,68 0,03 TAPBP 0,61 0,018
CXCLl16 1,47 0,03 C
ICAM1 -0,59 0,02 P d li L.
IENGR2 036 0.03 untos de control inmunitarios
IL18 2,12 0,03 Gen  Log2 Fold Change p valor ajustado
IRF9 0,8 0,01
30CS| | 0,001 ICOSLG -1,18 0,02
TNFSF9 2,14 0,04
VSIR 0,87 0,03

Tabla 3: listado de genes implicados en (A) la via de sefializacion de IFNy, (B) la maquinaria de
presentacion de antigenos y, (C) puntos de control inmunitarios. Cada gen muestra su Logz FC y su p

valor ajustado.

Podemos ver que, en las células que no expresan CD44, se produce un cambio en la expresion de genes
relacionados con microambiente tumoral y evasion inmune. Para analizarlos, se dividieron en grupos de
genes diferentes, clasificado por colores en el grafico y marcando sélo aquellos genes significativos. En
color verde, observamos genes de la via de IFNy, y donde se ve que algunos genes estan sobre regulados
en la linea del CD44-KO, tales como IFNGRI (receptor 1 de IFNy), CXCL16 (quimioquina inducida por
IFNy) y IL18 (citoquina proinflamatoria que estimula la secrecion de IFNy), y otros se encuentran infra
regulados, como CD274 (codifica para PD-L1, que es una proteina con papel inmunorregulador), /RF/



(factor de regulacion de IFNy) y IFNGR2 (receptor 2 de IFNy) (Tabla 3A). En azul y en rojo vemos genes
implicados en la maquinaria de presentacion y puntos de control inmunitarios respectivamente. La mayoria
de los genes significativos clasificados dentro de estos grupos tienden a sobre regularse en la linea CD44-
KO (Tabla 3B-C).

Por otro lado, podemos observar que las células CD44-KO expresan de manera mas elevada genes
implicados en la maquinaria de presentacion de antigenos, ya que observamos un FC positivo con un p
valor ajustado significativo en los genes clasificados dentro de esta ruta (Tabla 3).

A continuacion, quisimos ver si en las células sin expresion de CD44 se produce alguna diferencia respecto
a rutas; para ello, se realizd un Gene Set Enrichment Analylis (GSEA) en rutas de genes descritas por el
panel I0360 de NanoString. Si estos genes muestran un cambio comin y la base de datos los considera de
una ruta especifica, esa ruta saldra significativa. Los resultados obtenidos muestran que hay una ruta que
se ve alterada al realizar el CD44-KO, sobre expresandola (Figura 4).

Se trata de una ruta que la base de datos de NanoString nombra “Immune cell localization to tumors™,y se
encuentra sobre expresada; este resultado coincide con los datos de la Tabla 3 donde observamos que los
genes implicados en la maquinaria de presentacion se hallan sobre regulados en las células CD44-KO,
reafirmando su implicacion en la respuesta inmunitaria.

Nor-stimulated: KO vs. PLC Non-stimulated: KO vs. PLG
GSEA GSEA
Immune Cell Localization o Turmors
Tumer-ntrinsic Factors
T-cell Priming and Activation
Stromal Factors
Relaase of Cansar Call Anfigens
-+ Recognition of Cancar Calls by T-cells 1
55 FResogrition of Ganoer Gels by T-cells 3
@ o
o MK Cell Activity § imrmune Cell Localization o Tumers
5 A
° Myalaid Cell Activity
Killing of Cancer Cells
Immunametabalism
Commun Signaling Pathways
Cell Cyde and Profiferation
Cancer Anligen Prasentation
o1 2 3 4 5 8 7 8 8 10 2 1 B 1 2
Times with adjusied significance Normalized Enrichment Score

Figura 4.- GSEA con 14 sets de genes de NanoString.

Andlisis de la expresioén proteica por citometria de CD44 y PD-L1

Por ultimo, para validar la infra regulacion de PD-L1 en las células H520 CD44 KO1F en comparacion con
las H520 PLC, se realiz6 un analisis de la expresion proteica de CD44 y PD-L1 mediante citometria de
flujo. Para ello, se incubaron los 2 tipos celulares con anti-CD44 marcados con el flouréforo FITC, anti-PDL1
marcado con el flour6foro PE y DAPI para visualizar la viabilidad celular.

En los resultados obtenidos se observo menor expresion de PD-L1 en aquellas células ausentes de CD44
(Figura 5); esto coincide con los resultados anteriores sobre la infra regulacion del gen CD274 cuando
CD44 no esta presente en las células.

H520 CD44 KO1F

PD-L1-PE

Figura 5"

A——— PR, dc PD-L1 en los dos tipos celulares, H520
PLC y H520 CD44 KO1F, mediante citometria de flujo.




Discusidn

En los ultimos afios, se ha observado un creciente interés en el estudio de CD44., ya que se ha descrito que
en varios tumores esta proteina se ve sobre expresada y que, ademas, se ve implicada en diversas vias que
ayudan al mantenimiento y progresion del tumor, como EMT, resistencia a apoptosis y metastasis [12],
[13], [14], [15]. Ademas, se ha asociado con varios tumores como un cancer mas agresivo y de peor
pronostico. [8], [16]. También se ha observado que CD44 estd implicado en la supresion de la respuesta
inmune antitumoral. En varios estudios, se describe que las células CD44 positivas en cancer de cabeza y
cuello y cancer de mama expresan de manera elevada PD-L1 en diferentes canceres, favoreciendo la
evasion del sistema inmune [17], [18].

Por ello, es importante investigar mas a fondo el papel que tiene CD44 en el cancer y ver la posible relacion
que puede haber con una mejora clinica. De hecho, Moutafi, Molero et al. llevaron a cabo un estudio con
el proposito de validar y descubrir marcadores para el tratamiento de CPCNP, donde se encontr6 una
correlacion significativa entre una alta expresion de CD44 y mayor supervivencia libre de progresion tras
la inmunoterapia [7]. Gracias a estos hallazgos, surge la necesidad de investigar la relacion de CD44 y el
eje PD1/PD-L1.

Por ello, se ha decidido disefiar este estudio donde se quiere investigar como CD44 afecta a esta via de
sefializacidn, mediante la comparacion tanto a nivel proteico como transcripcional de dos lineas celulares,
el control (H520 PLC) y una linea donde se realiz6é un KO de la proteina CD44 (H520 CD44 KO1F). Los
resultados muestran, en conjunto, una relacion entre la ausencia de CD44 y una ligera disminucion de la
via de sefializacion activada por IFNy, como la expresion génica de IRF1 y IFNGR2, entre otros, y donde
destaca una disminucién significativa, tanto a nivel transcripcional como proteico, de PD-L1; proteina
implicada en la via de sefalizacion de IFNy, y diana principal de la inmunoterapia anti PD1/PD-L1. Esto
sugiere que cuando se sobre expresa, quiza la via se encuentre mas activada y por esa razoén puede ser mas
sensible a la inmunoterapia, si bien precisan mas estudios para confirmar esta hipotesis. También se observa
que algunos genes de esta ruta se sobren regulan; esto nos confirma que CD44 afecta a esta via de
sefializacion y sugiere que quiza ese cambio se acompafla de mecanismos compensatorios de la respuesta
inmune antitumoral.

Por otro lado, CD44 también parece estar relacionado con la presentacion antigénica, ya que se ha visto un
aumento de expresion de genes implicados en la maquinaria de presentacion en las células que no expresan
CD44 frente a las que si expresan. Estos resultados confirman la implicacion que tiene CD44 en la respuesta
inmune antitumoral, donde se ha visto que actiia suprimiéndola, dando ventaja al tumor. Ademas, podemos
ver que las células tumorales son capaces de regular la expresion de estos genes, y esto sugiere la posibilidad
de que las células tumorales desempeiien el papel de células presentadoras de antigenos, interactuando con
los linfocitos T y condicionando la respuesta inmunitaria, tanto activaindola como suprimiéndola.

En conclusion, estos hallazgos corroboran la implicacion que tiene CD44 en la progresion y mantenimiento
tumoral. Se destaca su participacion en la regulacion del sistema inmune. Por un lado, se observa que CD44
ejerce una ligera regulacion del ligando inhibidor del punto de control inmunitario PD-L1, aumentando su
expresion tanto transcripcional como proteica. Como ya se ha mencionado previamente, se trata de una
proteina que se une a un receptor inhibitorio de las células T (PD1), lo que conduce a la inhibicion de la
respuesta inmune [5]. Esto permite que el tumor, al sobre expresar este ligando, sea capaz de evadir el
sistema inmune. Gracias a los avances en la inmunoterapia, se ha permitido abordar esta capacidad del
tumor de eludir el sistema inmune. Por otro lado, CD44 también parece estar asociada con la supresion de
la maquinaria de presentacion antigénica. Por ultimo, la regulacion de la maquinaria de presentacion en
células plantea la posibilidad de que estas células actuen como una célula presentadora de antigenos. De
esta manera, las células tumorales pueden modular el sistema inmune de manera favorable para su propio
beneficio y continuar con su progresion.

Por ello, como investigacion futura, se plantea continuar con esta investigacion en diferentes lineas para
entender de qué manera CD44 modula la respuesta inmune y afecta a via de sefalizacion activada por IFNy,
y ver la posible relacion que hay entre CD44 y PD-L1. Asi pues, continuar con esta investigacion en
modelos animales podria confirmar esta relacion, ademas de describir si una alta expresion de CD44
corresponde a una mayor sensibilidad al inhibidor de PD1/PD-L1. Si se confirmase, en un futuro se podria
plantear el uso de CD44 como biomarcador de sensibilidad a inmunoterapia en pacientes con CPCNP,
ademas de una posible diana cuya inhibicion podria incrementar la eficacia del bloqueo del eje PD-1.
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Figura 1S: Plasmido pLentiCRISPRv2
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Figura 2S.- Histograma que representa la expresion proteica de CD44 en
los dos tipos celulares, H520 PLC y H520 CD44 KOIF, mediante
citometria de flujo.



