UPV/EHU

MODULACION DE SOX2 MEDIANTE LA
INHIBICION DE mTOR Y SU IMPLICACION EN
QUIMIORRESISTENCIA Y CELULAS MADRE
DEL CANCER EN GLIOBLASTOMA
MULTIFORME

Laura Garros Regulez

2016

eman ta zabal zazu

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Director: Ander Matheu Fernandez

(cc)2016 LAURA GARROS REGULEZ (cc by 4.0)






A mi madre

14



15



Agradecimientos

16



17



Tras esta importante etapa de mi vida ha llegado el momento de acordarme de todas
aquellas personas que, de una manera u otra, han contribuido a que me encuentre ahora en este
punto. Espero acordarme de todas, y en caso de que se me olvidase alguien, le pido disculpas

por adelantado. Te haré llegar mi agradecimiento de otra forma ©.

Para empezar, agradecer a mi director de tesis, el Dr. Ander Matheu, que me eligiera para
formar parte de su equipo cuando yo aln era una estudiante inexperta. Te agradezco que me
esperases el afio entero que tuvo que pasar desde que contactamos por primera vez hasta que
terminé el master y por fin pude incorporarme, porque ha sido la oportunidad que necesitaba
para llegar hasta aqui. Puede que hayamos tenido nuestros mas y nuestros menos, como en todo
trabajo que se precie, pero al final siempre me has demostrado tu confianza. De nuevo, muchas

gracias por ello.

Gracias al Dr. Pedro Grandes, asi como a todo su laboratorio de la UPV-EHU (Josune,
lanire, Leire, Nagore, Juan e lzaskun), a vuestro lado empecé a conocer lo que era realmente un

laboratorio y me iniciasteis en los primeros pasos de la verdadera investigacion cientifica.

El 11S Biodonostia ha sido testigo de mi evolucién tanto profesional como personal. Por
ello me gustaria agradecer a todas ellas en general todo lo que hayan hecho por mi en algin
momento de mi andadura. En especial me gustaria nombrar a varias personas que
verdaderamente han tenido una influencia directa en toda esta aventura. Gracias a la guia de
Estefania, a la meticulosidad de Paula, a la disciplina de Idoia, a las risas de Olatz y a la
simpatia de Lidia. Gracias a Leire y a Mikel, por ser los primeros “tweens”. Gracias
especialmente a Mikel, quien desde que le conoci en la carrera y a pesar de separarnos pronto en
los estudios, siempre ha estado ahi para evitar perder el contacto hasta el punto en el que
finalmente hemos llegado a trabajar en el mismo centro ©. A ti sobre todo quiero agradecerte el
gran apoyo que me brindaste en aquellos momentos en los que no podia mas. EI mismo
agradecimiento quiero hacerle a Vir, nuestra Antonia particular. Sin esos cafés y esas charlas

aquellos dias de Agosto, hoy no estaria aqui. Muchisimas gracias a vosotros dos por

18



“obligarme” a llegar hasta este punto. No me olvido tampoco de las dltimas incorporaciones,
Juncal y Carla, gracias simplemente por estar ahi y darme grandes momentos de risas, que no es
poco. Aungue tampoco me olvido de los vaciles que habéis tenido a mi costa, €sos ya no o0s los

de afeitar? XD).

Pero hasta este punto no se llega sélo por el apoyo de tu entorno profesional. Mi entorno
mas cercano ha sido el que verdaderamente me ha dado fuerzas y animos para llegar a donde
estoy ahora. Gracias Aita, por ayudarme en todo lo que has podido y por soportarme en todos
mis malos momentos. Sé que muchas veces te echo las culpas de todo y que me pongo a rabiar,
pero eso porque se me olvida todo lo que constantemente estds haciendo por mi. Te pido
disculpas por ello y te agradezco de nuevo que estés ahi para lo que necesito. Gracias Mama
Mila por estar ahi desde el principio. Por escucharme. Por contestarme. Por no juzgarme y
darme &nimos continuamente. Por no dejarme caer y por creer en mi. Podria seguir hasta el

infinito y siempre me quedarian cosas por agradecerte. Gracias por todo.

A pesar de gque he tardado tanto en mencionarte, no pienses que es porgque tengo menos
cosas que agradecerte que al resto. Gracias a ti he podido afrontar este ultimo afio mejor que
como lo hubiera hecho sola. Me has presentado a todo el que es importante para ti para que
pueda formar parte de todos tus circulos. Me has hecho sonreir siempre que afloraban las
lagrimas, me has distraido cuando el estrés no me dejaba pensar en otra cosa, has aguantado mis
malos humos, mis manias, y siempre con alegria y asegurandome que no te importaba. A ti,
Josu, quiero agradecerte tu confianza, tu carifio y tu compafiia cuando mas lo necesitaba. Eres

increible.

Por ultimo, quiero dar las gracias a la persona que ha cuidado de mi y que me ha hecho
ser quien soy hoy en dia. A pesar de que te fuiste tan pronto siempre te recordaré con todo mi
carifio y sabiendo que, estés donde estés, me cuidas, me proteges y velas por mi. Gracias Ama.

Te quiero.

19



Resumen

20



21



SOX2 es un factor de transcripcién ampliamente expresado en el Glioblastoma
Multifomre (GBM) y que regula la actividad de las células madre de glioma (GSC). Se
desconoce exactamente clal es su papel en estas células, y su implicacion en el tratamiento del
GBM. Tras el estudio de muestras humanas de este tipo de tumor y ensayos de modificacion
génica de lineas celulares de glioma pudimos identificar que SOX2 presentaba una correlacion
en su expresion con el factor SOX9, ademas de que modulaba las caracteristicas oncogénicas de
las células de glioma. Adicionalmente, comprobamos también que altos niveles de SOX2
conferian a las células quimiorresistencia frente al tratamiento quimioterapico para el GBM, la
temozolomida (TMZ), mientras que bajos niveles de este factor favorecian una mayor
sensibilidad al tratamiento. Con la finalidad de reducir los niveles de SOX2 se testaron dos
farmacos, de los cuales se comprob6 que la rapamicina, cuya diana es mTOR, disminuia los
niveles de SOX2. Este hecho correlacionaba con una mayor sensibilizacion de las células con

niveles altos de SOX2 al tratamiento.
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El cancer

Tumores cerebrales: glioblastoma multiforme (GBM)

El céncer es la segunda causa de muerte por enfermedad no trasmisible a escala mundial,
después de enfermedades cardiovasculares. Se estima que en 2012 alrededor de 8,2 millones de
personas fueron victima de algun tipo de cancer, siendo los mas prevalentes (en orden
descendente) los de pulmon, higado, estdémago, colon y mama (OMS, 2012). EI nimero de
incidencia continuara subiendo, y se estima que en el 2030, la cifra de afectados llegara a los

14,3 millones de personas (OMS, 2013).

En Espafa el cancer presenta el mismo patron epidemioldgico que a nivel mundial, con
una incidencia en aumento desde la década de 1980. Dentro de todas las enfermedades que
engloba el cancer, los tumores de pulmén, colon y préstata; y mama, colon y pulmén son las
primeras causas de muerte en hombres y mujeres respectivamente (Instituto Nacional de

Estadistica, 2013).
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Gréfico 1. Numero de defunciones en Espafia entre los afios 1980-2013 en
funcion del tipo de cancer. Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE)

Los tumores cerebrales pueden ser muy heterogéneos en cuanto a agresividad y tasa de
mortalidad. Mas concretamente, los tumores cerebrales primarios, y entre ellos los gliomas
malignos, contribuyen de manera significativa a la morbimortalidad en todos los grupos de

edad, pues son tumores que por lo general presentan muy baja tasa de supervivencia, a pesar de
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gue en valores absolutos no representan una amplia proporcion de los casos de cancer que se
diagnostican en Espafia (se calcula una incidencia de 8,73 por 100.000 habitantes / afio en
varones y 5,41 en mujeres, datos de la AECC del 2011). Este tipo de tumores merecen la
atencion por englobar algunos de los cancer mas letales que existen (National Brain Tumour
Society). Se han descrito alrededor de 120 tipos diferentes de tumores cerebrales y del sistema
nervioso central (SNC, Fuente: National Brain Tumour Society), los cuales han sido clasificados
por la OMS atendiendo a las célula de origen y a su malignidad, en orden ascendente de

agresividad (Louis et al., 2007).

Los gliomas son tumores cerebrales que proceden de células de la glia, un tipo celular
encargado del mantenimiento y proteccion de las neuronas, y constituyen mas del 50% de los
canceres cerebrales y del sistema nervioso central. Son tumores muy heterogéneos, tanto en el
aspecto histolégico como en el aspecto clinico, pues existen desde tumores de baja
proliferacion y difusién hasta tumores muy agresivos. Histoldgicamente, los gliomas se han

clasificado en 4 grupos:

- Grado 1: Astrocitoma pilocitico, de aparicion temprana y comin en nifios y
adolescentes, constituye el 2% de todos los tumores cerebrales y presenta una
supervivencia media variable dependiente de la localizacion del tumor, su total
reseccién o no, y la edad de aparicion (Tibbetts et al., 2009, Stieber VW, 2001). Aun
asi, la cura de este tipo de tumores es frecuente.

- Grado Il: Astrocitoma difuso, de bajo grado, de lento crecimiento y poco infiltrante. Es
comun en mujeres y hombres de entre 20-50 afios.

- Grado Ill: Astrocitoma anaplasico, mas agresivo, de rapida formacion y expansion e
infiltrante que los de grado Il, més frecuente en hombres de entre 30-50 afios que en
mujeres. Constituyen el 2% de todos los tumores cerebrales.

- Grado 1V: Glioblastoma Multiforme (GBM), el méas comin y letal de los tumores

cerebrales primarios, altamente invasivo y heterogéneo, y mas frecuente en personas a

partir de 50 afios.
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Tabla 1. Clasificacion segun la OMS de gliomas en funcién de su histologia y otros datos caracteristicos

Supervivencia media

Nombre Grado Edad diagndstico (afios)
Astrocitoma pilocitico I Nifios y adolescentes  Variable, cura frecuente
Astrocitoma difuso I 20-50 afos S
Astrocitoma anaplasico Il 30-50 afios 2
Glioblastoma multiforme v > 50afos 1

El glioblastoma multiforme constituye entre el 12-15% de todos los tumores cerebrales y
alrededor del 50% de los gliomas. Esta considerado como el tumor cerebral mas agresivo y
maligno con una incidencia anual de 2-3 personas por cada 100.000 en EEUU y Europa. Su
origen puede ser primario, es decir, de novo, 0 secundario, esto es, como consecuencia de la
evolucion de un glioma previo de menor grado. Su prevalencia es mayor en individuos varones
adultos, y la tasa de supervivencia media ronda los 15 meses, siendo la supervivencia a 5 afios

alrededor del 4% (Fuente: National Brain Tumour Society).

A este tipo de tumor se le denomina “multiforme” debido a su amplia heterogeneidad
intratumoral e intertumoral a varios niveles: celular, genético, molecular, clinico,
histopatolégico, etc. Son altamente infiltrantes e invasivos, de patrén difuso, proliferacion
celular incontrolada, propensos a la necrosis y angiogenesis, resistentes a la apoptosis y de

elevada inestabilidad genética (Furnari et al., 2007; Patel et al., 2014).

Dada la elevada heterogeneidad intertumoral y con el fin de identificar las mutaciones
maés frecuentes, en 2010 se llevaron a cabo estudios genéticos y de expresion en GBM, lo que
ha permitido una clasificacion molecular de estos tumores (Verhaak et al., 2010). Esta
clasificacion plantea la posibilidad de aplicar a los pacientes una terapia personalizada,
presumiblemente mas eficaz, atendiendo a la prediccion de efectividad que tendran los mismos

en funcion a las caracteristicas tumorales que presentan. La clasificacion es la siguiente:
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Clésico: Se caracteriza por mutaciones, amplificacion y/o sobreexpresién de EGFR,
pérdida/mutacion de PTEN; pérdida de CDKN2A, sobreexpresion de NES; y activacion
de las vias Notch y Shh.

Mesenquimal: Son la clase que méas &reas necroticas evidentes presenta, con expresion
de genes asociados a inflamacion como TNF y NF-kB. Otras alteraciones comunes de
este subtipo son la pérdida/mutacién de NF1, TP53 y PTEN; y sobreexpresion de MET,
CHI3L1, CD44 y MERTK.

Proneural: Generalmente son GBM de origen secundario y se asocian con una
aparicion en edades mas tempranas. En estos pacientes se observa ademas una
tendencia a una supervivencia mas larga. Se caracterizan por presentar una
amplificacion de PDGFRA, mutacién de IDH1 y PIK3A/PIK3R1; pérdida/mutacion
TP53, CDKN2A y PTEN; expresion de marcadores proneurales y oligodendrocitos; y
activacion de las vias de HIF, PI3K y PDGFRA.

Neural: Su patron de expresion génico es el mas similar al de muestras procedentes de
cerebro sano y su firma sugiere la de una célula de fenotipo diferenciado, un dato
confirmado por la asociacién de firma genética con las firmas de neuronas, astrocitos y

oligodendrocitos. Presenta también una amplificacion/sobreexpresion de EGFR.
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Mutacion/amplificacién/sobreexpresion
de EGFR
Pérdida/mutacion PTEN
Pérdida CDKN2A
Sobreexpresion NES
Activacion vias Notch y Shh

Clasico

Pérdida/mutacion NF1, TP53, PTEN
Sobreexpresiéon MET, CHI3L1, CD44,
MERTK
Activacion vias TNF y NFkB

Mesenquimal

Amplificacion de PDGFRA

Glioblastomas primarios Mutacion de IDH1 y PIK3A/PIK3R1
Pérdida/mutacion TP53, CDKN2A y

PTEN
Expresién de marcadores proneurales y
oligodendracitos
Activacion de las vias de HIF, PI3K y
PDGFRA

Proneural

Amplificacion/sobreexpresion EGFR
Neural Genética de cerebro sano
Expresion de marcadores neuronales

Diagrama 1. Subtipos de glioblastoma multiforme en funcion a sus alteraciones genéticas mas destacables.

Abordajes terapéuticos para el GBM

El tratamiento establecido para el GBM es la mayor reseccidon quirdrgica posible del
tumor, seguido de un tratamiento combinado de radioterapia y temozolomida (TMZ), finalizado
con TMZ adyuvante (Stupp et al., 2005). Las dificultades para el tratamiento del glioblastoma
aparecen ya en el momento de la reseccion quirdrgica. La alta capacidad de infiltracion del
tumor y su patrén difuso hacen que sea muy dificil, por no decir imposible, la total eliminacion
del mismo. Tras la operacion, los pacientes son tratados con TMZ y radioterapia, para terminar

con un tratamiento de TMZ adyuvante.

La temozolomida (8-carbamoyl-3-(2-chloroethyl) imidiazo[5,1-d]-1, 2, 3, 5 tetrazin 4-(3-
H) one) es una de las bases de tratamiento quimioterapico no solo para el glioblastoma, sino
para la amplia mayoria de gliomas malignos Este farmaco presenta el 100% de

biodisponibilidad tras su administracion oral debido a su capacidad de traspasar la barrera
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hematoencefalica (Brada et al., 1999; Ostermann et al., 2004). La eficacia de la TMZ como
principal agente quimioterépico viene demostrada tras el ensayo realizado en 2005 por Stupp y
colaboradores, en el que determinaron que la administracién de TMZ al tratamiento con
radioterapia incrementaba la tasa de supervivencia de 12,1 meses a 14,6 meses (Stupp et al.,
2005).El mecanismo de accion de la TMZ se basa en la metilacion del ADN debido
principalmente a la conversién espontanea de la TMZ en MTIC (5-(3-methyltriazen-a-
yl)imidiazole-4-carboximide), un activo agente metilante. Esta molécula continda su
metabolismo a cation metildiazonio, que transfiere su grupo metilo al ADN, (incluso puede
hacerlo al ARN y a proteinas), y termina degraddndose a AIC (5-aminoimidiazole-4-
carboxamide), un producto que se excreta del organismo via renal (Spassova and Golovinsky,

1985).

La transferencia del grupo metilo al ADN no es aleatoria. EI lugar predominante en el que
ocurre este proceso quimico es la posicién N7 de la guanina, seguido por la posicion O3 de la
adenina y la posicion O6 de la guanina; y no todos contribuyen de igual manera al efecto
citotoxico de la TMZ (Denny et al, 1994). La citotoxicidad depende del correcto
funcionamiento de los mecanismos celulares para la reparacion del ADN: 1) la actividad de la
enzima MGMT (O°-methylguanine DNA methyltransferase), responsable de la retirada de los
grupos alquilo de la posicién O6 de la guanina; 2) el incorrecto funcionamiento de los sistemas
MMR (MisMatch Repair system) de reparacion del ADN, los cuales en condiciones normales

reconocen la guanina metilada y la retiran (Friedman et al., 2000).

Otros abordajes que se incluyen en el tratamiento de GBM es la aplicacion local de
nitrosureas, agente alquilantes como BCNU (carmustina). Esta terapia, aplicada in situ durante
la cirugia, aumenta la supervivencia media de los pacientes, aunque esto solo ocurre en el caso
de tumores de primera aparicion y no recidivas (Hart et al., 2011). En el caso de recurrencia del
GBM el abordaje terapéutico varia, siendo el tratamiento principal el bevacizumab (Norden et
al., 2008; Agha et al.,, 2010), un anticuerpo monoclonal contra el factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF), y por tanto, un agente antiangiogénico. Intentando lograr mayores
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tasas de supervivenvia se han intentado combinar TMZ y bevacizumab, comprobando in vivo
que una combinacién de ambos aumenta la supervivencia de los ratones en comparacion con el
grupo control, ademas de presentar una menor angiogénesis, aunque no se ha observado un

impacto positivo en la supervivencia media en humanos (Grossman et al., 2014).

Aunqgue la TMZ se considera el principal agente quimioterdpico en el glioblastoma, se
sigue investigando con el fin de obtener tratamientos que puedan ser mas efectivos. Esa
efectividad se busca en adecuar el tratamiento en funcion de la firma genética y mutaciones
propias del tumor, tratando de lograr una terapia mas personalizada y eficiente. Y como diana
molecular de esas nuevas terapias se identifican moléculas pertenecientes a las principales vias
de sefalizacion alteradas en los diferentes tipos de glioblastoma: factores de crecimiento,
PISK/AK/PTEN/MTOR, MAKP y Shh/PTCH (Omuro et al., 2007, Verhaak et al., 2010;

TCGA, 2008).

La diana mecanica de rapamicina (nNTOR, mechanistic Target Of Rapamycin) se ha
postulado como diana para tratamientos alternativos, pues su via juega un papel central en la
regulacién de procesos celulares como el crecimiento, la proliferacion, organizacion del
citoesqueleto, transcripcidn, sintesis proteica y biogénesis ribosomal (Dowling et al., 2010). Se
ha comprobado que la inhibiciobn de mTOR por rapamicina reduce el crecimiento de lineas
celulares de glioma y lineas derivadas de pacientes; in vivo, este tratamiento casi duplica la
supervivencia media en ratones e inhibe el crecimiento del volumen tumoral en més del 95%
(Arcella et al., 2012). Ensayos clinicos con rapamicina y sus analogos (rapalogos) han
mostrado eficiencia antitumoral con una leve toxicidad de los pacientes. Ensayos en fase Il
sobre pacientes con GBM recurrente muestran que el 36% de los sujetos tratados presentan
evidencias radiograficas y sintomaticas de mejora tras el tratamiento con temsirolimus; y un
ensayo en fase | probé que tratamientos a corto plazo con rapamicina en pacientes de GBM
recurrente con deficiencias en PTEN reducen la proliferacion de las células tumorales en un

sustancial nimero de casos (Cloughesy et al., 2008).
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MTOR es una serin/treonin kinasa de 298kDa que se codifica en un Unico gen, FRAPL, y
que pertenece a la familia de la fosfoinositido 3-kinase (Kakumoto et al 2015; Maiese, 2015).
Esta proteina interacciona con otras proteinas para formar dos complejos diferentes, mTORCL1 y
mTORC2, cada uno con una sensibilidad diferente a determinados farmacos y diferentes
funciones celulares. MTORCL1 esta formado por RAPTOR (Regulatory Associated Protein of
mTOR), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8, necesaria para la activacién),
PRAS40 (Proline-Rich AKT substrate of 40kDa) y DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-
interacting protein); mTORC2 incluye RICTOR (Rapamycin Intensive Companion of mTOR),
mSIN1 (mitogen activated protein kinase associated protein 1), DEPTOR, mLST8 y PROTOR
(proline rich protein 5), responsable de la resistencia a la rapamicina de este complejo (Duzgun

et al., 2015; Kakumoto et al., 2015; Dowling et al., 2009, Sarbassov et al., 2006).

Estos dos complejos también difieren en sus dianas de fosforilacion, lo que produce que
estos complejos tengan diferentes funciones celulares. mTORC1 estimula la proliferacion y el
crecimiento celular via elF4E binding proteins y kinasas S6, inhibe autofagia, regula la sintesis
lipidica y el metabolismo mitocondrial, asi como el proceso de traduccién de proteinas
relacionadas con el crecimiento celular, siendo estas las funciones mas remarcables de este
complejo (Dowling et al., 2009; Laplante y Sabatini, 2012). Por otro lado, mTORC?2 controla el
metabolismo, la supervivencia celular y la organizacién del citoesqueleto via fosforilacion de
Akt, SGK1 y PKC (Dowling et al., 2009, Sarbassov et al., 2004) pero sus vias de sefializacion,
y consecuentemente sus funciones, estdn menos estudiadas que en el caso de mTORC1. En el
GBM la via de PTEN se encuentra alterada en la mayoria de los casos (Verhaak et al., 2010), al
mismo tiempo que su diana, Akt (Jhawar-Uniyal et al., 2011). Una de las principales dianas de
Akt es mTOR (Inoki et al., 2002; Sekulic et al, 2000; Sami et al., 2013), por lo que es
interesante considerar esta molécula como diana potencial del tratamiento antitumoral dada su
implicacion en la proliferacion celular. De hecho, se ha comprobado que la aplicacion de
inhibidores de la via de mTOR resultan en un descenso significativo de la proliferacion de

neurosferas (Jhawar-Uniyal et al., 2011).
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La rapamicina es un antibiotico purificado a partir de Streptomyces hygroscopicus en el
laboratorio del Dr. Sehgal’s (Canada) en 1975 (Vézina et al., 1975). Inicialmente se describid
como un potente antiflngico, especialmente contra Candida albicans, pero tras comprobar sus
efectos sobre las células de mamiferos se decidié su uso y aplicacion en la clinica. De hecho, la
rapamicina es un inhibidor alostérico de mTORC1, pues rompe el complejo RAPTOR-mTOR
cuando se encuentra asociado a FKBP12 (FK 506-binding protein de 12kDa, el receptor
intracelular de rapamicina) e interacciona con el FKBP12-rapamycin binding (FRB) domain en
el extremo C-terminal de mTOR (Dowling et al., 2009, Chen et al., 1995; Kim et al., 2002,
Oshiro et al., 2004). mTORC2 muestra resistencia a rapamicina debido a que en él no se
produce la interaccion con rapamicina/FKBP12, aunque se piensa que una exposicion
prolongada a rapamicina puede afectar a la sintesis de novo de este complejo (Sarbassov et al.,
2006). El descubrimiento de la rapamicina como agente antiproliferativo e inmunosupresor
(Kuo et al., 1992) via inhibicibn de mTORCL1 la ha convertido en un tratamiento potencial

interesante para pacientes con cancer.

En el GBM, la aplicacion de rapamicina in vitro deriva en una inhibicion del crecimiento
celular dependiente de dosis y de tiempo en comparacion con las células control, ademas de
retrasar la aparicion de tumores en ratones inyectados con células de glioma mediante
estereotaxia tratados con rapamicina en comparacion a los ratones control (Arcella et al., 2013).
En ensayos clinicos, donde se usan analogos de la rapamicina como sirolimus o temsirolimus, a
pesar de la tolerancia al compuesto, los resultados obtenidos hasta el momento no muestran un
efecto antitumoral suficiente como para continuar con ensayos en los que éste sea el Unico

quimioterapico (Reardon, D., 2010; Chang et al., 2005; Galanis et al.,2005)

La via de Sonic HedgeHog (SHH) es una de las redes de sefializacién celular de mayor
trafico, encargada de regular eventos clave durante el desarrollo tales como el crecimiento, el
patronaje de embriones multicelulares y la especificacion de los tipos celulares en el tubo neural
(Choudhry et al., 2014; Ericson et al., 1997; Strigini and Cohen, 1997; Lépez-Rios et al., 2014).

Ademés, la sefializacion Hedgehog (Hh) se ha visto implicada en el desarrollo de multiples
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Organos y estructuras: cortex adrenal, cerebelo, tracto gastrointestinal, glandula pituitaria y
pancreas, entre otros. Se ha observado que también funciona como guia para los axones y juega
un papel crucial tanto en la homeostasis tisular como en la regeneracion de varios érganos tras

una lesion (Lee et al., 2016).

La accion reguladora de esta via esté ligada a la secrecion de la “proteina Shh”, una de las
moléculas de sefalizacion putativas implicada en la regulacion del SNC, polarizacion y
patronaje neural (Echelard et al., 1993, Choudhry et al., 2014). En el desarrollo normal, Hh
actla como un morfégeno para determinar la identidad de los distintos tipos celulares en la
médula espinal ventral, y como mitégeno para inducir proliferacion en GNP (Granule Neuron
Precursors). El ligando Shh se une al receptor Patched (Ptchl) activa el receptor Smoothened
(Smo), constitutivamente reprimido, que a su vez activa la familia de factores de transcripcion
de oncogén asociado a glioma (Gli), Glil, Gli2 y Gli3.La activacion de Gli2 y Gli3 induce la
transcripcion de genes diana como Glil, cuya expresion conduce a la activacion de genes
especificos de Glil, muchos de los cuales son reguladores esenciales de la autorrenovacion tanto
en el desarrollo como en el cancer. Entre ellos podemos encontrar SOX2 (Manoranjan et al.,
2012). En modelos de raton de meduloblastoma heterocigotos para Ptchl, se ha comprobado
que células SOX2 positivas son células propagadoras del tumor que presentan mayor
supervivencia, capacidad de autorrenovacidn y quiescencia, ademas de ser resistentes a las
terapias tradicionales anti-Shh propias del meduloblastoma (Vanner et al., 2014) En el mismo
estudio también comprueban que la mithramicina, un &cido auredlico contra células SOX2
positivas, produce una parada en el crecimiento de los tumores subcutaneos formados en estos
ratones (Vanner et al., 2014), lo que hace de la via Shh una atractiva diana para posibles terapias

noveles.

La ciclopamina es un alcaloide esteroideo derivado de las plantas del género Veratrum,
sintetizado inicialmente a partir del Veratrum californicum. Se ha demostrado que es un potente
teratégeno en mamiferos (Dunn et al., 1995) que ademas inhibe la ruta de sefializacion Shh

mediante la inhibicién del receptor Smo (Incardona et al., 2000). También se ha comprobado
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que la ciclopamina inhibe el crecimiento de tumoral en diversos modelos murinos de cancer de
pancreas, prostata, digestivo y meduloblastoma (Tremblay et al., 2009). En GBM primarios y en
lineas de GBM estables, los receptores Smo y Ptch se encuentran expresados, y se detectaron en
las mismas muestras ARNm de Glil, lo que se relaciona con la activacion de la via Shh.
Ademas, la aplicacion de la ciclopamina en lineas establecidas de glioma reduce los niveles de
Glil hasta el 51% cuando se usa a una concentracion de 10uM; e inhibe la capacidad de
formacion de colonias en un 90% utilizando la misma dosis (Bar et al., 2007). Y no solo eso,
se ha comprobado que las poblaciones celulares CD133+ de muestras procedentes de GBM y de
lineas celulares de glioma tratadas con ciclopamina incrementan la eficacia citotoxica de la
TMZ (Ulasov et al., 2011). Estos datos tomados en conjunto hacen que la ruta de Shh sea
considerada como una potencial diana terapéutica y la ciclopamina como principal agente

inhibidor de la misma.

Células Madre

Células madre y cancer

Existen tres teorias por las que se podria explicar la heterogeneidad celular intratumoral.
El modelo estocéastico o de evolucion clonal es un modelo que propone que todas las células
colaboran de igual manera a la formacion tumoral mediante cambios genéticos y mutaciones
aleatorias sucesivamente adquiridas, varias de las cuales proporcionarian una ventaja
proliferativa. La seleccién y proliferacién de clones resistentes son las que guiarian la

progresion tumoral y la quimiorresistencia (Nowell, P.C., 1976; Parker et al., 2015).

La teoria de las células madre del cancer o CSC postula que Gnicamente un grupo de
células dentro del tumor posee la capacidad de auto-renovacion y son ellas las encargadas de la
proliferacion y el mantenimiento tumoral. Este subgrupo celular tendria caracteristicas
semejantes a las células madre, y mediante divisiones asimétricas serian capaces de mantener

las células cancerigenas que forman el grueso del tumor a la vez que mantienen el pool de
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células indiferencias para asegurar la proliferacion tumoral. Este modelo propone un sistema
mas jerarquizado en el que unas células son las encargadas de dirigir y mantener todo el proceso
de tumorogénesis (Parker et al., 2015; Reya et al., 2001). Esta jerarquia, no obstante, no es
unidireccional, pues no fluye uUnicamente desde un estado desdiferenciado a uno mas
especializado. Gracias a Takahashi y Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) comenzaron
las evidencias de que las células diferenciadas podian revertir su estado y volver a tomar
caracteristicas de célula madre bajo determinadas condiciones y/o en presencia de determinados
factores. Estas células generadas en un laboratorio se denominan iPSC (induced Pluripotent
Stem Cells). En el cancer también seria factible este proceso de desdiferenciacion hacia CSC, lo
gue permitiria e incrementaria la capacidad de adaptacion de los diferentes tipos de cancer a las
terapias antitumorales (Heddleston et al., 2009; Chaffer et al., 2011; Hjelmeland et al., 2011;

Deheeger et al., 2014).

Recientemente se estd postulando una tercera teoria en la que se defiende una
cooperatividad interclonal: diferentes clones dentro del tumor y factores inmunitarios y
estromales (astrocitos reactivos, microvascularizacién aberrante e hipoxia entre otros) cooperan
con el fin de crear un microentorno favorable (Suzuki et al., 2006; Lauro et al., 1986;
Weissenberger et al., 2004; Martorana et al., 1998; Pefiuelas et al., 2009; Inda et al., 2010). La
retroalimentacion desde ese microentorno, en el que encontramos también poblaciones celulares
en diferentes estados del desarrollo, seria la que conduce a la progresion de la enfermedad, un
fenotipo maligno y una resistencia a farmacos (Parker et al., 2015, Bonavia et al., 2011,

Heddleston et al., 2011).
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llustracion 1 Modelos de origen y heterogeneidad tumoral. El modelo estocéstico defiende la aleatoriedad en el
proceso de formacion tumoral; el modelo de CSC mantiene que existe una jerarquia entre las células que forman el
tumor; el modelo cooperativo afirma que el proceso tumoral se da gracias a una colaboracion entre maltiples
factores.

Hoy en dia abundan las evidencias que sostienen la idea de que los glioblastomas podrian
proceder de las células madre cancerigenas 0 GSC (Glioma Stem Cells). Estas GSC, obtenidas
mediante transformacién de células madre neurales, células progenitoras o células diferenciadas
del sistema nervioso (neuronas y oligodendrocitos), serian las encargadas de la formacién y
mantenimiento tumoral (Acanda de la Rocha et al, 2014), asi como de su quimiorresistencia y

recurrencia (Reya et al., 2001, Johannessen et al., 2009; Liu et al., 2006).

Las células madre son células presentes en todos los organismos multicelulares y que

presentan dos caracteristicas:

1. Pluripotencia: es la capacidad celular de diferenciarse a maltiples tipos celulares. En
funcion a esa capacidad, existen diferentes niveles de “potencia”:
a. Totipotencia: capacidad de generar un organismo completo a partir de una
célula. Las unicas células madre totipotentes son las células embrionarias.
b. Pluripotencia: capacidad de generar células de diferentes linajes celulares de
las tres capas embrionarias (a excepcion de la placenta) a partir de una Unica

célula.
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¢. Multipotencia: capacidad de generar células de diferentes tipos pero todas
pertenecientes al mismo linaje. En este nivel se encuentran las células madre
adultas, como las células madre neurales.

d. Unipotencia: capacidad de generar un anico tipo celular.

2. Capacidad de auto-renovacion: es la capacidad que tienen las células para auto-
perpetuarse usando para ello métodos de division tanto simétrica como asimétrica.
Gracias a este proceso las células madre conservan su estado indiferenciado y
mantienen o incrementan su numero segun la necesidad, a la vez que crean nuevas

células mas especializadas necesarias para el mantenimiento del organismo.

Las células madre adultas son células multipotentes, capaces de generar diferentes tipos
celulares pero todos pertenecientes a un mismo tejido o linaje celular. Se encuentran distribuidas
por todo el organismo adulto, localizadas en regiones muy concretas de los Organos
denominados nichos de célula madre, y se encargan de la formacion de nuevas células en
sustitucion de aquellas eliminadas por apoptosis, necrosis o0 procesos de senescencia. Son

células, por tanto, imprescindibles para el mantenimiento de la homeostasis del organismo.

La capacidad de auto-renovacién y la potencialidad de las células madre son propiedades
que se comparten con las células cancerigenas, por lo que no parece descabellado pensar que
algln tipo de célula madre, o la transformacion de células sométicas en células madre, puedan

estar implicados en el proceso de tumorogénesis.

Se han descrito varias vias de sefializacion que podrian estar involucradas en el
mantenimiento del estado indiferenciado de las células madre. Son vias que, ademas, han sido
catalogadas de gran importancia durante el de desarrollo embrionario, pues son las encargadas
del mantenimiento de las células madre durante este proceso. Entre todas ellas, destacan la via
de Sonic HedgeHog (SHH), Notch, Jak/Stat, MAPK o PI3K/Akt (Hambardzumyan et al., 2008;

Dimov et al., 2010). La inhibicion de estas vias podria ser una importante diana terapéutica cuyo
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objetivo final seria impedir o limitar el crecimiento de las CSC. De esta forma, y en
combinacion de tratamientos quimioterapicos tradicionales (TMZ) y radioterapia, se podria

esperar una mayor efectividad en el tratamiento del tumor.

Factores de transcripcion SOX

Los factores SOX son una familia de reguladores transcripcionales que desempefian
importantes funciones durante el desarrollo embrionario y que son clave para el mantenimiento
de las células madre en tejidos adultos. Estos factores presentan un dominio HMG de alta
movilidad altamente conservado entre especies que se une al ADN de manera especifica, en
secuencias ATTGTT o relacionadas, (Kamachi and Kondoh, 2013; Badis et al., 2009; Harley et
al., 1994), y fueron inicialmente identificados con el descubrimiento en 1990 del factor Sry,
imprescindible en la determinacién del sexo masculino en mamiferos (Gubbay et al., 1990,
Sinclair et al., 1990). Todos los factores que presentan un minimo del 50% de homologia entre
sus dominios HMG son denominadas proteinas SOX (Sry related HMG bOX), y aquellas que
comparten mas del 80% de su secuencia de subdividen en grupos que van desde la A a la H.
Los miembros de cada subdivision se asignan atendiendo a criterios como sus propiedades
bioquimicas o sus funciones biol6gicas dentro del organismo (Wegner, 2010; Sarkar and
Hochedlinger, 2013), siendo éstas diferentes en cada subgrupo a pesar de reconocer un mismo
motivo de ADN: el subgrupo SOXA, por ejemplo, Unicamente formado por el factor Sry,
determina el sexo masculino en mamiferos, mientras que miembros del subgupo SOXF, como
SOX7, participan en procesos de hematopoyesis, vasculogenesis y cardiogénesis durante el
desarrollo embrionario (Gandillet et al., 2009; Herpers et al., 2008; Zhang et al., 2005; Stovall

etal., 2014).

De manera general, los factores SOX cumplen diferentes funciones durante el desarrollo
embrionario, como la determinacion del sexo, la gastrulacion temprana, la neurogénesis y la

hematopoyesis. Durante estos procesos, los factores de transcripcion SOX se encargan de
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mantener el estado indiferenciado de las células madre que van a dar lugar al individuo, ademas
de promover la diferenciacién hacia un determinado tipo celular durante la formacion de tejidos,
como ocurre en el sistema nervioso central (SNC). Ademas, una vez en el estado adulto, los
SOX también se ven implicados en el mantenimiento de la poblacion de células madre adultas,
participando en procesos de homeostasis tisular que se dan durante toda la vida del organismo

adulto (Sarkar and Hochedlinger, 2013).

Crecientes evidencias en los Ultimos afios han demostrado la implicacion de estos factores
SOX en una amplia variedad de enfermedades humanas, tanto de origen embrionario como de
origen adulto. Por ejemplo, la inactivacion heterocigota durante el desarrollo de SOX9 produce
una reversion del sexo XY hacia XX, y la inactivacién heterocigota de SOX2 provoca
microftalmia sindromica-3 (MCOPS3), una enfermedad genética en la que los individuos
presentan anoftalmia, microftalmia, coloboma y, en ocasiones, dificultades de aprendizaje,
convulsiones, disfuncién motora y fallos en el crecimiento (Wagner et al., 1994; Ragge et al.,
2005). Ya en la edad adulta, la desregulacién de estos factores se asocia mayoritariamente con

el cancer.

Muchos genes implicados en cancer (conocidos como oncogenes 0 supresores tumorales)
son los mismos que se encuentran implicados en el desarrollo embrionario, lo que indica la
estrecha relacién que existe entre estos dos procesos. Ambos tienen como caracteristica comdn
la proliferacién celular, descontrolada y aberrante en el caso del cancer; vital y necesaria en el
caso del desarrollo del organismo. Es légico pensar, por tanto, que aquellos factores implicados
en la proliferacion durante el desarrollo sean también parcialmente responsables de los procesos

de proliferacién en la formacién y el mantenimiento tumoral.

La razén por la que los SOX son capaces de otorgar esas capacidades proliferativas a
células supuestamente diferenciadas y quiescentes, es que su expresion descontrolada es capaz
de proporcionar a las células caracteristicas de células madre, como ya se demostré en 2006
cuando se consiguid reprogramar células sométicas para convertirlas en iPSC, como hemos

mencionado anteriormente. SOX2, entre otros factores, es una de los componentes necesarios
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para revertir el estado de diferenciacion celular y conseguir células desdiferenciadas (Takahashi
and Yamanaka, 2006), y es capaz de otorgar a las células varios hallmarks del cancer, esto es,
caracteristicas propias de las células cancerigenas, como inmortalidad replicativa y resistencia a
la muerte celular (Hanahan and Weinberg, 2011). Hoy en dia existen y contintan apareciendo
numerosas pruebas y estudios que confirman la desregulacion de factores SOX en diferentes
tipos de tumores: sobreexpresion de SOX1 en oligodendroglioma y céancer de pulmon,
sobreexpresion de SOX4 en hepatocarcinoma celular, aumento de SOX10 en melanomas,
elevado SOX5 y SOX6 en gliomas; menor expresion de SOX17 en carcinomas
hepatocelulares, menores niveles de SOX2 en cancer gastrico, etc. (Ueda et al., 2004; Ueda et
al., 2007; Khong and Rosenberg, 2002; Giire et al., 2000; Otsubo et al 2011; Liao et al., 2008;
Jia et al., 2010). Parece evidente que los factores SOX tienen gran relevancia en los procesos

cancerigenos.

Entre los factores SOX encontramos dos que tiene una elevada implicacién en el

desarrollo del sistema nervioso central: SOX2 y SOX9.

SOX2 es un miembro del subgrupo SOXB1 altamente expresado durante los estadios mas
tempranos del desarrollo embrionario y que se encarga, junto con factores como OCT4, del
mantenimiento de la pluripotencia en la células madre embrionarias (hESC) (Rao et al., 2004).
En ensayos llevados a cabo en ratén, los primeros ARNs de SOX2 se detectan en algunas
células en el estadio de morula, correspondiente a 2,5 dpc (days post-coitum), y en el
blastocisto, a 3,5 dpc, se observa su expresion especificamente en la masa celular interna. En el
estadio de epiblasto su expresion continda, pero en estadios mas avanzados, 7-7,5 dpc, SOX2
reduce su expresion a la zona anterior del que sera el futuro ectodermo. A continuacion se
expresa en el cono ectoplacental, y més adelante se mantiene en la porcion del ectodermo
extraembrionario del corion. A 9,5 dpc, SOX2 se observa en el cerebro, el tubo neural, placodas
sensoriales, arcos branquiales y el endodermo géstrico, ademéas de en las células germinales
tanto masculinas como femeninas (Avilion et al., 2003), y mantiene su expresion hasta 18,5 dpc

(Scott et al., 2010). Mas avanzado el desarrollo, la expresion de SOX2 se limita a regiones mas
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concretas, como los SKP (SKin derived Precursors) de los tejidos epiteliales (Biernaskie et al.,
2009), o el tejido neural, mas concretamente la zona subventricular (SVZ) y el giro dentado

(DG) (Brazel et al., 2005; Annovazi et al., 2011), regiones neurogénicas del cerebro adulto.

El gen SOX2 se localiza en el cromosoma 3¢23.6-027, un gen de un Unico exén que se
traduce a una proteina de 317 aminoacidos (Weina y Utikal., 2014). Es un proteina que consta
principalmente de 3 dominios: el dominio N-terminal; el dominio HMG (dominio de alta
movilidad, en sus siglas en ingles); y el dominio de transactivacion. Mutaciones heterocigotas
en este gen resultan en un desarrollo anormal del ectodermo y tejidos endodérmicos
(Williamson et al., 2006), asi como las mutaciones en homocigosis producen letalidad
embrionaria (Avilion et al., 2003). Las amplificaciones de este gen se han descrito en varios
tipos de céncer, incluidos el cancer de pulmon de células pequefias y muchas formas del
carcinoma escamoso de pulmaén, donde se ha visto que SOX2 es necesario para el inicio tumoral
y que controla las funciones de las CSC en ese tipo de cancer (Hussenet at al., 2010; Singh et

al., 2012; Boumahdi et al., 2014).

En el caso de cancer de mama, SOX2 es expresado en los estadios iniciales de
tumorogénesis, pero en fases mas avanzadas del desarrollo tumoral esa expresion se pierde, por
lo que se piensa que en este tipo de cancer, SOX2 proporciona un fenotipo menos diferenciado
y que sus altos niveles podrian promover la metastasis. Adicionalmente se ha comprobado que
lineas celulares de mama resistentes a tamoxifeno, un farmaco utilizado en este tipo de cancer,
presentan una mayor expresion de SOX2 en comparacion con las células parentales de cancer de
mama, ademas de una mayor capacidad de autorrenovacion (Piva et al., 2014). En tumores
colorrectales, una reduccion de la expresion de SOX2 en las células reduce su tasa de
crecimiento y promueve la transicion mesénquima-epitelial, mientras que su expresion se ha
visto asociada a metastasis en nodulos linfaticos e higado, un mayor grado tumoral y peor
pronostico (Lundberg et al., 2014, Han et al, 2012). En el cancer de ovarios se ha observado
sobreexpresion significativa del factor SOX2 en comparacion con el tejido adyacente sano,

mientras que su silenciamiento reduce la proliferacion celular. Ademas, la elevada expresion de
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SOX2 se ha asociado a resistencia frente a paclitaxel en este mismo tipo de cancer, pues el
silenciamiento de SOX2 en lineas de ovario resistentes a paclitaxel potencia de manera

significativa la apoptosis inducida por él (Li et al., 2015)

La alteracion en la expresion de SOX2 también se ha descrito en el sistema nervioso
central. En oligodendrogliomas se ha comprobado que la delecion de SOX2 en células de
glioma de alto grado evita la formacién de nuevos tumores in vivo, y que lidera una progresiva
reduccion de la proliferacion celular, un aumento de muerte celular por apoptosis y una
diferenciacion aberrante (Favaro et al., 2014). En meduloblastomas, las células del subrupo
SHH de meduloblastoma SOX2 positivas son las mantienen un bulk de células quiescentes, una
caracteristica propia de poblaciones neurales stem. Ademas, estas células con mayor expresion
de SOX2 presentan mayor capacidad de formacion de colonias in vitro, es decir, una mayor
capacidad de auto-renovacion; y poseen mayor potencial de propagacién tumoral que aquellas
células SOX2 negativas que componen el grueso del tumor. También se ha visto que las células
SOX2 positivas no responden a determinados tratamientos in vitro (Vanner et al., 2014). En el
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (HNSCC) se ha comprobado que SOX2 se expresa de
forma exacerbada, un hecho asociado ademas con la recurrencia tumoral y un pron6éstico menos
favorable. La expresion ectopica de este factor en células celulares de HNSCC induce
proliferacion, quimiorresistencia y capacidad de auto-renovacién; su silenciamiento, por el
contrario, atenla esa capacidad, disminuye la resistencia a fa&rmacos, la capacidad invasiva y la

tumorogenicidad in vivo (Lee et al., 2014).

En el GBM SOX2 presenta niveles muy elevados, siendo la positividad celular para
SOX2 de entre el 50% y el 100%, niveles asociados a su vez con alta expresion de Ki67, un
marcador de proliferacion celular (Annovazzi et al., 2011, Gangemi et al., 2009). En un ensayo
realizado en 2011 por Alonso y colaboradores, se observd sobreexpresion de SOX2 en dos
cohortes independientes, en el 100% de las muestras en una de ellas y en el 90% en la otra.
Comprobaron también que SOX2 presentaba mayores niveles de expresion en células madre

tumorales procedentes de pacientes en comparacion con los niveles detectados en lineas de
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glioma. Estos niveles se asociaron a la hipometilacion del promotor de SOX2, un patrén que se
repite en células precursoras neurales (Alonso et al., 2011). En este tipo de tumor, tal y como ya
hemos comentado en otros casos, se han asociado altos niveles de SOX2 con un peor pronostico

y una mayor agresividad tumoral (Ben-Porath et al., 2008).

SOX9 pertenece al subgrupo SOXE junto con SOX8 y SOX10. Presenta una amplia
expresion durante el desarrollo embrionario, pues participa en procesos tales como
condrogénesis, desarrollo 6seo, determinacion del sexo masculino, organogénesis y desarrollo
del SNC y cresta neural (Jo et al., 2014; Martini et al., 2013; Kang et al., 2012; Cheung and
Briscoe, 2003; Sekido and Lovell-Badge, 2008; Hattori et al., 2010; Barrionuevo et al., 2006;
Pritchett et al., 2011). Al igual que SOX2, SOX9 mantiene el estado desdiferenciado de las
células madre durante el desarrollo, y también promueve la diferenciacion hacia un determinado
tipo celular (Pritchett et al., 2011). Ya en el organismo adulto, este factor es responsable del
mantenimiento de las poblaciones de células madre en tejidos tales como SNC, pancreas,
mama, higado e intestino (Scott et al., 2010; Furuyama et al., 2011; Guo W. et al., 2012;
Matheu et al., 2012). Relacionado con esa capacidad y al igual que ocurre con SOX2, SOX9 se
ha asociado con las CSC en diferentes tipos de cancer y unos niveles elevados de este factor se
han relacionado con un peor prondstico de los pacientes. En los nlcleos de las células de
carcinoma hepatocelular se ha visto expresion elevada de SOX9, mientras que su expresion
estaba ausente en muestras de tejido sano adyacente. Ademas, las muestras con mayores niveles
de expresion de SOX9 se correlacionaban con tumores de mayor grado y estadios tumorales
mas avanzados. La supervivencia media a los 5 afios era significativamente menor en grupos de
pacientes con mayor expresion de SOX9 que aquellos en los que este factor se expresaba en
menor medida (Guo X. et al., 2012). En adenocarcinoma ductal de pancreas también se observa
mayor expresion de SOX9 en comparacion con tejido sano no tumoral y la tasa media de
supervivencia en los pacientes con baja expresion de SOX9 duplicaba la de aquellos con

mayores niveles de expresion de ese factor (Xia et al., 2015). En céncer de mama se ha
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observado que la expresion ectdpica de SOX9 incrementa la capacidad de formacion de

organoides de células madre de mama (Guo W et al., 2013).

Dentro del SNC, SOX9 tiene gran importancia en el cerebro. Se ha demostrado tanto in
vitro como in vivo que SOX9 es necesario para la induccion y el mantenimiento de las NSC
(células madre neurales, en sus siglas en inglés), no Gnicamente durante el desarrollo sino
también durante la vida adulta del individuo, ademas de ser crucial para la diferenciacion de
ellas a células gliales (Stolt et al., 2003; Scott et al., 2010). SOX9 también tiene gran
importancia en la formacién de tumores cerebrales, entre los que destaca el GBM, donde se ha
demostrado que las células tumorales presentan una expresion de SOX9 elevada respecto a
células de tejido sano (Kordes and Hagel, 2006; Wang et al., 2012). Ademas, en este tipo de
tumores la expresion de SOX9 también determina un peor prondstico para los pacientes (Gao et
al., 2015). La sobreexpresion ectopica de SOX9 muestra una disminucion en los niveles de E-
caderina (marcador epitelial) y aumento de los niveles de N-caderina, vimentina, fibronectina y
a-SMA, todos ellos marcadores mesenquimales; datos que sugieren que SOX9 induce la
transicion epitelio-mesenquimal (EMT), lo que podria traducirse en un mayor potencial
metastatico (Liu et al., 2015). En cuanto a la ausencia de SOX9, se ha comprobado que el
silenciamiento de este factor reduce la proliferacion y capacidad de formacién de colonias,
ademas de provocar un arresto en la fase G1/Gq del ciclo celular y aumentar la tasa de apoptosis

(Gao et al., 2015).

Diferentes estudios han demostrado la asociacion que existe entre la expresion de SOX2
y SOX9 en el desarrollo del SNC, en areas neurogénicas tales como retina 0 medula espinal
(Scott et al., 2010; Poché et al., 2008). Esa asociacion se ha descrito también en células madre
adultas neurales de regiones neurogénicas (Scott et al., 2010; Carrasco-Garcia et al., 2015). A
pesar de ello, se desconoce si ambos factores estan interrelacionados en el mantenimiento de las
células madre del céncer, y/o tienen alguna implicacion en la quimiorresistencia del

glioblastoma o la evolucion clinica de los pacientes.
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Objetivos
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Considerando todos los datos anteriores, el objetivo principal de este trabajo es
determinar la funcién que ejerce SOX2 en GBM. Dentro de este gran objetivo, se engloban los

siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la relacion existente entre los factores SOX2 y SOX9 en muestras humanas

y lineas celulares de GBM.

2. Relacionar SOX2 con las caracteristicas de células madre de las GSCs.

3. Determinar la implicacion de SOX2 en el potencial tumorogénico de las células de

GBM.

4. Asociar el factor SOX2 con la quimiorresistencia a TMZ en GBM.

5. Buscar aproximaciones terapéuticas que mejoren la sensibilidad a TMZ en GBM.
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Materiales y Métodos
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Cultivos celulares

Las lineas celulares US7TMG, U251MG, U373MG, Al72 y T98G se obtuvieron de la
ATCC (American Type Culture Collection). Las lineas GNS se obtuvieron gracias a la generosa
cesion del Dr. Steven Pollard; las lineas de glioblastoma multiforme GB se produjeron en el
laboratorio a partir de células procedentes de biopsias humanas. El origen y especificaciones de

ellas se encuentran determinadas en la Tabla 2.

Las células en adhesion se cultivaron en Medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Cat. No. 41966029, Gibco), suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS, Cat. No.
10270106, Gibco), 2mM L-Glutamina (Cat. No. 25030024, Gibco); 100 U/ml penicilina y 100
pg/ml estreptomicina (Cat No. 15140122, Gibco), a partir de ahora “medio completo”, en placas
de cultivos estandar de 100mm (BD Bioscience). Para el levantamiento de estas células en
adhesiéon se utilizé tripsina-EDTA 1X (Cat. No. 25300054, Gibco). Para los cultivos de
tumorosferas o células con caracteristica de célula madre, las células fueron cultivadas en
suspensién en medio selectivo para célula madre DMEM/F12 (Cat. No. 11514436, Gibco)
suplementado con 1% N2 (Cat. No. 11520536, Fisher), 2% B27 (Cat. No. 11514436, Fisher),
2mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 1,34% glucosa 45% (Cat.
No. G8769, Sigma), 10 ng/ml de factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF-2, Cat. No.
A15F0291, Sigma), y 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF, Cat. No. A15E9644,
Sigma), a partir de ahora “medio stem”. Como excepcion al cultivo en suspension, las células
GNS (Glioma Neural Stem), se cultivaron en adhesién con medio stem en placas de cultivo
estandar de 100mm tratadas con 10ug/ml de laminina (Cat. No. L2020, Sigma) durante 3
horas. Para la disgregacién (levantamiento en el caso de las GNS) de las células cultivadas con

medio stem se utiliz6 acutasa (Cat. No. A1110501, Gibco).

Las lineas primarias de glioblastoma, GB1 y GB2, obtenidas de muestras de biopsias
procedentes del Hospital Donostia (OSI Donostialdea), se disociaron con papaina (Cat. No.

10108014001, Roche) y DNasa (80 unidades, Cat. No. M6101, Promega) a 37°C durante un
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méaximo de 70 minutos en agitacion, y dichas células se cultivaron en medio de tumorosferas
consistente en medio stem pero con diferente concentracion de factores de crecimiento EGF (20
ng/mL) y bFGF-2 (20 ng/mL). Posteriormente, las tumorosferas fueron disgregadas mecéanica y
enzimaticamente con acutasa, sembradas para la generacion de esferas secundarias (Carrasco-
Garcia et al.,, 2015) y mantenidas en cultivo un minimo de 9 pases. Los ensayos de
diferenciacion fueron llevados en medio stem en ausencia de bFGF y EGF y afiadiendo 1%

FBS.

Las células se mantuvieron en cultivo en un incubador de CO, Forma SteriCycle, en una

atmosfera himeda a 37°C, con 5% CO, y 21% de O..

Tabla 2. Relacion de lineas celulares utilizadas. La composicion especifica del medio
completo y medio stem se encuentra detallada en el texto. ATCC: Coleccion americana de
cultivos tipo, en sus siglas en inglés; HUD: Hospital Universitario Donostia; GNS: Glioma
Neural Stem.

Linea Tipo . Mediode  Modo de . PIEMEL
Origen . . Procedencia de
celular celular cultivo cultivo .
I catalogo
. . Medio ., ATCC
U87TMG Glioma  Astrocitoma completo Adhesion ATCC HTBT-14
. . Medio iy
U251MG Glioma Glioblastoma completo Adhesion ATCC
. . Medio -, ATCC
U373MG Glioma Glioblastoma completo Adhesion ATCC HTB-17
Medio ATCC
Al72 Glioma Glioblastoma Adhesion ATCC CRL-
completo
1620
Célula Medio Cedida por i
GNS179 madrede Glioblastoma Adhesién Dr. Steve
- stem
glioma Pollard
Célula Medio Cedida por
GNS166 madre de Glioblastoma Adhesion Dr. Steve -
. stem
glioma Pollard
Célula . L.
GB1 madre de Glioblastoma l\gti ?:10 sus Ezsién Bloﬁagdel -
glioma P
Célula . .
. Medio En Biopsia del
GB2 rga:?gfnge Glioblastoma stem suspension HUD i
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Las transfecciones se realizaron con el reactivo lipofectamina (Cat. No. 11668-019,
Invitrogen) en medio completo en ausencia suero para U251 y U87, durante 6 horas y partiendo
de un nimero inicial de células de 20-10". El proceso se realizo siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la inhibicidn transitoria de shSOX9 se realizaron transfecciones del plasmido
Sox9 shRNA (Origene, sh1), usando como control células transfectadas con el plasmido shRNA
no especifico pRS. La seleccién de las células se realiz6 mediante la adicién de puromicina
(Cat. No. P8833, Sigma) durante 3 semanas a una concentracion de 2ug/ml. Para la expresion
transitoria de SOX9 se realizaron transfecciones transitorias con el plasmido pCAGGS-SOX9

(Matheu et al., 2012).

Las infecciones lentivirales se han realizado a una MOI (Multiplicity Of Infection) de 10
durante 6 horas en medio completo en ausencia de suero y en presencia de 4pg/ml de polibreno
(Cat. No. H9268-5G, Sigma), partiendo de un namero inicial de células de 20-10*. Para la
inhibicion ectopica de SOX2 las células fueran infectadas con el vector vacio pLKO.1 puro
(Addgene, #8453) a modo de control, y el vector pLKO.1 shSOX2 (short hairpin RNA SOX2,
Addgene, #26352). Para la sobreexpresion de SOX9 las células fueron infectadas con el vector
vacio pWPXL (Addgene, #12257) a modo de control, y el vector pWPXL-SOX9 (Addgene,
#36979). Las células infectadas se seleccionaron en presencia de 2ug/ml de puromicina (Cat.
No. P8833, Sigma) y mantenidas con una dosis de 0,2ug/ml de puromicina. Para la
sobreexpresion estable de SOX2 se realizaron infecciones lentivirales con el constructo pLM-
mCitrine-SOX2 (Addgene, #23242), usando como control el plasmido pWPXL. Se confirmé la
eficiencia de la infeccion mediante la observacion de fluorescencia en un microscopio Nikon
Eclipse TS-100. Para la inhibicién de mTOR, las células fueron infectadas con el vector vacio
pLKO.1 puro como control, y mTOR_1 shRNA (Addgene, #1855) y mTOR_2 shRNA
(Addgene #1856) como condiciones experimentales. Las células infectadas se seleccionaron en

presencia de 2 pg/ml de puromicina y mantenidas con una dosis de 0,2 pg /ml de puromicina.
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Plasmido

Tabla 3. Relacion de plasmidos utilizados

Efecto del
constructo

Marcadores de
seleccion/induccion

Donado por

Vector vacio, . Addgene, #8453
pLKO.1 puro - Puromicina, 2 pg/ml
pLKO.1 puro Inhibicion de .
ShSOX2 SOX?2 Puromicina, 2 pg/ml Addgene, #26352
pCMV p27 SR Ninguno Addgene, #14049
de p27
PWPXL Vector vacio, GFP Addgene, #12257
control
pLM-mCitrine- Sobreexpresion L
SOX?2 de SOX2 mCitrine Addgene, #23242
shRNA
pRS inespecifico, Puromicina, 2 pg/ml
control
hSOX9-1 Iileen e oo, 2 gl Origene, sh1
S = SOX9 uromicina, 2 pg/m gene,
pCAGGS- Sobreexpresion i
SOX9 de SOX9 Matheu et al, 2012
Sobreexpresion
SOX9 de SOX9 - Addgene, #36979
mTOR_1 Inhibicién de .
ShRNA mTOR Puromicina, 2 pg/ml Addgene, #1855
mTOR_2 Inhibicion de ..
ShRNA mTOR Puromicina, 2 pg/ml Addgene, #1856

Ensayos funcionales

Se sembraron por duplicado 2,5 -10” células, en placas de cultivo estandar de 6 pocillos, y
se realizaron contajes celulares a dia 1, dia 3 y dia 5 tras la siembra del ensayo. Los resultados
fueron representados en graficas indicando el nimero total de células a cada punto de tiempo

indicado.

Se sembraron 10* células y tras 24 horas se afiadi6 el tratamiento con TMZ (Cat. No.
T2577, Sigma), rapamicina (Cat. No. R8781, Sigma) y/o ciclopamina (Cat. No. C4116, Sigma)
a las concentraciones indicadas en la tabla 3. Células tratadas con las correspondientes dosis de

DMSO (dimethil sulfoxide, Cat. No. D1650, Sigma) fueron utilizadas como control para los
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tratamientos de TMZ y rapamicina; y células tratadas con las correspondientes dosis de etanol
100% (Cat. No. ET00111000, Scharlau) fueron utilizadas como control para los tratamientos de
ciclopamina. se realizaron seis réplicas de cada condicion. Tras 72 horas se afiadio la solucion
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Cat. No. M2128, Sigma) a una concentracion de
1,9mg/ml durante 3 horas a 37°C. Una vez retirado el medio se afiadi6 a cada réplica 150ulL de
DMSO con el fin de diluir los cristales de MTT formados por las células viables remanentes, y
se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. El porcentaje de células viables se
determind mediante colorimetria a 570nm en un colorimetro MultiSkan Ascent (Thermo

Scientific) con su correspondiente software Ascent.

Tabla 4. Relacién de farmacos utilizados. DMSO: dimetil sulféxido.

Farmaco Abreviatura Concentraciones Disolvente Casa Ndmero de
utilizadas comercial catalogo
Temozolomida T™MZ 100-200 uM DMSO Sigma T2577
Rapamicina Rapa 1-10-100 nM DMSO Sigma R8781
Ciclopamina Ciclo 5-10 uM Etanol 100% Sigma C4116

Para los ensayos de formacion de tumorosferas se sembraron 0,05-10* células, con seis
réplicas por condicion en medio stem adecuado para tumorosferas. Las células se dejaron en
cultivo durante 10 dias, afiadiendo medio fresco cada 3 dias. Una vez finalizado el tiempo del
ensayo se contd el nimero de esferas primarias formadas. Tras el contaje, las esferas se
disgregaron con medios mecénicos y enzimaticos con acutasa, y se sembraron 0,05-10* células
como se ha descrito anteriormente. Tras otros 10 dias en cultivo, se conté la formacion de

esferas secundarias.

Para los ensayos de dilucion limitante, se realizaron siembras de 100 y 1000 células por

triplicado por condicion en medio stem adecuado para tumorosferas. Las células se dejaron en
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cultivo durante 10 dias, afiadiendo medio fresco cada 2 dias. Una vez finalizado el tiempo del

ensayo se conto el nimero de esferas primarias formadas.

Para el ensayo de soft-agar, en una placa de 6 pocillos se afiadié una capa de medio stem
mezclado con soft-agar 2,4% al 26,31%. A las 24 horas se sembraron en esa misma placa
0,2-10* células por triplicado en medio stem mezclado con soft-agar 2,4% al 14,28%. Las
células se dejaron en cultivo durante 15 dias, afiadiendo medio fresco cada 2 dias. Una vez

finalizado el tiempo del ensayo se contd el nimero de colonias formadas

Para el ensayo de colonias se sembraron 0,05-10* células por triplicado en medio
completo. Las células se dejaron en cultivo durante 15 dias, afladiendo medio fresco cada 3 dias
Una vez finalizado el ensayo se fijaron las células mediante la adicion de paraformaldehido 37%
durante 30 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Tras descartar el medio se afiadié una
solucion de tincién Giemsa en PBS al 5% durante 30 en agitacion a temperatura ambiente y

posteriormente se lavaron con agua destilada y se contaron las colonias resultantes.

Se sembraron 2-10* células por triplicado y tras 24 horas se retir6 el medio de cultivo y la
placa fue lavada con PBS 1X (Cat. No. 10010-015, Gibco). Para medir la senescencia se realiz6
la tincién de B-galactosidasa asociada a senescencia usando un kit de tincion comercial (Cat.
No. 9860S, Cell Signaling) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células senescentes,
marcadas con un ligero tono azulado, fueron contadas y fotografiadas en un microscopio Eclipse

TS100 (Nikon).

Para el ensayo de ciclo celular, que nos permite determinar qué porcentaje de células de
un cultivo se encuentran en cada uno de los diferentes estadios del ciclo celular, se recogieron

10° células y se lavaron dos veces con PBS 1X. Posteriormente al bloqueo con 2% de
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paraformaldehido (Cat. No. 158127-5006, Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente,
las células fueron fijadas de nuevo durante 30 minutos a temperatura ambiente con etanol 70%
pre enfriado. Las células se centrifugaron y lavaron para eliminar el etanol, afiadiendo después
0,5ml de PBS suplementado con 0,5% de triton X-100 y 25ug/ml RNaseA (Ribonucleasa A de
pancreas bovino, 100mg, Cat. No. 34390.02, Serva) y 25-10° pg/ml de ioduro de propidio (Cat.
No. P4170, Sigma). Se identificaron células aisladas mediante su paso por un citometro y se
midi6 la emision de ioduro de propidio con un filtro de 605nm. El procesamiento de pulso fue
utilizado para excluir dobletes celulares. Los resultados se analizaron con un software

FACSDiva Versién 6.1.3.

Se sembraron 2,5 -10* células en cdmaras de inmunocitoquimica (Lab-Tek 11 Chambers,
Thermo Scientific). Tras 24 horas las células fueron fijadas durante 20 minutos con 4% de
paraformaldehido y posteriormente bloqueadas y permeabilizadas con PBS-0,3% Tritén X-100
(Cat. No. T8787, Sigma) suplementado con 5% FBS durante una hora a temperatura ambiente.
Se incubaron con el anticuerpo primario contra fosfo-Histona H3 (P-H3, Cat. No. Ab14955,
Abcam) durante 16 horas; tras 3 lavados con PBS 1X, las células pasaron a incubarse con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 Rabbit Anti- Mouse IgG Antibody (Cat. No. A21427,
Invitrogen) durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. La tincion del ADN nuclear
y el montaje de las preparaciones se realizé usando Vectashield Mounting Medium with DAPI,
Hard set (Cat. No. H-1400, Vector Laboratories). Las imagenes fueron tomadas en un
microscopio Eclipse 80i y procesadas con el software NIS Elements Advances Research

(Nikon).

Los tumores generados en raton fueron extraidos y fijados a temperatura ambiente en
10% de formalina durante 48 horas. A continuacién, los tumores fueron embebidos en parafina

y cortados con micrétomo en secciones de 4um de grosor. Los cortes obtenidos fueron
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desparafinados, rehidratados mediante bafios sucesivos en alcoholes decrecientes y hervidos en
buffer citrato durante 10 minutos para la recuperacion antigénica. Tras la incubacion en solucion
de bloqueo (PBS-0,3% Tritdn X-100-5% FBS), las secciones fueron incubadas con los
respectivos anticuerpos primarios anti-SOX2; anti-SOX9 y anti-Ki67 (Ver Tabla 4), a 37°C
durante 2 horas. Los cortes fueron lavados e incubados con MACH 3 Rabbit Probe and MACH
3 Rabbit HRP-Polymer (Cat. No. M3R531, Biocare Medical). Las muestras fueron incubadas
con 3,3'Diaminobenzidina (DAB, Cat. No. SPR-DAB-060, Spring Bioscience) durante 10
minutos a temperatura ambiente, y se contratifieron los nicleos celulares con hematoxilina (Cat.
No. 6765004, Shandon), a temperatura ambiente durante 10 segundos. Los cortes obtenidos se
observaron en un microscopio Eclipse 80i y procesadas con el software NIS Elements Advances

Research (Nikon).

Tabla 5. Relacion de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las ténicas de IHC
e ICC. IHC: inmunohistoquimica; ICC: inmunocitoquimica.

Dilucion Generado

o Casa comercial Num Ref.
utilizada en

Anticuerpo

Anticuerpos primarios -IHC and ICC

SOX2 1:500 Conejo Millipore AB5603

SOX9 1:1000 Conejo Millipore AB5535

Ki67 1:1000 Conejo Abcam Ab15580

Fosfo-histona H3 1:1000 Raton Abcam Ab14955

Anticuerpos secundarios -IHC and ICC
MACH 3 Rabbit HRP-Polymer ~ Jteciones Conejo BioCare Medical ~ M3R531
Alexa Fluor® 555 Rabbit Anti- 1:500 Conejo Invitrogen A21427
Mouse IgG

Tras la extraccion, fijacion, insercion en parafina y corte de los tumores generados, los
cortes fueron sometidos a una tincion de hematoxilina y eosina por medio de un tefiidor
Varistain Gemini ES (Cat. No. A78000014, ThermoFisher) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. De forma breve, los cortes fueron sometidos a un proceso de desparafinado y
rehidratacion por medio de alcoholes crecientes, y después se sumergieron en hematoxilina
durante 2 minutos. Tras lavar las muestras con agua caliente, éstas se tifieron con eosina (Cat.

No. 6766008, Shandon) durante un segundo.
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Extraccion y cuantificacion de proteinas y western blot

Aproximadamente 5-10 células fueron lisadas con tampon de lisis de proteinas (1% NP-
40, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na4P,0;, 1 mM NazgVO,, 50 mM Tris-
HCI pH 7.4) suplementado con un céctel inhibidor de proteasas (1:1000, Cat. No. P8340,
Sigma), céctel inhibidor de fosfatasas 2 (1:1000, Cat. No. P5726, Sigma) y fenilmetilsulfonil
fluoruro (PMSF, 1:1000, Cat. No. P7626, Sigma) durante 30 minutos en hielo. Posteriormente
se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C a 12.000 g para precipitar el material no solubilizado.
El sobrenadante, constituido por las proteinas solubilizadas, fue trasvasado a nuevos tubos. Se
realizé la cuantificacion de proteinas segln el método del &cido bicincominico (Pierce BCA
Protein Assay Kit, Cat. No. 23227, Thermo Scientific), para el que se incubd 1uL de muestra de
proteinas con BCA durante 25 minutos a 37°C, y la intensidad colorimétrica de las muestras fue
cuantificada a 570nm con el MultiSkan Ascent (Thermo Scientific) y el software
correspondiente. Como control para determinar la concentracion de proteinas, se realiz6 una
recta patron con soluciones de BSA (albumina de suero bovino) a diferentes concentraciones
conocidas (BSA 0,25ug/ml, BSA 0,5ug/ml, BSA 1ug/ml, BSA 1,5ug/ml, BSA 2ug/ml), que se

sometieron al mismo tratamiento que las muestras y de manera simultanea.

Tras determinar la concentracion de las muestras de proteinas, se mezcld 20ug de dichas
muestras con una quinta parte de su volumen de tampén de carga 5x (312.5 mM Tris pH 6.8,
10% SDS, 50% glicerol, 0.5% (p/v) azul de bromofenol y 5% p-Mercaptoetanol). Tras su
incubacion a 95°C durante 5 minutos para una completa desnaturalizacion de las proteinas, éstas
fueron separadas mediante Acrilamida SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrilamide
Gel Electrophoresis, 125V durante 1 hora y 50 minutos) en geles de 7,5, 12 o0 15% de
acrilamida en funcion del tamafio de proteina a detectar, en tampdn de electroforesis y con un
equipo BioRad HC Power Pac. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham Protran 0,2um NC; Cat. No 10600001, GE Healthcare,
Life Science,) mediante transferencia humeda en tampdn de transferencia (90 minutos a

300mA), un proceso cuya eficacia se comprobd mediante la incubacion de la membrana con
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Rojo Ponceau S (Cat. No. P7170, Sigma). Tras el bloqueo de la membrana con Tris Buffer
salino 0,01% Tween -20 (Cat. No. 8221840500, Merck Millipore) (TBST) y 5% de leche
desnatada (Cat. No. 70166, Sigma) durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion, se
procedid a la incubacion de la misma con el correspondiente anticuerpo primario (ver Tabla 5),
durante 2 horas a temperatura ambiente o0 15-18 horas a 4°C, en ambos casos con agitacion.
Posteriormente y después de tres lavados de 5 minutos cada uno con TBST, se procedié a la
incubacion de la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente (ver Tabla 5)
conjugado con peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion. Para la
deteccion de las proteinas y revelado de ala membrana se utilizd el sistema de
quimioluminiscencia NOVEX ECL Chemi Substrate (Cat No. WP20005, ThermoFisher) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, y films reactivos a quimioluminiscencia Amersham
Hyperfilm ECL films (GE Healthcare). Los datos referentes a todos los anticuerpos primarios y

secundarios utilizados en esta memoria se encuentran recogidos en la Tabla 6.

Tabla 6. Relacion de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la técnica de western blot

Dilucion Generado

Anticuerpo L Casa comercial Num Ref.
utilizada en

Anticuerpos primarios-WB

SOX2 1:500 Conejo Millipore AB5603
SOX9 1:1000 Conejo Millipore AB5535
p27 [Kip1] 1:500 Raton B'?_;Jg:‘ast‘llr‘fgon BD610241
Phospho-S6 Ribosomal protein . " . "
(Ser235/236) (D57,2,2E) 1:500 Conejo Cell signalling 4858
Phospho -Akt (Ser473) 1:500 Conejo Cell signalling 9271
B-Actin 1:1000 Raton Sigma AC-15
Anticuerpos secundarios-WB
. . Santa Cruz
Goat anti-rabbit HRP 1/2000 Cabra Biotechnology Sc-2004
Goat anti- mouse HRP 1/2000 Cabra santa Cruz Sc-2005

Biotechnology

Santa Cruz

Biotechnology SV

Donkey anti-goat HRP 1/2000 Asno

67




Extraccion de ARN

Aproximadamente 2,5-10" células fueron recogidas, centrifugadas e incubadas un minimo
de 10 minutos con 1ml de la solucion TriReagent (Cat. No. AM-9738, Life Technologies) a
temperatura ambiente. Tras 10 minutos de incubacion se afiadié 200uL de cloroformo (Cat. No.
C2432, Sigma), se mezclo vigorosamente mediante inversion y se dejo reposar otros 10 minutos
a temperatura ambiente. Después se centrifugd 10 minutos a 12.000 x g a 4°C y la fase acuosa
se trasvasl a nuevos tubos tratados con DEPC (Dietil pirocarbonato, Cat. No. 159220, Sigma).
Se anadi6 500uL de alcohol isopropilico (Cat. No. 19516, Sigma) y Sum/ml de glicogeno
(5mg/ml, Cat. No. AM9510, Ambion) para causar la precipitacion del ARN, y se incubd 10
minutos a temperatura ambiente. Tras otra centrifugacion en las mismas condiciones que la
anterior, se descart6 el sobrenadante y se afiadid alcohol etilico 75% para lavar el precipitado de
ARN resultante, y se someti6 a una Ultima centrifugacion en las mismas condiciones.
Finalmente y tras descartar el sobrenadante se procedié a la resuspension del ARN con agua
libre de RNasas. La concentracion del ARN resultante se midié a partir de 1puL de muestra
mediante espectrofotometria, mediante la medicion de la absorbancia a 260 y 280nm, en un

aparato Nanodrop-1000 (Thermo Scientific).

Retro-transcripcion

Para el proceso de retro-transcripcion y obtencién de ADN de cadena simple (ADNCc) se
tomaron 2ug de ARN vy se retro-transcribieron usando el método de cebadores aleatorios y el
Kit MultiScribe™ Reverse Transcriptase (Cat. No. 4311235, Life Technologies), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Se llevé a un volumen final de 20uL y se sometio a un proceso
de determinadas temperaturas y tiempos en un BioRad C1000 Thermal Cycler. El protocolo de
retrotranscripcion estd formado por una fase de incubacion de 10 minutos a 25°C, una fase de
calentamiento a 37°C durante 120 minutos, y una fase de calentamiento final a 85°C durante 5

minutos. El ADNCc resultante se diluyo hasta llegar a una concentracion final de 4ng/ul.
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Diagrama 2. Representacion grafica del proceso de retro-transcripcion

gRT-PCR

Para determinar los niveles de expresién génicos se realizé una PCR cuantitativa a tiempo
real (QRT-PCR) de 20ng de ADNc con duplicados de cada muestra. La reaccion tuvo lugar en
un volumen final de 12pl, constituidos por 6pL de Absolute SYBR Green mix (Cat. No.
4368706G, Applied Biosystem); 0,25 uL. de cebadores (forward y reverse) correspondientes al
gen de estudio a una concentracion de 0,4uM; y 0,75uL de H,O libre de RNasas. El proceso se
llevé a cabo en el termociclador LightCycler 96 (Roche). Variaciones en los niveles génicos del
ADNCc se corrigieron mediante la resta de los ciclos de PCR obtenidos para el gen de control
interno GAPDH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa). EI método de AACt fue el
seleccionado para realizar la cuantificacion relativa de los niveles génicos. Las secuencias de los

cebadores utilizados en esta memoria se recogen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Relacidn de secuencias de plasmidos utilizados.

Gen Secuencia Forward (5°>3’) Secuencia Reverse (5°>37)

SOX2 TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA

SOX9 AGCGAACGCACATCAAGAC CTGTAGGCGATCTGTTGGGG

ILla GCAAGGGCTTCAGGCAGGCCGCG GGTCATTCTCCTGGAAGGTCTGTGGGC
CD133 GCTCAGACTGGTAAATCCCC GACTCGTTGCTGGTGAATTG
OCT4 CGTGAAGCTGGAGAAGGAGAAGCTG CCACATCGGCCTGTGTATATCCCAG
mTOR TCCGAGAGATGAGTCAAGAGG CGGAGTATCCTCACCTTCCAC
GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG GACGGTGCCATGGAATTTGC

El proceso de qRT-PCR consiste en: 1 ciclo de 120 segundos a 50°C; 1 ciclo de 600

segundos a 95°C, 41 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C y un altimo paso de

disociacion consistente en 10 segundos a 95°C, 60 segundos a 60°C y 1 segundo a 97°C.
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Diagrama 3. Representacion gréafica del proceso de qRT-PCR.
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Ensayos de carcinogénesis in vivo

Para la formacién de tumores subcuténeos, se levantaron las células con tripsina y se
resuspendieron en PBS 1X tras una centrifugacion y lavado previo con PBS 1X de las mismas.
10° células fueron inyectadas de manera subcutinea en los 4 flancos de ratones
inmunodeprimidos Foxn1™/Foxn1™ nude (8 semanas de edad, de sexo aleatorio). Los ratones
fueron observados semanalmente durante 180 dias, midiendo el tamafio de los tumores

generados a los tiempos indicados.

Para la formacion de tumores subcutaneos y su respuesta a un tratamiento farmacoldgico
de administracién intraperitoneal (IP), las células de glioma U251MG que iban a ser inyectadas
fueron sometidas a un tratamiento previo de 48h con TMZ 0.1mM, rapamicina 1nM y una
combinacion de ambas drogas a las mismas concentraciones indicadas. Se recogieron y se
resuspendieron en PBS 1X tras una centrifugacion y lavado previo con PBS 1X. Ratones
Foxn1™/Foxn1™ nude de 8 semanas de edad se dividieron en 4 grupos de 3 ratones cada uno,
cada grupo correspondiente a una condicién experimental: control (sin tratamiento), tratamiento
con TMZ (10mg/kg), tratamiento con rapamicina (5mg/Kg) y tratamiento combinatorio TMZ +
rapamicina (10mg/kg + 5mg/Kg respectivamente). Una semana después de la inyeccién
subcuténea de 10° células en cada uno de los 4 flancos de los ratones, se procedi6 al inicio del
tratamiento farmacol6gico utilizando como disolvente PBS 1X, realizdndose el mismo dos
veces por semana. El tratamiento se mantuvo durante 15 semanas durante las cuales se pesaron

dos veces por semana. Tras ese periodo ratones fueron sacrificados y los tumores extraidos.

Las GSC se inyectaron mediante estereotaxia en el cértex frontal de ratones NOD-SCID
de 6-8 semanas de edad y sexo aleatorio. Las células GSC fueron levantadas con acutasa y
resuspendidas en PBS tras una centrifugacion y lavado previo. 10° células en un volumen final
de 1uL fueron inyectadas en el putamen derecho mediante un aparato estereotaxico y de

acuerdo a las siguientes coordenadas: Antero-posterior: Bregma+1; Lateral: Bregma -2; Dorso-
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ventral: Bregma -2.5. El ritmo de inyeccion de las células se realizé6 mediante una bomba de

infusion a un caudal constante de 0,05uL/min.

Evaluacidn estadistica de los datos

Los datos son presentados como valores medios + error estandar (SEM), con el nimero
de experimentos (n) indicado entre paréntesis, siendo 3 el minimo de experimentos
independientes realizados para cada ensayo. Si no se indica lo contrario, la significacion
estadistica (p-valor) has sido calculada mediante el test T de Student. Los asteriscos (*, **, y
***) indican los distintos grados de significacion estadistica (p < 0,05, p < 0,01, y p < 0,001,

respectivamente).
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Caracterizacion de SOX2 y SOX9 en glioblastoma multifome

La expresion de SOX2 y SOX9 se correlaciona en muestras de pacientes y lineas

celulares

Se procedi6 al anélisis de la expresion de los niveles de SOX2 y SOX9 en una cohorte de
27 muestras de GBM obtenidas de biopsias de pacientes, y se compararon estos hiveles con los
obtenidos en muestras de tejido cerebral sano (Figura 1A). SOX2 y SOX9 presentan una
expresion significativamente elevada en glioblastoma: mas del 70% de las muestras (19 de 27)
presentaban una expresion de SOX2 por encima de 1,5, mientras que casi el 67% (18 de 27)
mostraban una sobreexpresion de SOX9. Reforzando este hecho, se observa que SOX2 se
encuentra sobreexpresado mas de tres veces en el tejido tumoral en comparacion con el sano,
mientras que esta expresion aumentada llega a ser de hasta seis veces mas en el caso de SOX9
(Figura 1B). Al realizar el andlisis de correlacion (Fisher exact test, p=0,006**; Spearman
correlation test, p=0.02*) se ha demostrado que el 84% de las muestras con niveles altos de
SOX2 también presentan niveles elevados de SOX9 (16 de 19); y que de las 8 muestras con
niveles bajos 0 moderados de SOX2, el 75% tiene también niveles bajos de SOX9 (6 de 8)
(Figura 1C). El conjunto de estos datos demuestra de forma plausible que SOX2 y SOX9 se

encuentran relacionados en muestras humanas de GBM.

Posteriormente se analizé la expresion de los factores SOX2 y SOX9 en un grupo de
lineas celulares de glioma y lineas celulares de células madre de glioma (GSC) obtenidas a
partir de biopsias procedentes de pacientes tratados en el Hospital Donostia (OSI Donostialdea),
a las que denominamos GB1 y GB2. EIl analisis por western blot muestra niveles bajos de
expresion de SOX2 en las lineas U87 y A172, y niveles altos de expresion de SOX2 en las
lineas U251 y U373 (Figura 1D). Al analizar mediante qRT-PCR las lineas celulares y las
lineas GB1 y GB2, se observa que las lineas GSC expresan niveles muy altos de ambos
factores, un hecho que, ademas de respaldar la correlacion entre SOX2-SOX9, relaciona estos
dos factores con las células madre del cdncer o GSC (Figura 1E-F). Adicionalmente, estas lineas

de células madre de glioma GB1 y GB2 presentan potencial tumorogénico demostrado por la
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formacion de tumores en ensayos de estereotaxia sobre ratones inmunodeficientes, y es
interesante observar como una mayor expresion de los factores SOX2 y SOX9, como es el caso

de GBL, se correlaciona con una aparicion de tumores mas rapida y una menor supervivencia

(Figura 1G).
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Figura 1. SOX2 y SOX9 se co-expresan en muestras humanas de GBM vy lineas celulares de glioma. (A)
Expresion de SOX2 y SOX9 mediante qRT-PCR en cada una de las 27 muestras humanas de GBM de la cohorte
procedente del Hospital Donostia (OSI Donostialdea). (B) Los niveles de SOX2 y SOX9 en las muestras (n=27) se
compararon respecto a tejido de cerebro sano como control (n=9) mediante qRT-PCR. (C) Analisis de correlacion de
la expresion de SOX2 y SOX9 en muestras humanas de GBM (Test exacto de Fisher=0,006**; Correlaciéon de
Spearman=0,02%*). “+ +” hace alusion a niveles elevados (>1,5 veces respecto al control); “+ - alude a bajos niveles
(<1,5 veces respecto al control). (D) Western blot representativo de la expresion de SOX2 y SOX9 en lineas
diferenciadas de glioma (n=5). (E-F) Comparacion de los niveles expresion de SOX2 (E) y SOX9 (F) mediante gRT-
PCR entre las lineas celulares U87 y U251 y las GSCs GB1 y GB2. Los valores indicados son la media de dos
experimentos independientes, relativizados frente a U87. (G) Supervivencia de ratones NOD-SCID (%, curva de
Kaplan-Meier) con xenotransplantes de lineas GB (n=5). Los datos de la gqRT-PCR fueron normalizados respecto a la

expresion de GAPDH. La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05% P<0,01**;
P<0,001%*%*),
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Elevados niveles de SOX2 y SOX9 estan relacionados con las GSCs y un mayor

potencial tumorogénico

Con el fin de extender la relacion existente entre los niveles de expresion de SOX2 y
SOX9 con las GSC, se procedié a la diferenciacion de las lineas GSC GB1 y GB2 mediante su
cultivo en ausencia de factores de crecimiento y la adicion de 1% FBS. En estas condiciones,
los niveles de SOX2 y SOX9, determinados tanto por western blot como por gRT-PCR, se
vieron drasticamente disminuidos (Figura 2A-C): en el caso de GBL1, los niveles de SOX2 y
SOX9 disminuyeron alrededor de un 35% y 30% respectivamente; en el caso de GB2, la

expresion de SOX2 y SOX9 se vio reducida en un 35% y 80% respectivamente.
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Figura 2. Los niveles de SOX2 y SOX9 se relacionan con un estado mas indiferenciado. (A) Imagen
representativa de mayores niveles de SOX2 y SOX9 en GB1 y GB2 crecidas en medio selectivo de célula madre en
comparacion con condiciones de diferenciacion (medio selectivo de célula madre con 1% FBS). (B-C) Expresion
comparada de los niveles de SOX2, SOX9, CD133 y OCT4 en condiciones selectivas de célula madre y condiciones
de diferenciacién en GB1 (B) y GB2 (C) mediante gqRT-PCR. Los datos fueron normalizados respecto a la expresion
de GAPDH vy relativizados respecto a la condicion célula madre. La significancia estadistica se obtuvo con el test T
de Student (P<0,05*; P<0,01**; P<0,001**%*).
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Se determind a su vez por gRT-PCR que también disminuye la expresion de otros marcadores
establecidos de célula madre, CD133 y OCT4 (Figura 2B-C), lo que indica la existencia de

correlacion entre los factores de transcripcion SOX2 y SOX9 y las células madre del cancer.

A continuacion se procedié a comprobar el efecto de la desdiferenciacion sobre los
niveles de SOX2-SOX9 en las lineas celulares de glioma, con el fin de identificar si éstos
participan en la adquisicién y mantenimiento de las caracteristicas de célula madre. Para ello, se
cultivaron las lineas U87 y U373, en condiciones de cultivo selectivo para célula madre,
Ilamadas en este caso tumorosferas. El estudio de la expresion de los factores SOX2 y SOX9 asi
como de los marcadores de célula madre CD133 y OCT4, mostrd6 una expresion
significativamente elevada de todos ellos en ambas lineas celulares cultivadas en condiciones de
célula madre, determinado a nivel de ARNm y proteina (Figura 3A-C). Los niveles de SOX2
eran 4 y 2 veces superior (linea U87 y U373 respectivamente) en las esferas secundarias (a
partir de ahora, GSC) respecto a las lineas parentales; SOX9 mostraba un aumento de 3 veces
superior en la poblacién de GSC derivada de la linea U87 (U87 GSC) y de 6 veces superior en
la poblacién de GSC derivada de la linea U373 (U373 GSC); la expresion de CD133 se
incrementaba 3 veces en las U87 GSC, mientras que en la U373 GSC aumentaba 9 veces; OCT4
duplicaba su expresion tanto en la U87GSC como en la U373 GSC (Figura 3A-C). Con el fin de
comprobar el potencial tumorogénico de las GSC generadas en comparacion a las lineas
parentales, ambos subgrupos de células fueron inyectadas de forma subcutanea en la cepa de
ratones inmunodeprimidos Foxn1™/Foxn1™. La aparicion de tumores procedentes de las GSCs
ocurri6 de forma mucho més réapida: en el caso de la U373, los tumores comenzaron a aparecer
alrededor del dia 40 mientras que los procedentes de lineas parentales no hicieron su aparicion
hasta el dia 140 (Figura 3D); y el volumen de los mismos era significativamente mayor en
comparacion con los tumores procedentes de las lineas parentales. En la U87 los tumores
generados a partir de las GSC casi cuadruplicaban el tamafio de los formados a partir de las
células parentales (Figura 3D). Tras su extraccion, dichos tumores fueron sometidos a

inmunohistoquimica (IHC) de SOX2 y SOX9, tras la cual se pudo comprobar que sus niveles se
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veian aumentados en los tumores formados a partir de tumorosferas en comparacién con los
formados a partir de las condiciones parentales (Figura 3E). Ademas, el marcador de
proliferacion Ki67 también aumentaba su nivel de expresién en la condicion desdiferenciada, lo
que respalda la conclusion de que las GSC presentan un mayor potencial proliferativo, ademas

de mayor potencial tumorogénico (Figura 3E).
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Figura 3. Los niveles de SOX2 y SOX9 aumentan en condiciones selectivas para célula madre. (A) Western blot
representativo del los niveles de SOX2 y SOX9 en las lineas U87 y U373 crecidas en medio completo (lineas
parentales) y medio stem (GSC 2%). (B) Expresion comparada de los niveles de SOX2, SOX9, CD133 y OCT4 en
lineas parentales y GSC 2* de U87 (B) y U373 (C) mediante gRT-PCR (n=5). Los datos fueron normalizados
respecto a la expresion de GAPDH vy relativizados respecto a la condicion parental. (D) Las lineas U87 y U373
parental y GSC 2% fueron inyectadas de forma subcutanea en ratones inmunodeprimidos Foxn1™/Foxn1™ nude (n=8
por condicion), registrando el crecimiento tumoral a los tiempos indicados. (E) Imagenes representativas de la IHC de
SOX2, SOX9 y Ki67 en los tumores generados a partir de la linea U373 (condicion parental y GSC 2%). La
significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%*; P<0,01%**; P<0,001%**%*).

El silenciamiento de SOX2 reduce las caracteristicas tumorogénicas en GBM

Con el fin de establecer el efecto que tiene SOX2 sobre la expresion de SOX9, se
procedio a la inhibicion de la expresion de SOX2 mediante el método de shRNA en células
U251, la linea celular que mayores niveles enddgenos de SOX2 y SOX9 presenta. La eficacia

de la inhibicion se asevero por western blot, que al mismo tiempo nos permitié comprobar que
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SOX9 también veia disminuida su expresion en la condicién shSOX2 (Figura 4A). Ensayos
funcionales con estas células mostraron una menor capacidad proliferativa, determinada tanto
por la proporcién de células P-H3 positivas, donde se ve una reduccion del marcaje positivo del
50% (p < 0,001), como por contaje celular a dias 1, 3 y 5, donde se ve que las células sShSOX2 a
dia 5 crecen hasta 3 veces menos que la condicion control (p < 0,001) (Figura 4B-C). Esta
disminucién del crecimiento celular podria explicarse mediante el arresto en fase Go/G; que
presentaban las células de la condicién shSOX2 en comparacion con las células pLKO control
(75% vs 63%), asi como una disminucién de la proporcién en fase S (5% vs 9,5%) de las
mismas, tal y como se determind mediante el analisis del ciclo celular por citometria de flujo
(Figura 4D). Adicionalmente, esta menor proliferacion celular se acompafia del aumento en la
proporcion de células senescentes, determinado mediante el ensayo de B-galactosidasa y la
expresion de /L1a mediante gRT-PCR. La condicion experimental shSOX2 presentaba mas del
doble de células senescentes que la condicién control (0,51% vs 2,36% de células senescentes)
(Figura 4E), al igual que su expresion de /LI« se incrementaba alrededor de 2,5 veces en las
células con silenciamiento de SOX2 (Figura 4F). La inhibicion de SOX2 se relaciona también
con una menor capacidad de formacion de esferas (70% menos de formacion en la condicién
shSOX2) y menor capacidad de autorrenovacion, comprobado mediante la formacion de
tumorosferas secundarias (60% menos de formacion en la condicion shSOX2). Ademas, las
esferas formadas eran de menor tamafio que las que se formaban en la condicién control (Figura
4G). En ensayos de diluciones limitantes se obtuvieron resultados similares (Figura 4H), lo que

permite concluir que el silenciamiento de SOX2 reduce la capacidad de autorrenovacion.
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Figura 4. El silenciamiento de SOX2 resulta en una reduccion de la capacidad tumorogénica. (A) Western blots
representativos de SOX2 y SOX9 en dos infecciones lentivirales diferentes e independientes con el constructo
shSOX2 (n=4). (B-C) El silenciamiento de SOX2 reduce la proliferacion celular determinado por (B) niveles
relativos de expresion del marcador de mitosis P-H3 e imagen representativa en las condiciones control y shSOX2
(n=4); y (C) contaje del nimero de células totales de las condiciones control y shSOX2 a los tiempo indicados (n=4).
(D) Porcentaje de la poblacion celular en las distintas fases del ciclo celular, determinado por citometria de flujo, en
la condicion control y shSOX2 (n=2). (E) Cuantificacion relativa de células senescentes asociado a actividad -
galactosidasa en células control y shSOX2 (n=4). (F) Expresion de los niveles de IL-1a en las células con SOX2
silenciado (n=3). Los datos fueron normalizados respecto a la expresién de GAPDH Yy relativizados respecto a la
condicién control. (G-H) Cuantificacion de la capacidad de formacion de esferas, primarias (1%, n=4) y secundarias
(2%, n=3) con imagen representativa de esferas primarias (G), y en condiciones de dilucién limitante (H, n=3). La
significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05*; P<0,01**; P<(),001***).

La expresion de SOX9 restaura el fenotipo tumoral en células SOX2 silenciadas y es

necesaria para mediar el efecto oncogénico de SOX2

Se ha observado que los niveles de SOX9 disminuyen al inhibir la expresion de SOX2.
Este efecto indica que SOX9 es un mediador del efecto de SOX2 y que actla por debajo de él.
Para poder caracterizar que SOX9 es un mediador de la funcion de SOX2, se procedio a la

sobreexpresién de SOX9 en células en las que SOX2 habia sido previamente inhibido por
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medio de infecciones lentivirales estables. Mientras que la inhibicion de SOX2 derivaba en el
fenotipo previamente descrito, la restauracion de SOX9 en esas células condujo a un incremento
notable de la expresion de SOX2, comprobado mediante western blot (Figura 5A), ademas de

restaurar parcialmente el fenotipo.
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Figura 5. La expresion ectopica de SOX9 restaura parcialmente el fenotipo tumorogénico de las células con
silenciamiento de SOX2. (A) Western blot representativo de los niveles de SOX2 y SOX9 tras la restauracion
ectopica de la expresion de SOX9 en células shSOX2 (n=3). (B) Niveles relativos de expresion del marcador de
mitosis P-H3 e imagen representativa en las condiciones shSOX2 y shSOX2+SOX9 (n=3). (C) Cuantificacion de la
senescencia medida por actividad p-galactosidasa en células shSOX2 y shSOX2+SOX9 (n=4). (D) Cuantificacion de
las esferas formadas tras 7 dias en cultivos por las células shSOX2 y shSOX2+SOX9 (n=4). (E) Capacidad de
formacion de colonias a partir de células aisladas de la condicion shSOX2 frente a shSOX2+S0OX9 tras 15 dias en
cultivos (n=4). La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%*; P<0,01**; P<0,001**%*).

La proliferacion celular, medida por células P-H3 positivas, aumenta 1,7 veces en
comparacion a la condicion shSOX2 (Figura 5B), al mismo tiempo que la senescencia
disminuye un 27% (Figura 5C). La capacidad de formacion de esferas (1 vs 1,79) asi como la
capacidad de formar colonias a baja densidad celular (1 vs 1,42) también se ven incrementadas
en las células con expresion ectdpica de SOX9 en comparacion con las que Unicamente tienen

silenciado el SOX2 (Figura 5D-E).
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El efecto observado sobre SOX2 tras la induccion de SOX9 podria indicar no s6lo que
SOX2 actta por encima de SOXO9, sino que existe un ciclo de retroalimentacion entre ambos
factores de transcripcion. Debido a la posible existencia de este loop, se procedié a analizar el
papel de SOX9, con el fin de identificar si éste es necesario para el fenotipo oncogénico
asociado a SOX2 y caracterizar la funcion de SOX2-SOX9 como eje en el glioblastoma
multiforme. Para ello se realiz6 una inhibicién de SOX9 mediante el método de shRNA y se
comprobo la efectividad del proceso mediante qRT-PCR, western blot e inmunofluorescencia
(Figura 6A-C). La cuantificacion de células P-H3 positivas en la condicién experimental result6
ser menor que en las células control (5,3% vs 2,3%) (Figura 6D), al igual que la capacidad de
formacion de foci en soft agar (7 vs 2,5 foci) (Figura 6E), lo que es indicativo de una menor
proliferacion celular y capacidad de autorrenovacion. El potencial tumorogénico de las células
con silenciamiento de SOX9 también se veia disminuido. En ensayos de estereotaxia llevados a
cabo con estas células en paralelo con su condicién control, ratones inyectados con células
deficientes en SOX9 presentaron una mayor supervivencia que ratones inyectados con células
de la condicion control (Figura 6F). La IHC de los tumores formados a partir de las células
shSOX9, ademas, mostraban menor expresion de SOX9 que los tumores generados a partir de

las células control (Figura 6G).
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Figura 6. El silenciamiento de SOX9 disminuye la proliferacién, capacidad de autorrenovacion y
potencial tumorogénico. (A) Expresion relativa de SOX9 de las células con SOX9 silenciado respecto a las células
control mediante gRT-PCR. Los datos fueron normalizados respecto a la expresion de GAPDH y relativizados frente
a la condicion control. (B) Western blot representativo de SOX9 en las células pRS control y shSOX9. (C) Imagen
representativa de inmunofluorescencia de SOX9 en las células control y shSOX9. (D) Cuantificacion de células P-H3
positivas en la condicion shSOX9 respecto al control. (E) Contaje de tumorosferas formadas en soft-agar de las
células con silenciamiento de SOX9 y las células control. (F) Curva de Kaplan-Meier representando la supervivencia
de ratones NOD-SCID tras la inyeccion estereotactica de células pRS control y shSOX9 (n=4). (G) Imagen
representativa de la IHC de SOX9 en los tumores derivados de células control y con SOX9 silenciado. La
significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05* P<0,01** P<0,001***). u.a.: unidades
aleatorias.

La sobreexpresion de SOX2 induce un fenotipo mas tumorogénico

A continuacion se procedio a la sobreexpresion de SOX2 y SOX9 en células U87, donde
la expresion de ambos factores es baja, con el fin de comprobar si un aumento de éstos trae
consigo un mayor potencial tumorogénico. La sobreexpresion de SOX2, comprobada por medio
de western blot (Figura 7A), provocaba un aumento en la expresion de SOX9 mientras que a
nivel de ARN, por el contrario, no se apreciaron diferencias significativas en la expresion de

SOX9 (datos no mostrados).
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Figura 7. La sobreexpresion ectopica de SOX2 incrementa las propiedades tumorogénicas. (A) Western blot
representativo de SOX2 y SOX9 en células U87 control y lentiviralmente infectadas con sobreexpresion SOX2. (B)
Niveles relativos de expresion del marcador de mitosis P-H3, acompafiados de una imagen representativa en las
condiciones control y SOX2+ (n=3). (C) Cuantificacion del nimero de células totales de las condiciones control y
SOX2+ a los tiempo indicados (n=5). (D) Cuantificacion de la capacidad de formacion de esferas en la linea U87
control y con SOX2 ectdpico (n=4), junto con una imagen representativa de la cantidad y el tamafio de las mismas en
las dos condiciones. La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%* P<0,01*%*;
P<0,001%*%),

A nivel funcional, la sobreexpresion de SOX2 produce un aumento en la proliferacion
celular, demostrado por mayores tasas de crecimiento a dias 1, 3 y 5 (15,41 10 células vs
10,45- 10 células), y mayor proporcion de células P-H3 positivas (1 vs 2,06 veces més)
(Figuras 7B-C). También se comprobo el efecto de SOX2 sobre el potencial tumorogénico y la
capacidad de auto-renovacion, pues células con sobreexpresién de SOX2 incrementaban su
capacidad de formacion de esferas hasta 4 veces en comparacion con las células control (Figura

7D).
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Se realizd la sobreexpresién de SOX9 y se observo que la sobreexpresion de SOX9
(Figura 8A) incrementa la capacidad de formacion de esferas en un 60% (Figura 8B), y produce
mayores tumores y mas rapidamente que las células de la condicidn control, apareciendo éstos a
dia 20 tras la inyeccion en el caso de la sobreexpresion de SOX9 y a dia 35 en el caso de las

celulas control (Figura 8C).
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Figura 8. El incremento ectopico de SOX9 incrementa la capacidad de autorrenovacién y aumenta la
tumorogenicidad. (A) Western blot representativo de los niveles de SOX9 en las células U87 control y con
sobreexpresion ectopica de SOX9. (B) Cuantificacion relativa de la capacidad de formacion de esferas en la linea
U87 SOX9+ en comparacion con las linea U87 control (n=4). (C) Registro del tamafio de los tumores generados tras
la inyeccion subcutinea de las células control y SOX9+ en ratones nude a los tiempos indicados (n=6). La
significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%*; P<0,01**; P<0,001**%*).

SOX?2 y quimiorresistencia

SOX2 induce quimiorresistencia a la TMZ en GBM

Dada la implicacion de las GSC en la quimiorresistencia a farmacos, y nuestros datos,
que indican la asociacion de los factores SOX2 y SOX9 con la actividad de las GSC, se planted
la hipétesis de que SOX2 y SOX9 podrian mediar la resistencia a TMZ. En primer lugar las
lineas U87 y U251 fueron sometidas a tratamientos de 24 horas con dosis crecientes de TMZ,
para posteriormente analizar la expresion de SOX2 y SOX9. Se comprobd que tanto SOX2
como SOX9 incrementaban su expresion entre 1,5 y 2,5 veces a 100uM y 200uM de TMZ,

(Figura 9A), sugiriendo que este eje podria estar implicado en la resistencia a la actual
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quimioterapia para el GBM. Con el objetivo de comprobar esta teoria se aplicd un tratamiento
de TMZ a 100uM y 200uM durante 72 horas a un grupo de células de glioma, para
posteriormente medir su viabilidad celular mediante un ensayo de MTT. La toxicidad celular del
farmaco en las lineas U373 y U251, con mayores niveles basales de SOX2 y SOX9, no excedia
el 15% en ninguno de los casos, mientras que en las lineas U87 y A172, con niveles bajos de
SOX2/S0OX9, la toxicidad se encontraba entre el 30% y el 50% (Figura 9B). Es destacable el
hecho de que las dos lineas celulares con elevados niveles de SOX2 y SOX9 sean més
resistentes al tratamiento que aquellas cuyos niveles basales son bajos, un dato que sugiere que

estos dos factores estan implicados en mayor resistencia a fArmacos.

Para reforzar esta hipétesis, células donde hemos manipulado genéticamente la expresion
de SOX2 fueron sometidas a tratamientos de 72 horas con TMZ, usando 100pM, 250uM y
500uM de farmaco. En células U87 con sobreexpresion ectopica de SOX2, estos ensayos
mostraron que la viabilidad celular aumentaba en comparacién con la condicion control (entre
un 7-23% de aumento), una viabilidad que ademas era dosis-dependiente (Figura 9C). Cuando
el tratamiento era aplicado a células U251 shSOX2, por el contrario, las células presentaban una
supervivencia 15% menor que la condicién control (Figura 9D). También se comprobé que el
aumento de SOX2 por restauracion ectépica de SOX9 proporcionaba resistencia al farmaco,
pues las células shSOX2 con sobreexpresion de SOX9 mostraban una supervivencia 35%

superior al tratamiento que las células shSOX2 (Figura 9E).

Estos datos en conjunto indicarian que SOX2 modula la resistencia a TMZ mediante

regulacién de la expresion de SOX9.
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Figura 9. SOX2 media en la quimiorresistencia a TMZ. (A) Expresion de SOX2 y SOX9 en lineas U87 y U251
tras tratamientos de 24 horas y con diferentes dosis de TMZ (100uM y 200uM) mediante qRT-PCR (n=3). Los datos

fueron normalizados respecto a la expresion de GAPDH vy relativizados respecto a la condicién control con DMSO.

(B) Porcentaje de toxicidad celular analizado por ensayo MTT en un conjunto de células de glioma tras tratamientos
de 72 horas con distintas dosis de TMZ (100uM y 200uM) (n=6). (C) Viabilidad celular de la linea U87 control y con
SOX2 ectdpico en respuesta a diferentes dosis de TMZ (100uM, 250uM y 500uM) tras 72 horas de tratamiento
(n=3). (D-E) Viabilidad celular de la linea U251 control, con silenciamiento de SOX2 (D; n=5) y shSOX2 con re-
expresion ectopica de SOX9 (E; n=3) tras 72 horas de tratamiento con dosis crecientes de TMZ (100puM y 250uM).
La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%; P<0,01**; P<0,001**%*).

El tratamiento con ciclopamina reduce los niveles de SOX2-SOX9 pero no incrementa la

sensibilidad de las células a TMZ

La ruta Shh se encuentra activa en tumores cerebrales (Ulasov et al, 2011), y se ha

demostrado que el tratamiento con ciclopamina reduce la formacion y proliferacion de GSC y

aumenta la apoptosis de las mismas (Clement et al., 2007), ademas de inhibir el crecimiento de

las lineas celulares convencionales de glioma (Bar et al., 2007) y reducir los niveles de
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expresion de SOX2 (Clement et al., 2007). Inicialmente se tratd la linea U251, de niveles
basales altos de SOX2, con ciclopamina. Se comprob6 que este agente, tras un tratamiento de
48 horas a 5uM, reducia los niveles de los factores SOX2 y SOX9 (Figura 10A), un resultado
determinado por western blot. Los niveles de ARNm de SOX2 y SOX9 también se veian
disminuidos entre un 20 y un 80% tras 24 y 48 horas de tratamiento con dosis crecientes de este
agente (Figura 10B-C), por lo que se procedio a la realizacion de tratamientos, tanto aislados

como combinados, en las lineas celulares.
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Figura 10. La ciclopamina reduce los niveles de SOX2 pero no incrementa la sensibilidad a TMZ. (A) Western
blot representativo del efecto de la ciclopamina sobre los niveles de SOX2 y SOX9 en la linea U251 tras 48 horas de
tratamiento con 5uM de farmaco. (B-C) Niveles de SOX2 (B; n=3) y SOX9 (C; n=3) en la linea U251 tras el
tratamiento con ciclopamina a dosis crecientes (5uM y 10uM) y durante 24 y 48 horas, determinado por gRT-PCR.
Los datos fueron normalizados respecto a la expresién de GAPDH y relativizados respecto a la condicion control sin
tratamiento. (D) Porcentaje de toxicidad frente a tratamientos de 72 horas con TMZ (100uM), ciclopamina (5uM y
10uM) y combinacidn de ambos en las lineas U251 y U87 (n=5). La significancia estadistica se obtuvo con el test T
de Student (P<0,05*; P<0,01**; P<0,001%**%*).
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Los ensayos se llevaron a cabo en las lineas U87 y U251, usando una dosis de 100uM de
TMZ, y de 5uM y 10uM de ciclopamina. En el caso de la aplicacion aislada de ciclopamina
pudimos observar que su efecto citotoxico a SuM y 10uM era mayor sobre la linea U251 (18%
y 24% respectivamente) que el efecto de la propia TMZ (menor del 10%). No ocurria lo mismo
en el caso de la linea U87, en la que los niveles de toxicidad de la TMZ rondaban el 25%
mientras que los de la ciclopamina a 5SpM y 10uM rondaban los 14% y 19% respectivamente.
Es notable el hecho de que la linea U251, aunque mas resistente a TMZ, sea mas sensible a la
ciclopamina que la linea U87 a las mismas concentraciones de farmaco. A pesar de ello, la
combinacion de ambos agentes quimioterapicos, realizada mediante la combinacion de una
dosis constante de 100uM de TMZ combinada con dosis de SuM y 10uM de ciclopamina, no
parece ejercer ningun efecto beneficioso o sinérgico a la toxicidad celular cuando se comparan

con los tratamientos individuales (Figura 10D).

La inhibicion farmacoldgica y genética de mTOR disminuye los niveles de SOX2-SOX9

Se ha comprobado que la rapamicina afecta a la viabilidad y proliferacién de las células
de glioma, e inhibe la expresién de SOX2 para reprogramacion celular (Wang et al., 2013;
Pachow et al., 2014). Con estos datos se decidi6 cultivar la linea U251, con elevados niveles
basales de SOX2, en presencia de dosis crecientes de rapamicina durante 24 horas. Mediante
western blot y qRT-PCR pudimos comprobar que la rapamicina inhibia SOX2 en la linea U251
(Figura 11). Apoyando nuestra idea de que SOX2 y SOX9 se encuentran en el mismo eje, los
niveles de expresion de SOX9 también disminuian (Figura 11A-B). En los dos casos, la
disminucion de los niveles de los factores era dosis-dependiente, ademéas de observarse también

un efecto dependiente del tiempo (Figura 11C).
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Figura 11. La rapamicina disminuye los niveles de SOX2 de manera dosis y tiempo dependiente en las lineas
U251 y U373. (A) Western blot representativo del efecto de tratamientos de 24 horas con rapamicina a 10nM y
100nM sobre los niveles de SOX2 y SOX9 en la linea U251. (B) Expresion relativa de los niveles de SOX2 y SOX9
en respuesta a tratamientos de 24 horas con dosis crecientes de rapamicina (1nM, 10nM y 100nM) en la linea U251,
determinados mediante gRT-PCR. (C) Niveles de SOX2 y SOX9 tras la aplicacion de un tratamiento de rapamicina
de 10nM a 24 y 48 horas en la linea U251, cuantificado por gRT-PCR. (D) Expresion de los niveles relativos de
SOX2 y SOX9 tras tratamientos de 24 horas con diferentes dosis de rapamicina (10nM y 100nM) en la linea U373,
por gRT-PCR (n=2). Todos los datos fueron normalizados respecto a la expresion de GAPDH vy relativizados
respecto a la condicion control sin tratamiento. La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student
(P<0,05%*; P<0,01%**; P<0,001**%).

Estos resultados se validaron en la linea U373, en la que mediante gRT-PCR también se
observa disminucion significativa dosis-dependiente de SOX2 y SOX9 (Figura 11D).
Curiosamente, en ambos casos los niveles de SOX9 disminuyen mucho mas marcadamente que
los de SOX2, lo que podria ser indicativo de que la rapamicina modula SOX9 de manera

independiente de SOX2.
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Con el fin de comprobar si el efecto observado de la rapamicina sobre SOX2-SOX9 es
debido al efecto de la inhibicion directa de mTOR, se procedi6 a la inhibicién genética de
mTOR mediante el método del shRNAen la linea U251. Tras la infeccion lentiviral con el
plasmido sh-mTOR se comprob6é mediante qRT-PCR que los niveles de mTOR habian
disminuido un 55% (Figura 12A), y que dianas bien establecidas y caracterizadas de mTOR,
como P-S6k (forma activa de S6K) y P-Akt (forma activa de Akt), también veian claramente
reducidos sus niveles. De forma similar, los niveles de proteina de SOX2 y SOX9 disminuian
(Figura 12B). Este resultado indica que SOX2 y SOX9 son efectores de la via de mTOR,
corroborando los resultados obtenidos farmacoldgicamente con la aplicacion de rapamicina. Se
comprobd también qué papel juega esta via de sefializacion en la actividad de las células de
glioma. Células con disminucion de mTOR mostraban una dréstica reduccion de la proliferacion
(4 veces menor) y capacidad de formacion de esferas (mas de 9 veces menor) en comparacion
con las células U251 control (Figura 12C-D), lo que parece indicar que mTOR se encuentra
implicado en la capacidad de autorrenovacion y mantenimiento de las GSCs. Ademas, la
inhibicién de mMTOR emula fenotipicamente los efectos de la inhibicion de las proteinas SOX2-

SOX9, lo que demostraria la interconexidn que existe entre estos tres factores.

Visto el efecto que la reduccion de mTOR tiene sobre SOX2, se decidié comprobar si a la
inversa, SOX2 ejercia también algun efecto sobre mTOR, para poder determinar la existencia de
algin tipo de retroalimentacion que conecte ambos factores. Analizamos los niveles de mTOR
en células en las que habiamos modificado la expresion SOX2. Comprobamos que en células
U251 con silenciamiento de SOX2 los niveles de mTOR aumentaban un 30%; por el contrario,
en células U87 con sobreexpresion de SOX2 se observaban niveles de ARNm de mTOR 30%

menores (Figura 12E-F, n=3).
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Figura 12. La inhibicion genética de mTOR modula la expresion de SOX2-SOX9 y resulta en un fenotipo
similar al de shSOX2. (A) Expresion relativa de mTOR en células U251 control y sh-mTOR determinada mediante
gRT-PCR (n=2). (B) Western blot representativo de los niveles de SOX2, SOX9, P-S6K y P-Akt en células control y
con silenciamiento de mTOR. (C) Cuantificacion de la proliferacion celular de las células control y con mTOR
silenciado a los tiempos indicados (n=2). (D) Cuantificacion de la capacidad de formacion de esferas de las células
sh-mTOR y células control (n=2). (E) Expresion relativa de mTOR en la linea U251 con silenciamiento de SOX2
mediante qRT-PCR (n=3). (F) Expresidn relativa de los niveles de mTOR en la linea U87 con modulacion positiva de
SOX2 (n=3). Todos los datos de qRT-PCR fueron normalizados respecto a la expresion de GAPDH Yy relativizados
respecto a la condicion control. La significancia estadistica se obtuvo con el test T de Student (P<0,05%*; P<0,01%**;
P<0,001%*%).

El tratamiento con rapamicina produce una sinergia en la citotoxicidad celular en

combinacion con TMZ en lineas con niveles elevados de SOX2, tanto in vitro como in vivo

Observada la reduccion de los niveles de SOX2-SOX9 en respuesta a tratamientos con
rapamicina, se procedid a la realizacion de ensayos de viabilidad celular de TMZ en
combinacion con este farmaco. Se comprob6 que aunque la linea U87 era mas sensible a los

tratamientos individuales de TMZ y rapamicina, especialmente frente a este Ultimo; la
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combinacion de ambos no parece presentar mayor efecto citotoxico. Sin embargo, la linea
U251, mas resistente a TMZ que a rapamicina 1nM y 10nM (alrededor del 8% vs 25% y 30%
respectivamente), aumentaba su sensibilidad a la combinacion de ambos farmacos hasta casi el
60%, unos niveles muy superiores a los alcanzados por los tratamientos individuales (Figura
13A). Estos resultados sugieren mayor eficacia de esta combinacion farmacol6gica en aquellos

pacientes que presentan mayores niveles de SOX2 dentro del tumor.

También se quiso comparar el efecto que ejercia la combinacion farmacoldgica sobre la
expresion de SOX2 y SOX9. Células U251 fueron tratadas con TMZ 100uM, rapamicina 1nM y
una combinacion de ambas a las mismas concentraciones durante 72 horas y se midieron sus
niveles de expresion mediante western blot. Los resultados demostraron que los niveles de
ambos factores son menores en las condiciones en las que la rapamicina esta incluida que en las
células control o con Unicamente TMZ (Figura 13B). Sorprendentemente, en el caso de la linea
U87 tratada de la misma manera, la presencia de rapamicina incrementa los niveles de SOX9,
un efecto favorecido alin mas en el caso de la combinacién de ambos farmacos (Figura 13C), lo
que podria ser la causa de la resistencia de esta linea a la toxicidad de la combinacién. También
es digno de mencién que tras el tratamiento con rapamicina, TMZ o ambas tanto en la linea
U251 como U87 los niveles de expresion de mTOR se ven incrementados, siendo este aumento

mayor en el caso del tratamiento combinado con TMZ (Figura 13C-D).

Para corroborar el efecto sinérgico de la combinacién de rapamicina y TMZ en células
con niveles basales elevados de SOX2 y SOX9, se procedio6 a la realizacion de un ensayo de
formacion de tumores in vivo. Se inyectaron células U251 de forma subcutanea en ratones
atimicos inmunodeficientes; una semana mas tarde se comenzaron a tratar intraperitonealmente
con TMZ (10mg/kg), rapamicina (5mg/kg) y una combinacion de TMZ y rapamicina (10mg/kg-
5mg/kg respectivamente) dos veces por semana. Los ratones del grupo control, los cuales no
recibieron tratamiento alguno, comenzaron a presentar tumores 30-40 dias después de la
inyeccion de las células y a los dos meses post-inyeccién el 100% de los ratones habia

desarrollado tumores. Sin embargo, los ratones sometidos al tratamiento de rapamicina 0 TMZ
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mostraron una generacion de tumores retrasada y reducida, siendo Unicamente el 50% de los
ratones los que presentaban tumores a los 2 meses. Estos nimeros eran incluso menores en los
ratones sometidos al tratamiento combinado, en el que Unicamente el 25% generaron tumores a

los dos meses desde el inicio del ensayo (Figura 13E).
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Figura 13. La combinacion de TMZ y rapamicina incrementa la toxicidad del tratamiento en la linea U251 y
reduce la formacion tumoral. (A) Porcentaje de toxicidad frente a tratamientos de 72 horas con TMZ (100uM),
rapamicina (1nM y 10nM) y combinacién de ambos en las lineas U251 y U87 (n=3). (B) Niveles de proteina
mediante western blot de SOX2 y SOX9 en las lineas U87 y U251 tras tratamientos de 72 horas con dosis de
rapamicina 1nM, TMZ 100uM y combinacion de ambas. (C) Curva de Kaplan-Meier mostrando la generacion de
tumores a partir de la linea U251 inyectada de forma subcutanea tras 12 semanas de tratamiento con TMZ (10mg/Kg;
n=8), rapamicina (5mg/Kg; n=8) y la combinacién de ambos (10mg/Kg u 5mg/Kg respectivamente; n=12). Como
control se utilizaron ratones no tratados (n=8). El test LogRank es 0,0323 para TMZ, 0,040 para rapamicina y 0,0003
para la combinacion de farmacos, comparado con los no tratados. La significancia estadistica se obtuvo con el test T
de Student (P<0,05*; P<0,01**; P<0,001%**%*).

Todos estos datos analizados en conjunto demuestran que un tratamiento conjugado de
rapamicina con TMZ incrementa el efecto citotoxico de esta Ultima contra las células de glioma,

especialmente en células que presentan mayores niveles de SOX2 y SOXO9.
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Estudios previos han relacionado elevados niveles del factor de transcripcion SOX2
(Annovazzi et al., 2011) y SOX9 (Wang et al., 2012) con el glioblastoma, pero siempre de forma
independiente. Por primera vez se ha analizado la relacion existente entre ellos dentro de este
tipo de céncer. Nuestros estudios realizados en una cohorte de 27 pacientes del Hospital
Donostia (OSI Donostialdea) de San Sebastian, demuestran que estos dos factores se encuentran
directamente correlacionados en el glioblastoma, siendo predominantes los casos en los que
ambos factores se encuentran sobreexpresados. Analizando las lineas celulares de glioma se ha
observado el mismo efecto, siendo aquellas lineas celulares con mayores niveles de SOX2 los
que niveles mas altos de SOX9 presentaban y viceversa, unos datos que refuerzan la
correlacién SOX2-SOX9. Como afadido, se ha estudiado la expresion de los factores SOX2 y
SOXO9 en la diferenciacion de GSC, presumiblemente responsables del mantenimiento tumoral,
y se comprob6 que, en presencia de condiciones de diferenciacion, la presencia de estos factores
disminuye notablemente. Cuando las células diferenciadas son sometidas a condiciones
selectivas para célula madre o medio stem expresan mayores niveles de SOX2 y SOX9. Estos
datos demuestran que estos dos factores de transcripcion correlacionan en el mantenimiento de

las GSC.

Adicionalmente, in vitro se ha demostrado que el silenciamiento de SOX2 trae consigo
una reduccion en la proliferacion y en la capacidad tumorogénica de las células (Gangemi et
al., 2009). Nuestros estudios, ademas de confirmar esos efectos, han demostrado que la
regulacion negativa de SOX2 induce senescencia celular en células diferenciadas. Los estudios
de Gangemi y colaboradores, sin embargo, no han observado este efecto cuando realizaban el
silenciamiento de SOX2 en GSC derivadas de muestras humanas. Este efecto diferencial podria
deberse a que SOX2 ejerce diferentes acciones dentro de heterogeneidad celular: por un lado, la
ausencia de SOX2 en las GSC produciria diferenciacion celular; por otro lado, en células ya
diferenciadas, la inactivacion de SOX2 favoreceria la detencion del ciclo celular por induccién
de senescencia y/o apoptosis. Como refuerzo a la induccién de senescencia, también se ha

observado un incremento de los niveles de IL1a, una citoquina asociada al fenotipo senescente
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(Orjalo et al., 2009). Ademas, el aumento en fase G,/G, y la disminucion de células en fase S
del ciclo celular parece reforzar el hecho de la entrada en senescencia de las células con niveles
reducidos de SOX2. En cuanto a la sobreexpresion de SOX2 hemos comprobado que produce
un aumento en la proliferacion y una mayor capacidad de formacion de esferas. Estos
resultados, en conjunto con los de otras investigaciones que han demostrado que la
sobreexpersion de SOX2 es responsable de un aumento de la capacidad de invasion y migracion
(Alonso et al., 2011), indicarian que altos niveles de SOX2 podrian ser cruciales para el

mantenimiento del fenotipo tumoral.

En muestras de pacientes de glioblastoma se ha corroborado la relacion gque existe entre
SOX2-SOX9, una relacion que se ha demostrado directa debido a los ensayos de silenciamiento
e induccién de la expresion de SOX2: en aquellos casos en los que SOX2 era silenciado, los
niveles de SOX9 disminuian, al igual que el potencial tumorogénico de las células; por otro
lado, expresién ectdpica de SOX2 deriva en una sobreexpresion de SOX9, ademas de mostrar
un mayor fenotipo tumoral. También se ha comprobado cémo el rescate de la expresion de
SOX9 en células previamente SOX2 silenciadas recupera parcialmente el fenotipo normal de las
células. No obstante, esta reactivacién no consigue recuperar los mismos valores que los
observados en la condicién control. Este hecho, tomado en conjunto con los datos de la
modulacion de SOX9 en respuesta a la sobreexpresién e inhibibicion de SOX2, podria ser
indicativo de que la funcién oncogénica de SOX2 esta, parcialmente al menos, mediada por
SOX9, y que ademas existiria un ciclo de retroalimentacion entre ambos factores. Este ciclo de
retroalimentacion podria estar mediado por miRNA145, pues se ha visto por un lado, que la
inactivacion de SOX2 induce la expresion de miRNA145 (Fang et al., 2011; Xu et al., 2009),
mientras que este miRNA inhibe SOX9, actuando de esa forma como supresor tumoral (Rani et
al., 2013). Ademas, se ha descrito como en los tumores gliales mMiRNA145 se expresa en menor
medida (Lee et al.,, 2013). Dados los datos que describen como SOX2 se encuentra
sobreexpresado en muestras de glioma, este hecho vendria a reforzar la idea de que miRNA145

y SOX2/SOX9 se encuentran inversamente relacionados y que tienen un efecto en la
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progresion/agresividad tumoral. Nuestros resultados también resaltan que SOX2-SOX9 actuan
secuencialmente en la regulacién de las GSC, un dato respladado por la literatura (Bergsland et
al., 2011), emulando el mismo papel que juegan en las células madre neurales durante el
desarrollo del SNC o en el mantenimiento de la homeostasis de dicho sistema (Brazel et al.,
2005; Pritchett et al., 2011), e indican que SOX2 es un factor regulador indispensable de las
GSC que, junto a SOX9, podria ser un importante eje molecular de la progresion y

mantenimiento tumoral.

El conjunto de datos y evidencias obtenidos lleva a la conclusion de que un
silenciamiento de los factores SOX2 y/o SOX9 conduce a una reduccién de la proliferacion y
del potencial tumorogénico de las células de glioma, lo que podria ser la base para establecer
posibles nuevas dianas terapéuticas que mejoren los tratamientos de este tipo de tumores.
También induce a pensar que SOX2 y SOX9, actuando en el mismo eje, favorecen y ayudan a
la progresion tumoral incrementando la proliferacién y la capacidad de autorrenovacion de las

celulas de glioma.

El actual tratamiento quimioterapico contra el glioblastoma es la TMZ, un tratamiento
que ha aumentado la supervivencia media de los pacientes desde 12 a 15 meses (Stupp et al.,
2005). La eficacia del farmaco correlaciona con la presencia de MGMT, un enzima encargado
de reparar el dafio inducido por esta droga. Mayores niveles de MGMT inducen resistencia al
tratamiento, mientras que un silenciamiento de ella, generalmente por metilacion de su
promotor, es indicativo de una mayor efectividad y citotoxicidad de la droga. Los resultados
obtenidos durante esta tesis han demostrado que la linea U251 y U373 son mas resistentes a la
TMZ que las lineas U87 y A172. Curiosamente, las lineas més resistentes son aquellas mayores
niveles basales de SOX2 presentan, al igual que su incremento resulta en una mayor
quimiorresistencia y que su silenciamiento produce que la viabilidad celular frente a esta droga
disminuya. Vistos estos datos y teniendo en cuenta que las células utilizadas en el laboratorio
presentan una muy baja o nula expresién de MGMT, presumiblemente por metilacion del

promotor de este gen (Costello et al., 1994; He et al., 2014; Lan et al., 2015; Nifterik et al.,
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2010; Perazzoli et al., 2015;), SOX2 podria ser propuesto como uno de los puntos clave en la
resistencia de las células del glioblastoma a la TMZ y podria ser tomado como posible diana
terapéutica con el fin de que disminuyendo sus niveles se incremente la efectividad del actual

tratamiento que los pacientes reciben en este tipo de tumores.

Con la finalidad de encontrar farmacos ya aprobados u otras moléculas susceptibles de
disminuir la expresion de SOX2, de forma directa o indirecta, encontramos que inhibidores de
la cascada de sefalizacion SHH, como la ciclopamina, e inhibidores de la cascada de
PISBK/mTOR, como la rapamicina, reducen los niveles de SOX2 y de SOX9 de forma
significativa, quedando estos reducidos entre el 40-80%. Este resultado indica que la reduccion
de los niveles de SOX2 es factible mediante efectores farmacol6gicos. Estas dos vias,
curiosamente, se encuentran mutadas y sobre-activadas en el glioblastoma (Verhaak et al.,
2010), y vemos que su inhibicién farmacolodgica repercute directamente sobre los niveles de
SOX2 y SOX9. Estos datos parecen sugerir que esas dos vias estan implicadas en la alta
expresion de ambos factores, afectando de esta manera al efecto que tienen éstas sobre la
quimiorresistencia. Adicionalmente hemos comprobado que SOX2 también tiene efectos sobre

la expresion de mTOR, mediador de la via PI3K/Akt, que comentaremos mas adelante.

A pesar de que la ciclopamina es efectiva a la hora de reducir los niveles de SOX2, y
generar con ello un fenotipo mas diferenciado (Gopinath et al., 2013), no vemos que esta
disminucion tenga, sin embargo, efecto sobre la resistencia a TMZ. Otros trabajos si que han
demostrado que la combinacion de ciclopamina con TMZ tiene efectos aditivos o0 presenta un
aumento de apoptosis, comprobado mediante cuantificacion de células caspasa-3, un marcador
apoptético, y P-H3 positivas (Clement et al., 2007) en células procedentes de pacientes de
glioblastoma y en la linea celular U87. Los tratamientos de los farmacos en el trabajo de
Clement y colaboradores fueron mantenidos durante 7 dias, lo que contrasta con la duracién de
los tratamientos de TMZ y ciclopamina en esta tesis (72 horas), ademas de que la dosis de TMZ

usada en ese estudio es inferior a la utilizada en nuestro trabajo, por lo que el efecto sinérgico
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gue podria existir entre ambos farmacos, en nuestro caso, se veria enmascarado debido a la

toxicidad que la propia TMZ presenta dentro del cultivo celular a tales dosis.

El efecto de la inhibicién de mTOR por accién farmacoldgica o genética sobre los niveles
de SOX2 ya se habia descrito en otros tipos de cancer: en el carcinoma hepatocelular han
observado que al inhibir mTOR también se inhibe la expresion de SOX2 (Wen et al., 2013); en
carcinoma de pulmén, tratamientos con rapamicina inhiben la expresion de SOX2 en esferas
formadas a partir de la linea humana de carcinoma pulmonar A549, ademas de que la expresion
ectopica de SOX2 en esa misma linea reduce la sensibilidad a rapamicina (Xie et al., 2015).
Nuestros datos confirman que este mismo efecto ocurre también en el caso del glioblastoma, y

confirma a mTOR como diana atractiva para la terapia.

Es interesante remarcar que la rapamicina parece disminuir los niveles enddgenos de
SOX9 en mayor medida que los de SOX2, lo que podria ser indicativo de que mTOR ejerce su
accion a través de SOX9 (Diagrama 4). La expresion de S6K1, diana de mTOR, se ha asociado
con la expresion de SOX9 (Ismail, HM., 2012), y otros estudios en la bibliografia demuestran el
efecto de mTOR sobre SOX9: la inhibicion de mTOR mediante rapamicina resulta en una
condro-osteogénesis reducida en el condroblastoma por diminucion de SOX9 (Yang et al.,
2013), ademas de que por reduccion de mTOR, gracias al tratamiento con rapamicina, se da una
menor poliposis y progresion hacia la displasia reducida (Hardiman et al., 2014). Pero también
podemos observar un efecto sobre los niveles de mTOR cuando modulamos SOX2: en células
con silenciamiento de SOX2 se da un aumento de 1,5 veces de los niveles de mTOR,; en el caso
de la sobreexpresion ectdpica del factor, los niveles de mTOR disminuyen. Esto podria deberse
a que SOX2 es un regulador negativo de la transcripcion de mTOR y a la relacion que se ha
propuesto anteriormente entre SOX9 y mTOR (Diagrama 4): cuando SOX2 se expresa mTOR
resultaria inhibido; mTOR a su vez, al ser efector positivo de SOX9, cuando se viese inhibido se
reducirian los niveles de SOX9 que, gracias a la relacion que existe entre los dos factores,
también disminuen los niveles de SOX2. En la bibliografia se encuentran evidencias de la

relacion de la relacion entre SOX2 y mTOR. En el adenocarcinoma colorrectal se ha
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comprobado que SOX2 inhibe la ruta de mTOR (Liu et al., 2013); y en el carcinoma
nasofaringeo también se ha observado este mismo efecto (Yang et al., 2015). Ademas, se ha
comprobado que durante la reprogramacion celular para la formacidn de iPSCs, la expresion
ectopica de SOX2 suprime radicalmente la expresion de mTOR, y promueve la autofagia (Wang
et al., 2013). Estos datos en conjunto con los resultados obtenidos indican que podria existir

algun tipo de interaccion de este tipo entre ambos factores.

Nuestros resultados indican que la regulacion de SOX2 y/o

%;

SOX9 afecta a la sensibilidad de las células de glioma frente a

estos dos tratamientos: la reduccién de SOX2 hace que las células

sean mas sensibles a los tratamientos, tanto a los que tienen como mTOR

diana la ruta SHH como los que afectan a la ruta de PI3K. pjagrama 4. Representacién de la
posible interrelacion entre SOX2,
Estudios recientes han silenciado SOX2 mediante vacunacién de SOX9y mTOR
péptidos (Favaro et al., 2014), y mediante inmunizacion frente a células tumorales con
expresion elevada de SOX2 (Polakova et al., 2014). En ambos casos se ha visto reducido el
crecimiento tumoral y/o se ha retrasado su aparicion, lo que demuestra que SOX2 es una diana
factible y accesible desde diferentes abordajes terapéuticos. Del mismo modo, también existen
abundantes evidencias de que un mayor nivel de expresion de SOX2 proporciona resistencia a
determinados farmacos. En el caso del GBM se ha comprobado que menores niveles de
expresion de SOX2 hacen que las células sean mas sensibles a tratamientos de inhibicion de
PDGFR e IGF1R (Hé&gerstrand et al., 2011); en meduloblastoma se han asociado elevados
niveles de SOX2 con resistencia a inhibidores de la ruta Shh como dactinomicina, mithramicina
y ciclopamina (Vanner et al., 2014), y en relacién a otros tipos de cancer, la alta expresion de
SOX2 se asocia con quimiorresistencia al cisplatino en el carcinoma escamoso de cabeza y

cuello, HNSCC (Lee et al., 2014), al tamoxifeno en el caso del cancer de mama (Piva et al.,

2013), o al paclitaxel en el caso de céncer de ovario (Li et al., 2015).

Hanahan y Weinberg ya anticiparon en su trabajo del 2011 (Hanahan, D & Weinberg, R,

2011) que la combinacion de diferentes farmacos para inhibir simultineamente distintas rutas
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alteradas en las células cancerigenas podria derivar en terapias mas efectivas y duraderas contra
el céncer, y de hecho, la combinacion de diferentes fa&rmacos es una estrategia que se ha
demostrado eficaz en ciertos casos in vitro (Friedman et al., 2000; Happold et al., 2014). Por
ello puede ser importante realizar esfuerzos en encontrar combinaciones que puedan resultar en
una mayor eficacia del tratamiento y mejor supervivencia de los pacientes. En este ensayo se ha
demostrado que en lineas con niveles elevados de los factores SOX2-SOX9 la combinacién de
TMZ con rapamicina produce niveles de toxicidad significativamente mayores que los
producidos por Gnicamente un solo farmaco de forma individual. Estos resultados, ademas, se
han obtenido tanto in vitro como in vivo, donde la aparicion de tumores en ratones tratados con
ambos tratamientos ha sido més tardia y menos prolifica que en las condiciones control y de
tratamientos individuales. La adicion de rapamicina al tratamiento convencional con TMZ para
pacientes con elevados niveles enddgenos de SOX2 y SOX9 parece ser una forma de
incrementar la eficacia de la quimioterapia y mejorar las expectativas clinicas de las terapias
actuales. Tras los tratamientos con los farmacos rapamicina, TMZ o ambos los niveles de
expresion de ARNm de mTOR en las lineas U251 y U87 aumentan, siendo éste mayor en el
caso de la aplicacion combinada de agentes quimioterapicos. Este aumento se puede deber a que
dada la inhibicion de los complejos mTOR por parte de rapamicina y/o TMZ, se generaran
mayores niveles de ARNm de mTOR con el fin de intentar sobreponerse a ese efecto

farmacoldgico.

Tras los resultados obtenidos podemos concluir que la expresion de SOX2-SOX9 puede
ser inhibida farmacol6gicamente mediante la inhibicién de mTOR con rapamicina, pudiendo ser
factible un tratamiento previo de este farmaco con el fin de reducir SOX2 y SOX9 y sensibilizar
de esa forma las GSC tumorales frente al tratamiento con TMZ. Los intentos de llevar a la
clinica el tratamiento con rapamicina y sus analogos han sido variados y no siempre efectivos.
Los primeros ensayos clinicos que se realizaron con inhibidores de mTOR (temsirolimus) en
glioblastoma mostraban que la tolerancia al farmaco era buena pero que este compuesto no

mostraba eficacia suficiente como para continuar los ensayos con él como Unico agente
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farmacoldgico (Chang et al., 2005). La combinacion de rapalogos como everolimus con
farmacos como gefitinib (inhibidor de EGFR) tampoco mostraron beneficios a nivel global,
pero si dejaban entrever eficacia en un subgrupo de pacientes con niveles de mTOR elevados
dentro del tumor (Kreisl et al., 2008). Posteriores ensayos en fase | han demostrados que la
combinacion de everolimus con TMZ y radiacion, a pesar de incrementar el riesgo de infeccion,
es bien tolerada y de una toxicidad aceptable para pacientes de glioblastoma, ademéas de mostrar
actividad metabdlica, por lo que recomiendan pasar a ensayos de fase Il (Sarkaria et al., 2011).
En GBM recurrente, ensayos en fase | de sirolimus en combinacion con vandetanib (inhibidor
de EGFR y VGFR2) muestran que se incrementa la supervivencia libre de progresion tumoral,
ademas de no presentar elevada toxicidad, por lo que lo consideran aceptable para fase Il
(Chheda et al., 2015). Actualmente se estan llevando a cabo ensayos en fase Il de un inhibidor
dual de mTORC1 y mTORC2, el CC-223, pues los ensayos de fase | han demostrado su

seguridad y evidencias de actividad clinica (Bendell et al., 2015).

En ensayos clinicos con otros tumores también se ha visto que analogos de la rapamicina
presentan beneficios. En el caso del sarcoma, tratamientos con ridaforolimus han demostrado
gue es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica, ademas de no generar toxicidad en exceso y
ser bien tolerado, y es capaz de aumentar la supervivencia media, por lo que parece un buen
candidato para continuar con los ensayos de fase Il con pacientes que presumiblemente
respondan bien al tratamiento (aquellos con elevados niveles de pS6K intratumorales) (Reardon
et al., 2012). En astrocitomas subependimales de células gigantes se ha visto que el everolimus
(ensayos en fase I11) produce una reduccién del volumen tumoral ademéas de un aumento en el
tiempo de progresion del tumor y de reducir la comorbilidad con lesiones de piel y aparicion de
tumores renales (Franz et al., 2013). En cancer de mama metastatico, un reciente ensayo de fase
I11 de la combinacién de everolimus y exemestano (inhibidor de aromatasas) ha demostrado una
diferencia significativa en la supervivencia libre de progresion a las 6 semanas (Reardon et al.,

2012).
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A pesar de que los resultados de los ensayos clinicos hasta la fecha no hayan sido
totalmente eficaces en GBM, muestran evidencias de que el uso de rapélogos, tanto solos como
con otros agente quimioterapicos, puede ser una buena terapia, como estan demostrando para
otros tipos de cancer. Los datos aqui presentados, junto con otros datos presentes en la
bibliografia (Burckel et al., 2015; Yu et al., 2015; Prasad et al., 2011; Sarkaria et al., 2011)
muestran la eficacia de la inhibicion de mTOR junto con el tratamiento con TMZ en la
supresion tumoral del GBM, mas concretamente en el caso en el que SOX2 y SOX9 presentan
niveles elevados. Por ello seria conveniente focalizar este tipo de terapia en aquellos pacientes
cuyas biopsias presentan altos niveles de expresion de SOX2 y SOX9, consiguiendo que estos
resultadospuedan derivar en un tratamiento eficaz para al menos un subgrupo de pacientes,
aumentando su esperanza y calidad de vida, y avanzando de esta forma en la gran batalla que es

la lucha contra el cancer.
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10.

El factor de transcripcion SOX2 se encuentra sobreexpresado en muestras de pacientes

de GBM vy su expresidn se correlaciona con la expresion de SOXO.

SOX2 es un factor clave en el mantenimiento de las caracteristicas de células madre de

las GSCs, donde correlaciona también con SOX0.

La inhibicién de SOX2 trae consigo una reduccién de los niveles de SOX9, menor
proliferacion y arresto del ciclo celular en G1/G,, ademas de disminuir la capacidad de

autorrenovacion y producir un aumento de senescencia.

La re-expresion de SOX9 en células con SOX2 previamente silenciado recupera
parcialmente el fenotipo tumoral, indicando que la funcién oncogénica de SOX2 esta

regulada, parcialmente al menos, por SOX9.

La sobreexpresién ectopica de SOX2 produce un incremento en la expresion de SOX9,

aumenta los niveles de proliferacién celular y la capacidad de formacion de esferas.

SOX2 media en la quimiorresistencia frente a TMZ en GBM.

La adicion de ciclopamina al tratamiento con TMZ, a pesar de reducir los niveles de
SOX2 de forma tiempo y dosis-dependiente, no afecta a la sensibilidad de las células

frente a la TMZ.

El silenciamiento farmacolégico y genético de mTOR produce una reduccion en los
niveles de expresion de SOX2 y SOX9 de forma tiempo y dosis-dependiente y

reproduce el fenotipo resultante al del silenciamiento de SOX2.

La adicion de rapamicina al tratamiento con TMZ in vitro aumenta la citotoxicidad de

éste en células donde SOX2 tiene niveles basales de expresion elevados.

Tratamientos combinados de TMZ y rapamicina in vivo en células con niveles
enddgenos altos de SOX2 y SOX9 resultan en una menor y mas tardia aparicion de

tumores.
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ABSTRACT

Background: SOX2 and SOX9 are commonly overexpressed in glioblastoma, and regulate the activity of
glioma stem cells (GSCs). Their specific and overlapping roles in GSCs and glioma treatment remain
unclear.

Methods: SOX2 and SOX9 levels were examined in human biopsies. Gain and loss of function deter-
mined the impact of altering SOX2 and SOX9 on cell proliferation, senescence, stem cell activity,
tumorigenesis and chemoresistance.

Results: SOX2 and SOX9 expression correlates positively in glioma cells and glioblastoma biopsies. High
levels of SOX2 bypass cellular senescence and promote resistance to temozolomide. Mechanistic
investigations revealed that SOX2 acts upstream of SOX9. mTOR genetic and pharmacologic (rapamy-
cin) inhibition decreased SOX2 and SOX9 expression, and reversed chemoresistance.

Conclusions: Our findings reveal SOX2-SOX9 as an oncogenic axis that regulates stem cell properties and
chemoresistance. We identify that rapamycin abrogate SOX protein expression and provide evidence that a
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combination of rapamycin and temozolomide inhibits tumor growth in cells with high SOX2/SOX9.

1. Introduction

Glioblastoma multiforme is the most common and malignant
adult primary brain tumor with an incidence ranging from 2 to
10 cases per 100,000 people per year. The incorporation of
temozolomide (TMZ) to clinical practice resulted in improved
quality of life, delayed tumor progression, and extended patient
survival.[1] Current standard treatment includes multimodal
therapy of surgery followed by concomitant radiotherapy and
TMZ. However, most patients develop refractory disease and
tumor recurrence because of the intrinsic or acquired chemore-
sistance of glioma cells. There are several characteristics of
glioblastoma that are responsible for difficulties of current
therapies, including genetic, molecular and morphological het-
erogeneity,[2,3] the presence of a subpopulation of cancer cells
[called glioma stem cells (GSCs)] that drives tumor formation
and maintenance [4], and the resistance of GSCs to therapeutic
treatments.[5,6] Therefore, it is critical to elucidate the molecu-
lar mechanisms underlying the chemoresistance of glioma cells
to discover more efficient therapeutic treatments.

GSCs share phenotypic and functional characteristics with
neural stem cells (NSCs), such as self-renewal and multipotency.
Accumulating evidence indicates that dysregulation of genes and
pathways controlling normal NSCs plays a role in the regulation of
GSCs. SOX [sex-determining region Y (SRY)-box] are a family of

transcription factors characterized by a conserved high-mobility
group DNA-binding domain. They control several developmental
processes and are involved in the maintenance of stem cell activ-
ity in a wide range of tissues during embryogenesis and adult
stages.[7] Their functions are particularly relevant in the central
nervous system (CNS). Moreover, mutation and dysfunction of
SOX factors are implicated in a broad variety of cancers, including
glioblastoma.[8]

SOX2 is necessary at early stages of neurodevelopment, it is
highly expressed in the areas where NSCs are present during
embryogenesis and in the adult stages, and its genetic inactiva-
tion leads to NSC differentiation.[9,10] It is also one of the factors
necessary for pluripotent and NSC reprogramming.[11-13] In
regards to glioblastoma, SOX2 is highly expressed in clinical
samples [2, 14-16], and these high levels identify a subset of
patients with poor clinical outcome.[17] SOX2 activity is required
to sustain stem cell identity with its knockdown, significantly
impairing GSCs self-renewal and ability to form tumors in vivo.
[18,19] SOX2 is also one of the master transcription factors
responsible for the reprograming of differentiated glioblastoma
cells into induced GSCs,[20] together establishing a major func-
tional relevance of SOX2 in the maintenance of GSCs and glio-
blastoma progression. However, its function in response to
therapy remains poorly understood.

CONTACT Ander Matheu @ ander.matheu@biodonostia.org @ Biodonostia Institute, Paseo Dr. Beguiristain s/n, E-20014 San Sebastian, Spain

*These authors contributed equally to this work.
Supplemental data for this article can be accessed here.

© 2016 Taylor & Francis


http://dx.doi.org/10.1517/14728222.2016.1151002
http://www.tandfonline.com

Downloaded by [Laura Garrés-Regulez] at 01:26 29 February 2016

304 (&) L. GARROS-REGULEZ ET AL.

Article highlights

o SOX2 has the potential to become a useful biomarker in the clinic
for patient outcome and tumor recurrence.

o The expression of SOX2 might be used for patient stratification and
for new therapeutic opportunities targeting it directly or through
signals upstream or downstream.

o We postulate the combination of rapamycin with temozolomide in
glioblastoma as a therapy strategy, particularly in the subset of
patients whose biopsies express elevated SOX2 and SOX9.

This box summarizes key points contained in the article.

SOX9 belongs to the related SOXE subgroup, whose
expression is also associated with NSCs.[21] It is essential for
directing cells to late NSC stages when gliogenesis is promi-
nent.[22] The activity of SOX9 has also been associated to
brain primary tumors. Thus, SOX9 levels are more elevated in
glioma than in healthy brain tissue and increasing expression
correlates with higher WHO grade gliomas.[23] In glioblas-
toma, strong SOX9 staining is associated with lower
Karnofsky score, lower disease-free and overall patient survival
rates.[24,25] Functionally, ectopic expression of SOX9 coop-
erates to transform NSCs and form tumors.[26]

Different studies have shown an association between SOX2
and SOX9 expression within the developing CNS neurogenic
areas in the retina, spinal cord, and dorsal telencephalon.
[21,27] Similar effects have been shown in adult stem cells in
the subventricular zone and cerebellum.[21,28,29] However, it
is unknown whether these two SOX factors cooperate in GSC's
self-renewal and/or in glioblastoma chemoresistance.

2. Patients and methods
2.1. Patients and tumor samples

The Basque Biobank for Research O+EHUN provided the human
glioblastoma samples. The study included biopsies from 27
patients seen at Donostia University Hospital (San Sebastian,
Spain) and diagnosed as primary glioblastoma grade IV accord-
ing to the WHO criteria. The control group consisted of three
healthy donors from the Basque Research Biobank for Research
O+EHUN and mRNA was obtained from a mix of six adult brains
(Ambion). All study participants signed the informed consent
form approved by the Institutional Ethical Committee.

2.2. Cell lines and cultures

Glioma cell lines U251MG (U251), U87MG (U87), A172, and
U373 were purchased from the ATCC (American Type Culture
Collection). The cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Waltham, MA, USA), supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco), 100 U/ml
penicillin, and 100 pg/ml streptomycin for traditional mono-
layer cultures or DMEM/F-12 supplemented with N2, B27 sup-
plements (Fisher), and growth factors [20 ng/ml basic
fibroblast growth factor (bFGF) and 20 ng/ml epidermal
growth factor (EGF)] (Sigma, St. Louis, MO, USA) for spheres
cultures. Cells were maintained at standard conditions of 37°C,
5% CO, in humidified atmosphere. Glioblastoma primary

tumors were dissociated and cells grown in sphere medium
for 10 days. Then, spheres were mechanically and enzymati-
cally disaggregated with accutase (Gibco), seeded for second-
ary spheres, and injected in mice at early passage. Moreover,
they were maintained in culture for at least nine passages.
Differentiation assays were performed by removing bFGF and
EGF and by adding 1% FBS to the DMEM-F12 complete
medium.

For spheres assays, U87 and U251 were grown in GSCs
medium for 10 days. Then, these spheres were disaggregated
with accutase and seeded for secondary and maintained in
culture for another 10 days (2™ GSCs). For quantification stu-
dies, 500 cells/well were seeded in nontreated 12-well flat-
bottom plates and fresh media was added every three days to
the plate. After 10 days, spheres were counted. For 2% GSC
assay, the same procedure was repeated.

Lentiviral infections were performed as previously described.
[30] For SOX2 or mTOR knockdown, cells were infected with
pLKO.1 shSOX2 (a gift from Matthew Meyerson, Addgene plasmid
26353), shmTOR1 (a gift from David Sabatini, Addgene plasmid
1855), or empty vector. Infected cells were selected in the pre-
sence of 2 ug/ml puromycin and then maintained with 0.2 pg/ml
puromycin (Sigma). For SOX9 knockdown, cells were transfected
with a SOX9 shRNA (Origene, sh1 or sh75) using Lipofectamine
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and selected in the presence of
puromycin for 3 weeks. A nonspecific ShRNA (pRS) was used as a
control. For stable overexpression of SOX2, lentiviral transduc-
tions were performed with a pLM-mCitrine-SOX2 construct (a gift
from Ander Izeta, Biodonostia Institute) with pWPXL-GFP as con-
trol. Cells were infected at a muiltiplicity of infection of 10 for 6 h.
SOX9 overexpression was achieved by transfection using Fugene
with pCAGGS-S0X9. TMZ and rapamycin (Sigma) were dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO) and cyclopamine in ethanol.

2.3. Flow cytometry

For cell cycle assay, cells were fixed with ethanol and incu-
bated with RNaseA and propidium iodide. Data were acquired
in a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) and processed using FACSDiva software.

2.4. Senescence-associated B-galactosidase staining

Senescence-associated -galactosidase staining was performed
using a commercial staining kit (Cell Signaling, Danvers, MA,
USA), according to the manufacturer’s guidelines.

2.5. RNA analysis

Total RNA was extracted with Trizol (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Reverse transcription was performed using
random priming and Superscript Reverse Transcriptase (Life
Technologies), according to the manufacturer's guidelines.
Quantitative real-time PCR was performed using Absolute
SYBR Green mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) in an
ABI PRISM 7300 thermocycler (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Variations in input RNA were corrected by subtracting
the number of PCR cycles obtained for GADPH.
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2.6. Western blot analysis

Immunoblots were performed following standard procedures.
For SOX2 detection, AB5603 antibody (Millipore, Billerica, MA,
USA) was used, for SOX9 AB5535 antibody (Millipore), and for
B-actin AC-15 (Sigma). HRP-linked (Horseradish Peroxidase) anti-
rabbit or anti-mouse (SantaCruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)
secondary antibodies, both at a 1:2000 dilution, were used.
Detection was performed by chemiluminescence using NOVEX
ECL Chemi Substrate (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

2.7. Immunofluorescence

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min and
washed with phosphate-buffered saline (PBS) supplemented
with 0.3% Triton X-100 and 1% FBS for 5 min at 4°C.
Subsequent to blocking for 1 h with PBS and 1% FCS, cells
were incubated with p-Histone3 (P-H3) (Abcam, Cambridge,
UK) or SOX9 (Millipore) antibodies for 2 h. Nuclear DNA was
stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (Sigma).

2.8. Immunohistochemistry

Tumors generated in mice were dissected, fixed in 10% for-
malin for 48 h and embedded in paraffin. Four-micrometer-
thick sections were stained with hematoxylin and eosin using
the Varistain Gemini ES machine (ThermoFisher). For immuno-
histochemistry, sections were rehydrated and heated in citrate
buffer for 10 min for antigen retrieval. Endogenous peroxidase
was blocked with 5% hydrogen peroxide in methanol
for 15 min. Anti-SOX2 (Abcam), SOX9 (Millipore), and Ki67
(Abcam) primary antibodies were used.

2.9. Cell viability MTT assay

Cells were seeded in 96-well plates at a density of 2.5 x 10° cells per
well and treated 24 h later with the indicated concentrations of
TMZ, rapamycin, and cyclopamine (Sigma) for 72 h in sextuplicates.
Then, cells were incubated with MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) 0.25 mg/ml (Sigma) for 3 h.
Formazan produced by viable cells was dissolved in 150 pl of
DMSO and absorbance determined at 570 nm in a microplate
reader (Multiskan Ascent Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, USA).

2.10. In vivo carcinogenesis assays

For subcutaneous injection, glioma cells were harvested with
trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and resus-
pended in PBS. 1 x 10° cells were injected subcutaneously
into both flanks of Foxn1"“/Foxn1™ nude mice (8 weeks old).
Mice were observed on a daily basis and external calipers were
used to measure tumor size at the indicated time points from
which tumor volume was estimated. For therapy experiment,
U251 were cultured for 48 h with TMZ 0.1 mM, rapamycin 1 nM,
the combination of both drugs and vehicle (control), previous
bilateral implantation in nude mice. One week later, mice were
injected intraperitoneally with TMZ (10 mg/kg), rapamycin
(5 mag/kg), and combination (10 and 5 mg/kg, respectively)
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twice per week for 12 weeks. Tumors were considered positive
when palpable and the diameter was bigger than 3 mm.

For xenotransplantation, GSCs were injected stereotacti-
cally into the frontal cortex of 6-8-week-old non-obese dia-
betic severe combined immunodeficiency (NOD-SCID)
immunodeficient mice. Briefly, GSCs were disaggregated with
accutase and resuspended in PBS. 1 x 10° cells were injected
into the putamen using a stereotaxic apparatus.

2.11. Data evaluation

Data are presented as mean values +SEM with the number of
experiments (n) in parenthesis. Unless otherwise indicated,
statistical significance (p-values) was calculated using the
Student’s t-test. *, **, and *** indicate statistical significance
at p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.001, respectively.

3. Results

3.1. SOX2 and SOX9 overexpression correlates in
glioblastoma samples and GSCs

We analyzed the expression of SOX2 and SOX9 in a cohort of
human glioblastoma samples and compared them with healthy
brain tissue. The expression of SOX2 and SOX9 was significantly
upregulated in glioblastoma. Indeed, 70% of the tumor biopsies
showed overexpression (fold change higher than 1.5) of SOX2 (19
biopsies of 27), while 65% of them presented SOX9 upregulation
(18 of 27). Moreover, SOX2 was increased by an average of more
than threefold, while SOX9 was upregulated by sixfold in tumors
compared to brain tissue (Figure 1A and B, and Supplementary
Figure S1). Interestingly, the correlation analysis showed a signifi-
cant association between SOX2 and SOX9 expression (Figure 1B).
In fact, 85% of the biopsies with SOX2 overexpression also pre-
sented increased levels of SOX9 (16 out of 19), whilst 75% of cases
with moderate or low SOX2 (6 out of 8) presented low SOX9 as well
(Figure 1B). Similar results were observed in the publically acces-
sible data from The Cancer Genome Atlas (Supplementary Figure
S1). Together, these results demonstrate that high levels of SOX2
and SOX9 are associated in glioma biopsies.

Next, we determined the association between SOX2 and
SOX9 in freshly derived GSCs cultures from human patients.
For this, cells dissociated from glioblastoma biopsies were
plated in serum-free medium in the presence of EGF and
bFGF growth factors. Two independent cultures (GB1 and
GB2) gave rise to long-term expanding cultures. These cultures
were able to grow as tumorspheres, displayed multipotency,
and generated tumors when injected orthotopically in the
brain of immunodeficient mice (Figure 1C and Supplementary
Figure S2). Importantly, both SOX2 and SOX9, in addition to
CD133 and OCT4, were highly expressed in these nondifferen-
tiating conditions, and their levels were higher in GB1 cells,
which generated tumors earlier (Figure 1D, and E, and
Supplementary Figure S2). When we checked their expression
in differentiation conditions, in the absence of growth factors
and addition of 1% serum, both SOX2 and SOX9 decreased
significantly (Figure 1D and E). These results extend the corre-
lation of SOX2 and SOX9 to GSCs.
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Figure 1. SOX2 and SOX9 are co-expressed in human glioblastoma samples, GSC and glioma cell lines.

(A) SOX2 and SOX9 mRNA levels were assayed in a set of healthy brain tissue as control (n = 9) and GBM (n = 27) samples. g-PCR data are normalized to GAPDH expression
and expression in tumors is relative to healthy brain tissue (B) Analysis of the correlation of SOX2 and SOX9 expression in human glioblastoma samples (Fisher exact
Test = 0.006; Spearman correlation = 0.02). (C) Kaplan-Meier curve representing the survival of NOD-SCID mice that were xenotransplantated with GB cell lines (n = 5) (D)
Representative image of higher levels of SOX2 and SOX9 in GB1 and GB2 cells grown in stem cell medium compared to differentiation conditions (n = 3). (E) mRNA
expression of the indicated GSC markers were analyzed in GB1 and GB2 cells (n = 3). (F) Representative immunoblots of SOX2 and SOX9 expression in different glioma cell
lines (n = 5). (G) SOX2 and SOX9 expression levels in U87 and U373 grown in serum (parental cells) or in stem cells medium (2% GSC) (n = 5). (H) U87 and U373 parental cells
and those grown as tumorspheres were injected subcutaneously in nude mice (n = 8 for condition) and growth of the tumors was scored at the indicated time points. (I)
Representative images of Ki67, SOX2 and SOX9 immunohistochemical staining in U373 derived tumors (n = 4). (J) Comparative of the size of the tumors generated by U373
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Then, we studied their expression in a set of glioma cell lines.
Western blotting and quantitative PCR revealed that the
expression of SOX2 was very high in U251 and U373, while
U87 and A172 expressed low levels (Figure 1G). Interestingly,
the levels of SOX9 correlated with SOX2 (Figure 1G). Moreover,
their levels in U251 cells are within the range of expression
observed in GSCs and tumor biopsies (Supplementary
FiguresS1 and S2), suggesting that these high levels are of
biological relevance. Cells with stem cells characteristics have
been isolated in several glioma cells lines.[31] Therefore, we
cultured U87 and U373 cell lines under NSC growth conditions.
These cells grew as tumorspheres and produced tumors faster
and larger than parental cells when injected in immunodefi-
cient mice (Figure 11 and K, and Supplementary Figure S3). In
this context, the levels of SOX2 and SOX9 were strikingly ele-
vated in the tumors and in the cultures of tumorspheres com-
pared to U87 and U373 parental cells (Figure 1H and J, and
Supplementary Figure S3). This evidence further demonstrates
the correlation between their expression and together reveal
that the SOX2-SOX9 axis might define an oncogenic signaling
that predicts the presence of malignant GSCs.

3.2. SOX2-regulated proliferation, senescence, and self-
renewal is mediated by SOX9

To directly address the impact of SOX2 on the regulation of
glioma cells and SOX9 expression, we knocked down SOX2 by
using RNA interference in U251, cell line with the highest levels of
SOX2 and SOX9. Western immunoblotting confirmed effective
inhibition of SOX2 and revealed a marked reduction of SOX9
protein levels in shSOX2 cells (Figure 2A and Supplementary
Figure S4), suggesting that SOX9 might act downstream of
SOX2 in glioma cells. To further characterize the regulation of
SOX9 by SOX2, we measured SOX9 mRNA levels in cells with
SOX2 knockdown, not detecting significant differences in relation
to control cells (data not shown). Thus, the effect of SOX2 seems
to be at translational instead of transcriptional level.

To extend this finding, SOX9 was ectopically re-expressed in
shSOX2 cells. Western blot assay showed that SOX9 restoration in
U251 cells re-established the expression of SOX9 and increased
the levels of SOX2 (Figure 2B), indicating that the efficiency of
silencing was not complete (Supplementary Figure S4).
Moreover, we identified that ectopic SOX9 also increased the
expression of SOX2 in control cells (Figure 2B), together suggest-
ing that a feedback loop might exist between SOX2 and SOX9.

To determine whether SOX9 is necessary for SOX2 oncogenic
activity, we next investigated the phenotypes associated to SOX2
silencing, and whether SOX9 reactivation restored them, SOX2
knockdown led to a significant decrease of more than twofold
in cell growth and number of p-Histone3 (P-H3)-positive cells
(Figure 2C and Supplementary Figure S4). Moreover, flow cyto-
metry analysis showed increased number of cells in GO/G1 and
decreased in S phase of shSOX2 compared with control cells
(Figure 2D and Supplementary Figure S4). This impairment in
shSOX2 cell proliferation was accompanied by a significant
increase in senescence measured by cytoplasmic 3-galactosidase
activity and IL7a, interleukin associated to senescence-associated
secretory phenotype [32] both elevated by more than 2.5-fold in
cells with SOX2 silencing (Figure 2E, F and Supplementary
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Figure S4). Thus, impaired proliferation and increased senescence
account for the reduction in cellular growth of SOX2-silenced
cells. Moreover, SOX2 knockdown diminished sphere-formation
and self-renewal activities (Figure 2G and H). Similar results were
obtained in limiting dilution analysis (Supplementary Figure S4),
further providing evidence for a decrease in self-renewal activity
in the absence of SOX2.[19] When SOX9 was ectopically re-
expressed in shSOX2 cells, cell proliferation was significantly
increased (Figure 2I), senescence-associated [-galactosidase
activity significantly decreased (Figure 2J and Supplementary
Figure S5), and the ability to form colonies at low density and
spheres increased in SOX9 restored cells (Figure 2K and
Supplementary Figure S5). However, SOX9 reactivation did not
restore completely the numbers observed in control cells (data
not shown), indicating that the oncogenic activity of SOX2 is, at
least in part, mediated by SOX9.

In order to further characterize the significance of this axis in
glioma cells, we knocked down SOX9 activity in U251 cells.
shSOX9 (sh1) transduced cells presented significantly lower num-
ber of P-H3-positive cells (Figure-3A and, B, and Supplementary
Figure S6) and generated lower number of foci in soft-agar and
formed tumors later than control cells (Figure 3C and
Supplementary Figure S6). Together, our results demonstrate
that genetic silencing of SOX2 and SOX9 suppresses proliferation
and tumorigenicity of glioma cells and indicate that their inhibi-
tion might be a novel therapeutic strategy for glioblastoma.

3.3. Overexpression of SOX2 and SOX9 promotes
proliferation and stem cell activity

Next, we introduced ectopic SOX2 in U87 cells with the lowest
levels of endogenous SOX2 and SOX9. We confirmed the over-
expression of SOX2, and interestingly, SOX9 levels were also
elevated (Figure 3D and Supplementary Figure S7). Together
with the above data, these results strongly indicate that SOX2
modulates the activity of SOX9 expression. We also measured
SOX9 mRNA levels in cells with SOX2 overexpression without
detecting significant differences compared to control cells (data
not shown). Phenotypically, cells with increased SOX2 expression
exhibited higher cell growth curves and rates of proliferation
compared to control cells (Figure 3E and F). Moreover, we
assessed the effect of SOX2 on self-renewal and found that
SOX2 overexpression led to an increase in the generation of
tumorspheres. While control cells formed an average of 5
spheres, SOX2 overexpressing cells generated an average of
over 20 spheres (Figure 3G). Similarly, transient overexpression
of SOX9 was sufficient to increase the number of U87-derived
spheres (Figure 3H and 1) and induced the formation of larger
tumors (Figure 3J). Collectively, our data revealed that SOX2 and
SOX9, acting in the same axis, are not only necessary for the
maintenance but their elevated activity also facilitates self-
renewal activity and tumor growth in glioma cells.

3.4. SOX2 expression modulates TMZ sensitivity

The evidence of GSCs as responsible for resistance to therapeutic
treatments,[33] together with our data of SOX2/SOX9 expression
associated to malignant GSCs, prompted us to hypothesize that
their high levels could be involved in cellular resistance to TMZ.
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Figure 2. Downregulation of SOX2 leads to decreased proliferation and self-renewal in U251 cells via SOX9.

U251 cells were infected with a shSOX2 or shSOX9 and cells examined for protein expression and functional assays (at least n = 4). (A) Representative Immunoblots of
SOX2 and SOX9 derived from two different and independent lentiviral infections with a shSOX2 construct (n = 4). (B) Representative western blot of SOX2 and SOX9
in U251 cells transduced with the indicated conditions (n = 3). (C) shSOX2 impairs proliferation as shown by the quantification and representative image of P-H3
positive cells (n = 4). (D) Cell number in each cell cycle phase in empty vector and shSOX2 condition (n = 2). (E)Quantification of senescence associated f-
galactosidase positive cells in shSOX2 and control cells (n = 4). (F) Expression of IL7Ta mRNA levels in shSOX2 cells. qRT-PCR data are normalized to GAPDH expression
and are expressed relative to the pLKO control condition (n = 3). (G) Quantification of spheres (17) forming capacity in shSOX2 cells after 10 days in culture. The
numbers are relative to empty vector transduced cells (n = 4). HNumber of 2" spheres generated in both control and shSOX2 conditions after 8 days in culture, and
relativized to the control (n = 3). (I) Numbers of P-H3 positive cells were quantified in shSOX2 and shSOX2+S0X9 transduced U251 cells (n = 3). (J) SOX9 restoration
decreases senescence associated B-galactosidase activity in U251 cells (n = 4). (K) Quantification of tumorspheres forming capacity in shSOX2+S0X9 cells after 7 days

in culture. The numbers are relative to U251 shSOX2 cells (n = 4).

To test this idea, we first analyzed SOX2 and SOX9 expression in
U251 and U87 cells cultured with increasing concentrations of
TMZ for 24 h. We found that both SOXs were elevated in
response to 100 and 200 pM of TMZ, more markedly with the
highest concentration (Figure 4A), suggesting that this axis may
be involved in the underlying resistance to current chemother-
apy. To further determine this hypothesis, cell lines with high and

low SOX2/SOX9 were exposed to different concentrations of
TMZ for 72 h and cell chemosensitivity was measured by MTT
assay. U251 and U373 cells, with high levels of both SOX factors,
were more resistant (% of toxicity lower than 15% in both lines)
than A172 and U87 cells (% of toxicity between 30 and 50%)
(Figure 4B) Together, these findings confirm that high levels of
SOX2 and SOX9 correlate with TMZ resistance.
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Figure 3. Effect of SOX2 and SOX9 gain of function in glioma cells.

(A) Representative image of SOX9 levels in pRS or shSOX9 (sh1) cells (B) Quantification of P-H3 positive cells in pRS or sh1 cells. (C) Kaplan-Meier curve representing
the survival of NOD-SCID mice that were xenotransplantated with pRS control or sh1 cells (n = 4). (D) Representative western blot of SOX2 and SOX9 in U87 cells
lentivirally transduced with pLM-mCitrine-SOX2 or control construct (n = 3). (E) Cell growth assay comparing control and SOX2 overexpressing U87 cells. (n = 5). (F)
Number of P-H3 positive cells detected in the indicated U87 cells. (n = 5). (G) Quantification of tumorsphere formation capacity of cells with ectopic SOX2 compared
to control cells (n = 4). (H) Representative western blot of SOX9 levels in U87 cells tranfected with pCAGGS SOX9 or empty vector (control). (I) Quantification of
spheres generated in SOX9 and control U87 cells (n = 4). (J) Control and SOX9 U87 cells were injected subcutaneously (s.c) in nude mice (n = 6) and growth of the
tumors was scored at the indicated time points.

Next, we characterized the role of SOX2 in response to TMZ the enhancement of cell growth to increasing concentrations
performing additional MTTs assays. SOX2 overexpression sig- of TMZ (Figure 4C), whilst SOX2 knockdown increased the
nificantly increased the resistance of U87 cells, as observed by  chemosensitivity of U251 glioma cells to TMZ (Figure 4D). To



Downloaded by [Laura Garrés-Regulez] at 01:26 29 February 2016

400 L. GARROS-REGULEZ ET AL.

A

30 r
mcontrol i
T o5 | BTMZ100 T
= OTMZ 200
% 20 L * *ekk i
s 2
S
= 15t *
g
2 10 ¢
z
c 05 f
0.0 1 | I 1
U251 us7 U251 us?
SOX2 SOX2 SOX9 SOX9
C - D
A 12 -
2L . 3
510 f o §
208 | 2 08 T
3] -
) o
< 06 L
>
£ 04 control = 04
Qo = . r
- SOX2 ®
z 02 f =
o 8
0.0 0
- 100 250 500 N
TMZ (1M)

50 n control
0 TMZ 100uM T
TMZ 200uM
40 _D O IJ' Fkk Kk
I *kk I *kk I
z | i |
% 30 *kk l *kk l
°\° 20 L I*** | Fkk |
[ T 1
10
0 | S 1 ' N 1 )
U373 U251 A172 u87
U251 E U251
2 - DOshSOX2
mpLKO - BshSOX2+SOX9  **
OshSOX2 b *
s | 1
- : 1
(9]
2
N
=
205 |
>
3
(&)
O 1 )
100 250 100 250
TMZ (uM) TMZ (uM)

Figure 4. Effect of TMZ treatment in glioma cells with different activity of SOX2 and SOX9.

(A) SOX2 and SOX9 expression levels in U87 and U251 cells cultured with increasing doses (100 and 200uM) of TMZ (n = 3). Data are relative to DMSO treated
condition. (B) MTT assay of different glioma cell lines in the presence of increasing doses of TMZ for 72 h (n = 6). Values are relative to control cells treated with
DMSO. (€) pLM-mCitrine-SOX2 U87 infected cells were cultured with the indicated doses of TMZ for 72 h (n = 3). Cell viability was expressed as the percentage of MTT
reduction, assigning the 100% value to the absorbance of the control cells. (D) shSOX2 transduced U251 cells were treated with the indicated doses of TMZ and cell
viability measured 72 h later (n = 5). (E) Cell viability in shSOX2 and shSOX2+S0X9 U251 cells (n = 3). Statistical significance was obtained with Student’s T test

(P < 0.05% P < 0.01*%; P < 0.001%*%).

identify whether SOX9 regulated SOX2 response to TMZ, we
repeated the MTT experiment with U251 shSOX2 cells with or
without SOX9 restoration. Interestingly, shSOX2 with SOX9
exhibited a growth advantage in the presence of different
doses of TMZ compared to shSOX2 (Figure 4E). The above-
mentioned data indicate that SOX2 activity modulates the
sensitivity of glioma cells to TMZ by regulating SOX9 expres-
sion and suggest that pharmacological inhibition of SOX2
might be a novel strategy to overcome TMZ resistance in a
subset of glioblastoma with high levels of SOX2-SOX9.

3.5. Rapamycin treatment decreases SOX2 expression
and TMZ resistance

In an effort to identify agents that could silence the expression
of SOX2 in glioma cells, we tested the effect of rapamycin, an
inhibitor of the mTOR complex 1, which is known to affect

viability and proliferation of glioma cells, and has been shown
to inhibit the expression of SOX2 for cell reprogramming.
[34,35] First, we cultured several cell lines with 10 nM of
rapamycin, noting that the expression of SOX2 was markedly
reduced at protein and mRNA levels mainly in U251 and U373,
cells with endogenous high levels of SOX2 (Fig 5A;B), extend-
ing the action of this agent on SOX2 protein from healthy to
cancer cells. Similar effect was detected on SOX9 expression.
The inhibitory effect of rapamycin was concentration-depen-
dent (from 1 to 100 nM) and time-dependent (24-48 h)
(Figure 5A and B, and Supplementary Figure S7). The reduc-
tion in SOX9 levels was more intense (between 60% and 80%)
than in SOX2 (30-60%), suggesting that rapamycin-induced
SOX9 inhibition is not exclusively directed through SOX2.
The above concentration-response curves further reveal that
rapamycin exerted a negative effect on SOX expression even
at very low concentration (1nM). We, therefore, evaluated
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whether the effect on SOX2 and SOX9 expression was directly
mediated by mTOR signaling inhibition, and knocked down
mTOR expression in U251 cells. Seventy-two hours after anti-
biotic selection, we observed a severe decrease in mTOR
MRNA levels and a striking decline in phosphorylation of
AKT and S6, well-established mTOR effectors (Figure 5C and,
D), demonstrating the efficient silencing of mTOR machinery in
our U251 glioma model (Figure 5D). In this context, SOX2 and
SOX9 protein levels were also reduced, identifying that SOX2
and SOX9 are downstream targets of mTOR pathway as shown
by genetic and pharmacological studies.

To confirm the role of mTOR signaling in glioma cell
activity, we further characterized the effect of mTOR silen-
cing in functional studies. Interestingly, cell growth and the
number of spheres were dramatically diminished (Figure 5E
and F), further confirming the impact of mTOR in self-
renewal and GSC maintenance.[36] Moreover, these studies
revealed that genetic inhibition of mMTOR and SOX leave as
MTOR and SOX2 displays the same cellular phenotype,
further extending the association between them. In sum-
mary, our results show that SOX2/SOX9 expression can be
silenced with the pharmacological inhibition of mTOR
machinery. Similar results were obtained with cyclopamine,
inhibitor of the Sonic Hedgehog (SHH) molecular pathway
(Supplementary Figure S8), together demonstrating that
pharmacological silencing of SOX2 and SOX9 activity is
plausible with current agents.

Combined therapeutic approaches acting synergistically
have been proven more effective than individual treat-
ments. We, therefore, tested whether rapamycin (or cyclo-
pamine) could represent a potential enhancer of the
cytotoxic effects of TMZ and sensitize cells with elevated
levels of SOX2. Accordingly, we performed MTT assays in
which U87 and U251 cells were treated with a constant
dose of 100 uM TMZ together with 1 and 10 nM of rapa-
mycin or 5 and 10 pM of cyclopamine (concentrations that
significantly inhibited SOX2 expression). First, we detected
that the cytotoxic effect of 5 and 10 uM of cyclopamine in
U251 cells was higher (18% and 24%) than in U87 (14% and
19%), although we did not observe an additive effect of the
combination of TMZ and cyclopamine treatment
(Supplementary Figure S8). On the other hand, combined
treatment of rapamycin and TMZ achieved a stronger cyto-
toxic effect than with single agents alone (Figure 5G).
Moreover, the concomitant treatment of rapamycin and
TMZ exerted a greater anti tumorogenic effect in SOX2-
SOX9 high-expressing than in low-expressing cells
(Figure 5G). Indeed, the percentage of toxicity in U251
cells was 55% and 57% in TMZ plus rapamycin 1 and
10 nM, respectively, compared to 43% and 46% in U87
cells. Of note, the synergistic action of rapamycin and TMZ
was achieved even at the low concentration of 1 nM and
was of similar degree than 10 nM. To determine whether
this effect was mediated by SOX2 and SOX9, we measured
their expression in cells cultured with TMZ (100 puM), rapa-
mycin (1 nM), or their combination for 48 h. Remarkably,
SOX2 and SOX9 levels were much lower in rapamycin or in
combination than in nontreated or TMZ alone cells
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(Figure 5H). These results indicate a sensitization of TMZ-
resistant cells by rapamycin likely through SOX2 and SOX9
downregulation.

To corroborate the synergistic effect of TMZ and rapamycin
on cells with elevated SOX2 and SOX9 expression, we studied
their efficacy in tumor formation in vivo. Thus, we injected
U251 cells in athymic immunodeficient mice subcutaneously
since 1 week later the mice received intraperitoneally TMZ
(10 mg/kg), rapamycin (5 mg/kg), and combination (10 and
5 mg/kg, respectively) twice per week. In the case of untreated
animals, tumors started to be detected 30-40 days after injec-
tion and 100% mice developed them after 2 months. In con-
trast, treatment with rapamycin or TMZ delayed the formation
of the tumors, with around 50% of them presenting tumors 2
months after injection. Remarkably, these numbers were lower
in the combined treatment group with only 25% of mice with
tumors (Figure 5l). Together, these data demonstrate that
combining rapamycin with TMZ enhances the efficacy of
each one against glioma cells, particularly in the subset with
high levels of SOX2 and SOX9.

4. Discussion

Different studies have shown that expression of SOX2 is
often increased in glioblastoma and that this upregulation
is due to genetic amplification and epigenetic mechanisms.
[2, 14-16] Notably, beyond high expression of SOX2 in
glioblastoma multiforme (GBM) biopsies, the genetic inhibi-
tion of SOX2 expression decreases tumor cell proliferation,
causes depletion of self-renewal, and subsequently tumor
regression.[18,19] In this study, we have identified that
SOX2 inhibition induces cellular senescence in differentiated
U251 cells. Moreover, the increased levels of IL1a observed
in shSOX2 U251 cells suggest that SOX2 might be involved
in paracrine senescence.[32] Gangemi and collaborators did
not observe an increase in senescence-associated f-galacto-
sidase activity when SOX2 was silenced in human-derived
GSCs,[19] indicating that SOX2 might exert different actions
within the cellular heterogeneity of the tumor bulk. These
results suggest that inactivation of SOX2 in GSCs induces
differentiation whilst in differentiated ones facilitates senes-
cence or apoptosis. Moreover, we show that overexpression
of SOX2, in addition to promote other relevant phenotypic
properties such as invasiveness and migration,[16] is a
necessary condition for maintaining GSCs and therefore
essential for GBM propagation. Further supporting this
notion, SOX2 belongs to the core set of transcription factors
(with POU3F2, SALL2, and OLIG2), which are sufficient to
reprogram differentiated cells into GSCs.[20] Altogether,
these data confirm that tumor cells harboring high levels
of SOX2 protein are addicted to it and have dependence on
this factor to survive.

In this work, we have identified that SOX2 and SOX9
expression correlates in glioma cells and that the oncogenic
activity of SOX2 is at least partially mediated by the latter. In
support of these actions, it has been previously shown that
SOX9 plays a key role in the regulation of cellular proliferation,
senescence, and self-renewal.[26,37,38] Moreover, we show
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Figure 5. mTOR signaling inhibition reduces SOX2 and SOX9 and cooperates with TMZ.

(A) Representative western blot of the effect of 10 and 100nM doses of rapamycin in SOX2 and SOX9 in U251 cells. (B) Dose (1, 10 and 100nM) and time (24,48 h)
dependent effect of rapamycin in SOX2 and SOX9 mRNA levels in U251 cells. (C) mTOR mRNA in U251 cells lentivirally transduced with pLKO or mTOR shRNA (shTOR)
(n = 2). (D) Representative image of SOX2, SOX9, P-S6 K and P-Akt in the indicated U251 genotypes. (E) Cell growth assay comparing control and shTOR (n = 2). (F)
Sphere formation capacity in shTOR and control cells (n = 2) (G) MTT assay of U87 and U251 cells cultured with TMZ (100uM), rapamycin (1-10nM) and combination
of both for 72 h (n = 3). (H) Kaplan meier curve showing generation of tumors from subcutaneously injected U251 cells after 12 weeks of treatment with TMZ
(10 mg/Kg) (n = 8), rapamycin (5 mg/Kg) (n = 8) and combination of both (10 mg/Kg and 5 mg/Kg respectively) (n = 12). Non-treated (n = 8) mice were used as
control. LogRank Test is 0.0323 for TMZ, 0.040 for rapamycin and 0.0003 for the combination of both compared to non treated.
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that this regulation occurs at post-transcriptional levels and
that there is a feedback loop between them. A recent study
observed that Sox2 regulates Sox9 protein at the level of
mMRNA translation in oligodendrocytes, identifying miR-145 as
a candidate mediator in this process.[39] It is possible to
surmise that the same pathway is acting in glioma cells.
Indeed, it has been shown that SOX2 inactivation induces
the expression of miR-145,[40] while this miRNA regulates
and inhibits SOX9 to function as a tumor suppressor.[25] Our
results also highlight that SOX transcription factors act
sequentially in the regulation of GSCs, mimicking the action
of those in neural lineage development,[18,41] and indicate
that SOX2 is a master regulator of GSCs, which together with
SOX9 might form a relevant molecular node that sustains
tumor maintenance and progression.

TMZ is currently the most efficient chemotherapy for GBM.
Indeed, its addition extended patient median survival from
approximately 12 to 15 months.[42] Damage generated by TMZ
can be repaired by O6-Methylguanine-DNA methyltransferase
(MGMT), thus inducing treatment resistance, while methylation
of the MGMT promoter leads to an increase in TMZ sensitivity. Our
results show that cells with high levels of SOX2 are more resistant
to TMZ and silencing it sensitizes against this chemotherapeutic
agent in vitro and in vivo. Of note, the cell lines used in our
experiments exhibit MGMT promoter hypermethylation status.
Given that SOX2 is included in the proneural subset in different
glioblastoma classifications [43,44], group that has been demon-
strated to be resistant to the conventional therapeutic regimen of
radiotherapy and TMZ, SOX2 might be postulated as one of the
key terms responsible for resistance to current chemotherapy in
glioblastoma. Therefore, targeting the activity of SOX2 may offer a
new promising therapeutic treatment modality.

In an effort to identify drugs or molecules that might
inhibit efficiently the expression of SOX2 (direct or indirectly),
we found that inhibitors of the SHH signaling cascade (cyclo-
pamine) and mTOR (rapamycin) reduced significantly,
between 40% and 80%, the activity of SOX2 and SOX9,
demonstrating that the pharmacological silencing of SOX2
is feasible using inhibitors of these signaling pathways. It is
important to note that SHH and particularly PI3 kinase/mTOR
pathways are aberrantly active is aberrantly active in a high
percentage of glioblastomas.[14] Our results indicate that
their action might be modulated through SOX2 and SOX9.
Consistent with the strategy to silencing SOX2 activity in
glioma, downregulation of SOX2 conferred sensitivity to treat-
ment with platelet-derived growth factor and IGF1 receptor
inhibitors [44] and vaccination with Sox2 peptides elicited a
response that significantly delayed tumor development in
mice,[45] underscoring the feasibility of using SOX2 as a
target in different therapeutic approaches. Furthermore, it
has been shown that elevated expression of SOX2 protein
desensitizes tumor cells to current therapies present in the
clinic such as hormone therapy in breast cancer [46] and
chemotherapy in medulloblastoma.[47]

A growing number of evidence indicates that combining
drugs with chemotherapeutic agents is becoming a more
effective therapeutic option in cancer. Our results identified
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that the concomitant treatment of rapamycin and TMZ
exerted a higher cytotoxic effect in vitro and in vivo in
cells expressing endogenous high levels of SOX2-SOX9, sug-
gesting that the addition of rapamycin to TMZ treatment
could potentially enhance the efficacy of this therapy
against human glioblastoma, particularly in the subset of
patients whose biopsies express elevated levels of SOX2 and
SOX9.

Clinically, we have observed that there is a strong correlation
between SOX2 and SOX9 expression in patient biopsies.
Independent studies demonstrated that elevated levels of
SOX2 and SOX9 are associated with a subgroup of patients
with lower median survival and also that they are part of a
signature of stem cell markers related with worse prognosis in
glioblastoma.[17,24] Our results, together with this evidence,
demonstrate that the assessment of the activity of SOX2-SOX9
might be a useful prognostic and predictive marker in glioblas-
toma. Moreover, our results postulate the incorporation of the
expression of SOX factors to patient stratification and the con-
cept of personalized medicine, providing a rationale for the
combination of rapamycin with TMZ in glioblastoma, particu-
larly in the subset of patients with high levels of SOX2 and
SOXO9.
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