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Els anys de tesi han fet que crei molts llagcos amb moltes persones increibles, i per
tant, so6n moltes les persones a les que he d’agrair I'ajuda, els moments viscuts o
simplement els “bon dia” amb un somriure que animen a qualsevol.

Per comencar he d’agrair al Dr. Josep Sadnchez de Toledo, la Dra. Soledad Gallego i
al Dr. Josep Roma per donar-me l'oportunitat de fer la tesi al grup d’oncologia
pediatrica i sobretot per I'ajuda i el suport que m’han donat aquests anys. Pepe,
gracies per donar-me 'oportunitat de viure aquesta experiencia, gracies per haver
cregut i confiat en mi. Gracies per la teva proximitat, per comptar sempre amb la
gent del laboratori i per compartir amb nosaltres moments especials. Gracies
també per les trobades al Camp Nou, per compartir opinions tan mediques com
futbolistiques, ha estat un plaer coneixer la magnifica persona que ets. Gracias
Sole, por confiar en mi, por interesarte en todo lo que hacemos en el laboratorio y
ayudarnos siempre, por darnos la vista clinica de los proyectos y asi hacerlos mas
translacionales. Gracias por todo lo que me has ensefiado estos afios, ha sido un
placer trabajar contigo. Gracies Pep, per confiar en mi i per donar-me 'oportunitat
de comencar un projecte al laboratori. Gracies per ensenyar-nos a espavilar, per
tota 'ajuda i consells que m’has donat dia a dia. Gracies també pels farts de riure
als sopars de grup, ja he apres que seient al teu costat la nit acaba més alegre!

Ana, mi Almazancyto! Gracies, per ajudar-me tant amb la tesi, per tota la paciéncia
que has tingut amb mi, gracies per tot el que m’has ensenyat, tan a nivell
professional com personal. Gracies per tots els consells que m’has donat, els de
millorar experiments/escriptura o el de: Irina, al metro no et maregis eh! Gracies
per tots els moments juntes, des dels cafés per desestressar-nos fins a les festes de
I'Era (passant, evidentment, pels soparets al manubri o per acabar xopes anant al
metro). Gracies per confiar en mi, per haver-me acceptat al nucli dur, per les
confessions al picknik de Vall d’'Hebron, pels dies de compres boges online i pels
dies de revisar els backgrounds de les fotos de I'Era. Gracies per cada dilluns, per
explicar-nos les bogeries fetes els caps de setmana, per fer-me al-lucinar i petar de
riure. Gracies per tots els dichus que m’has ensenyat, ha estat gratificant millorar el
meu vocabulari gracies a tu (des del vigata al catala antic). Gracies per
transmetre’m el teu positivisme, per valorar-me i animar-me a provar nous riscos,
gracies per transmetre’'m la teva seguretat, mil gracies per ser com ets. Gracies
perqué encara que estiguis a Vic sembla que estiguem juntes diariament. Com
diuen els Amics de les arts, vigila, que només d’entrar hi ha sempre el dinosaure,
els ossos (6ssos) d'un gegant, furiés desafiant entomant flaixos. I més al fons, per
ordre cronologic, els dos neandertals encara esparverats mirant la vaca, no s’han
mogut ni un pam. Gran can¢d que recorda mil moments amb tu. Gracies per ser
una amiga.

Carla, gracies. Gracies per haver-me ensenyat les técniques del lab de la manera
meés amena possible, gracies per la teva naturalitat, per haver-me fet sentir una
més del grup des de que vaig entrar per la porta. Gracies pels assajos de
proliferacié, per ser la millor profe de conduccié de Visions, per no enfadar-te ni
que et tiréssim una p96 plena, per ser tu. Gracies per confiar en mi, per ser la meva
complice, per ajudar-me a minimitzar els problemes i ensenyar-me que si es
solucionen amb diners no sén problemes. Gracies per ensenyar-me a improvisar,
per canviar de plans a ultim moment i fer bogeries.9 Gracies per tots aquests anys,
per tots els moments i converses dins i fora del lab, gracies per animar-me a seguir
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amb tot el que m’he proposat i per animar-me sempre a afrontar les pors. Gracies
per creure en mi. Gracies per acollir-me a la meva segona casa, gracies pels caps de
setmana a Vic, comeng¢ar una nit amb tu és sempre una aventura. Gracies per
confiar en mi, gracies per deixar-me la Flam i per les vacances juntes, realment el
temps amb tu passa volant i t‘omple d’energia. Gracies a tu també Jaume, per
haver-me acollit sovint al pis i haver-me fet desconnectar de tot. Com diu
Txarango: ja sé que ens trencarem, que ens caura a terra el mon, ja sé que plorarem i
que podem perdre-ho tot. Per sempre no hi ha res i el tren del temps no frena. Tinc un
desig només: que tot valgui la pena. Haver-te conegut, haver compartit aquests
anys, haver confiat en mi, haver-te fet amiga meva no té preu i val molt la pena.

[saac, mil gracies, per ser el tecnic més divertit, per ajudar-me sempre, per
convertir-te en un gran amic. Gracies per tots els moments que hem viscut al lab:
des d’espantar-me quan tirava alguna cosa per la pica, deixar-te fer mil i un
pentinats (amb aphandorffs si feia falta), convertir-te en un ninot de playmobil, el
mitic WE ARE SAD, o haver compost una can¢é per mi. Gracies per haver-me
introduit al mén de I'slakline i I'escalada, sempre és divertit provar coses noves
amb tu, gracies per cuidar-me durant aquests anys. Gracies per acompanyar-me a
fer bogeries transitories com marxar a fer una ferrada a Broto (o fer la de Sant
Feliu de nit), muntar la tribu dels psicolobos, fer-te samarretes frikis o atrevir-te a
venir a poblenou a veure Juego de tronos. Gracies també per tot el vocabulari que
m’has ensenyat i ara ja utilitzo com si res: epep! Disgustus! Tarde doc! No ho
tindriem! Fem una birra tonta? El buenobueno encara no te 'he sentit massa.
Gracies sobretot per animar-me sempre a anar més enlla, a atrevir-me a tot, a fer-
me veure que si jo m’ho proposo, ho acabo aconseguint. T'he trobat a faltar els
ultims mesos, m’hagués agradat poder compartir tot el cami amb tu, tot i aixo
gracies per pensar en mi des de Colombia i enviar-me la teva energia positiva (a
vegades en forma de postal) i els teus anims. Gracies per atabalar-me i per voler
berenar amb mi.

Gracias Patri! Por estar siempre a mi lado, gracias por estos afios juntas. Gracias
por ser mi compafiera de aventuras, mi barrilete (o baulete). Gracias por todos tus
consejos, por toda la ayuda, por tenderme una mano siempre que lo he necesitado.
Gracias por tener paciencia conmigo, por entenderme y valorarme. Pero gracias
sobre todo por ser mi amiga, estos afios han sido mucho mas faciles contigo,
gracias por las fiestas, por las locuras, por las historias que si te las cuentan, no te
las crees, pero contigo pasan. Gracias por escucharme, dar-me animos y ayudar a
que espabile para poder con todo. Gracias por todos los momentos divertidos en el
lab, ya sea desde intoxicarnos con el etanol limpiando campanas, las mojitadas,
hacer mitones para las vias ferradas, ir a recoger plantitas o hacer algin
fotomontaje de cualquier estupidez. Gracias por el “que, que tal el finde?” de cada
lunes, las historias que venian después han sido cada vez mejores. Gracias por
dejarte matar en el improshow, un momento que nunca olvidaré. Gracias por tu
positivismo y por tu energia, he aprendido mucho de ti. Como dicen els Catarres:
“Per tu, jugo a daus amb el perill, ballo sobre lava per tu, aguantaré tota la nit sense
dormir”. Muchos animos con la tesis, ya sabes que me tienes cerca para lo que
necesites!

Natalia, gracies, per tota la paciéncia que has tingut amb mi, per estar disposada a
ajudar-me sempre que ho he necessitat, per fer-me petar de riure amb les teves
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histories mil. Mai oblidaré el que a Sabadell significa Churruca, i vigilaré sempre si
trenco coses perque no em baixin el sou! Gracies per les teves frases célebres com:
a veces me canso de tener tan mala suerte. Gracies per ser a part de companya del
lab, ser amiga, per escoltar-me i donar-me anims quan no podia amb tot, per
aconseguir treure’m un somriure sempre, o fins i tot una riallada quan realment
pensava que no ho faria. Gracies per ser la millor companya d’SPF, per liar-te amb
els valors de les potes, per les varies liades que hem passat alla dins. Gracies per
voler provar les teles amb mi, ha estat molt guai compartir amb tu aquesta aficid, i
ha estat també molt gratificant veure com superes les pors i cada dia vas una mica
més amunt de la tela. Amb la tesi és el mateix, pas a pas fins que arribis a dalt de
tot, alla dalt pot fer por quedar-s’hi, realment veure tot el que has aconseguit des
de dalt és sorprenent. Pero no dubtis, tirat a la piscina i demostra que pots amb tot
i més, que pots amb tot el que et proposis. Ja saps que la tesi no és un cami facil,
pero la familia que tenim a OP fa molt més tranquil el trajecte que suposa.
Moltissima sort en el final de la tesi, molts anims guapa!

Gracies també als estudiants de carrera i master que han passat per OP. Gracies
Alba, per ser la Unica veterinaria que ha tingut valor per entrar a OP. Encara que
fossin pocs mesos va ser molt intens i divertit. Mesos plens de riures, innocéncia i
festetes. Gracies també per la teva frase mitica: O una cosa o l'altre, pero els extrems
no! Ha marcat un abans i un després a OP!

Gracies a la meva estudiant preferida, Judit. Gracies per haver triat OP i perque els
astres s’alineessin i estiguessis aquells mesos amb mi. Em vas ensenyar moltes
coses encara que no t’ho semblés, em vas ajudar a fer un pas més cap al final de la
tesi. Et desitjo el millor en I’etapa PhD, ja saps que em tens per tot el que necessitis.

Gracias Ana Belén (Anabel para los amigos) y Fernando, por ayudarme en todo
durante los ultimos meses. Gracias por ayudarme a mejorar mi castellano y
hacerme reir cuando decia cualquier estupidez en Catafiol. {Muchos &nimos en
vuestras nuevas etapas!

Guillem, la nova incorporacié d’OP, moltes gracies per la teva entrada triomfal al
grup amb Volaré! Anims amb les sopetes de cel-lules que faras durant la tesi. Molta
sort en I'etapa que acabes de comencar!

Gracies a OP2! Aquest temps no hauria estat igual sense vosaltres, fem un gran
equip junts!

Miquel, Peaso Mikel, gracies per estar disposat a ajudar-me sempre i per tots els
teus consells durant aquests anys. Gracies també per ensenyar-me la teva cara
divertida, per fer-nos petar de riure amb els teus comentaris i amb el teu riure
contagids. Aquests anys al teu costat han estat molt divertits, gracies per fer-me
més amens i divertits els dies!

Aroa Aroa! Mil gracies per estar al meu costat aquests anys. Gracies per tota
'ajuda, suport i per ser un amiga, per poder confiar en tu. Gracies per ser la millor
companya de farres OP i pels teus comentaris, a vegades innocents a vegades
directes. Gracies per estar sempre disposada a tot, fins a arribar a posar-te un
airbag de bicicletes. Ets un sol!
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Gracies Laieta, per ser com ets. Gracies per fer-me petar de riure amb les teves
magnifiques traduccions al castella/italia, per les teves habilitats en imitaci6 de
sorolls, per ser la reina dels torpos i per ser una gran companya de vies ferrades!
Gracies per totes les converses, per escoltar-me i donar-me el teu punt de vista, per
confiar en mi, gracies per les nostres confessions. Gracies també per totes les
festes, bogeries, birres i vhirres, per I'esquiada, per ser una psicoloba, per les notes
de veu a les tantes, per ser famosa, per les putivueltas a I'Era del sot, per ser la

vals molt!

Luz! Una pena que no hayas estado en el final de mi tesis, aun asi me ha encantado
haber podido compartir unos afios a tu lado. Gracias por tu locura, por tus
comentarios, siempre los clavas y me haces reir tanto! Gracias por cada momento a
tu lado, por entrar corriendo a cultivos para explicarnos el maravilloso chiste de
ladrillito. Gracias por el bodrrio, nos llené de dnimos y alegria a todos! Gracias por
toda la ayuda que me has dado, por tener paciencia y explicarme las técnicas que
yo desconocia. Gracias por los animos que me has dado en NY, eres la mejor!

Calores! Moltes gracies per tot, ha estat un plaer compartir aquests anys amb tu.
Vas arribar molt tranquil-let pero m’ha encantat veure la teva vena fiestera (los
chupitos de fuego), la teva vena de telenovela (como te atreviste a cachetearme!? O
CASO CERRADOQ!), la teva vena de cantant (marmite! Viva el marmite!), la teva vena
d’actor de teletienda (aaaaarhhhh!), la teva vena d’entrevistador (muestra A: un
boquerén que es? Desarrollal MUY BIEN!), la teva vena de meteoroleg
(sensacionios), la teva vena mallorquina (ere un aparatu com un microbus) i
sobretot la teva vena d'imitador de veus de personatges. Has fet més divertides les
reunions de grup amb les teves liades (melamona), moltes gracies per tots els
moments junts. Els teus comentaris m’han animat moltissim sempre, no canviis
mai! Molts anims amb el que et proposis!

Marc, gracies per animar-me els dies amb els teus comentaris, les teves
catalanades (carrer Llepant) i les traduccions del reaggeton al catala a cultius.
Gracies per ensenyar-me que les pipetes s’autoclaven i que la centrifuga pot estar
resfriada. Gracies també per enrecordar-te SEMPRE de les cagades de tothom,
anava bé una dosi de recordatori d’alguna d’elles per animar el dia. Gracies per tots
els moments divertits que m’has fet passar aquests anys, realment han estat
sempre necessaris. Ah! I gracies pels coulants, no hagués pogut acabar la tesi sense
I'energia que em van donar! Molts anims amb la tesi!

Gracies Ari per la teva tranquil-litat, és necessiten més persones com tu a OP o
acabaran tots bojos! Ha estat un plaer compartir un master i una tesi al teu costat.
Gracies per ensenyar-me a que a vegades cal perdre la vergonya per poder
aconseguir el que una vol. Gracies pels cogombres enormes que m’has regalat, amb
aquests regals es feia més gratificant anar al lab. Molta sort amb la recta final
guapa!!

Grazie Roby! Per essere la meglio insegnante d’Italiano, per essere la Regina e la
topina di OP. Grazie per la tua lasagna, la tua pizza e la parmigiana, da sempre
danno forza per mettere fine a cid che proponi. Grazie per il viaggio a Roma, e un
piacere viaggiare con la regina. Grazie per avermi fatto pisciare a dosso da ridere
con le tue storie (cacca negli occhi, burkini, bucco nel pantalone...!). Perdonami per
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il mio italiano, finora solo so parolacce, devo migliorare, quindi devi essere il mio
insegnante per un altro anno di piu! Grazie per venire a Barcellona, per avermi
aiutato in tutto, per essere una amica. Ti voglio bene!

Nuria, encara que només fossin uns mesos, el fet de compartir lab/despatx amb tu
va fer que fossim amigues. Gracies per animar-me les tardes, per acollir-me com
una més amb la teva colla d’escaladors professionals (gracies a tu també Sergi, per
posar a prova el meu equilibri en I'escalada), per ensenyar-me a ballar pole dance i
per tots els moments viscuts aquest temps!! Jolis al carril, carril, carril carril!
T’estimo guapa!

Gracies també a I'equip de metges d’oncologia pediatrica, en especial al Pablo, a
I’Anna Llort i a la Raquel. Gracies per venir a les reunions i donar-vos el punt de
vista clinic, pero sobretot gracies per la feina que feu.

Gracies també als veins del lab, sobretot als del lab 209 que arriben d’hora per
obrir-me la porta del 208. Gracies Anna per formar part de la comissi6 de
seguiment i ajudar-me a tirar endavant el projecte. Blanca, Julia, Eli, Mireia, Nuria,
Carlos, Laura, Irene, Lucia i Christian, gracies pels somriures i els “Bon dia!” amb
energia diaris, per les converses pel passadis i per ser els millors veins! Gracies
Alfonso per compartir els “cotilleos” amb mi, per fer-me riure i per ser el meu
fotograf personal quan faig cafes d’amagat. Gracies Tati per haver triat el mateix
master que jo i haver-me avisat que havia escollit un gran grup per fer les
practiques. Gracies també per les estones al despatx comentant qualsevol tonteria,
i sobretot gracies per fer més amena la tesi acompanyant-me a escalar i ajudant-
me a arribar mica a mica més amunt! Gracies Gabri per haver seguit cuidant de mi
després de la carrera, va ser una sort trobar-te al VHIR. Les estones de “xafardeo” i
de desfogar-se quan algun experiment no sortia eren les millors, aquest dltim any
t'’he trobat una mica a faltar, sort que ens hem anat posant al dia al 2D2!

Gracies a la familia de cultius, primer a la Elena, Laura, Koen i Jorge. Cada vegada
que entrava i hi éreu algun de vosaltres era un show diferent. Gracias Koen por los
juegos de sillas, y las conversaciones aleatorias en cultivos! Gracies Laura per
esperar que hi fos jo i defensar la tesi, la primera que vaig veure, un gran moment!
Gracies també per tots els moments que han vingut després, ensenyar-me la cata
de vins del born i el soparet a la teva illa, ets un encant! Gracias Elena, por todas las
VHIRRES y cenas organizadas, las tesis sin ti no valen la pena, has ayudado mucho
a la felicidad de los becarios (y sobretodo la mia) durante estos afios!

Gracies Maria, per apareixer a cultius sempre que et necessitava. Ha estat un plaer
compartir la sala amb tu, gracies per les converses que hem tingut, per escoltar-me
quan en cagava en tot i per animar-me en la recta final. Gracies també per ser una
gran companya d’escalada, espero seguir-te veient ja sigui pujant muntanyes com
escalant! Anims amb la teva recta final!

Gracias Elena, mi canaria favorita! Por hacerme reir cada vez que pasaba por
delante de tu lab, por tus piropos sobre mis piernas, por ser la alegria del pasillo.
Gracias Maria José por tus animos, por las conversaciones en el pasillo durante el
fin de semana, por entenderme.
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Eulalia i Rosa, gracies per la vostra paciéncia amb tots nosaltres, per I'ajuda i el
suport durant aquest temps. Gracies Nuria, per animar-me els matins amb els teus
bon dia, ets un sol! Gracies Pili, Rai, Paco i Andrés pels vostres bons dies i bona
tarda diaris, per tenir sempre un somriure per mi, per animar-me els dies al VHIR,
per totes les converses i riures que hem tingut a la recepcio, gracies per fer-me
somriure els dies que no tenia forces, pero sobretot per avisar-me sempre que hi
havia un paquet NO-LABORAL per qualsevol del lab. Sou el millor de Collserola!

Gracies també a la gent del Mediterrania. Gracies Edu, per haver-te apuntat a
anglés amb mi i fer aixi els dies més animats! Gracies per la seal skin, i el horn of
ale, han estat imprescindibles per la meva tesi!! Gracies Romero i Damir, per totes
les VHIRRES i sopars al vostre costat, un plaer haver compartit aquests anys amb
vosaltres!

Gracies Jordi Barquinero, per la confianca que has dipositat en mi, per fer més
amens els dies d’ELISPOT i pels anims que m’has donat per acabar la tesi. M'ha
encantat haver compartit una part d’aquests anys amb tu, ets un “jefe” d’admirar!

Gracies als membres de la UAT. Gracies Irene per fer més amenes les hores al
citometre, i per fer-me entendre una petita part de 'ampli mén que suposa la
citometria. Gracies Marta per les hores al confocal, per les converses que hem
tingut, per tota 'ajuda que m’has donat i per oferir-me un mocador o una bata
quan gairebé estavem congelades! Gracies Norber per ajudar-me amb el sorting,
per les converses i riures als temps morts, una llastima haver-te conegut al final de
la tesi.

I no em puc deixar a la més important del Mediterrania, GRACIES MERI! No
m’hagués imaginat que trobaria algi com tu en aquesta etapa. Gracies pels viatges
en MeriFurgo o en Sagalés cap a Vic, per totes les converses, riures i soparets que
hem compartit. Ha estat realment un plaer tenir algd com tu a prop durant aquest
temps, m’has fet riure quan més ho he necessitat, gracies per la teva xispa! Gracies
Xevi, per tatuar-te orenetes, per tenir sempre un comentari divertit a la boca, i per
discutir amb mi els fitxatges del Barca, espero que t'adonis aviat que ens hem de
vendre el Messi! Gracies als dos per fer-me sentir una Vigatana més i per haver-me
regalat la India!

Gracies també al Diego Arango i al Jose Ramon Bayascas per formar part de la
meva comissié de seguiment. Gracies per fer-me passar els nervis parlant sobre
qui tenia més comissions per avaluar aquell Juliol, pero sobretot gracies per tota
I'ajuda que m’heu proporcionat i els consells que m’heu donat.

A part de les magnifiques persones amb les que he compartit el dia a dia, he
d’agrair també a la meva familia i amics tot el suport que m’han donat.

He d’agrair a AFANOC, sobretot a la Irene, per deixar-me formar part d’aquest
mon, per fer-me els dilluns millors! Gracies també al grup de dilluns tarda (Nuria,
Carmen, Alex, Pilar i Raquel) per preocupar-se per la feina que estava fent, heu
estat una gran companyia en aquesta etapa i si seguim coincidint, en la proxima
també, fem un gran equip!

Gracies a les meves nenes. Les més boniques, les que hi sén sempre i des de
sempre. Gracies Laia, per ser la meva consciencia, per donar-me sempre |'opinio
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més sensata, per tots els anims que m’has donat, per tot I'interés que has mostrat,
per escoltar-me quan t’explicava que era un Western blot (apa que no et va anar bé
pel MIR pero!!). Gracies pels concerts juntes, pels mesos que hem compartit al pis
juntes i les tonteries que hem arribat a fer i dir. Gracies per les nits de series o pelis
de por, gracies per fer-me riure Sipia! Gracies per ser una gran amiga. Gracies per
I'altim concert juntes, com diuen ells: La vida no es lo que yo diga, pero confia en mi.
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El rabdomiosarcoma (RMS) és el sarcoma de teixits tous més comu en nens i
adolescents, representant aproximadament un 5% dels cancers pediatrics.
Histologicament, el RMS es classifica en dos subtipus principals, I'alveolar (RMSa) i
I’embrionari (RMSe), els quals difereixen en presentacié clinica, resposta a
tractament i pronostic. El RMSa presenta pitjor pronostic i es caracteritza per la
presencia de translocacions especifiques, mentre que el RMSe no presenta

translocacions caracteristiques i té un millor pronostic.

La via de senyalitzaci6 Wnt esta involucrada en maultiples processos del
desenvolupament embrionari i la seva desregulacid esta relacionada amb diversos
tipus de cancer. A diferéncia de la majoria de tumors, la via Wnt esta inhibida en
RMS i té un paper supressor-tumoral, presentant un paper clau en el procés de
diferenciacio cel-lular. Tot i aix0, el mecanisme pel qual la via Wnt es troba inactiva
en RMS segueix essent, en gran mesura, desconegut. En aquesta tesi s’estudia la
causa de la inactivacio de la via Wnt i la seva implicacié en 'oncogenesi del RMS.
Concretament, es posiciona Dickkopf-1 (DKK-1) com un dels inhibidors claus de la
inhibicié de la via Wnt en RMS. Per primer cop, es determinen els efectes de la
inhibici6 de DKK-1 en la inhibici6é de proliferacié cel-lular i en la induccié de la
diferenciaci6 miogenica en RMS. Addicionalment, resultats preliminars
suggereixen una possible implicaci6 de DKK-1 en I'establiment de metastasis. S’ha
analitzat la participacié6 de DKK-1 en l'oncogénesi del RMS mitjancant la seva
inhibici6 genetica i la inhibicié farmacologica utilitzant 'inhibidor comercial WAY-
262611. De manera interessant, en aquest treball es descriu la correlacié entre

I'expressié de DKK-1 i el pitjor prondstic dels pacients amb RMS.

En resum, aquesta tesi descriu el paper oncogenic de DKK-1 en RMS, posicionant-
lo com una possible diana terapeutica per al desenvolupament de noves

alternatives terapeutiques en aquesta malaltia.
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1. Cancer infantil

El terme cancer fa referéncia a un conjunt de malalties que es caracteritzen per la
divisié i el creixement anormal de les cél-lules en gairebé qualsevol teixit; les quals
poden disseminar a altres parts del cos. En condicions normals, les cel-lules
creixen i es divideixen quan el cos les necessita, i també moren quan pateixen
danys o envelleixen, essent reemplacades per cel-lules noves. No obstant, les
cél-lules tumorals tenen aquest procés descontrolat, és a dir, quan haurien de
morir degut a la seva anormalitat, sobreviuen i, a més a més, es formen cel-lules

noves amb la caracteristica de dividir-se indefinidament, formant aixi els tumors.

El cancer en la infancia és una malaltia poc freqiient que es déna en nens d’entre 0-
18 anys; representant entre un 1.5% i un 2% de tots els cancers. Les taxes
d’incidéncia mundial de cancer infantil oscil-len entre 50 i 200 casos per mili6 de
nens a l'any en tot el planeta (1). Concretament, a Espanya cada any es
diagnostiquen entre 900-950 casos de cancer en nens, dels quals uns 200 s6n a
Catalunya (2). A Espanya, la incidencia de tumors en aquesta poblacié presenta un

pic ales edats d’entre 1 i 9 anys, i torna a augmentar a partir dels 17 anys (2).

El diagnostic precog i el tractament apropiat sén dos factors claus per a la cura del
cancer infantil. La supervivencia ha anat augmentant fins a dia d’avui gracies a la
quimioterapia, el tractament multidisciplinari, els assaigs clinics, la investigacio
translacional i les col-laboracions a nivell nacional i internacional, entre altres. Aixi
doncs, actualment, la supervivencia als 5 anys després del diagnostic de cancer en
nens és d’aproximadament el 80% (3-6). Tot i la seva infreqiiencia i elevada
supervivencia, el cancer en nens és la principal causa de mort per malaltia en

infants d’entre 1-14 anys (7).

No es coneixen les causes de la majoria de cancers infantils. Tot i I'existéncia
d’altres causes, es creu que la majoria de cancers en la infancia, aixi com en els
adults, sorgeixen del resultat de mutacions en gens que causen un creixement
cel-lular descontrolat. En adults, les mutacions genéetiques es poden explicar amb
I'exposici6 a factors ambientals (com el fum del tabac o la radiacié ultraviolada del
sol, entre moltes altres). Per contra, en nens el temps d’exposicid als factors

ambientals no és suficient perqué aquests puguin ser els causants de les
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mutacions. En nens, practicament no existeixen els carcinomes, la majoria
presenten tumors originats durant el desenvolupament embrionari. En aquest cas,
la cel-lula d’origen del tumor presentaria mutacions en gens involucrats en el
desenvolupament normal del teixit i tan sols dues mutacions podrien ser suficients
per al desenvolupament i progressio del tumor (8). No obstant, els tumors
pediatrics poden, també, no presentar mutacions, presentar-ne més de dues o

presentar translocacions cromosomiques, entre altres.

Els cancers infantils es classifiquen en base a la seva localitzacié anatomica.
L’origen d’aquests tumors es pot trobar a nivell hematologic, mesenquimal o del
sistema nerviods. Els cancers hematologics son els cancers de la sang, de la medul-la
ossia i del sistema limfoide, els tumors cerebrals s6n cancers intracranials del
sistema nervios central (SNC) i els tumors solids s6n cancers extracranials no
hematologics. Els tumors solids poden sorgir de qualsevol de les tres capes
germinals que formaran I'embri6: mesoderm, endoderm o ectoderm. El
retinoblastoma i el neuroblastoma, per exemple, deriven dels llinatges cel-lulars de
I'ectoderm, el rabdomiosarcoma i l'osteosarcoma dels llinatges del mesoderm i
I'hepatoblastoma dels llinatges de l'endoderm (9). La tercera edicié de la
classificacié internacional del cancer pediatric (ICCC-3, International Classification
of Childhood Cancer third edition) classifica els cancers infantils en 12 categories

(Taula I11) (10).

Segons el Registre Espanyol de Tumors Infantils (RNTI-SEHOP), el cancer infantil
meés freqliient en nens de 0-14 anys en el periode de 1990-2016 varen ser les
leucemies (27.1%) (Figura I1). Els segueixen els tumors del SNC (21.8%), els
limfomes (12.8%), els neuroblastomes i altres tumors de cel-lules nervioses
periferiques (9.4%), els tumors ossis (7%) i els sarcomes de parts toves (6.6%).
Entre els menys freqiients hi trobem els tumors hepatics i les neoplasies epitelials

malignes i melanomes malignes (11,12).
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Taula I1. Classificacié internacional del cancer infantil segons la ICCC-3. Taula basada en (10).

Grups diagnostics

I Leucemies, malalties mieloproliferatives i malalties mielodisplasiques
11 Limfomes i neoplasies reticuloendotelials

[1I SNC i neoplasies intracranials i intraespinals

IV Neuroblastoma i altres tumors de cel-lules nervioses periferiques

\' Retinoblastoma

VI Tumors renals

VII Tumors hepatics

VIII | Tumors ossis malignes

IX Sarcomes de parts toves i sarcomes extra 0ssis

X Tumors de la linia germinal, tumors trofoblastics i neoplasies de les gonades
XI Altres neoplasies epitelials malignes i melanomes malignes

XII Altres i neoplasies malignes inespecifiques

Tumors hepatics

Retinoblastoma Melanomes 1%
30 206 Altres tumors
0%
Tumors germinals

3%

Tumorsrenals___——
6%

Leucemies
Tumors ossis 27%

7%

Sarcomes de
teixits tous
7%

Tumors del SNS
9%, Tumors del SNC

22%

Limfomes

13%

Figura I1. Percentatges de casos registrats al Registre Espanyol de Tumors Infantils (RNTI-
SEHOP) entre 1990-2016. Imatge basada en Peris-Bonet et al. (11).
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En el cancer en la infancia, el diagnostic precog¢ és un factor critic per a la millora
de les taxes de supervivencia. Per a la deteccio, diagnostic i estratificaci6 del cancer
en la infancia és necessaria la biopsia del tumor o de medul-la 0ssia,
preferiblement abans del tractament. L’obtencié de la biopsia sol ajudar-se de les
tecniques d'imatge com el TAC (tomografia axial computeritzada), 'exploracié per
TEP (tomografia amb emissié de positrons), imatges per ressonancia magneética o

ecografia, entre altres.

1.1. Sarcomes

Els sarcomes so6n tumors rars que sorgeixen en els teixits connectius, incloent el
greix, musculs, vasos sanguinis, teixits profunds de la pell, nervis, ossos i cartilag
(13). Representen menys de 1'1% del tumors solids dels adults i aproximadament
el 20% dels tumors solids pediatrics, i la majoria es presenten inicialment com

indolors sense simptomes clinics caracteristics (14-16).

Hi ha més de 50 subtipus histologics de sarcomes, que sovint estan associats a
unes caracteristiques cliniques i un pronostic unics, dividits en dues categories
principals: sarcomes ossis i sarcomes de parts toves (15). Els sarcomes ossis s6n
tumors infreqiients, representant un 7% de tots els tumors pediatrics (11). Es
poden dividir en osteosarcomes, condrosarcomes, sarcoma d’Ewing, altres
sarcomes ossis especificats i altres sarcomes ossis no especificats, essent els més

frequients I'osteosarcoma i el sarcoma d’Ewing.

Els sarcomes de parts toves poden apareixer en la infancia o en l'edat adulta,
representant un 1.5% de tots els tumors malignes en adults i un 7.4% dels cancers
infantils (17). A Espanya, la incidéncia de sarcomes de parts toves és del 5.9% (11).
La ICCC-3 classifica els sarcomes de parts toves en 5 subgrups, essent el
rabdomiosarcoma el més freqiient (12). A la Taula 12 es recullen els diferents

subgrups i la incidencia corresponent (11).
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Taula I2. Classificacio i incidencia dels sarcomes de parts toves i sarcomes extra ossis a
Espanya entre 1990-2016. Taula basada en (11).

Sarcomes de parts toves i sarcomes extra ossis Incidencia (%)

IXa Rabdomiosarcomes 57.4

Fibrosarcomes, tumors de les beines nervioses periferiques i
IXb e 8.7
altres neoplasies fibroses

IXc Sarcoma de Kaposi 0.1
IXd Altres sarcomes de teixits tous especificats 28
IXe Altres sarcomes de teixits tous no especificats 5.8

L’origen dels sarcomes roman al mesoderm, per tant, no estan restringits a una
localitzacié especifica i poden sorgir en qualsevol part del cos (18); tot i que tres
quartes parts dels tumors estan localitzats a les extremitats i un 10% a la paret del

tronc i al retroperitoneu (15).

L’etiologia de la majoria dels tumors de parts toves benignes i malignes és incerta.
Esta altament acceptat que els sarcomes son causats per mutacions genétiques en
progenitors mesenquimals o cel-lules mare, pero l'origen cel-lular precis de la
majoria dels tumors encara és desconegut. La majoria de sarcomes de teixits tous
semblen sorgir de novo, sense cap factor causant aparent. En pocs casos s’han
pogut relacionar factors genetics i ambientals, irradiaci6, infeccions virals i
deficiencia immunitaria amb el desenvolupament de sarcomes de teixits tous

malignes (15).

Els sarcomes de parts toves es poden dividir en quatre categories segons el seu

creixement i la seva capacitat d’invasio (15):

e Benignes. La majoria no so6n recurrents i gairebé sempre es curen per
escissio local completa.

e Intermedi (localment agressius). Els sarcomes d’aquesta categoria
tendeixen a ser localment recurrents i s’associen a un patré de creixement
localment destructiu.

e Intermedi (rarament metastatics). S6n localment agressius, pero s’han

descrit casos amb I'habilitat de donar lloc a metastasis distants (<2%).
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e Malignes. A més a més del potencial de creixement i recurrencia, tenen un
risc significatiu de metastasis distants (20-100%), el qual depen del tipus i

el grau histologic.

Els sarcomes de parts toves benignes, tan en adults com en nens, sén relativament
freqiients, amb una alta taxa de curacié després de 'escissié quirurgica, mentre
que els tumors de parts toves malignes sén rars amb una incidéncia anual de 6

casos per 100.000 persones (17).

1.1.1. Rabdomiosarcoma

El rabdomiosarcoma (RMS) és un tumor maligne embrionari derivat de cel-lules
mesenquimals primitives, anomenades rabdomioblasts, la diferenciacié de les
quals a cel-lules del muscul estriat madur és incompleta (19). EI RMS és un cancer
infantil agressiu, i és el sarcoma de parts toves més comu en nens i adolescents

(20).

1.1.1.1. Epidemiologia

El RMS representa aproximadament el 5% dels tumors malignes de nens i
adolescents, i la seva incidéncia anual és de 5.3 casos per mili6 de nens menors de
15 anys (19). El1 RMS en adults és una malaltia rara. La incidéncia del RMS és més
elevada en nens d’entre 1 i 4 anys i en adolescents d’entre 15 a 19 anys (21). S’ha
descrit una major predominanca en el sexe masculi (1.4 vegades més comu en sexe
masculi que en sexe femeni) (22). La incidencia depén també del subtipus

histologic, mostrant diferencies entre els subtipus principals (23).

Els assaigs clinics duts a terme per Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS) han
ajudat a entendre la biologia dels tumors i a millorar la supervivencia dels pacients
amb RMS (24-27). El pronostic dels pacients amb RMS localitzat ha millorat
notablement en les tres ultimes décades, tan a Europa com als EUA, gracies a la

inclusi6 de la majoria dels pacients en assaigs clinics de grups cooperatius,
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presentant actualment el 60-70% de supervivencia lliure de malaltia als 5 anys del
diagnostic (19,28). No obstant, aproximadament un 15% dels pacients amb RMS
presenten metastasis al moment del diagnostic (26). Tot i els tractaments
multimodals agressius utilitzats actualment que inclouen tan quimioterapia
convencional com quimioterapia a altes dosis amb suport de progenitors
hematopoeétics, aquests pacients amb RMS metastatic tenen un pronostic molt
desfavorable amb una supervivencia lliure de malaltia als 5 anys inferior al 20-
29% (19,29,30). Aixi doncs, els futurs assaigs clinics en terapies moleculars poden
ser molt beneficiosos per millorar el pronostic i la supervivéncia d’aquests

pacients.

1.1.1.2. Presentacio clinica

La presentacio clinica i els simptomes del RMS sén variables i estan influenciats pel
lloc d’origen del tumor primari, 'edat del pacient i la preséncia o absencia de
malaltia metastatica (19,31). Les localitzacions més freqilients inclouen el cap i el
coll, el tracte genitourinari, les extremitats i 'orbita (Figura 12) (19,31). La
simptomatologia varia segons la localitzaci6é del tumor; quan es localitza al cap i
coll (25% dels casos) i és parameningi (15%) la manifestaci6 és epistaxis o
aparicié d’'una massa a la fossa nasal, en canvi, si no és parameningi (10%) es
manifesta com una massa palpable. Quan el tumor es localitza a la bufeta o a la
prostata (15% dels casos), la manifestacié clinica associada és obstrucci6 urinaria,
quan es localitza a la vagina o a I'iter (10% dels casos) es manifesta amb sagnat
vaginal o un tumor a la vulva. Si la localitzacié so6n les extremitats (20%) es
manifesta com una massa palpable i en el cas de I'drbita (10%) es manifesta amb
exoftalmies. Altres simptomatologies poden ser l'observaci6 d’'una massa

abdominal o toracica, ictericia o vessament pleural (19).
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No parameningi 10%

Cap i coll 25% S
P Parameningi 15% Orbita 10%

Altres 20%

Extremitats 20%

Genitourinari:
Bufeta i prostata 15%

Genitourinari 25%

Genitourinari:
Vagina i iter10%

Figura I2. Localitzacions del RMS. A: Localitzacions més freqiients del RMS (figura adaptada de
(21)). Imatges obtingudes mitjancant ressonancia magnetica d’'un tumor de RMS orbital (B) (32) i
d’un tumor de RMS de tronc i extremitat superior (C), en la qual s’observa una massa polilobulada i
hipertensa a la paret toracica i al brag (33).

Altres localitzacions del RMS inclouen el tronc, paret toracica, regio perianal/anal i
abdomen, incloent el tracte biliar i el retroperitoneu (25,34). S’ha descrit també
que els tumors localitzats a les mans i peus poden ser més agressius que els
localitzats a les extremitats, essent més propensos a mostrar una histologia
alveolar i a la propagacié metastatica a llocs inusuals (35). Els tumors de RMS
també es poden localitzar al muascul orbital, esdeveniment que es déna en pacients
menors d'un any, pertanyent al subtipus histologic embrionari i presentant
normalment un bon pronostic, tot i que la disseminacié a cervell pot empitjorar la

supervivencia (22).

Les taxes de recidiva del tumor varien segons la localitzacié d’aquest, presentant la
freqliencia més elevada quan el tumor es localitza a les extremitats (47%), i la més
baixa quan es localitza al tracte genitourinari (12%) (36). Per altra banda, estudis
recents han situat la taxa de metastasis distals en aproximadament el 37%, essent
els llocs de disseminacié més freqiients els ossos, els pulmons i els noduls limfatics
(37). En aquest estudi, Kim et al. descriuen que els tumors situats a les extremitats

tendeixen a metastatitzar als noduls limfatics (37).
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1.1.1.3. Diagnostic

El RMS es pot localitzar en qualsevol part de I'organisme incloent llocs on no hi ha
muscul esqueletic madur; és un tipus de tumor que pertany a la categoria de

tumors infantils de cel-lules petites, rodones i blaves (19,30,31).

El diagnostic del RMS es basa en la utilitzaci6 de la microscopia, la
immunohistoquimica i técniques de diagnostic molecular per tal de detectar la
presencia de cel-lules del llinatge miogenic caracteristic del RMS. Gracies a la
microscopia es pot caracteritzar el RMS per la presencia d’estriacions creuades
tipiques del muscul esqueléetic (31). La immunohistoquimica detecta proteines del
muscul esquelétic, tals com miogenina, MyoD, actina especifica de mdscul, miosina,
desmina i mioglobina (19,31,38). L’aplicacié del diagnostic molecular permet
detectar la preséncia de translocacions cromosomiques especifiques
caracteristiques del subtipus histologic alveolar, ajudant aixi al millor diagnostic

del subtipus histologic de RMS (31).

1.1.1.4. Factors de risc

L’etiologia del RMS és desconeguda, la majoria de casos de RMS semblen ser
esporadics, no obstant, en un petit percentatge de casos els factors genetics tenen
un paper important en aquesta neoplasia. Per exemple, els pacients amb RMS
presenten anomalies congenites al SNC i a l'aparell genitourinari amb major
freqiiencia que la poblacié general. Per altra banda, els pacients amb sindrome de
Wiedemann-Beckwith, sindrome de Gorlin, neurofibromatosis tipus I, sindrome de
Li-Fraumeni i sindrome alcoholic fetal presenten una major incidencia de RMS

(19,31).

En alguns casos, aquests sindromes associats a predisposici6 de RMS presenten
mutacions inactivadores en gens supressors de tumors. Per exemple, en el cas del
sindrome de Li-Fraumeni hi ha mutacions germinals en TP53 (39-41). Altres

mutacions germinals relacionades amb l'aparici6 de RMS sén les de RBI en el
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diagnostic del retinoblastoma (42) o el cas del blastoma pleuropulmonar que

presenta mutacions en DICER1 (43,44).

Altres sindromes associen el RMS amb malformacions. Entre els menys freqiients
hi ha el sindrome d’aneuploidia en mosaic variegada (mutacions en BUB1B) (45) o
el sindrome de cancer per no reparacio dels errors d’aparellament (46). Pel que fa
al sindrome de Wiedemann-Beckwith, pocs casos s’han relacionat amb I’aparicio
de RMS (perdua d’heterozigositat al cromosoma 11p15) (47,48). En el sindrome de

Gorlin, les mutacions en PTCH1 s’han relacionat amb l'aparicié de RMS (49).

Els sindromes amb més risc d’aparici6 de RMS sén els que tenen mutacions
germinals en HRAS i constitueixen el sindrome de Costello; el 25% dels nens
afectats amb aquest sindrome desenvolupen RMS (50,51). Aquesta forta associacid
remarca la importancia de la via RAS en RMS (52). Aquesta via també ha estat
relacionada amb el sindrome de Noonan (mutacions en PTPNI11) (51,53) i en

neurofibromatosis tipus I (mutacions en NF1) (52,54-57).

1.1.1.5. Histopatologia i alteracions genétiques

L’any 1995 es va crear la Classificacid Internacional del Rabdomiosarcoma (ICR; de
I'angles International Classification of Rhabdomyosarcoma), en la qual es varen
establir 4 subtipus de RMS segons criteris histologics i pronostic. E1 RMS botrioide
i de cel-lules fusiformes amb bon pronostic, el RMS embrionari amb pronostic

intermedi i el RMS alveolar i el RMS pleomorfic amb pronostic dolent (58).

En la quarta edicié de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) - Classification of
Tumours of Soft Tissue and Bone - es va modificar el sistema de classificacié del
RMS (59). Aquestes modificacions varen incloure l'eliminacié del subtipus
botrioide com a un diagnostic independent, classificant-lo com a RMS embrionari.
A més, es va establir el RMS esclerosant/de cel-lules fusiformes com a un nou
subtipus histologic. Aixi doncs, la classificacié dels subtipus principals de RMS
inclou: alveolar, embrionari, esclerosant/de cel-lules fusiformes i pleomorfic

(Taula I3) (58).
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Taula I3. Localitzacié, pronostic, edat de presentaciéo i freqiiéncia segons el subtipus
histologic. Taula basada en (20,22,30,58).

Subtipus | Mutacions Pronostic Freqiiencia Localitzacid

Embrionari Intermedi | <de 10 anys 70% Cap i coll, tracte

(RMSe)

80% dels RMSe genitourinari

Pleomorfic Dolent Adults - Extremitats

Els dos subtipus majoritaris de RMS, I'alveolar (RMSa) i I'’embrionari (RMSe), tenen
alteracions citogenetiques completament diferents que poden jugar un paper
important en la patogenesi dels tumors. Estudis realitzats als EUA, situen la
supervivencia dels pacients amb RMSa als 5 anys del diagnostic en el 52%, mentre
que la supervivencia dels pacients amb RMSe és del 80% (60). El subtipus de RMS
embrionari predomina en homes (1.5 vegades més que en dones), i presenta un pic
d’incidencia entre 0 i 4 anys (aproximadament 4 casos per milid); la incidencia del
subtipus alveolar és relativament constant (1 cas per mili¢) i no mostra predileccié

de genere (34).

El RMSa representa aproximadament un 20% dels casos de RMS, apareix més
freqiientment en nens de més de 10 anys i es localitza majoritariament a les
extremitats, el tronc i la regié perianal (23,57). La majoria d’aquests tumors
(aproximadament un 75%) presenten una fusié entre el gen FOX01 (cromosoma
13) i el gen PAX3 o PAX7, localitzats als cromosomes 2 i 1, respectivament (Figura

[3) (28,61). En aproximadament el 55% dels casos, es dona la translocacio
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caracteristica entre el brag llarg del cromosoma 2 i el brag llarg del cromosoma 13,
referit com t(2;13)(q35;q14) (62). Aquesta translocacié genera la fusié del gen
PAX3, gen que regula la transcripcié durant el desenvolupament primerenc
neuromuscular, amb el gen FOX01, un membre de la familia de factors de
transcripcié forkhead (FKHR) (63). La variant t(1;13)(p36;q14) fusiona el gen
PAX7 localitzat al cromosoma 1 amb FOX01, corresponent a un 23% dels casos.
PAX7 és un factor de transcripcié que regula la miogénesi mitjancat el control de la
proliferacié de les cel-lules precursores. En els dos casos es genera un factor de
transcripcié quimeéric amb el domini d’'unié a I’ADN dels gens PAX i el domini
transactivador de FOXO1. La proteina de fusié generada presenta una activitat de
PAX augmentada, resultant en una activaci6 inapropiada de la transcripci6 de gens
que contribueixen a un fenotip transformat amb efectes oncogenics, que inclouen

la inhibici6 de la diferenciacié miogenica i de I'apoptosi (19,29,64).

PAX3-FOXO1 indueix la transcripci6é de gens tals com el factor de creixement de
fibroblasts 4 (FGFR4, de 'angles Fibroblast growth factor 4) i el gen del factor de
creixement insulinic tipus 2 (IGFZ2, de I'angles Insulin-like growth factor 2), activant
aixi l'eix RTK/RAS/PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) (65).
Estudis recents descriuen que la proteina de fusié PAX3-FOXO1 tindria com a
dianes directes oncogens com MYCN, FGFR4, ALK o IGF2, gens que contribueixen a
la transformaci6 dels mioblasts i a la formaci6 del tumor mitjan¢ant I’estimulaci6
de la proliferacio i la inhibici6 de la diferenciacié miogenica i 'apoptosi (66,67).
Tot i aix0, s’ha demostrat que la translocacié PAX3-FOX01 no és tumorigénica per

si sola, calen mutacions addicionals en gens com TP53, RB1 o RAS (68,69).

Recentment, s’ha descrit una nova translocacio, t(2;2)(q35;p23), que genera una
proteina de fusié entre PAX3 i el receptor coactivador nuclear NCOA1 (Figura 13)
(22,70,71). Aquesta proteina de fusi6 tindria propietats transactivadores
semblants a PAX3-FOXO01 (70). També s’ha descrit una fusié entre els gens PAX3 i
INO8OD (65), tot i que encara no es coneixen els efectes d’aquestes translocacions
recentment descrites en la progressié del RMSa. Els casos associats amb la fusié de
PAX7 tendeixen a apareixer en pacients més joves i podrien associar-se a una

supervivencia lliure d’esdeveniments més llarga que en les fusions PAX3 (28).
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Figura I3. Diagrama de translocacions cromosomiques en RMSa. A i B: Translocacions que
fusionen FOX01, localitzat al cromosoma 13, amb PAX3 (cromosoma 2) o PAX7 (cromosoma 1),
respectivament. C: Translocacié que fusiona PAX3 (cromosoma 2) i NCOA1 (cromosoma 2) amb
propietats transactivadores semblants a PAX3-FOXO1. Abreviatures: PD: Paired domain, HD:
homeodomain, TAD: transactivation domain, HAT: histone acetyltransferase. Figura adaptada de
(22).

El 25% restant dels RMSa presenten la histologia classica alveolar pero no mostren
cap translocacio caracteristica (30,61,72). Els tumors alveolars negatius per la
fusié s’assemblen als RMSe i tenen un pronostic similar als pacients amb RMSe

(73).

El RMSe representa entre el 60-70% dels casos de RMS (23). Aquests tipus de
tumors es presenten principalment en nens de 0 a 5 anys, poden apareixer en
qualsevol localitzacié pero tipicament sorgeixen en la regi6 del cap i el coll o al
tracte genitourinari (34,57). E1 RMSe normalment té un comportament menys
agressiu i presenta també millor pronostic (29). No presenta translocacions
especifiques pero és freqiient la perdua d’heterozigositat (LOH, de 'angles loss of
heterozygosity) del cromosoma 11 al locus 11p15, amb pérdua d’informacid
genetica materna i duplicaci6 de la informaci6 genetica paterna (19,74,75).

Aquesta LOH es ddéna en un 80% dels casos de RMSe i suggereix una pérdua o
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inactivacié d’'un gen supressor de tumors (29,30). En aquesta regid es localitza el
gen IGF2, gen que esta sobre-expressat en RMS, la funcié del qual és estimular el
creixement cel-lular (29,74). S’ha descrit també que el RMSe presenta perdua
d’empremta genetica (LOI, de I'angles loss of imprinting), amb una reexpressié de
I'al-lel matern silenciat del gen IGF2 (76). Tan la LOH com la LOI resulten en una

sobre-expressio del gen IGFZ.

Una tercera part dels casos de RMSe presenten mutacions en gens de la via de
senyalitzacid6 RAS (NRAS, KRAS, HRAS i NF1). Menys freqiientment es troben
mutacions en FGFR4, PI3KCA, CTNNB1, FBXW7 i BCOR (65,77). En aquest subtipus
també s’han descrit guanys i perdues en certs cromosomes. Els guanys es donen al
cromosoma 8 majoritariament (72%) i als cromosomes 2, 7, 11, 12, 131 20 i les

perdues als cromosomes 9i 10 (57).

S’han descrit similituds entre el RMSe i el RMSa sense fusid. Un exemple és
I'augment de I'expressio d’IGF2, descrit tan en tumors de RMSe com en tumors de
RMSa negatius per la fusi6 PAX-FOX01 (78). L’augment del nimero de copies de
FGFR1 s’ha associat amb guanys al cromosoma 8, tan en RMSe com en RMSa

negatius per la fusio genica (73).

Els tumors botrioides s6n tumors embrionaris que es formen sota la superficie
mucosa de cavitats buides/orificis del cos tals com la vagina, la bufeta, la cavitat
nasofaringia i el tracte biliar, representant un 10% de tots els RMS (34).

Generalment s’associen a un bon pronostic.

El RMS de cel-lules fusiformes es déna en homes joves i es localitza
majoritariament a l'area paratesticular i a la regié de cap i coll (79,80). Es un
subtipus que presenta bon pronostic (80). Les cel-lules tumorals que formen el
RMS de cel-lules fusiformes presenten un citoplasma eosinofilic i fibril-lar,
mimetitzant fibres musculars positives per marcadors musculars com la desmina i
la mioglobina (79). EI RMS esclerosant s’ha considerat una variant del subtipus de
RMS de cel-lules fusiformes. Apareix en adults i es localitza majoritariament a les
extremitats i a la regié de cap i coll (58). Els tumors d’aquest subtipus presenten

un elevat grau de hialinitzacié i formacié de matriu extracel-lular; també es
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caracteritza per compartir caracteristiques clinico-patologiques amb els subtipus

alveolar i embrionari (81).

El RMS pleomorfic és una variant rara de RMS que es déna majoritariament en
homes de mitjana edat. Apareix normalment a les extremitats inferiors, presentant
metastasis en un 50-60% dels casos. El pronostic per aquest subgrup és
desfavorable, aproximadament el 70% dels pacients moren degut a la malaltia. La
histologia del RMS pleomorfic es caracteritza per cel-lules tumorals atipicament
grans, pleomorfiques, sovint multinucleades amb un citoplasma eosinofilic i nuclis
pleomorfics barrejats amb un numero variant de rabdomioblasts positius per

marcadors miogenics (82).

1.1.1.6. Etiologia i evolucié molecular

Els dos subtipus majoritaris, I'alveolar i I'’embrionari, presenten caracteristiques
cliniques i moleculars diferents, fet que indica que podrien sorgir mitjancant
mecanismes biologics diferents. Alguns estudis han demostrat la preséncia de
poblacions cel-lulars del tipus cel-lula mare en RMS, les quals sén anomenades
fracci6 de poblacid secundaria (de I'angles side-population fraction), tot i que
encara no es coneix la significanca clinica d’aquesta poblacié cel-lular (83).

L’origen cel-lular del RMS, per tant, és encara controvertit.

El subtipus alveolar podria sorgir de cél-lules no musculars, com les cél-lules mare
mesenquimals, amb la capacitat de convertir-se en llinatge muscul-esquel-létic
(84). Estudis classics de desenvolupament en ratolins mostren que PAX3 promou
el compromis a llinatge muscul-esqueletic i PAX3-FOX01 indueix I'expressio de
gens miogenics en fibroblasts no miogeénics (85). Donada la importancia de les
mutacions involucrades en l'origen del RMS, el fracas per induir RMS en models
experimentals no exclou una cel-lula no miogénica expressora de PAX3 o PAX7 com
a origen de la malaltia. A més, expressant directament PAX3-FOXO01 en cel-lules
mare mesenquimals de ratoli es generen tumors de RMS només amb presencia de
I'antigen T de SV40, el qual inactiva els gens supressors de tumors p53 i RB (68).

No obstant, aquesta hipotesi no contempla els casos de RMS negatius per la fusio,
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suggerint aixi altres origens no miogenics. Drummond et al. han creat recentment
un model de RMS de cap i coll exclusivament, que resulta de I'activacié de SmoM2
(forma constitutivament activa del receptor Smoothened de la via Hedgehog) en
progenitors endotelials. Aquest treball confirma que I'activaci6 de la via Hedgehog
promou l'expressié aberrant de factors de transcripcié especifics de la miogenesi,

causant aixi I'origen del RMS (86).

El RMS podria sorgir també directament del muscul esquelétic, fet que confirmaria
un origen miogénic. En aquest cas, les cel-lules d’origen inclourien els mioblasts
embrionaris, les cel-lules satel-lit (precursors miogénics que resideixen al voltant
de les miofibres madures) o els miocits transformats en algun estadi de la
miogenesi (85). Les cél-lules satél:lit es trobarien quiescents fins estar preparades
per proliferar en resposta a estimuls patologics. L'elevada expressi6 de PAX7
descrita en tumors RMSe és consistent amb el seu origen en les cél-lules satel-lit
(87). L’origen miogenic, pero, no contempla els casos de RMS que no sorgeixen en
muscul esqueletic. Aquest origen, per tant, no explicaria els tumors que sorgeixen
en llocs on normalment no hi trobem muscul esqueletic (per exemple, la bufeta
urinaria), o per exemple, pels sarcomes indiferenciats derivats de la mesenquima

que no es poden associar a un llinatge de teixit especific.

L’explicacié de l'origen miogeénic es trobaria en l'embrid, on les cel-lules del
mesoderm generen cel-lules miogéniques (cel-lules formadores de muscul), la
majoria de les quals es diferencien per a produir fibres musculars estriades sota el
control dels factors de transcripcié miogenics PAX3 i PAX7, entre altres (Figura 14)
(88,89). No obstant, un subconjunt d’aquestes cel-lules miogeniques escapa de la
diferenciacié terminal a l'embrié i forma una unica poblaci6 mononuclear
anomenada cel-lules satel:lit, les quals es troben retingudes a la lamina basal que
envolta les fibres musculars madures (90). Com els precursors normals, les
cel-lules de RMS expressen PAX3, PAX7 i MRFs (de I'anglés myogenic regulatory
factor) (20). PAX3 i PAX7 marquen tan la formaci6 del muscul com de les cél-lules
de la cresta neural, pero pel fet que al RMS li manquen els trets de diferenciaci6
neural, I'expressié de PAX3, PAX7 i MRFs s’han interpretat com indicadors de
'origen muscul-esqueletic del RMS (90).
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Figura 14. Esquema de la miogenesi esquelética. Els factors de transcripcié miogénics PAX3,
PAX7, MYOD, MYF5 i miogenina, son claus en I'especificacio6 de les cél-lules del mesoderm a muscul
madur. Figura adaptada de (90).

1.1.1.7. Factors pronostic i estadiatge

El pronostic dels nens amb RMS depen de 'edat, la localitzaci6é del tumor primari,
la mida del tumor i la seva resectabilitat, la presencia de metastasis, I'afectacié
ganglionar i la histologia (24-27,61). Entre els pacients amb pronostics

desfavorables, les recaigudes s6n un fenomen comad.

Els factors pronostics més importants en RMS sén (19):

e Histologia. Favorable: embrionari. Desfavorable: alveolar.

o Estadi (classificacid IRS). Favorable: grup I. Desfavorable: grups II-III.

e Afectacio ganglionar. Favorable: no afectacié (NO). Desfavorable: afectacio6
ganglionar (N1).

e Localitzacio. Favorable: orbita, cap i coll no parameningi, genitourinari no
bufeta-prostata. Desfavorable: la resta de localitzacions.

e Mida. Favorable: <5cm. Desfavorable: >5cm.

e Edat. Favorable <10 anys. Desfavorable: > 10 anys.

¢ Resectabilitat del tumor: els pacients sense tumor residual després de la
cirurgia (grup I) tenen una supervivencia del 90% als 5 anys, els que tenen
malaltia microscopica (grup II) tenen aproximadament un 80% de
supervivencia als 5 anys i els que tenen elevada malaltia residual (grup III)

presenten un 70% de supervivencia als 5 anys (34).
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Els pacients afectats de RMS es classifiquen en grups que difereixen en el risc de
recaiguda per a l'estratificaci6 del tractament. L’avaluacié de l'extensi6 de la
malaltia és un punt critic perque la terapia i el pronostic depenen del grau de
massa que ha difés més enlla del tumor primari. El sistema més utilitzat en
'estadiatge és la classificacié en grups clinics desenvolupat per I'IRS I'any 1972
(Taula 14) (19,31). Aquest sistema reconeix quatre categories de la malaltia

basant-se en la reseccié del tumor, I’extensio del tumor i I'evidéencia de metastasis.

Taula I4. Sistema de classificacié en grups clinics segons I'IRS. Taula basada en (19).

Grup Descripci6

I Malaltia localitzada completament extirpada
A Confinada al muscul o organ d’origen

B Afectaci6 per contigiiitat, infiltracié fora del muiscul o organ d’origen

11 Extirpacié macroscopica total amb evidencia d’extensi6 locoregional
A Tumor amb reseccié macroscopica total i residu microscopic
Malaltia regional amb afectaci6é ganglionar extirpada completament sense
residu microscopic
Malaltia regional amb afectacié ganglionar i extirpacié macroscopica total
C pero amb evidencia de malaltia microscopica residual i/o afectacié al

gangli més distal de la resecci6

11 Extirpaci6 incompleta amb malaltia residual macroscopica
A Només després de la biopsia

B  Després de la reseccid del tumor amb >50% romanent

Malaltia metastatica present al diagnostic (pulmons, fetge, ossos, medul-la
I\Y%
ossia, cervell, musculs i ganglis a distancia)

Un altre sistema d’estadiatge és el TNM (tumor-nodes-metastasis), aquest sistema
inclou l'avaluacié6 de la localitzacié de la malaltia, 'extensié local, la mida,
I'afectaci6 dels ganglis i la presencia de metastasis (Taula 15). Aquesta
estratificacié ha demostrat un elevat valor predictiu de l'evoluci6é dels pacients

amb RMS (91,92).
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Taula I5. Estadiatge TNM del RMS. Taula adaptada de (31,34).

Estadi Localitzaci6 T-invasivitat T-mida

Bufeta/
T1 (0] Tz a No (o) Nx MO

Prostata
- Extremitats T10T; a No o Ny Mg

Crani
T1 (0] Tz a No (0] Nx MO
Parameningi

Altres Ti10T: a No o Ny M

1.1.1.8. Tractament

Els tractaments actuals del RMS inclouen la cirurgia, la radioterapia i la
quimioterapia. La radioterapia s’utilitza per controlar la malaltia residual local
microscopica 0 macroscopica, mentre que la quimioterapia s’utilitza per la
citoreducci6 primaria i per la malaltia metastatica (31). Malgrat les aproximacions
agressives que inclouen la cirurgia, la quimioterapia i la radioterapia, el pronostic

dels pacients amb malaltia metastatica continua essent dolent.
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Els principis generals del tractament son (19):

Quimioterapia. Tots els pacients diagnosticats de RMS han de rebre
quimioterapia. Els regims més ampliament utilitzats sén VAC: vincristina
(VCR), actinomicina D (ACTD), ciclofosfamida (CFM); IVA: similar a VAC
pero amb ifosfamida (IFO) en lloc de CFM; VACA: VAC més adriamicina
(ADR) alternat amb ACTD; VAIA: IVA amb ADR alternant amb ACTD.

Els pacients de baix risc es tracten amb VAC, tot i que les dosis de CFM s6n
baixes; els pacients de risc intermedi reben una terapia similar amb dosis
més elevades de CFM juntament amb quimioterapeutics addicionals i el
pacients d’alt risc reben la mateixa terapia que els de baix risc juntament
amb irinotecan, etoposide i doxorubicina (34). En aquest ultim grup també

s’estan estudiant agents biologics.

Cirurgia. Es recomanable I'extirpacié quirirgica inicial de tumor en tots els
pacients amb tumors resecables en un intent d’aconseguir una exeresis amb
marges lliures de tumor (Grup I IRS). En cas que la cirurgia inicial no sigui
possible o es previngui que sera mutilant, es recomana iniciar la
quimioterapia i realitzar la cirurgia després dels cicles inicials de

radioterapia.

Radioterapia. Es recomana radioterapia per a tots els pacients en els quals
la cirurgia radical no sigui possible o que després de la cirurgia persisteixen
restes microscopiques i macroscopiques. La radioterapia s’ha de realitzar
amb aparells d’elevat voltatge, ha de ser conformada i la dosi i camps sén

decidits en funcié de I'edat, localitzacio, histologia i estadi.

Actualment, s’estan intentant incloure agents quimioterapeutics nous per al

tractament del RMS. No obstant, varis agents que han mostrat activitat en estudis

preclinics (trabectedin, cixutumumab i temsirolimus) no sén efectius en assaigs

clinics (93). Aixi doncs, existeix la necessitat de noves terapies per a la reducci6 de

I'index de mortalitat i la millora de la qualitat de vida dels pacients.
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2. Via de senyalitzacio Wnt

La via de senyalitzaci6 Wnt esta involucrada en diversos processos del
desenvolupament, tals com la proliferacié cel-lular, la diferenciacié i les
interaccions epiteli-mesenquima en un ampli rang de teixits. Durant els primers
estadis de '’embriogenesi, la via Wnt s’encarrega de la formaci6 de I'eix corporal
(94). Més endavant, és una via necessaria per al desenvolupament de multiples
organs com el cervell, el rony0, les glandules mamaries, el tracte reproductiu, el
muscul, els vasos sanguinis i les dents, entre d’altres (95). La via de senyalitzacié
Wnt pot ser de dos tipus: la via candnica, la qual és dependent de B-catenina, i la
via no canonica, independent de [-catenina. La desregulaci6 de la via causa
defectes en el desenvolupament i pot ser causant de malalties com el cancer o

I’Alzheimer.

2.1. Historia de la via Wnt

L’any 1982, Nusse i Varmus varen identificar el proto-oncogén de ratoli int-1 (de
'angles integration 1), fruit d’infectar ratolins amb el virus de tumor mamari de
ratoli amb I'objectiu de descriure les mutacions causants d’aquests tumors (96,97).
Int-1, el gen muri que varen descriure era similar al gen Wingless (wg) de
Drosophila melanogaster (98,99). L’any 1991, varen canviar la nomenclatura dels
gens int per Wnt. Es varen descriure 10 gens Wnt en ratoli (Wnt-1, Wnt-2, Wnt-3,
Wnt-3A, Wnt-4, Wnt-5A, Wnt-5B, Wnt-6, Wnt-7A i Wnt-7B), tenint els tres primers
homolegs humans (WNT-1, WNT-2 i WNT-3), tots ells codificant per polipeptids

secretats d’aproximadament 40 kDa (100).

Posteriorment, es va descriure la importancia dels gens Wnt en embrions de
granota. En expressar de manera ectopica els gens Wnt en embrions de granota es
va induir la duplicacié de 'eix embrionari en aquests embrions (101). Per altra
banda, la deficiéncia dels gens Wnt va causar un desenvolupament anormal dels
cervells en mamifers (102,103). McMahon et al. varen descriure que la mutacié
homozigota dels al-lels Wnt-1 en ratolins causa l'abséncia de la major part del

mesencefal i del metencefal en els primers dies de la gestaci6. En estadis més
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avancats de la gestacid, els fetus no presentaven mesencefal ni cerebel i al néixer
morien en les seglients 24h, suggerint un paper de Wnt-1 en el desenvolupament

d’'unaregio especifica del SNC (102).

2.2. Via de senyalitzacié Wnt canonica

La via de senyalitzaci6 Wnt canonica s’activa mitjancant la unié dels lligands Wnt
als receptors de la via (Frizzled i les proteines 5 i 6 associades a receptors LDL).
Aquesta uni6 causa l'activacié de la proteina Dishevelled, la qual és capag
d’inactivar el complex que inhibeix la proteina efectora de la via (p-catenina),

promovent la seva translocacié a nucli on activa els gens diana de la via.

2.2.1. Lligands Wnt

El gen wg, codificant pel lligand Wnt, es va identificar per primera vegada en
Drosophila melanogaster degut a una mutacié6 que transformava l'ala en una
duplicacié del notum (torax) (104). Posteriorment, es va descriure que les
mutacions que inactiven completament la funci6 del gen wg sén mutacions

recessives que afecten al segment de polaritat i sén letals per 'embrié (105,106).

Els lligands Wnt es troben altament conservats entre els éssers vius. En mamifers
existeixen 19 lligands Wnt, els quals son glicoproteines riques en cisteines
d’aproximadament 350-400 aminoacids que contenen un peptid senyal a I'N-
terminal per a la seva secreci6 (107). S6n proteines insolubles degut a la seva
modificacié per I'addicié d’un acid gras mono-insaturat (acid palmitic) unit a la
Cys77 (108). Posteriorment, es varen descriure altres modificacions, com per
exemple la unié de I'acid palmitoleic a una serina altament conservada (Ser209) de
Wnt3a (109). En el cas de Wnt5a, s’han descrit modificacions degudes a la unio

d’acid palmitic a la Cys104 (110).

Per a la secreci6 dels lligands, és necessaria la seva associacié amb la proteina

Porcupine (Porc) al reticle endoplasmatic (RE), donat que li transfereix l'acid
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palmitic (111,112). Posteriorment, les proteines transmembrana Wntless (Wls)
s'uneixen especificament a les proteines Wnt per a transferir-les a la membrana

plasmatica per a la seva secrecio (113).

2.2.2. Receptors de la via Wnt

Hi ha dues families de receptors de la senyalitzaci6 Wnt/[3-catenina: els receptors
Frizzled (Fz) i les proteines 5 i 6 associades a receptors LDL (LRP5 i LRP6; de
I'anglés LDL Receptor-related Proteins 5/6), coneguts com a Arrow en Drosophila

(114-117).

Les proteines Fz pertanyen a la familia de proteines acoblades a proteines G; son
receptors amb 7 dominis transmembrana amb una extensié a I'N-terminal
anomenada domini ric en cisteines (CRD, de l'angles cysteine-rich domain) on
s'uneixen directament els lligands Wnt (114,118). El genoma huma manté 10 gens
FZ, la majoria dels quals tenen capacitats variables per activar -catenina quan es
troben co-expressats amb LRP5/6 (119). Els receptors Fz estan involucrats tan en

la via candnica com en la no canonica.

Els receptors LRP5 i LRP6 presenten una homologia del 70% entre ells, i una
homologia del 45% a Arrow (120). S6n receptors transmembrana que tenen un
domini extracel-lular amb 4 tandems de repetici6 de propulsors (/factor de
creixement epidermic (EGF, de I'anglés epidermal growth factor), seguit de tres
repeticions LDLR tipus A (120). La xaperona MESD és essencial pel correcte
plegament del domini extracel-lular de LRP5/6 (121). Els dos LRPs tenen funcions
diferents, LRP6 és essencial per a I’embriogenesi, mentre que LRP5 és dispensable

en 'embriogenesi pero critic per 'homeostasi de I'os en adults (107).

2.2.3. B-catenina

La B-catenina, proteina codificada pel gen CTNNB1 en humans i homologa a la

proteina Armadillo en Drosophila, és 1'efector central de la via Wnt canonica
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(107,122). En absencia de lligand, la B-catenina citosolica forma un complex amb
les proteines Caseina cinasa a (CKla), GSK-3B (de l'angles, glycogen synthase
kinase-3 beta), Axina i Adenomatosis Poliposis Coli (APC) (123-125). Aquest
complex es manté gracies a la proteina estructural Axina, la qual utilitza diferents
dominis per interaccionar amb GSK-3f, CK1a i B-catenina i regula la fosforilaci6 de
[-catenina per a la seva posterior ubiquitinitzacié (126). Per a la degradacio de B-
catenina citosolica cal la fosforilaci6 de seu extrem N-terminal. La lligasa
d’ubiquitines B-TrCP reconeix aquesta fosforilacié i procedeix a la ubiquitinitzacié
de B-catenina (127). Un cop s’activa la via i el complex és inhibit per la proteina
Dishevelled, B-catenina s’acumula al citoplasma i es transloca a nucli on s’uneix a

altres factors de transcripci6, permetent la transcripcié dels gens diana de la via

(128).

2.2.4. Factors de transcripcio

La familia de factors de transcripcié d’'unié a 'ADN TCF/LEF (de l'anglés T-cell
factor/lymphoid-enhancing factor) son les principals proteines associades a [3-
catenina implicades en la regulacié dels gens efectors (129,130). En humans
existeixen 4 gens TCF/LEF (TCF1, TCF3, TCF4 i LEF1), tot i que I'splicing alternatiu i
I'ts de promotors diferents produeixen un gran nombre de variants de TCF amb
propietats diferents (129,130). Les proteines TCF sén del grup de factors d’'uni6 a
I’ADN d’alta mobilitat (HMG; de l'angles high mobility group); s’'uneixen a una
seqliencia consens de I'ADN referida com a WRE (de l'angles Wnt responsive
element), CCTTTGWW (on W representa tan T com A), causant una curvatura a
I’ADN que pot alterar I’estructura local de la cromatina (107). TCF1 i TCF4 actuen
tan de repressors com d’activadors, LEF1 sovint és un activador transcripcional,

mentre que TCF3 és majoritariament un repressor (129,130).

La interaccié del repressor Groucho (TLE1 en humans) amb TCF inhibeix
I'expressio genica ja que promou la desacetilacié d’histones i la compactacio de la
cromatina. L’estabilitzacié i I'acumulacié nuclear de P-catenina induida pels

lligands Wnt desplaca Groucho i es forma el complex TCF-B-catenina. El complex
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recluta altres coactivadors (tals com Legless i Pygopus) per a la posterior

expressio dels gens diana de la via Wnt (131-133).

2.2.5. Antagonistes i agonistes de la via Wnt

Hi ha varies families de proteines que antagonitzen i modulen la senyalitzaci6 Wnt
(resumits a la Taula 16). Les proteines sFRP, WIF1 i Cerberus s’uneixen als lligands
Wnt de manera extracel-lular, i en el cas dels sFRPs també als receptors Fz, actuant
aixi com antagonistes de les vies canonica i no canonica (Figura 15-A). Les
proteines Tiki i APCDD1 so6n proteines transmembrana que s’'uneixen també als
lligands Wnt; APCDD1, a més, té la capacitat d’unir-se als receptors LRP. Una altra
familia d’antagonistes sén aquelles proteines que inhibeixen els receptors LRP,
entre les quals es troben les families de proteines DKK, SOST, Wise, MESD, Waif i
IGFBP-4; les proteines IGFBP-4 també s’uneixen als receptors Fz per inhibir la seva
funci6. La familia de proteines Shisa forma I'tultim grup d’antagonistes encarregats
de la inhibicié dels receptors Fz. Les families d’antagonistes més estudiats son els

sFRP i els DKK.

Taula I6. Principals antagonistes de la via Wnt.

Nom Gens Proteina que
Localitzacio Referéncia
antagonista humans inhibeix
sFRP SFRP (1-5) WntiFz Solubles (134)
WIF1 WIF1 Wnt Solubles (135)
Cerberus CER1 Wnt Solubles (136)
Tiki TIKI (1-2) Wnt Transmembrana (137)
APCDD1 APCDD1 WntiLRP Transmembrana (138)
DKK DKK (1-4) LRP Solubles (139)
SOST SOST LRP Solubles (140,141)
Wise SOSTDC1 LRP Solubles (142)
MESD MESD LRP RE (121)
Waif TPBG LRP Transmembrana (143)
IGFBP-4 IGFBP4 LRPiFz Solubles (144)
Shisa SHISA (2-9) Fz Transmembrana (145,146)
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Les proteines sFRP (de 'angles secreted Frizzled related proteins) juntament amb
Sizzled, Sizzled2 i Crescent, identificats en Xenopus i Zebrafish (147), formen una
familia d’antagonistes de la via Wnt. En mamifers s’han descrit 5 membres de la
familia sFRP (sFRP1, sFRP2, sFRP3 (també anomenat FRZB), sFRP4 i sFRP5). Les
proteines sFRP s’uneixen als lligands Wnt i als receptors Fz de manera semblant a
com ho fan els lligands Wnt (134,148-150). Aquests antagonistes tenen un CRD
similar al dels receptors Fz; aquesta homologia crea una competéncia entre els
SFRP i els receptors Fz per la unié dels lligands Wnt, disminuint, per tant, la unié
Wnt-Fz (151). Per altra banda, els sFRP també poden formar complexes no
funcionals amb Fz mitjancant el domini CRD, reduint aixi el nombre de receptors
Fz disponibles a la membrana cel-lular (151-153). Alguns sFRPs tenen també

activitat independent de Wnt regulant proteinases extracel-lulars (153).

Les proteines WIF1 (de I'angles Wnt inhibitory factor 1), codificades pel gen WIF1,
s'uneixen als lligands Wnt inhibint la seva funcié. S6n proteines secretades que
s’assemblen a la porcié extracel-lular Derailed/RYK dels receptors Wnt
transmembrana (135). Aquestes proteines no comparteixen similituds amb el
domini CRD de Fz o dels sFRP, pero si que presenten una seqiiéncia senyal a
I'extrem N-terminal anomenada domini WIF (WD, de l'angles WIF domain)
altament conservat entre especies i present també a la familia RYK (de I'angles
receptor-like tyrosine kinase) (154). S’ha descrit que poden unir-se als lligands Wnt
tan de la via canonica com de la via no canodnica, unint-se especificament als

lligands Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt9a i Wnt11 (155).

Un altre inhibidor dels lligands Wnt és Cerberus (Cer), descrit per primera vegada
en Xenopus per la seva implicaci6 en I'organitzador d’Spemann (136).
L’organitzador d’Spemann és I'area embrionaria de la gastrula dels amfibis capag
d’induir la diferenciacié especifica durant el desenvolupament d’aquests. Cerberus
és una proteina codificada pel gen CERI i presenta un domini anomenat Cystine-
knot, domini sovint present en les citocines (156). Es un antagonista dels senyals
Wnt, Nodal i de les proteines morfogeniques oOssies (BMP, de l'anglés bone
morphogenetic protein) (157). Tikil és una metaloproteasa transmembrana
antagonista dels lligands Wnt, actua mitjancant la seva acci6 proteasa eliminant 8

residus amino-terminals dels lligands Wnt (137). Aquest procés genera oligomers
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de Wnt oxidats amb menor capacitat d’'uni6 als receptors. APCDD1 (de l'angles
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1) és una glicoproteina unida a la
membrana i és també un gen diana de la via Wnt (138). Recentment, s’ha descrit

que pot interaccionar in vitro amb Wnt3a i LRP5 inhibint la senyalitzaci6 Wnt

(158).

Les proteines Dickkopf (DKK) so6n antagonistes solubles del co-receptor LRP5/6 i
estan considerats inhibidors especifics de la via Wnt/-catenina. DKK representa
una familia de proteines solubles, tenint, per tant, una senyalitzaci6 tan autocrina
com paracrina (159). Existeixen 4 gens DKK en humans (DKK-1, DKK-2, DKK-3 i
DKK-4) els quals presenten dos dominis CRD, en aquests dominis, les posicions de
10 residus de cisteina estan altament conservats entre els membres de la familia
(139). La uni6 DKK-LRP es dona mitjangant un lloc d’'unié no necessari per a les
interaccions LRP-Fz o LRP-Wnt; al unir-se DKK-LRP6 s’impedeix la formaci6 del
complex Fz-LRP6, inhibint aixi la senyalitzacié (160,161). L’expressi6 de DKK-1
predomina en '’embriogenesi, mentre que I'expressiéo de DKK-2 i DKK-3 predomina

en teixits adults; el patr6 d’expressié de DKK-4 segueix essent incert (162).

El membre de la familia més estudiat és DKK-1, el qual va ser identificat per
primera vegada en Xenopus laevis com a proteina secretada i necessaria per a la
induccié de la formacié del cap mitjancant la inhibicié de la via Wnt (163). L'any
1999, 'homoleg huma de DKK-1 es va aillar i caracteritzar bioquimicament (164).
L’expressi6 de DKK-1 com a organitzador d’Spemann es va descriure als estadis
primerencs de la gastrula de la granota. També s’ha descrit la seva expressio en el
mesoderm paraxial i en la formacié de les vertebres, i juntament amb SHH (lligand
de la via Hedgehog; de I'angles Sonic Hedgehog) en la formaci6 i manteniment de la
cresta ectodérmica apical, component critic per la formacié de les extremitats
(165,166). Els ratolins DKK-17/- moren al néixer i manquen de la majoria
d’estructures del cap, incloent els ulls o els placodes olfactius (167). DKK-1 és un
potent inhibidor de la via Wnt, s’'uneix amb elevada afinitat al receptor LRP6
(160,168). Aquesta uni6 perod, no promou ni la internalitzaci6 ni la degradaci6 del
receptor LRP6, sin6 que indueix un canvi conformacional que impedeix la unié dels
lligands Wnt (169,170). DKK-1 també s’uneix a les proteines transmembrana

Kremen impedint la senyalitzacié Wnt (171). Mao et al. descriuen la formacié d’'un
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complex ternari Kremen2-LRP6-DKK, el qual és rapidament internalitzat i
degradat, fet que redueix la presencia dels receptors LRP a la membrana cel-lular i
inhibeix la senyalitzaci6 Wnt (171). No obstant, DKK-1 també s’ha relacionat amb
'activacié de B-catenina de manera independent de la via Wnt, tot i que encara és
un mecanisme poc estudiat (172). Per altra banda, Caneparo et al. expliquen la
implicaci6 de DKK-1 en la modulacié dels moviments de la gastrulacié regulant la
via Wnt canonica i la via Wnt independent de (3-catenina. Els autors demostren la
unié entre DKK-1 i Kny (de 'anglés glypican 4/6 homolog Knypek); Kny és un

component de la via no canonica PCP (de 'angles Planar Cell Polarity) (172).

DKK-2 coopera amb els receptors Fz en el desenvolupament de I'eix corporal
(173). Aquest inhibidor necessita la presencia de Kremen2 per a inhibir la
senyalitzacié Wnt. En canvi, la seva interaccié6 amb Kremen1 no té cap funcié en la
infra-regulacié de la senyalitzaci6 Wnt (174). DKK-3, inhibidor que presenta
homologia de seqiiéncia amb Soggy (sgy; un gen especific d’espermatocits), per
contra, no interacciona amb els receptors LRP o Kremen (139,171). Tot i que
encara és desconegut el paper de DKK-3 en la inhibici6 de la via Wnt, s’ha descrit
que DKK-3 té efectes sobre la via TGF-f3 (de I'angles transforming growth factor-f3)
(175). La inhibicié causada per DKK-4 és similar a la que realitza DKK-1, i Kremen2

promou també 'efecte inhibidor de DKK-4 (139,174).

SOST/Sclerostin actua com a lligand del receptor LRP5/6 inhibint la seva funcio
(140,141). SOST interromp la formaci6 del complex Fz8-LRP6 (140). Les proteines
Wise, les quals comparteixen homologia de seqiiéencia amb SOST, interaccionen
amb el co-receptor LRP6 inhibint la senyalitzaci6 Wnt (142). Aquestes proteines
interaccionen amb LRP6 mitjancant una de les nanses que formen els nusos de
cistines (176). Les proteines Wise també poden inhibir la via Wnt mitjangant la

retencio dels receptors LRP6 al reticle endoplasmatic (177).

Les proteines MESD (de l'angles Mesoderm development LRP chaperone) sén
xaperones essencials per al transport de LRP5/6 a la superficie cel-lular (121).
MESD pot unir-se als receptors LRP6 i antagonitzar aixi la unid dels lligands (178-
180). La regi6 C-terminal de MESD constitueix el domini d’uni6 de LRP5/6,
impedint la uni6 dels lligands als receptors LRP (181). Un altre inhibidor de la via
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Wnt canonica és Waifl/5T4 (de I'angles Whnt-activated inhibitory factor 1), una
proteina transmembrana amb repeticions riques en leucines a la part extracel-lular
codificada pel gen TPBG (de I'anglés trophoblast glycoprotein) (143). Waifl és una
proteina que s’uneix als receptors LRP6 i impedeix la uni6 dels lligands. Aquesta
proteina, per altra banda és capag d’activar la via Wnt no canonica (143). Un altre
inhibidor és IGFBP-4, de la familia de les proteines transportadores del factor de
creixement similar a la insulina IGFBP (de l'angles insulin-like growth factor
binding proteins) (144). IGFBP-4 s’uneix directament als receptors LRP6 i Fz8,
bloquejant la unié de Wnt3a (144).

Les proteines Shisa representen una altra familia d’antagonistes de la via Wnt,
consten de 9 subfamilies en vertebrats (145,146). Comparteixen un domini CRD,
un peptid senyal, un segment transmembrana i una regi6é rica en prolines a
I'extrem C-terminal (146). Les proteines Shisa atrapen les proteines Fz al RE,

impedint la seva maduracio6 i arribada a la superficie cel-lular (182).

Els agonistes de la via Wnt també actuen de moduladors de la senyalitzacié. Els
principals agonistes de la via Wnt s6n els mateixos lligands Wnt, altres families
d’agonistes son les proteines Norrin i R-spondin (Rspo) (Figura [5-B). Les
proteines Norrin son factors secretats que consisteixen en un domini de nus de
cistines (183). Norrin, encara que no tingui homologia amb la seqiiéncia dels
lligands Wnt, és un lligand especific del CRD de Fz4. Actua mitjan¢ant la seva unio a

Fz4 i LRP5/6 activant la senyalitzaci6 Wnt durant la vascularitzacio retinal (184).

Les proteines Rspo mostren sinergia amb Wnt, Fz i LRP6 (185,186). En humans hi
ha 4 gens que codifiquen per les proteines Rspo (RSPO1-4). Tot i que el mecanisme
és controvertit, interaccionen amb LRP6 i Fz8 (186,187). L’activitat de les
proteines Rspo depén de la presencia dels lligands Wnt i LRP6 (188). Recentment,
s’ha descrit que aquestes proteines s’'uneixen als receptors LGR4 i LGR5 (de
I'angleés Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor), activant tan la
via canonica com la via no canonica de polaritat cel-lular (189). S’ha demostrat que
les proteines Rspo s’uneixen a la part extracel-lular de I'inhibidor dels receptors de
la via ZNRF3 (de I'anglés zinc and ring finger 3), fent que ZNRF3 i LGR4 formin un

complex i s’elimini ZNRF3 de la membrana cel-lular (190). Rspo al inhibir-lo causa
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un augment dels receptors LRP6 i Fz a la membrana. Per contra, recentment s’ha
descrit que les proteines Rspo poden activar la senyalitzaci6 Wnt sense els

receptors LGR (191,192).
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Figura I5. Antagonistes i agonistes de la via Wnt. A: Antagonistes de la via Wnt. La familia de
proteines Cer, WIF i sFRP s’uneixen directament als lligands Wnt, les proteines sFRP també
s'uneixen a Fz. La familia de proteines DKK i SOST/Wise s'uneixen al receptor LRP5/6, impedint la
formaci6 del complex Fz-LRP6. Wise també pot unir-se als receptors LRP6 al RE i retenir-los. Les
proteines MESD i Waifl poden unir-se als receptors LRP6, impedint la unié dels lligands. APCDD1
s'uneix als receptors LRP5 i als lligands Wnt per inhibir la senyalitzaci6. IGFBP-4 s’uneix als
receptors LRP6 i Fz8 per impedir la unié dels lligands Wnt. Les proteines Shisa atrapen el receptor
Fz al RE. B: Agonistes de la via Wnt. Els lligands Wnt sén els principals agonistes de la via
mitjangant la seva unié als receptors LRP5/6 i Fz. La familia de proteines Norrin actua de manera
similar a Wnt pero s’uneixen especificament al receptor Fz4. Les proteines Rspo actuen mitjangant
la seva uni6 a LRP5/6, als receptors Fz i/o als receptors LGR. Figura adaptada de (107).

2.2.6. Senyalitzacio canonica

Quan la via Wnt canonica esta inactiva, B-catenina es troba al citoplasma on
s’associa amb el complex CK1la, GSK-3B3, Axina i APC (123-125). L’Axina és la
proteina estructural encarregada de mantenir el complex format degut a la seva
capacitat d’interaccié amb els components del complex (Figura 16) (126). L’Axina
és també 'encarregada de coordinar la fosforilacié seqiiencial de B-catenina a la
serina 45 per part de la CK1la. Posteriorment, GSK-3p fosforila -catenina a la

treonina 41, la serina 37 i la serina 33 (126,193,194). La fosforilacié de B-catenina
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a les serines 33 i 37 genera un lloc d’'unié per la ligasa d’'ubiquitines B-Trcp E3,
conduint a la ubiquitinitzacié i degradacié de -catenina (107,195). L’Axina conté
també un domini regulador de la senyalitzacié de la proteina G (RGS; de I'angles
regulator of G protein signaling) que interacciona amb APC, una proteina
estructural que s’uneix per si sola a B-catenina (126). A part de fosforilar B-
catenina, GSK-3p i CKla també fosforilen Axina i APC, induint aixi una major
associaci6 d’Axina i APC amb [-catenina, augmentant la seva fosforilacid i

posterior degradacio (126).

Altres proteines tals com WTX (de l'anglées Wilms tumour gene on the X
chromosome) intervenen en la degradacié de -catenina. Aquesta proteina s’uneix
a B-catenina, Axina, APC i B-Trcp per promoure la ubiquitinitzaci6 de B-catenina
(196). Una altra proteina d’'uni6 a Axina, anomenada Diversin, pot facilitar la
degradacié de [B-catenina mitjancant el reclutament de CKle per fosforilar -

catenina (197).

Per a l'inici de la senyalitzaci6 Wnt és necessaria la unié dels lligands Wnt als
receptors Fz i LRP5/6 (Figura 16). Els lligands Wnt de la via canonica son Wntl,
Wnt3a i Wnt8 (107). La unié dels lligands Wnt als receptors promou I'activaci6 de
Dishevelled (Dsh), una proteina citoplasmatica expressada de manera ubiqua
(198,199). Dsh interacciona directament amb els receptors Fz, mitjancant la unié
del domini PDZ de Dsh, a una seqiiéncia interna conservada de la regié C-terminal
de Fz (200). PDZ és un domini comu en proteines de senyalitzaci6 utilitzat en
I'ancoratge de receptors de membrana a components del citoesquelet. Diverses
cinases, tals com PAR-1, fosforilen Dsh per tal d’activar-la (199,201). No obstant,
encara es desconeix el mecanisme pel qual la unié6 de Wnt a Fz activa la interacci6
del receptor amb Dsh i com es controla la fosforilacié6 de Dsh. Dsh actua inactivant
GSK-3B; aquesta inactivaci6 permet que la B-catenina activa s’acumuli al
citoplasma i es fosforili al residu de serina 552 induint la seva translocaci6 a nucli

(202).

En abséncia dels lligands Wnt, els factors de transcripci6 TCF/LEF es troben
interaccionant amb Groucho, el qual impedeix la transcripci6 dels gens diana i, per

tant, inhibeix la senyalitzaci6 Wnt (203). L’efecte inhibidor de Groucho esta mediat
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per la histona deacetilasa (HDAC, de l'angles histone deacetylase) (204).
Concretament, la HDAC Rpd3 forma un complex amb Groucho mitjangant el domini

ric en glicina/prolina de Groucho, potenciant I'accié repressora d’aquest (204).

Un cop B-catenina es transloca a nucli, desplaca fisicament Groucho del TCF/LEF
causant l'activacié dels gens diana (131,205). Els gens diana de la via inclouen c-
MYC, CCND1 (ciclina D1), AXIN2, CD44 i c-JUN (206-210). Molts d’aquests gens,
com Ciclina D1 o c¢c-MYC, tenen papers crucials en el creixement cel-lular, la
proliferacié i la diferenciacid, i es troben desregulats en varis tipus de cancer

(211).

Wnt inactiu Whnt actiu
WIF sFRP

sFRP Frizzled Frizzled

LRP5/6 LRP5/6 Dishevelled
Dishevelled

/
B-catenina [N &]H)
4 J — B-catenina S &])

f-catenina ‘ Reatknt ‘ -
e -catenina
Degradacié S }i-catﬂ'

‘/ B-catenina ‘

c-Myc c-Myc
Ciclina D Ciclina D

Groucho o Axina 2 B-catenina Axina 2
TCF TCF
LEF/ ; CD44 : l.EF/ : CD44
Gens diana cJun Gens diana cJun

Figura 16. Representaci6 de la via de senyalitzacié Wnt canonica. La via Wnt es troba inactiva
degut a la inhibicid dels lligands Wnt mitjancant els inhibidors sFRP o els WIF, o bé per la inhibicié
del co-receptor LRP5/6 mitjancant els inhibidors DKK o SOST. La B-catenina es troba formant un
complex amb APC, Axina i GSK-38, la qual fosforila -catenina i promou la seva degradaci6. La via
s’activa quan els lligands Wnt s’uneixen als receptors LRP5/6 i Frizzled, fet que activa la proteina
Dishevelled i aquesta inhibeix el complex APC-Axina-GSK-33-3-catenina. La $-catenina s’acumula al
citoplasma i posteriorment es transloca a nucli on activa els gens diana de la via, tals com c-Myc,
Ciclina D, Axina 2, CD44 o c-Jun, entre altres. Imatge adaptada de (107).

2.3. Via de senyalitzaciéo Wnt no canonica

La via de senyalitzaci6 Wnt no canonica regula el desenvolupament i ’homeostasi

dels teixits, per exemple, aquesta senyalitzacié esta implicada en la regulaci6 de la
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formacid de 'os o del rony6 (212,213). S’han descrit desregulacions de la via en
malalties com el sindrome de Down o el cancer (214). La via no canonica pot
transduir el senyal Wnt mitjancant la via de polaritat cel-lular o bé mitjangant la

via Ca2*, en ambdds casos, utilitzant els receptors Fz.

L’any 1991 es va identificar Wnt5a en Xenopus, 'expressio ectopica del qual en
embrions de granota causava defectes en el desenvolupament del cap i la cua
(215,216). Els efectes causats per Wnt5a diferien dels generats per Wntl
suggerint, per tant, que la via de senyalitzacié no era identica. Posteriorment, es va
descriure que l'expressi6 de Wnt5a augmentava els nivells del Ca?* intracel-lular
de manera independent dels nivells de Ca?* extracel-lular, suggerint I'activacio

d’una via de senyalitzaci6 diferent (217).

Wnt5a és un dels lligands principals de la via Wnt no canonica. No obstant, els
lligands Wnt4 i Wnt11 també hi estan involucrats. Els receptors Fz implicats en la
via no canonica sén Fz2, Fz3, Fz6 i Fz7 (218). Els receptors Ror (de l'angles
Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor) també estan implicats en la

senyalitzacié de la via no canonica (219).

Dsh és la proteina central en la mediacié dels esdeveniments tan de la via canonica
com la no canonica. En la via no canodnica de polaritat cel-lular (PCP), la unio6 dels
lligands Wnt als receptors Fz promou 'activacié de Dsh, la qual s’uneix també als
receptors Fz per activar la senyalitzaci6. Per altra banda, la via també es pot
activar mitjancant la unié dels lligands Wnt5a als receptors Ror (219). Aquesta
unié activa certes GTPases, tals com Rho i Rac, les quals activen les cinases JNK (de
I'anglés c-Jun N-terminal kinases) (Figura 17) (220). Més recentment, s’ha descrit la
necessitat de Daam1 (de I'anglés dishevelled-associated activator of morphogenesis
1) per a l'activacio de Rho (221). Daam1 s’uneix tan a Dsh com a Rho i regula la
formacié del complex Dsh-Rho (221). Posteriorment, Rho activa ROCK (de I'angles
Rho-associated protein kinase), un mediador de les vies de senyalitzacid
dependents de Rho, per activar les cinases JNK (222). Finalment, les cinases JNK
s’encarreguen de l'activacio de la via PCP mitjangant la fosforilacié i activaci6 del
factor de transcripci6é c-Jun (223,224). La via PCP és l‘encarregada de mantenir la

forma de la cel-lula ja que regula el citoesquelet (225).

55



INTRODUCCIO

En aquesta via també hi ha altres proteines implicades com Flamingo, Strabismus
(en vertebrats anomenat VANGL, de l'angles Van Gogh Like protein), Diego i
Prickle, les quals sén proteines citoplasmatiques que s’associen a la membrana en

la senyalitzacié PCP (226).

Via Wnt no canodnica activa

Fz Fz

Dsh
Rho

/ / N —

S / | T @D

JNK " Citoesquelet

Activacié J
c-Jun : via PCP NFAT : Inhibicié via
Gens diana Gens diana Wnt canonica

Figura I7. Representacid de la via de senyalitzaci6 Wnt no canodnica. La uni6 dels lligands Wnt
als receptors Fz i Ror promou I'activacié de Dsh, la qual pot activar les GTPases Rho i Rac. Per a
'activacié de Rho cal la unié de Dsh amb Damm1 i Rho. La formacié del complex Dsh-Rho promou
'activacié de ROCK, proteina capag d’activar les cinases JNK. Rac pot activar també les cinases JNK,
les quals poden tenir funcions tan en el citoesquelet com en I'activacié del factor de transcripcié c-
Jun i activar aixi la via PCP. Per altra banda, la unié dels lligands Wnt als receptors Fz pot causar la
unié al receptor d'una proteina G i de Dsh, promovent aixi un augment del Ca?* intracel-lular
mitjan¢ant les proteines PLC i PDE. L’'augment de Ca2* pot activar la CaMKII i inhibir la via Wnt
canonica o pot activar la calcineurina, proteina que causa la translocaci6 del factor de transcripcié
NFAT al nuclj, activant aixi els gens diana. Les proteines PLC poden també activar les proteines PKC
per finalment activar Cdc42 i tenir efectes al citoesquelet de les cél-lules. Figura basada en (218).

En la via no canonica de Ca?*, els receptors Fz després d'unir-se als lligands Wnt
activen proteines G, les quals regulen l'activitat de PDE (fosfodiesterases), PLC
(fosfolipasa C) i p38 (Figura 17) (227). L’activacié d’aquestes proteines causa un
augment del Ca?* intracel-lular, el qual activa tan la proteina cinasa C (PKC, de
I'angles protein kinase C) com la CaMKII (proteina-cinasa II calci/calmodulina-

dependent) (228,229). La PKC activa la GTPasa Cdc42, una proteina essencial per a
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la remodelaci6é del citoesquelet d’actina en la via PCP (230). Una altra proteina
activada per 'augment del Ca2* és la calcineurina, una proteina fosfatasa capag
d’activar el factor de transcripcio NFAT (231). El factor de transcripci6 NFAT
exerceix funcions crucials en el desenvolupament i en el sistema immune ja que
s’han descrit interaccions amb els promotors de certes interleucines (232,233).
Per altra banda, la via Wnt no canonica pot actuar com antagonista de la via Wnt
canonica, tan per la via de la CaMKII, mitjancant la fosforilaci6 de TCF, com per la

regulacié de NFAT (231,234).

2.4. El paper de la via de senyalitzacio Wnt en el desenvolupament del

muscul

La via Wnt canonica es troba activa durant la miogeénesi fetal i feblement activa al
muscul adult (235). La via de senyalitzaci6 Wnt, per tant, esta implicada en la
miogenesi ja sigui durant 'embriogenesi com en la miogenesi adulta (236). Durant
el desenvolupament embrionari, la via esta involucrada en el control de I'expressi6
dels MRF, necessaris per a la diferenciacié miogenica. En el muscul esqueletic adult
la via Wnt regula la diferenciacié de les cel-lules mare del muscul, anomenades
cel-lules satel-lit. La via Wnt regula la funcié de MyoD i miogenina, essent |'activitat
de I'tltima essencial per a la diferenciacié terminal en el procés de la miogenesi
(237-239). Recentment, s’ha descrit la interacci6 de B-catenina amb MyoD per

regular la seva activitat transcripcional (240).

L’any 1961 es varen descobrir les cél-lules satel-lit al voltant de les fibres del
muscul esquelétic, les quals s’activen per diferenciar-se gracies a 'expressio de les
vies de senyalitzaci6 Notch, Wnt i Hedgehog (Hh) (241-243). Les cél-lules satel-lit
embrionaries expressen PAX3 i PAX7, l'expressi6 dels quals va disminuint
gradualment a mesura que la diferenciacié miogenica avanca per a donar lloc a
I'expressiéo de Myf5, MyoD i miogenina per a la formacié dels miotubs (244,245).
Les cel-lules de la superficie de I'’ectoderm i el tub neural utilitzen I'expressio6 dels
lligands Wnt1, Wnt3a, Wnt4 i Wnt6 per regular 'expressié de PAX3 i PAX7 en les
cél-lules premiogeniques (246). Durant la miogenesi embrionaria, els lligands

Wntl, Wnt3a i Wnt4 s’expressen a les regions dorsals del tub neural i juntament
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amb la senyalitzacié de SHH al notocordi, indueixen la miogenesi de les somites
(75). Els lligands Wnt poden activar la miogénesi mitjangant I'’expressié de Myf5 i
MyoD, realitzada per Wntl o Wnt7a/Wnt6, respectivament (247). Wntl activa la
miogeénesi mitjancant I'activacié de la via canonica i Wnt7a mitjancant la via no

canonica (248,249).

Per la regeneraci6 del muscul esqueletic, les cel-lules satel-lit, localitzades
quiescents entre la lamina basal i les miofibres, s’activen amb senyals de dany per
generar noves miofibres (250,251). Un cop activades, les cel-lules satel-lit
expressen els factors miogeénics MRF, tals com MyoD, Myf5 i miogenina, per
aconseguir la diferenciacié terminal de les cel-lules (252,253). Tanmateix, la via
Wnt regula la diferenciacid i la regeneracio de les cél-lules satel-lit. Wnt7a és capag
d’activar la divisio de les cel-lules satel-lit mitjangant l'activacio de la via no
canonica PCP (254). Per altra banda, la diferenciacié de les cel-lules satel-lit es
déna mitjancant un canvi d’expressio de la via Notch a la via Wnt canonica (236).
S’ha descrit que l'activacié de la via Wnt canonica, ja sigui mitjancant l'aplicacié de
Wnt3a, inhibidors de GSK-33 o activadors comercials de la via Wnt o Rspo, promou
la diferenciacié miogénica (185,236,255-257). Per tal d’estudiar la implicacid de la
via Wnt en el control de la diferenciaci6 miogeénica de les cél-lules satel-lit,
Bernardi et al. varen descriure que la sobre-expressié6 de Wnt4 en els primers
estadis de diferenciacié causa una activaci6 de la via Wnt canonica i un augment de
Myf5 (258). Per tant, la via Wnt és essencial per a la diferenciaci6 de les céel-lules
pre-miogéniques, la formacié dels miotubs i finalment, la formacié del muscul

madur.

2.5. El paper de la via de senyalitzaciéo Wnt en cancer

La via Wnt, entre les seves funcions, s’encarrega de regular la renovacié de les
cél-lules mare, fet pel qual la seva desregulacié ha estat sovint relacionada amb
diversos tipus de cancer (108). Als inicis del descobriment de la via ja es varen
relacionar els lligands Wnt amb la tumorigenesi mamaria en ratolins (97).
Posteriorment, s’ha evidenciat el paper de la desregulaci6 de la via en el

creixement tumoral i en la capacitat invasiva i metastatica. Per altra banda, alguns
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components de la via, tals com B-catenina, sFRP, DKK, ciclina D1 o c-myc, entre

altres, s’han estudiat com a biomarcadors de diagnostic i/o pronostic de la malaltia

(259,260).

2.5.1. El paper de la via de senyalitzacio Wnt canonica en cancer

La via Wnt sovint es troba activada en diversos tumors degut a mutacions en
components de la via. En cancer de colon s’han descrit mutacions en APCi en el gen
codificant per [B-catenina (CTNNB1), essent les dues mutacions mutualment
excloents (261,262). S’han descrit també mutacions en ambdos gens en tumors
gastrointestinals, melanoma, cancer de fetge i carcinomes d’ovari causant una
activacié anormal de la via (263). En cancer de mama triple negatiu no s’han
descrit mutacions en CTNNBI pero els tumors presenten igualment una activacio
de la via i, com a conseqiiencia, un pitjor pronostic (264). En carcinoma
hepatocel-lular s’ha descrit que la mutacié del gen AXIN1, a més a més de

mutacions en APC i CTNNBI1, contribueix al creixement del tumor (265).

Les desregulacions en aquesta via de senyalitzaci6 s’han relacionat també amb
cancer en la infancia. En el hepatoblastoma (HB) s’han detectat mutacions en
CTNNB1 i en APC en casos esporadics de la malaltia, i en menys freqliencia en
AXIN1 (266-268). En el nefroblastoma (tumor de Wilms) i en pancreatoblastoma,
s’han descrit mutacions en CTNNB1 (269,270). En medul-loblastoma (MB) s’han
descrit mutacions en APC en casos esporadics de la malaltia i, en menys freqiiéncia,
s’han detectat mutacions en CTNNB1 (271,272). Aquestes mutacions es relacionen
amb el creixement tumoral i podrien relacionar-se inclus amb el pronostic. La
desregulaci6 de la senyalitzacié per Wnt podria causar malalties hematologiques,
com per exemple la leucemia, donat que s’ha ressaltat la importancia de les
proteines Wnt en la regulacié del desenvolupament de les cel-lules T, la seva
activacio i la maduracié de les cél-lules dendritiques (273). Tal com es detalla més
endavant en I'apartat 2.6, aquesta via de senyalitzacié també s’ha relacionat amb el
creixement del RMS degut a la seva implicacié en la diferenciaci6é de les cel-lules

miogeniques. Aixi doncs, l'estudi de la implicaci6 de la via Wnt en tumors
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pediatrics podria conduir al descobriment de noves estrategies terapeutiques pel

seu tractament.

2.5.1.1. El paper dels inhibidors de la via de senyalitzacié6 Wnt

en cancer

Degut a I'activacié de la via Wnt en multiples tipus de tumors, els inhibidors de la
via s’han descrit generalment com gens supressors de tumors. El silenciament o la
baixa expressioé dels inhibidors de la via - sFRP, DKK i WIF1 - s’han descrit en certs
tipus de tumors. S’han descrit metilacions en els gens de sFRP en tumors de
prostata, cancer de mama, cancer d’ovari i cancer colorectal, entre altres, fet que
sovint esta relacionat amb mal pronostic, amb la tumorigenesi, 'agressivitat del
tumor o la preséncia de metastasis (274-279). La baixa expressié dels gens DKK, ja
sigui degut a la metilacié dels promotors o degut a altres mecanismes, s’ha descrit
en casos de cancer colorectal, cancer renal, carcinoma hepatocel-lular o cancer
gastric, entre altres (280-283). El silenciament degut a metilacions al gen WIF1
també s’ha descrit en certs tipus de cancer tals com cancer de pulmd, cancer
colorectal, cancer de mama o cancer de bufeta, entre altres (284-287). El
silenciament epigenetic d’aquests inhibidors indueix la proliferacio cel-lular i
I'augment de la invasio, i sovint es relaciona amb el prondstic dels pacients, essent

en certs casos marcador epigenetic de diagnostic o pronostic.

La baixa expressié de DKK-3 s’ha descrit en multiples cancers tals com cancer de
pulmé, carcinoma renal o hepatocarcinoma, entre d’altres (288-290). Recentment,
s’ha descrit el possible us del vector adenoviric amb el gen huma REIC (de I'anglés
reduced expression in immortalized cell) /DKK-3 (Ad-REIC) com a terapia génica per
pacients amb cancer (291). Aquest vector codifica pel gen supressor de tumors
DKK-3, I'expressi6 del qual indueix apoptosi i redueix el creixement tumoral,
atribuint-li aixi propietats anti-tumorals (291). En aquesta linia, estudis clinics

amb aquest vector s’estan realitzant per pacients amb cancer de prostata.

Estudis més recents relacionen els inhibidors de la via Wnt menys estudiats amb el

creixement de certs tumors, assenyalant-los com a gens supressors de tumors. Per
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exemple, el gen APCDD1 s’ha descrit silenciat epigeneticament en osteosarcoma,
contribuint aixi en el procés d’invasi6 i metastasis (292). En cancer de prostata
s’ha evidenciat la reduccié de I'expressié de SOST promovent les metastasis a os
(293). Per altra banda, el gen Wise/SOSTDC1 s’ha descrit infra-regulat en cancer de
pulmo tenint efectes en el creixement del tumor (294). En cancer de mama, el
tractament amb MESD disminueix la migracié i la invasié cel-lular (295). Els
treballs que relacionen els esmentats inhibidors amb la tumorigénesi s6n escassos.
No obstant, actualment s’esta estudiant més la seva implicacié en la progressio

tumoral.

La baixa expressié dels inhibidors de la via Wnt també s’ha evidenciat en certs
tumors infantils. Els gens sFRP presenten una baixa expressié en tumors com
leucemies, MB o NBL (296-301). A més, s’ha descrit una baixa expressié de DKK en
leucemies, tumors de Wilms, MB i NBL, relacionant la baixa expressié6 amb un
pitjor pronostic (302-311). Un altre exemple és el gen WIF1, el qual es troba
metilat en osteosarcoma, leucemia i NBL (303,312-316). El silenciament de SOST
en retinoblastoma i osteosarcoma promou la proliferacié i la invasié cel-lular

(317,318).

Contrariament, en certs casos, els inhibidors de la via Wnt realitzen funcions
d’oncogens. S’han detectat nivells elevats d’sFRP en cancer de prostata, cancer
gastric, cancer renal, mieloma maultiple i cancer de pulmo, entre altres (319-328).
L’elevada expressié de DKK en pacients amb cancer d’estémac, mieloma multiple,
cancer hepatic, cancer de mama, cancer de prostata o cancer de pulmé s’ha
correlacionat amb un pitjor pronostic (329-338). Altrament, expressions elevades

de I'inhibidor SOST també s’han detectat en mieloma multiple (339,340).

En cancer infantil existeixen poques investigacions que relacionin els antagonistes
de la senyalitzaci6 Wnt amb funcions oncogéniques. Un exemple de I'existencia
d’aquesta relacié és el cas de I'osteosarcoma i el gen sFRPZ, el qual es troba sobre-
expressat en tumors, augmentant la capacitat invasiva de les cel-lules (341).
Aquest estudi descriu també que la infra-expressio de sFRPZ disminueix la
capacitat invasiva in vitro. En RMS s’ha descrit la sobre-expressi6 del gen sFRP3, i

que el seu bloqueig inhibeix el creixement cel-lular (342). En HB i tumors de Wilms
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s’ha descrit una elevada expressio de DKK-1, relacionant la seva expressiéo amb la
inhibicié de la via en aquests tumors (306). Una elevada expressi6 de DKK-1 s’ha
descrit també en serum de pacients amb osteosarcoma, relacionant I’'expressio del
gen amb el pronostic i inclis seleccionant-lo com a diana terapeutica de la malaltia
(343,344). En NBL, nivells elevats de DKK-1 es varen descriure en pacients amb
malaltia metastatica i amb baixa resposta a la quimioterapia (345). Un altre cas és
la sobre-expressio del gen DKK-2 en sarcoma d’Ewing, en aquest tumor DKK-2 esta

implicat en la invasi6 i la osteolisis causada pel tumor (346).

La via Wnt, per tant, té efectes duals segons el tipus de tumor, podent ser una via
pro-tumorigénica o anti-tumorigeénica. Aixi doncs, s6n necessaris més estudis per a
una millor comprensié del paper de la desregulaci6 de la via Wnt en tumors adults

i pediatrics.

2.5.2. El paper de la via de senyalitzaci6 Wnt no canonica en cancer

El paper de la via de senyalitzaci6 Wnt no candnica en cancer és encara
controvertit. Pocs estudis relacionen la implicacié de la via no canonica durant el
creixement tumoral. Malgrat aquesta carencia d’estudis, el lligand principal de la
via no canonica, Wnt5a, s’ha trobat sobre-expressat en varis tipus de tumors com
per exemple cancer de pulmo, cancer de mama, cancer de prostata, tumors gastrics
i cancer de pancrees, entre altres (347). S'ha estudiat la possible implicacié de
Wnt5a en la migracio i invasio cel-lular, tot i que s’ha descrit que pot tenir funcions
tan d’oncogén com de gen supressor tumoral depenent del tumor (347). Més
concretament, en melanoma metastatic s’ha descrit la implicaci6 de Wnt5a en

'activacié de PKC, promovent aixi la invasié cel-lular (348).

Un altre component de la via no candnica que s’ha trobat alterat en multiples
tumors és el receptor Fz6. Per exemple, en glioblastoma, els pacients amb nivells
elevats de Fz6 es relacionen amb un pitjor pronostic i risc de recurréncia
(349,350). En cancer de mama, Fz6 esta freqiientment amplificat i la inhibicié de la
seva expressié redueix la invasié i la metastasi in vivo (351). Un altre estudi

descriu el paper de Fz6 en NBL, on I'expressi6 del receptor esta relacionada amb
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una major agressivitat del tumor concloent que Fz6 podria ser un bon marcador
d’agressivitat en NBL (352). En cancer de colon i en carcinoma de cel-lules
escamoses s’ha descrit també una sobre-expressié del receptor relacionant aixi

I'expressio de Fz6 amb la progressié d’aquest tumor (353,354).

VANGL1 és un altre component de la via Wnt no canonica que ha estat relacionat
amb la tumorigenesi. En carcinoma hepatocel-lular s’ha identificat una elevada
expressio del gen VANGL1, fet que I'ha posicionat com a possible diana terapéutica
(355). A més a més, s’ha descrit la implicacié de VANGL1 en el creixement d’altres
tumors com el cancer de mama (356). Més recentment, s’ha descrit que la sobre-
expressid de VANGLZ en cancer de mama esta associada a un pitjor pronostic
(357). Altres components de la via com per exemple VANGLZ, Celsr1, Pricklel, Fz3,
Fz7, Dsh2, Dsh3 o la CKle es troben sobre-expressats en pacients amb leucemia
(358). Tot i que ja s’han relacionat alguns dels components de la via amb la
malaltia, es necessiten més estudis per definir la seva implicaci6 en el

comportament de les cel-lules tumorals.

2.6. El paper de la via de senyalitzacio Wnt en RMS

El primer estudi que va relacionar la via Wnt amb el RMS va descriure una baixa
expressio de B-catenina en linies cel-lulars de RMS en comparacié amb mioblasts
control (359). Aquesta disminucié de I'’expressié de B-catenina en RMS, pero, no
resultava de la presencia de mutacions en I'ex6 3 de CTNNBI1, localitzacié més
comu de les mutacions de CTNNB1 (360). Aquest estudi va concloure que els
tumors de RMS analitzats no presenten mutacions en 3-catenina. A més a més,
varen determinar que [-catenina té wuna localitzaci6 majoritariament
citoplasmatica, fet que indicaria que no té efectes en la tumorigenesi del RMS
pediatric (360). Posteriorment, es va descriure una infra-regulacié de la via Wnt en
RMSe. Concretament, en aquest subtipus de RMS es va demostrar que l'activacio de
la via utilitzant LiCl indueix la diferenciacié miogénica, resultat mesurat mitjangant
el marcador de diferenciaci6 MyoD (361). Més endavant, Shukla et al. varen
descriure mutacions en 'ex6 3 del gen CTNNB1 en un 3.3% de RMSe, tot i que no

varen validar I'acumulaci6é nuclear d’aquesta (362). Seguidament, un altre estudi
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va identificar també mutacions en CTNNB1 en un 7% de tumors de RMSe, i en un
20% dels casos es va detectar acumulacié nuclear de 3-catenina (363). No obstant,
en aquest estudi es va determinar que les mutacions en CTNNBI1 per si soles no
indueixen tumorigenesi o diferenciacié. Posteriorment, es varen demostrar els
efectes de 'addici6 del lligand Wnt3a als cultius cel-lulars sobre la diferenciacio
(364). En aquest estudi, Annavarapu et al. varen demostrar una reduccié de la
proliferacié en linies cel-lulars de RMS després del tractament amb Wnt3a. També
varen descriure un augment dels marcadors de diferenciaci6 miogénica: MyoD1,
miogenina i Myf5 (364). Es a dir, la via Wnt es troba inhibida en RMS i la seva
activacié6 promou la diferenciacié de les linies cel-lulars de RMS, reduint com a

conseqliencia la proliferacio cel-lular.

L’estudi de I'expressié dels marcadors de miodiferenciaci6 va analitzar |'expressid
de miogenina en la linia cel-lular RH30 (RMSa). Aquest estudi revela la fosforilacié
directa de la miogenina causada per GSK-3f in vitro, provocant la inhibicié de la
seva funcio i causant un fenotip proliferatiu d’aquestes cel-lules (365). En estudis
posteriors es va induir I'activacié de la via Wnt mitjancant inhibidors de GSK-3,
mostrant una disminucié de la proliferacié i la induccié de la diferenciaci6 de les
cél-lules propagadores de tumors de RMSe in vitro i in vivo (366). Sha descrit
també que I'inhibidor de la via Wnt sFRP3 esta sobre-expressat en linies cel-lulars
de RMSa i que el seu bloqueig inhibeix el creixement i indueix la diferenciaci6 de
les linies cel-lulars de RMSa in vitro i in vivo (342). En aquest estudi també
descriuen que els efectes del bloqueig de sFRP3, juntament amb el tractament amb
quimioterapia VCR, és més efectiu en la reduccié del tumor de RMSa in vitro i in
vivo. L’estudi més recent que relaciona la via Wnt i el RMS descriu que el 50% dels
tumors, tan RMSa com RMSe, sobre-expressen el factor de transcripcié de la via
LEF1 (367). Drager et al. descriuen la implicacié de LEF1 en la supressio de la
proliferacié, la migracid i la invasi6 en linies cel-lulars de RMS, tan in vitro com in

vivo, induint la miodiferenciaci6 de les cel-lules tumorals.

Recentment, s’ha descrit la implicacié de la via Wnt no canonica PCP, concretament
de VANGLZ2, en el creixement i la recidiva de les cel-lules propagadores de tumors

en RMS (368). En aquest estudi, Hayes et al. varen comprovar 'elevada expressio
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de VANGLZ2 en la majoria de RMS i que el seu bloqueig produia efectes inhibidors

de proliferacié i induia diferenciacié in vitro i in vivo.

2.7. Activadors de la via Wnt

La desregulacié de la via Wnt és freqlientment la causa de certes malalties. Amb la
finalitat d’estudiar els efectes causats per aquesta desregulacié sovint es
necessiten mecanismes capacos d’activar o inhibir la via. L’activacié de la via Wnt
pot aconseguir-se mitjangant la incubacié de les linies cel-lulars amb proteines
Wnt purificades (comercialment disponibles) o amb medi condicionat provinent
de linies cel-lulars productores de lligands Wnt (disponibles a I’ATCC: Wnt3a (CRL-
2647) i Wnt5a (CRL-2814)). Recentment, s’han generat analegs de les proteines
Wnt, heterodimeritzadors de Fz-LRP5/6 solubles en aigua, els quals s6n capagos
d’activar la senyalitzaci6 de [-catenina (369). L'Gs dels agonistes de la via Wnt
(Rspo i Norrin), també constitueix una aproximacié per activar la via Wnt

(184,185).

Per altra banda, hi trobem els inhibidors dels components de la via, com per
exemple el LiCl, el qual inhibeix I’activitat de GSK-3[3 promovent aixi la translocacié
de B-catenina a nucli (361,370). S’han descrit altres inhibidors farmacologics que
inhibeixen GSK-3, tals com BIO, CHIR99021 o sotrastaurin, activant aixi la via Wnt
canonica (366,371-373).

Existeixen també inhibidors comercials de les proteines sFRP o DKK utilitzats per
activar la via Wnt. Un exemple son els inhibidors de sFRP1, CAS 915754-88-0
(Calbiochem) o WAY-316606 (ApexBio) (374). Bodine et al. varen descriure
I'elevada afinitat d’'unié del compost a sFRP1, estimulant aixi I’activacié de la via
canonica i promovent la formaci6 ossia (374). Una altra manera d’inhibir aquestes
proteines és mitjancant anticossos, per exemple s’han generat anticossos

bloquejants de sFRP5 capacgos d’activar la senyalitzaci6 Wnt (375).

En el cas de DKK, lI'inhibidor NCI8642 és capa¢ de bloquejar la interaccié entre
DKK-1 i LRP6 (376). L'inhibidor de DKK-1 anomenat (1-(4-(Naphthalen-2-
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yl)pyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl)methanamine, més conegut com a WAY-262611, és
un compost que al inhibir DKK-1 promou la interaccié6 Wnt3a-LRP5. La seva funcié
és inhibir la formacié del complex DKK-1-LRP5-Kremen, impedint aixi la
internalitzaci6 dels receptors LRP5 i activant la via Wnt. Pelletier et al. varen
descriure per primera vegada els efectes del compost en la inhibicié de DKK-1 i la
posterior activacié de la via Wnt, amb efectes addicionals en la formaci6 d’os
(Figura 18) (377). Diversos estudis remarquen la capacitat d’aquest ultim compost

per inhibir DKK-1 i activar conseqlientment la via de senyalitzacié Wnt (378,379).

/ N
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Figura I8. Estructura de I'inhibidor de DKK-1: WAY-262611 ((1-(4-(Naphthalen-2-yl)pyrimidin-
2-yl)piperidin-4-yl)methanamine). Imatge adaptada de (377).

S’han descrit també efectes del compost en la diferenciacié cel-lular dels
osteoblasts en cel-lules provinents de mieloma multiple, representant aixi una
possible terapia per a aquesta malaltia (380). Per altra banda, s’ha relacionat
'activacié de la via Wnt, mitjancant WAY-262611, amb una reduccié de la transicié
mesenquima-epiteli (381). Altres estudis evidencien el requeriment l'expressid
endogena de DKK-1 per a la formaci6 del mesoderm i que la seva inhibicié no
permet la formacio de la capa germinal (382). A més, certs estudis relacionen
I'aplicacié del compost amb 'activacié del creixement de les cel-lules estrellades
hepatiques (HSC, de I'angles hepatic stellate cells) i la inhibicié de la lipogenesi en
aquest tipus cel-lular (383). Altres investigacions evidencien el paper de WAY-
262611 en artritis reumatoide, el qual inhibeix la migracié dels sinoviocits, unes
cel-lules similars a fibroblasts localitzades al liquid sinovial de les articulacions
(384). Aquest estudi explica la capacitat de WAY-262611 per inhibir DKK-1,

suprimint aixi la localitzaci6 citoplasmatica de [B-catenina i inhibint les vies de
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senyalitzacio relacionades amb FAK (de 'angles focal adhesion kinase). Per altra
banda, un altre estudi va demostrar l'eficacia del compost en la proteccié de la

infeccio6 per Leishmania major en ratolins (385).

S’han realitzat diversos estudis amb anticossos contra DKK-1 per tal d’activar la
via. Un exemple és el cas de RH2-18, un anticos monoclonal huma contra DKK-1
capa¢ d’activar la via Wnt i constituir un possible tractament per I'osteoporosi
(386). Un altre anticos contra DKK-1 és BHQ880, el qual inhibeix el creixement i les
metastasis de l'osteosarcoma (344). Aquest anticos neutralitzant de DKK-1 es
troba en assaigs clinics per al tractament del mieloma multiple (387). Aixi doncs,
existeixen diversos estudis que evidencien el paper de DKK-1 en diversos tumors,

assenyalant-lo com una diana terapeéutica.

2.7.1. Activadors de la via Wnt aplicats en assaigs clinics

Els estudis dels antagonistes de la via Wnt que es troben en assaigs clinics sén
escassos (www.clinicaltrials.gov). No ha estat fins recentment que s’han iniciat
diversos assaigs clinics implicant els inhibidors de la via més estudiats.
Actualment, s’esta avaluant el paper dels antagonistes sFRP i DKK com a

biomarcadors de diagnostic i pronostic en cancer (388).

La inhibici6 de DKK-1 mitjangant anticossos monoclonals per al tractament de
certs tumors ha mostrat efectes prometedors in vitro i in vivo (389,390). L’anticos
monoclonal neutralitzant de DKK-1, anomenat DKN-01, esta essent avaluat en
assaigs clinics per al seu Us com a monoterapia o en combinaci6é amb altres agents
quimioterapics per al tractament del certs tumors (Taula 17) (391). L’anticos
BHQ880, el qual també inhibeix DKK-1, es troba en assaigs clinics per al
tractament del cancer (387,390). Actualment, s’estan avaluant els efectes dels
esmentats anticossos en pacients. Tot i que la tolerancia d’ambdés anticossos és
bona, encara s’estan estudiant els beneficis clinics del seu Gis com a possible terapia
en cancer (391,392). Finalment, s’ha investigat I'aplicaci6 de vacunes contra DKK-

1, les quals s’utilitzen cél-lules dendritiques per presentar DKK-1 a les cel-lules
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immune anti-canceroses perque posteriorment siguin capaces d’atacar les cel-lules

de mieloma (393,394).

Taula I7. Inhibidors de DKK-1 en assaigs clinics.

# assaigs # assaigs
Nom compost Tumors estudiats
totals oberts

BHQ880 Mieloma multiple

* dades extretes de www.clinicaltrials.gov a data de 17 d’octubre 2018

Altres assaigs clinics avaluen la inhibicié d’antagonistes de la via en altres
malalties. Un exemple és la inhibici6 de SOST mitjancant un anticos anomenat
Blosozumab per al tractament de l'osteoporosi (395). Dos altres anticossos
monoclonals contra SOST sén BPS804 i Romosozumab, els quals estan essent

avaluats en assaigs clinics per al tractament de la mateixa malaltia (396,397).

Tot i haver-se iniciat assaigs clinics en certs antagonistes de la via Wnt, la majoria
d’ells no estudien les aplicacions en cancer. Recentment, s’han comencat a estudiar
les possibles aplicacions dels antagonistes com a biomarcadors, pero és només la

inhibicié de DKK-1 la que esta essent estudiada en multiples tumors.
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Tot i I'aplicacié dels tractaments més intensius, aproximadament el 30% dels
pacients amb RMS moren degut a la malaltia. Concretament, els pacients amb
malaltia residual després de la cirurgia, juntament amb els pacients metastatics,
representen una poblacié més propensa a les recidives i amb menor supervivencia.
Els pacients amb RMS metastatic segueixen tenint un mal pronostic, presentant
una supervivencia als 5 anys de tan sols el 20%. Malgrat els pacients amb malaltia
localitzada tinguin un millor pronostic, presentant una supervivencia
d’aproximadament el 70%, el 30% dels pacients amb malaltia localitzada
experimentaran recidives. Aixi doncs, el desenvolupament de noves terapies
especifiques contra aquesta malaltia, juntament amb la terapia convencional,

podrien ser beneficioses per millorar les taxes de supervivencia actuals.

No obstant, els components cel-lulars que regulen processos cel-lulars com la
proliferacié o la metastasi en RMS segueixen essent en gran mesura desconeguts.
Per tal de desenvolupar noves terapies pel tractament del RMS, cal identificar les
molecules implicades en aquests processos. En RMS, l'activaci6 de la via Wnt
sovint s’ha relacionat amb el procés de diferenciaci6, atribuint-li aixi un paper
supressor-tumoral. Tot i aix0, el mecanisme d’inactivacié de la via Wnt en RMS
continua essent desconegut. Per tant, hipotetitzem que la identificacié de les
molecules responsables de la inhibici6 d’aquesta via en RMS pot permetre el
descobriment de noves dianes terapeutiques amb el potencial de millorar la

supervivencia dels pacients amb aquesta malaltia.

Objectiu principal: determinar el paper de DKK-1 sobre la inhibicié de la via Wnt

en RMS i establir els efectes anti-oncogenics del seu bloqueig.
Per tal de complir I'objectiu principal s’han establert objectius parcials:

1. Determinar 'expressio dels inhibidors de la via Wnt en tumors i linies cel-lulars

de RMS.

2. Determinar l’efecte de la inhibicié de DKK-1 en les cél-lules de RMS.
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2.1. Analitzar els efectes de la infra-regulacio genica de l'inhibidor DKK-1
mitjangcant shRNA sobre 'estat d’activacioé de la via Wnt, la proliferacio, la

diferenciacié i la invasi6 de les cel-lules de RMS in vitro.

2.2. Estudiar I'efecte de 'activacié de la via Wnt, mitjancant la inhibicié
farmacologica de DKK-1, sobre la proliferacié, la diferenciaci6 i la invasié de

cel-lules de RMS in vitro.

3. Determinar l'efecte de la inhibici6 de DKK-1, tan genetica com farmacologica,

sobre el creixement tumoral i la implantacié de metastasis in vivo.
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MATERIALS I METODES
1. Mostres tumorals

Les mostres tumorals es varen obtenir de la col-lecci6 privada del nostre grup
d’'investigaci6 (Instituto de Salud Carlos III, nimero de col-leccié C.0002311). Les
mostres de tumors primaris es varen utilitzar per l'extraccié i analisi d’ARN i
proteina, tal com es detalla als apartats 5.1 i 6.1. Previament, es va obtenir el
consentiment informat d’acord amb la declaracié de Helsinki de tots els pacients o
dels seus tutors legals. L’estudi va ser aprovat pel Comiteé Etic d’Investigacié Clinica

de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron.

2. Cultius cel‘lulars
2.1. Linies cel-lulars

Totes les linies cel-lulars de RMS es varen cultivar en Minimum Essential Medium
with Earle’s Balanced Salts (MEM; Biowest), suplementat amb 10% de serum fetal
bovi (FBS, de l'angles Fetal bovine serum; Sigma-Aldrich), 2ZmM de L-glutamina,
1mM de piruvat sodic, 1% d’aminoacids no essencials, 100U/mL de penicil-lina i
0.1mg/mL d’estreptomicina (tots els reactius provinents de Biowest). Totes les
linies cel-lulars es varen adquirir a la American Type Culture Collection (ATCC),
excepte les linies cel-lulars RD i RH18 que varen ser cedides pel Dr. Beat Schéfer i
la linia CW9019 que es va generar al laboratori de la Dra. Jaclyn Biegel. A la Taula
M1 es detallen les caracteristiques de linies cel-lulars de RMS utilitzades (veure

'autentificacio de les linies cel-lulars a ’Annex 1).

Taula M1. Caracteristiques del panell de linies cel-lulars de RMS. Taula basada en (398).

Histologia Translocacié
RH30 Alveolar PAX3-FOX01 Medul-la 0ssia (metastasi)
RH4 Alveolar PAX3-FOX01 Pulmé (metastasi)
CW9019 Alveolar PAX7-FOX01 Desconegut

RH18 Alveolar - Perineu

HTB82 Embrionari - Brag
RD Embrionari - Pelvis

RUCH2 Embrionari - Vagina
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Les linies cel-lulars HEK 293T, adquirida a I’ATCC i utilitzada per la producci6 de
particules lentivirals, i la linia cel-lular L-Wnt3a productora del lligand Wnt3a,
cedida pel Dr. Diego Arango, es varen cultivar en Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) enriquit amb glucosa, L-glutamina i piruvat (Thermo Fisher Scientific),
suplementat amb 10% d’FBS (Sigma-Aldrich), 1% d’aminoacids no essencials,
100U/mL de penicil-lina i 0.1mg d’estreptomicina (tots els reactius provinents de

Biowest).

Totes les linies cel-lulars es varen mantenir en incubadors de camisa d’aigua a

37°C, en una atmosfera de 95% d’aire i 5% de CO..

2.2. Subcultiu cel-lular

Les linies cel-lulars es varen subcultivar a una confluéncia del 80% per tal d’evitar
la inhibicié de creixement per contacte. Per a la realitzaci6é dels subcultius, es va
descartar el medi, es va realitzar un rentat amb PBS (de l'angles, phosphate
buffered saline; Sigma-Aldrich), seguidament es va afegir tripsina-EDTA (acid
etilendiamintetraacetic) al 0.05% en DPBS (de l'angles, Dulbecco’s phosphate
buffered saline) (Capricorn scientific) i els cultius es varen incubar a 37°C durant
5min per tal que la tripsina tingués el major efecte i les cel-lules es desenganxessin.
Per inhibir I'efecte de la tripsina, es va afegir medi fresc al 10% d’FBS. Es va recollir
la suspensio6 cel-lular i es va centrifugar durant 5min a 1500rpm. El pellet cel-lular
obtingut es va resuspendre en medi complet segons la diluci6 desitjada i es va

sembrar en una nova placa de cultiu.

2.3. Comptatge cel-lular

Es va realitzar el recompte cel-lular en els experiments que requerien sembrar un
numero exacte de cel-lules. Els cultius cel-lulars es varen tripsinitzar i les cel-lules
es varen comptar en una camera de Neubauer. Es varen afegir aproximadament

15pL de la suspensi6 cel-lular en cada camera de comptatge i es varen comptar el
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numero de cel-lules presents en els 8 requadres. Per calcular el nimero total de

cel-lules es va seguir la segiient formula:

Num. ceél-lules en 8 requadres
8

Num. total de ceél-lules = - 10* - dilucié utilitzada - volum suspensié cel-lular

2.4. Criopreservacio i descongelacio

La criopreservacié té com a objectiu mantenir la viabilitat cel-lular a baixes
temperatures (-80°C o -196°C) durant molt temps. Les temperatures baixes
alenteixen les reaccions bioquimiques donades en les cel-lules, incloent les
reaccions que duen a la mort cel-lular. Per preservar la viabilitat de les cel-lules
criopreservades cal utilitzar substancies crioprotectores com el dimetil sulfoxid
(DMSO) i un procediment esglaonat de congelacio. El DMSO és un dissolvent polar
capag d’entrar a les cel-lules rapidament degut al seu baix pes molecular, prevenint
aixi la formacid de grans cristalls de gel a I'interior de les cél-lules. Aquest, pero, és
toxic a temperatura ambient, requerint rapidesa en el procés de congelacio i

descongelacid.

Per a la congelacio, les cel-lules es varen tripsinitzar i el pellet obtingut es va
resuspendre en medi de congelaci6 format per medi complet al 10% de DMSO
(Sigma-Aldrich). La suspensié cel-lular es va afegir en criovials (1mL/criovial;
Thermo Fisher Scientific), aquests es varen introduir en un contenidor Nalgene Mr.
Frosty Freezing (Thermo Fisher Scientific), el qual es va congelar a -80°C. El
contenidor aconsegueix un gradient de temperatura decreixent de -1°C/min,
velocitat optima per la conservacié de les cel-lules. 24h després, els criovials es

varen introduir en un tanc de nitrogen liquid (-196°C).

Per a la descongelacio, els criovials provinents del tanc de nitrogen liquid es varen
introduir al bany a 37°C; per tal d’evitar la toxicitat del DMSO, la suspensié cel-lular
es va diluir en medi complet abans de la descongelaci6 total. Les cél-lules es varen
centrifugar durant 5min a 1500rpm obtenint un pellet que es va resuspendre en

medi complet i es va sembrar en noves plaques de cultius.
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3. Tractament farmacologic amb un inhibidor de DKK-1

Per la inhibici6 farmacologica de DKK-1 es va seleccionar l'inhibidor (1-(4-
(Naphthalen-2-yl)pyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl)methanamine, anomenat també
WAY-262611 (Calbiochem, Merck). Aquest compost bloqueja l'efecte de DKK-1

contra la interacci6 entre Wnt3a i LRP5.

L’inhibidor va ser subministrat en forma de sal d’hidroclorur, es va reconstituir a
una concentracié de 50mM amb DMSO i es va mantenir a -20°C fins al moment de
la seva utilitzaci6. Per a la selecci6 de la concentracié minima efectiva es varen
utilitzar les seglients concentracions: 0.008uM, 0.04uM, 0.2uM, 1uM i 5pM. Per als
segiients experiments, es va seleccionar una concentraci6 de 0.2uM i 48h de
tractament previ; les cel-lules control es varen tractar amb el volum equivalent del

vehicle DMSO.

4. Plasmidis, transfeccio, produccio lentiviral i infecci6

Per a reduir I'expressi6o de DKK-1 es va utilitzar la tecnologia shRNA (de I'angles
short hairpin RNA). Els shRNA utilitzen el mecanisme dels ARN d’interferéncia
(ARNi), els quals s6n capagos de degradar especificament un determinat ARN
missatger (ARNm) per complementarietat de seqiieéncia. Concretament, els shRNA
es transfecten en vectors plasmidics que s’integren a les cél-lules diana mitjan¢ant
vectors virics. Breument, el pre-shRNA, una molecula de cadena senzilla en forma
de forquilla (hairpin), es forma al nucli sota el control dels promotors de 'ARN
polimerasa III, i sén processats per I’ARNasa DROSHA i la proteina DGCRS.
Seguidament, s’exporta al citoplasma mitjancant la proteina EXPORTIN-5, on la
ribonucleasa DICER processa els shRNA formant ARN petits d’interferencia
(siRNA; de l'angles small interfering RNA). Posteriorment, el siRNA s’uneix al
complex RISC (RNA-induced silencing complex), el qual localitza la molecula
d’ARNm complementaria a la cadena guia. En el cas de complementarietat perfecte
es degrada I’ARNm, i en cas de complementarietat parcial impedeix la traducci6 de

I’ARNm. Tan amb complementarietat perfecte o parcial, els shRNA provoquen la

78



MATERIALS I METODES

infra-expressio del gen diana degradant el seu ARNm o bé impedint la seva

traduccié (399) (Figura M1).

Retrotranscripcio

[ l DROSHA

\ /
\ /
\ pre-shRNA /

ARNm _ITTTIT =

Uni6 perfecte: degradaci6 ARNm \

Unié parcial: repressié de la traduccié . A
siRNA actiu @

Lentivirus

Figura M1. Esquema del mecanisme d’infra-regulacié génica mitjancant shRNA. Els lentivirus
s’encarreguen d’'integrar els shRNA al genoma de la cel-lula diana, els quals sén processats per
DROSHA, generant els pre-shRNA. Els pre-shRNA s’exporten al citoplasma mitjangant la proteina
EXPORTIN-5; alla sén processats per la nucleasa DICER generant aix{ els siRNA actius. Una cadena
dels siRNA sera utilitzada com a cadena guia pel complex RISC, el qual s'unira a 'ARNm diana
permetent la degradacié de '’ARNm (complementarietat perfecte) o bé inhibint la seva traduccié
(complementarietat parcial). Abreviatures: shRNA (short hairpin RNA), siRNA (small interfering
RNA) i ARNm (ARN missatger). Imatge i text basats en (400).

4.1. Plasmidis

La infra-regulacié del gen DKK-1 es va realitzar mitjancant la transduccié virica
d’shRNA clonats al vector lentiviral pGIPZ (Dharmacon). Es varen transfectar els
vectors lentivirals a la linia cel-lular HEK 293T per a la generaci6 dels lentivirus. La
linia HEK 293T prové de rony6 embrionari huma i és una linia que es transfecta
molt facilment. Per a la producci6 dels lentivirus es varen co-transfectar els vectors

lentivirals segiients:

1. El vector lentiviral pGIPZ codificant per 'shRNA d’interes (Figura M2).
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2. El vector psPAX2, el qual conté les seqliencies necessaries per a
I'empaquetament de particules viriques: gag (proteines estructurals de la
capsida), pol (retrotranscriptasa, intregrasa i proteasa), rev (senyal
d’exportacié del nucli al citoplasma) i tat (incrementa el nivell de
transcripcié de I’ARN bicatenari).

3. El vector pMDZ2G, el qual forma I'’embolcall del virus i conté la seqiiéncia de
la proteina VSV-G (de l'angles vesicular stomatitis virus envelope G) que

permet la transducci6 a qualsevol tipus cel-lular.

_[TihCMV
RRE tGFP - IRES - PUROR - SE - WPRE

.

shRNA
)
= PGIPZ -
= 2
= 5
LS =
AmpR pUC ori SV40 ori

Figura M2. Representacié esquematica dels elements principals del plasmidi pGIPZ. hCMV
(promotor huma citomegalovirus; permet la forta expressid del transgen), tGFP (turbo GFP (green
fluorescent protein); per la visualitzaci6 de la transduccié), PUROR (resisténcia a puromicina; per a
la seleccié de les ceél-lules que expressen el vector), IRES (Internal ribosomal entry site; permet
I'expressié dels gens turboGFP i resisténcia a la puromicina en un sol transcrit), shRNA (short
hairpin RNA; infra-regulaci6 genica del gen d’'interés), 5’LTR (5 long terminal repeat; promotor del
genoma retroviral), 3’ SIN LTR (3’ self-inactivating long terminal repeat; augmenta la seguretat del
lentivirus), ¥ (seqiiencia d’empaquetament psi; permet 'empaquetament del genoma viral), RRE
(Rev response elements; incrementa el titol mitjancant I'eficiencia d’empaquetament del genoma
viral) i WPRE (posttranscriptional regulatory element; incrementa 'expressié del transgén en les
ceél-lules diana). Imatge modificada de Dharmacon
(http://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/shrna/gipz-lentiviral-shrna/).

4.2. Transfeccio i produccio lentiviral

Per cada shRNA es varen sembrar 4 milions de cel-lules HEK 293T en plaques de
100mm de diametre amb un pre-revestiment de gelatina. A les 24h, i a una
confluencia del 70%, es varen co-transfectar els vectors amb Lipofectamina 2000
(Thermo Fisher Scientific), seguint les instruccions del fabricant. Es varen co-
transfectar 12pug del vector shRNA-pGIPZ, 8ug del vector psPAX2 i 4ug del vector

pMD2G. Per a una millor transfeccid, es va utilitzar el medi de cultiu Opti-MEM
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(Gibco) i 4h després de la transfeccio, es va canviar el medi de cultiu pel medi de
les cel-lules diana, en aquest cas MEM sense antibiotic. Entre les 36-48h posteriors,
es va recollir el medi de les cel-lules transfectades i es va centrifugar durant S5Smin a
1000rpm, eliminant aixi les restes cel-lulars. Posteriorment, es va filtrar el
sobrenedant que contenia les particules virals amb un filtre de 45pm (VWR) i es va
utilitzar directament per infectar les linies cel-lulars de RMS o es va conservar a

una temperatura de -80°C.

4.3. Infeccio

Per a la infeccié es varen sembrar cel-lules de RMS en plaques de 60mm. Al dia
segiient, i a una confluéncia del 40%, es va canviar el medi per una dilucié 1/2 del
sobrenedant amb particules viriques en medi MEM sense antibiotic. A les 24h de la
infeccio, es va canviar el medi per medi MEM sense antibiotic i a les 72h post
infecci6 es varen seleccionar amb puromicina les céel-lules infectades (1pg/mL;
Sigma-Aldrich). La infecci6 de les cel-lules es va confirmar mitjangant la
visualitzacié de la GFP (de I'angles green fluorescent protein) amb el microscopi
invertit d’epifluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-S), utilitzant la longitud d’ona de
la llum blava per a la seva excitacié (475nm) i provocant la seva emissié a llum
verda (508nm). Es va avaluar l'eficiencia de la infra-regulaci6 dels shRNA
mitjancant Western blot (apartat 6.6). Els vectors seleccionats varen ser:

V2LHS_19944 (sh#1) i V3LHS_412074 (sh#2), tots provinents de Dharmacon.

5. Analisi de I'expressio genica

5.1. Extracciéo d’ARN

Es va extreure ’ARN total de les linies cel-lulars i de les mostres de tumors de RMS
utilitzant el kit RNeasy Mini (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. L’ARN
obtingut es va quantificar mitjancant I'espectofotometre NanoDrop 2000 (Thermo

Fisher Scientific).
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5.2. Retrotranscripcio

La retrotranscripcié (RT) consisteix en sintetitzar ADN complementari (cDNA, de
I'angles complementary DNA) a partir d’'un motlle d’ARN. Les retrotranscriptases
utilitzen el motlle d’ARNm i, mitjancant encebadors complementaris a I'extrem 3’

de 'ARNm, generen la primera cadena de cDNA.

Es varen incubar 2pug d’ARN amb 1pg d’encebadors aleatoris (random primers,
Invitrogen) durant 5min a 70°C al termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Les mostres es varen posar rapidament en gel per evitar la formacio
d’estructures secundaries. Posteriorment, es varen afegir 5uL del M-MLV (de
I'anglés Moloney Murine Leukemia Virus) 5x reaction buffer (Promega), 1.25uL de
desoxirribonucleotids trifosfat 10mM (dNTPs; Thermo Fisher Scientific) i 200U de
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega). Es varen incubar al termociclador
durant 1h a 37°C per a l'elongacié del cDNA i es va congelar el cDNA obtingut a

-20°C fins a ser utilitzat.

5.3. PCR convencional

La PCR (reacci6 en cadena de la polimerasa, de 'anglés polymerase chain reaction)
és una teécnica que permet 'amplificaci6 in vitro d'un fragment especific d’ADN. La
PCR es basa en tres etapes: la desnaturalitzacié6 de I’ADN, la hibridacié dels

encebadors i I'’elongaci.

Les condicions per la PCR convencional varen ser: una temperatura de
desnaturalitzaci6 de 94°C durant 10min, 38 cicles a 94°C durant 30seg per a la
desnaturalitzacid, 61°C durant 30seg per a I'anellament dels encebadors i 72°C
durant 30seg per a l'elongaci6, una fase final a 72°C durant 7min i finalment una
baixada a 4°C (al termociclador 2720 Thermal Cycler). Es va utilitzar TaqGold
Buffer (1x), MgSO4 (1.5ng/mL), dNTPs (0.2mM), TaqGold Roche (1U), els
encebadors forward i reverse (0.2uM cadascun) juntament amb 1pL de cDNA. Es va
utilitzar el gen endogen TBP (TATA binding protein) com a gen control. Els

encebadors utilitzats estan detallats a la Taula M2.
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Per a la visualitzacié dels productes de PCR, es varen correr les electroforesis en
gels al 2% d’agarosa (iNtRON Biotechnology) i 0.05% de bromur d’etidi (Panreac
Applichem) diluits en tamp6é TAE 1x (Tris-acetat-EDTA; 40mM Tris (pH 7.6),
20mM acid acetic, ImM EDTA). El bromur d’etidi és un agent intercalant que
s’utilitza com a marcador d’acids nucleics ja que al exposar-se a llum ultraviolada
emet la seva fluorescéncia com llum visible de color vermell - ataronjat. Es varen
utilitzar 10pL dels marcadors 100bp i 1kb (GeneON) per a determinar el pes en pb
(parell de bases) del producte obtingut de les PCR. Es va cérrer el gel durant 30min
a 120V en tamp6 TAE 1x. Les fotografies dels gels es varen realitzar amb el

documentador de gels Gel Doc XR+ with Image Lab Software (Bio-Rad).

Taula M2. Encebadors utilitzats en la PCR convencional.

Gen Forward Reverse
5'-TTGAACATCTCTGTGCCAGC-3’ 5'-GCACAAGTCTCTTCAGGTCC-3’
sFRP2 5'-GAATACCAGAACATGCGGCT-3' 5-CTCGTCTAGGTCATCGAGGC-3’
sFRP3 5'-TATACCAGCTCTGGCTGCCT-3' 5-TTCGAGTTCCTGCCAGACTT-3’
sFRP4 5-GCCTGGGACAGCCTATGTAA-3' 5-TCTGTACCAAAGGGCAAACC-3’
sFRP5 5'-TGGAGCCCAGAAAAAGAAGA-3’ 5'-GCAGGGGTAGGAGAACATGA-3’
DKK-1 5-ATCATAGCACCTTGGATGGG-3' 5-CCTGAGGCACAGTCTGATGA-3’
DKK-2 5'-AGTACCCGCTGCAATAATGG-3’ 5'-GAAATGACGAGCACAGCAAA-3’
DKK-3 5-TTATTGGCTGCTTTGCCTCT-3’ 5'-GAGCAACACTGCTGGATGAA-3’
DKK-4 5'-AGCTCTGGTCCTGGACTTCA-3’ 5'-AGCACAGAACGGCTTCTCAT-3’
TBP 5-GGGGAGCTGTGATGTGAAGT-3’ 5'-CCAGGAAATAATTCTGGCTCA-3’

5.4. Seqiienciacio

La seqiienciacié és una tecnica utilitzada per a coneixer 'ordre exacte de les bases
que formen una molécula d’ADN. Per a la seqiienciaci6 del gen DKK-1 en tumors, i
determinar aixi les isoformes de I'splicing, es va correr l'electroforesi en gels
d’agarosa (apartat 5.3). Un cop realitzada la fotografia del gel amb el
documentador de gels Gel Doc XR+ (Bio-Rad) es va procedir a tallar la banda
desitjada i a eluir I'agarosa. Per a I’elucié de 'agarosa es va utilitzar el QIAquick Gel

Extraction kit (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. Posteriorment, es va
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purificar 'ADN seguint el protocol del kit Nucleic acid and protein purification
(Macherey-Nagel). Finalment, es va seqiienciar el gen DKK-1 utilitzant I'’encebador
forward de DKK-1 (5’-ATCATAGCACCTTGGATGGG-3"). Les mostres varen ser
seqlienciades a I'empresa Macrogen mitjancant el metode Sanger (Abi 3730XL,

Thermo Fisher Scientific).

El metode Sanger es basa en sintetitzar una cadena d’ADN complementaria a una
cadena simple utilitzada com a motlle en presencia d’ADN polimerasa, els quatre
2’ desoxinucleotids que formen la seqiiencia de I’ADN (dATP, dGTP, dCTP i dTTP) i
quatre didesoxinucleotids (ddATP, ddGTP, ddCTP i ddTTP). Els didesoxinucleotids
no tenen el grup 3’-OH i, per tant, no permeten 'addicio del nucleotid consecutiu.
Quan s’uneix un d’ells, la polimerasa interromp la sintesi de la nova cadena,
obtenint fragments seqiienciats de diferent mida (401). Actualment s’utilitzen
ddNTPs marcats amb quatre fluorofors diferents i es coneix com a métode Sanger

automatitzat.

5.5. Reaccio en cadena de la polimerasa quantitativa

La qPCR (reaccid en cadena de la polimerasa quantitativa, de I'anglés quantitative
polymerase chain reaction) es va utilitzar per l'analisi d’expressi6 d’ARNm,
utilitzant la tecnologia de sondes TagMan (Thermo Fisher Scientific). Aquesta
tecnologia permet mesurar la quantitat d’ADN mitjancant 'emissi6 de
fluorescencia, essent aquesta proporcional a la quantitat d’ADN amplificat. El cicle
en el qual es comencga a detectar la fluorescéncia s’anomena Ct (de I'angles,
threshold cycle) i és inversament proporcional a la concentraci6 inicial d’ADN de la

mostra.

La gPCR es va realitzar en plaques de 384 pous (Applied Biosystems) en un volum
final de 10uL per pou, realitzant triplicats per cada mostra i sonda. Aquest volum
inclou 0.5uL. de cDNA, 5uL. de Master Mix (la qual conté I’ADN polimerasa, els
dNTPs, MgCl; i el tampé de reaccid), 0.5uL de la sonda TagMan i 4puL. d'H20 DEPC
(de I'anglés diethyl pyrocarbonate); tots els reactius de Thermo Fisher Scientific. Es

varen realitzar 40 cicles d’amplificaci6 en el termociclador amb deteccié de
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fluorescencia ABI PRISM 7900HT (Life Technologies). El programa d’amplificacio
utilitzat va consistir en 50°C durant 2min, 95°C durant 10min, 40 cicles de 95°C
durant 15seg i 60°C durant 1min. A la Taula M3 es detallen les sondes TagMan
utilitzades, utilitzant el gen TBP com a control intern. L’analisi de dades es va
realitzar amb el software 7900HT Sequence Detection Systems 2.3 (Applied
Biosystems). Els nivells relatius de cada ARNm analitzat es varen quantificar

mitjangant el metode comparatiu 2(-2ACt) (402).

Taula M3. Sondes TagMan utilitzades en la qPCR.

Gen Sonda
DKK-1 Hs00183740_m1
CD44 Hs00174139_m1
Ciclina D1 (CCND1) Hs00765553_m1
c-Myc (MYC) Hs00153408_m1
Axin2 Hs00610344_m1
DR1 (TBP) Hs00172424 m1

5.6. Base de dades

Es varen analitzar bases de dades de microarrays per determinar els nivells
d’expressio de gens d'interes en tumors i linies cel-lulars. Per a 'analisi d’expressio
en linies cel-lulars de RMS es va consultar la plataforma d’analisi de dades GEO2R

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), utilitzant el perfil d’accés anomenat

GSE8840 (Effect of genomic imbalances on gene expression in rhabdomyosarcoma).
Per establir correlacions entre els nivells d’expressio dels gens d’interes i diversos
parametres clinics es va consultar la plataforma RZ2: Genomics Analysis and

Visualization Platform (https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi). En concret,

es varen consultar les bases de dades “Davicioni-147-MAS5.0-u133.a”, en la qual
consten dades d’expressié6 de 147 tumors de RMS i la “Tumor Alveolar
Rhabdomyosarcoma-Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” on consten dades d’expressio

de 186 tumors de RMS.
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6. Extraccio i deteccio de proteines

6.1. Extraccio de proteines

L’extraccié de proteines provinents de tumors de RMS es va realitzar amb un Pellet
Pestle Motor (Sigma-Aldrich) en tampé de lisis Pierce RIPA (Thermo Fisher
Scientific) suplementat amb inhibidors de proteases Complete Tablets Mini
EASYpack (Roche). Per a I'extraccié de proteines provinents de cultius cel-lulars, es
va realitzar un rentat amb PBS de les cel-lules previament cultivades, i
posteriorment es va utilitzar una rasqueta (scrapper) per tal de desenganxar les
cel-lules amb el mateix tamp6 de lisis. Tot el procés d’extraccié es va realitzar en
gel per tal d’evitar la degradacié de les proteines. Els homogenats obtinguts es
varen incubar durant 3min a una temperatura de 95°C per tal d’inactivar les
proteases i desnaturalitzar I’ADN i les proteines. Posteriorment, es va
homogeneitzar la mostra proteica amb una xeringa i es varen centrifugar les
mostres a 15000rpm durant 10min a 4°C per descartar les restes cel-lulars. Els

sobrenedants amb I'extracte proteic d’interés es varen congelar a -20°C.

6.2. Fraccionament cel-lular

Per la separacié de les fraccions citosoliques i nuclears, les cel-lules es varen
cultivar en plaques de 100mm. Després de realitzar un rentat amb PBS, les
cel-lules es varen recollir en 0.5mL de PBS i es varen centrifugar a 1200rpm durant
5min. Es va retirar el sobrenedant, el pellet obtingut es va resuspendre en 1mL de
TBS (tampé Tris sali) i es varen centrifugar durant 15seg a maxima velocitat.
Després de descartar el sobrenedant, el pellet es va resuspendre en 400uL de
tampo6 A (Taula M4) i es va mantenir en gel durant 15min. El tampé A és un tampd6
hipotonic d’homogeneitzacié utilitzat per a trencar la membrana cel-lular pero
mantenint la membrana nuclear intacta. Posteriorment, es varen afegir 25uL de
IGEPAL (octylphenoxypolyethoxyethanol; Sigma-Aldrich) al 10% i es va agitar
durant 10seg amb el vortex. Es varen centrifugar les mostres durant 60seg a
maxima velocitat, el sobrenedant que contenia la fracci6 citoplasmatica es va

congelar a -20°C. Es varen afegir 60uL de tamp6 de lisi Pierce RIPA al pellet que
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contenia la fraccié nuclear i es va centrifugar durant 10min a 15000rpm. El
sobrenedant contenint la fraccié nuclear es va congelar a -20°C. Es va comprovar

I'eficacia de la tecnica mitjangant Western blot (apartat 6.6) (Figura M3).

Taula M4. Tampo hipotonic d’homogeneitzaci.

10mM Hepes pH 7.9
10mM KClI
0.1mM EDTA
0.1mM EGTA

Coctel inhibidor de proteases (Roche)

. Lamina (70kDa)

Figura M3. Western blot de la fracci6 nuclear (FN) i la fraccié citoplasmatica (FC). L’abséncia
de la proteina nuclear lamina en la fracci6 citosolica i presencia en la fase nuclear indica un correcte
fraccionament.

6.3. Quantificacio de proteines

La quantificacié de proteina es va realitzar mitjangant el kit DC Protein Assay (Bio-
Rad) basat en el metode Lowry. El metode Lowry és un metode colorimetric per a
la valoracié quantitativa de proteines, en la qual la intensitat de color és
proporcional a la concentracié de proteines. La quantificaciéo de proteines es va
realitzar mitjancant la comparacié amb una recta patr6 de 0-2Zmg/mL de BSA
(albumina de serum bovi; de I'angleés Bovine Serum Albumin) dissolt en aigua per
obtenir la relaci6 entre l'absorbancia i la concentracié de proteina. Es varen
incubar les mostres proteiques a 95°C durant 5min i es va realitzar una dilucié 1/5
en H;0. Posteriorment, es varen afegir SuL./pou (3 pous per mostra) en plaques de
96 pous (Thermo Fisher Scientific). A continuacid, es varen afegir 25uL per pou de

la barreja dels reactius S (solucié surfactant) i A (soluci6 alcalina tartrat de coure)
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en una proporcio 1/50. Es varen afegir 200uL per pou del reactiu B (reactiu Folin)
i es va deixar incubar durant 15min a temperatura ambient. Finalment, es va llegir
I'absorbancia a 750nm mitjanc¢ant I'espectofotometre BioTek Epoch (BioTek) i es
va determinar la concentracié de proteina continguda a les mostres extrapolant els

resultats obtinguts en la recta patro.

6.4. Preparacio de mostres

Es varen preparar les mostres amb la mateixa quantitat de proteina segons els
volums calculats en la determinacié de la concentracié proteica, afegint les
quantitats proporcionals d’'H20 i de tampé de carrega Laemmli (250mM Tris pH
6.8, 10% SDS, 50% glicerol i 0.5% bromofenol blau) al 10% de ditiotreitol 1M
(DTT) (tots els reactius de Sigma-Aldrich). El DTT s’utilitza per a reduir els ponts
disulfur presents entre els grups tiol dels residus de cisteina. Les proteines s’han
d’'unir a I'SDS (dodecilsulfat sodic, de 'angles Sodium dodecyl sulfate), un detergent
anionic que serveix per a formar complexes desnaturalitzats carregats
negativament. La quantitat d’SDS unit a les proteines és proporcional a la seva
mida, ja que s’'uneix en una proporcié aproximada d’'una molecula d’SDS per dos
residus d’aminoacids. Si la proteina té dues o més subunitats diferents, es
separaran degut al tractament amb SDS i apareixera una banda individual per cada
una. La relaci6 final carrega/massa queda constant per les diferents proteines i
aquestes es separen en base a les seves diferencies de pes molecular, a menys mida

més mobilitat de la proteina i a la inversa.

6.5. SDS-PAGE

L’electroforesi és la técnica mitjancant la qual es separen les biomolécules en un
gel quan es sotmeten a un camp electric. L’electroforesi de proteines en gels amb
una matriu de poliacrilamida en presencia d’SDS (SDS-PAGE) és una de les

técniques més utilitzada per caracteritzar barreges complexes de proteines.
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Els gels de poliacrilamida estan formats per la polimeritzacié de I'acrilamida i el
monomer entrecreuador bisacrilamida, en una reaccié iniciada pel TEMED
(N,N,N,N’-tetrametil-diamina) i el persulfat amonic. El radical persulfat activa el
TEMED, el qual a la vegada activa el monomer d’acrilamida per a que polimeritzi. A
aquesta barreja s’afegeix el 10% d'SDS per a garantir les condicions
desnaturalitzants. La porositat dels gels ve determinada per les proporcions de
poliacrilamida i bisacrilamida. La majoria de proteines es separen bé en gels del 5
al 12% d’acrilamida, essent el menor percentatge una major mida de porus, per

tant, millor per les proteines de major mida, i a la inversa.

Per a augmentar la resolucié de la técnica, s’utilitza el sistema discontinu de
tampons, en el qual és necessari un gel separat en dues parts: stacking (apilament)
i resolving (resolutiu). El gel stacking o d’apilament, té un porus major i un pH més
acid (format per Tris-HCl 1M pH 6.8) per tal de concentrar totes les proteines en
una banda i que comencin a migrar pel gel resolving o resolutiu (format per Tris-

HCI 1.5M pH 8.8) a la vegada.

Es va carregar la mateixa concentracié de proteina en cada pou del gel i en un
carril 10pL. del marcador del pes molecular Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad) per a poder relacionar les bandes del gel amb el seu pes
molecular. Les electroforesis es varen realitzar en cubetes d’electroforesi Mini-
PROTEAN (Bio-Rad) amb tampd d’electroforesi (250nM Tris, 1.92M glicina, 1%
SDS) a un amperatge constant de 35mA/gel.

6.6. Western blot

El Western blot és una tecnica utilitzada per identificar proteines especifiques
presents en una barreja complexa de proteines provinents de teixits o d’extractes
cel-lulars. Les proteines desitjades es detecten mitjangcant 1'ds d’anticossos

primaris especifics que reconeixen la proteina d’interes.

Després de la separacié de les proteines contingudes a I'extracte mitjangcant SDS-

PAGE, es varen transferir a membranes absorbents de PVDF (fluorur de
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polivinilide, de l'anglés polyvinylidene fluoride) amb porus de 0.45pm (GE
Healthcare Life Sciences), previament activades amb metanol (100%). La
transferencia es va realitzar en cassets, on es va col-locar una esponja, 2 papers
Whatman (Fisher Scientific), el gel, la membrana de PVDF, 2 papers Whatman i una
esponja. Els cassets es varen introduir en cubetes Mini Trans-Blot (Bio-Rad) amb
tampd de transferencia (10% tamp6 Tris/glicina (25mM Tris i 129mM glicina),

20% metanol i 70% H20), i es varen transferir a 400mA durant 2h a 4°C.

Posteriorment, les membranes es varen bloquejar en TBS-T (tamp6 Tris sali amb
Tween-20, de I'angles Tris-Buffered Saline and Tween-20; 200mM Tris-HCI, 150mM
NaCl i 0.1% de Tween-20 (Sigma-Aldrich)) al 5% de BSA en agitacio, durant 1h a
temperatura ambient. El bloqueig és necessari per impedir la uni6 inespecifica dels
anticossos utilitzats posteriorment. A continuacié, les membranes es varen incubar
durant tota la nit a 4°C amb la diluci6 d’anticos primari desitjada en tampd de
bloqueig (Taula M5). Es varen realitzar 3 rentats de 10min amb TBS-T en agitacio
per a eliminar I'excés d’anticos primari i, posteriorment, es varen incubar les
membranes durant 1h a temperatura ambient amb la diluci6é en tampé de bloqueig
del seu anticos secundari corresponent (Taula M6). Es varen realitzar 3 rentats de
10min amb TBS-T en agitacié per eliminar I'excés d’anticos secundari i es varen
incubar les membranes amb Amersham ECL Prime Western Blotting Detection (GE
Healthcare Life Sciences) durant 5min pel revelat. Aquest reactiu esta compost per
una solucid de peroxid i una de luminol. El luminol, al reaccionar amb I’enzim HRP
(peroxidasa de rave, de I'anglés horseradish peroxidase) unit a 'anticos secundari,
s’oxida en preséncia de peroxid en una reaccié que genera llum. La llum emesa
durant la reaccid es va detectar amb SuperRx Fuji Medical X-Ray Films (Fujifilm) i la

magquina reveladora Curix 60 (AGFA).

La quantificaci6 del Western blot es va realitzar amb el software Image ],
normalitzant els valors d’expressié proteica amb el control de carrega utilitzat en

cadascun dels experiments (actina o lamina).
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Anticos Pes
Espécie Dilucié Referencia Casa comercial
primari molecular
DKK-1 28 kDa Conill 1:250 4687S Cell Signaling
B-catenina 92 kDa Ratoli 1:1000 610154 BD Biosciences
Santa Cruz
Ciclina D1 36 kDa Ratoli 1:200 sc-8396
Biotechnology
c-Myc 50 kDa Ratoli 1:10 - Dr. Diego Arango*
Axin2 94 kDa Conill 1:1000 ab109307 Abcam
Miogenina 36 kDa Ratoli 1:250 556358 BD Pharmingen
MyoD1 45 kDa Ratoli 1:1000 Ab16148 Abcam
FAK 125 kDa Conill 1:1000 3285S Cell Signaling
Santa Cruz
Lamina 75 kDa Conill 1:1000 sc-20681
Biotechnology
Santa Cruz
Actina 43 kDa Cabra 1:10000 sc-1616
Biotechnology

*Anticos generat i cedit pel Dr. Diego Arango (VHIR).

Taula M6. Especificacions dels anticossos secundaris.

Dilucio Referéncia Casa comercial

Anticos secundari

Anti-Ig cabra 1:2000 P0449 Dako
Anti-Ig ratoli 1:2000 P0260 Dako
Anti-Ig conill 1:5000 A0545 Sigma-Aldrich

7. Assaig luciferasa

L’assaig luciferasa es va utilitzar per a mesurar el grau d’activacié de la via Wnt
després de la inhibici6 de DKK-1. Aquest assaig es basa en la producci6 de
bioluminescéncia a partir de la reaccié de luciferina i ATP (Figura M4-A). Consta de
dues reaccions, la primera genera adenilat de luciferina i PP; a partir de la
luciferina i ATP. En la segona reaccid, I’adenilat reacciona amb I'oxigen formant
oxiluciferina, AMP i llum, amb una eficiéncia d'un foté per luciferina oxidada (403).

L’assaig es normalitza amb la produccioé de llum de la Renilla luciferasa, aquesta
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només necessita luciferina de coelenterat (colenterazina) i O per a formar

coelenteramida i llum (Figura M4-B).

ATP + 0O, AMP + CO,
A Luciferina ;4 Oxiluciferina + Llum
0, co,

B Coelenterazina \‘ / » Coelenteramida + Llum

Figura M4. Reaccions de la luciferasa i la Renilla en la qual es basa I'assaig luciferasa. A:
Reaccié de la luciferasa: la luciferina reacciona en presencia d’ATP i O per a donar oxiluciferina i
llum, alliberant també AMP i CO.. B: Reacci6 de la Renilla: la coelenterazina reacciona en preséncia
d’O; per a donar coelenteramida i llum, alliberant CO».

Es varen transfectar els vectors M50 Super 8x TOPFlash (plasmidi d’Addgene
12456) i M51 Super 8x FOPFlash (plasmidi d’Addgene 12457), dos plasmidis
reporters de I'activitat luciferasa deguda a l'activacié de la via TCF4/(-catenina. El
plasmidi M50 Super 8x TOPFlash presenta set llocs d’'unié a TCF/LEF-1 naturals i
I'M51 Super 8x FOPFlash té els llocs d'unié mutats; aquests es troben sota el
control d'un promotor viral que indueix I'expressi6 de la luciferasa (Figura M5).
Ambdos plasmidis varen ser cedits pel Dr. Diego Arango per a avaluar 'activitat
TCF4/B-catenina. El vector TOPFlash s’utilitza per mesurar l'activitat luciferasa a
les cel-lules d’interes, en aquest projecte es va utilitzar per a mesurar l'activitat de
la via Wnt; per contra, el vector FOPFlash, es va utilitzar com a control negatiu de
I'activitat luciferasa. També es va utilitzar el plasmidi Renilla luciferasa (pRL-TK;

Promega) utilitzat com a control de la transfeccid per a normalitzar els resultats.
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Lloc d'uni6 LEF/TCF
Element TOP

/ Minimal promoter
AmpR ~ ~

Luciferasa

M50 Super 8x TOPFlash
4985pb

Figura M5. Representacié esquematica del vector TOPFlash. La imatge mostra els elements
caracteristics del vector TOPFlash: el gen de resisténcia a ampicil-lina (AmpR), el lloc d'uni6
LEF/TCF, I'element TOP, el promotor de la luciferasa (Minimal promoter) i la luciferasa. Imatge

basada en (https://www.addgene.org/12456/).

Es va sembrar la mateixa concentraci6 de cél-lules en plaques de 60mm de
diametre amb medi MEM condicionat amb Wnt3a. A les 24h es va procedir a co-
transfectar 3.125pug dels plasmidis TOPFlash o FOPFlash i 312.5ng del plasmidi
Renilla luciferasa amb X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche), seguint
les instruccions del fabricant. A les 4h de la transfeccid es va canviar el medi per
MEM sense antibiotic i a les 24h de la transfeccio es va substituir el medi per medi
MEM condicionat amb Wnt3a. Per a la lectura de la luciferasa es varen tripsinitzar
les cel-lules i es va utilitzar el kit Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega),
seguint les instruccions del fabricant. Es varen realitzar dues lectures mitjancant el
lector de luminescencia Appliskan (Thermo Scientific), la primera de l'activitat
luciferasa, i l1a segona de I'activitat de la Renilla per tal de normalitzar els valors de
luminescéncia. Cada condici6 es va analitzar per triplicat i en tres assaigs

independents.
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8. Assajos de proliferacio cel-lular

Es va estudiar la capacitat proliferativa de les cel-lules mitjancant el seu recompte.
Les cel-lules de les diferents condicions (shRNA o tractades amb WAY-262611) es
varen sembrar a la mateixa concentracié, considerant tres repliques per cada
condici6 i dia. Es varen tripsinitzar les cel-lules a dies 3,5 i 7, es varen resuspendre
en 10mL de Coulter Isoton II Dilutent (Beckman Coulter) i es va realitzar el
recompte cel-lular amb el comptador de particules Z Series Coulter Counter
(Beckman Coulter). Cada condicié es va analitzar per triplicat i en tres assaigs

independents.

Per a determinar de la ICso de I'inhibidor de DKK-1, WAY-262611, es va sembrar la
mateixa concentracio de cel-lules en plaques de 96 pous, tractades amb les
diferents concentracions d’inhibidor (5 repliques per condici6). Es va canviar el
medi diariament i als 5 dies es varen fixar les plaques. Es va realitzar un rentat de
la placa amb PBS i posteriorment es va fixar amb paraformaldehid (PFA) al 4%
durant 30min. Després de descartar el PFA, es va realitzar un rentat amb PBS i es
varen tenyir les cel-lules presents als pous amb cristall violeta (Sigma-Aldrich) al
0.5% en H20 durant 15min. El cristall violeta és un colorant que s’utilitza per
tenyir cel-lules al punt final de certs experiments. Finalment, es va rentar la placa
amb PBS fins a treure I'excés de cristall violeta i es va deixar assecar durant tota la
nit. Per a la lectura de l'absorbancia es va afegir acid acetic (Thermo Fisher
Scientific) al 15% per a dissoldre el cristall violeta i es va mesurar I'absorbancia a

590nm mitjancant I'espectofotometre BioTek Epoch (BioTek).

9. Immunocitoquimica

La immunocitoquimica (ICQ) és una tecnica utilitzada per a la deteccié d’epitops
proteics en cel-lules en cultiu. Per a la seva deteccid, s'utilitza un anticos secundari

conjugat a un enzim que emet fluorescencia.

Per realitzar els assaigs d'immunofluorescéncia es varen sembrar les cel-lules en

plaques de 12 pous sobre cobreobjectes. 24h després, es varen realitzar dos
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rentats amb PBS fred i es varen fixar les cel-lules amb metanol (100%) fred durant
2min. Posteriorment, es varen realitzar 4 rentats amb PBS per eliminar I'excés de
metanol i es varen incubar les mostres amb glicina 0.1M diluida en PBS durant
10min per eliminar el soroll de fons de la posterior incubacié amb l'anticos
secundari. Es va procedir a fer dos rentats amb PBS i permeabilitzar les
membranes cel-lulars amb 0.1% de Trit6X-100 (Amersham Biosciences) diluit en
PBS durant 5min. Després de tres rentats amb PBS, es varen bloquejar les mostres
amb PBS-FBS al 10% durant 30min i es varen afegir els anticossos primaris diluits
en PBS-FBS al 5% durant 2h a temperatura ambient. Es varen realitzar tres rentats
amb PBS-FBS al 5%, es va afegir I'anticos secundari durant 45min i es varen
incubar durant 15min amb 5ng/mL Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) dissolt en
PBS-FBS (5%) per marcar els nuclis cel-lulars. A la Taula M7 es detallen els
anticossos primaris i els anticossos secundaris corresponents utilitzats en la ICQ.
Es varen realitzar tres rentats més i es varen muntar les preparacions amb

glicerol-PBS al 50%.

Taula M7. Anticossos utilitzats en la ICQ.

Anticos primari Anticos secundari (Invitrogen)
Anti-MyoD (Santa Cruz Biotechnology) Alexa fluor 568 donkey anti-goat IgG
Anti-Myogenin (BD Pharmingen) Alexa fluor 647 goat anti-mouse IgG

Les cel-lules es varen visualitzar mitjancant microscopia de fluorescéncia en un
microscopi confocal espectral FV1000 (Olympus). Es varen realitzar 5 fotografies
per cobreobjectes, amb duplicats per cada condici6 i es varen fer triplicats
independents de cada assaig. Per a quantificar la fluorescéncia emesa al nucli de
les cél-lules es va utilitzar el software Fiji (Image]). Es va realitzar el marcatge
nuclear (Hoechst 33342) per a delimitar I'area de quantificaci6 de fluorescéncia i
es va calcular la densitat de fluorescencia integrada en l'area del nucli. Per a
calcular la CTCF (de I'angles, corrected total cell fluorescence) es va quantificar la
densitat de fluoresceéncia del soroll de fons de la imatge (mitjana de 5 valors) i es

va seguir la segiient féormula:

CTCF = densitat de fluorescencia integrada a nucli - (area del nucli x soroll de fons)
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10. Assaig d’invasié Transwell

La capacitat d’'invasi6 de les cél-lules es va quantificar in vitro mitjangant 'assaig
Transwell. Aquest assaig s’utilitza per a estudiar la capacitat d’invasié de les
cel-lules, les quals han de degradar la matriu extracel-lular per tal d’envair
I'estroma i extravasar per establir metastasis distals. En aquesta técnica es promou
la invasid de les cel-lules mitjangant quimiotaxis en un sistema de dues cambres
separades per una membrana porosa recoberta per Matrigel (per a mimetitzar la
matriu extracel-lular). Les cél-lules tumorals a avaluar es sembren a la cambra
superior amb medi sense serum i a la cambra inferior s’afegeix medi ric en sérum.
Les cel-lules amb capacitat invasiva creuaran el Matrigel i la membrana situant-se

a la superficie inferior d’aquesta (Figura M6).

Bastonet

—
Medi sense sérum ‘\
Suspensid cel-lular \\\ =

Matrigel iy ._.

Medi amb sérum

Figura M6. Imatge representativa de I'assaig d’invasié Transwell. Els Transwell estan formats
per dues cambres separades per una membrana porosa recoberta per Matrigel, la qual serveix per
mimetitzar la matriu extracel-lular. A la cambra inferior s’afegeix medi amb sérum i a la cambra
superior s’afegeix la suspensié cel-lular desitjada amb medi sense sérum per tal de generar un
gradient de serum. Les cél-lules amb capacitat invasiva sén capaces de degradar el Matrigel i
travessar la membrana pel seus porus, quedant-se a la part inferior d’aquesta. Posteriorment, es
fixen les cél-lules i es retiren les restes de cél-lules i Matrigel de la part superior mitjancant I'ajuda
d’un bastonet. Finalment, es tenyeixen els nuclis de les cél-lules invasores amb Hoechst 33342 i es
visualitzen en un microscopi d’epifluorescencia.

Es va realitzar 'experiment en plaques de 24 pous amb membranes de
policarbonat de 8um de porus (Corning). Les membranes es varen recobrir amb
25uL de Matrigel Growth Factor Reduced (Corning) diluit previament a una dilucié
1/3 en medi sense serum; es varen incubar a 37°C durant 20min per tal que es
solidifiqués el Matrigel. Posteriorment, es varen sembrar 10> cel-lules resuspeses

en 100uL de medi sense sérum a la cambra superior. A la cambra inferior es varen
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afegir 600pL de medi al 10% d’FBS i es varen incubar a 37°C durant 24h.
Transcorregut aquest temps, es va aspirar el contingut de la cambra superior i es
varen fixar les cel-lules amb PFA al 4% en PBS, posant 100uL a la cambra superior i
600uL a la inferior. Es varen fer 3 rentats amb PBS, un d’ells amb I'ajuda d’'un
bastonet per tal d’eliminar les cel-lules que no han envait i de Matrigel de la
cambra superior. Es varen tenyir les cel-lules que havien envait la membrana amb
el colorant fluorescent Hoechst, el qual tenyeix els nuclis ja que s’intercala a ’ADN i
permet aixi el comptatge de les cél-lules amb capacitat invasiva. Es varen utilitzar
5ng/mL de Hoechst 33342 durant 10min i després de tres rentats amb PBS es
varen obtenir fotografies de 5 camps representatius de cada membrana amb un
microscopi invertit d’epifluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-S). Es varen realitzar
triplicats de cada condicié i es varen fer tres repliques independents de cada

assaig.

11. Assaig de clonogenicitat

Per a I'assaig de formacio de clons, es varen sembrar 1000 cel-lules en una placa de
100mm i es varen incubar durant dues setmanes a 37°C. Posteriorment, es varen
tenyir amb cristall violeta (Sigma-Aldrich) al 0.5% i es varen deixar assecar durant
tota la nit. Finalment, es varen comptar els clons formats a cada placa. Es varen
realitzar triplicats de cada condici6 i es varen fer tres répliques independents de

cada assaig.

12. Citometria de flux

La citometria de flux és una técnica utilitzada per determinar les caracteristiques
de les cel-lules presents en una mostra com la viabilitat, la morfologia cel-lular, la
presencia de marcadors d’interes. El fonament de la técnica es basa en fer passar
les cel-lules alineades a través d’un laser i mesurar la llum dispersada per
cadascuna, per poder-la aixi correlacionar amb els parametres que s’estan
analitzant. Quan les cel-lules passen pel laser, es generen dues deteccions inicials:

la dispersi6 frontal (FSC, de I'anglés forward scatter) i la dispersié lateral (SCC, de
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I'angles side scatter). La primera indica la morfologia o mida de les cel-lules i la
segona és proporcional a la complexitat cel-lular, és a dir, ens informa de

I'estructura cel-lular interna.

Els citometres de flux capacos de separar les cel-lules que contenen una
caracteristica d’'interes dins d’'un grup heterogeni, s’Tanomenen FACS (de l'anglés
fluorescence-activated cell sorting). L'analisi de dades i grafics generats es realitza

mitjancant software dissenyats especificament per la citometria de flux (404,405).

12.1. Assaig de cicle cel-lular

Es va analitzar I'estat del cicle cel-lular de les céel-lules després de la infra-regulacié
de DKK-1 mitjancant citometria de flux. Per a realitzar I'assaig, es va recollir el
medi i es varen tripsinitzar les cel-lules. Després de realitzar un rentat amb PBS, es
varen fixar 1 milié de cel-lules en 1mL d’etanol al 70% a -20°C durant 15min.
Posteriorment, es varen centrifugar les cél-lules durant 10min a 1500rpm i es
varen realitzar dos rentats amb 1mL de PBS per a eliminar l'etanol. Es varen
incubar les cel-lules amb 1mg/mL de iodur de propidi (IP; Sigma-Aldrich) i
100pg/mL d’RNasa A (Sigma-Aldrich) en PBS durant tota la nit a 4°C. L’IP és un
colorant fluorescent que s’intercala en les cadenes dobles d’ADN pero és
impermeable a la membrana cel-lular, per tant, només entra en les cel-lules mortes.
Les cel-lules es varen analitzar amb el citometre FacsCalibur (Becton Dickinson).
L’analisi dels resultats es va realitzar amb el software FCS Express 4 Flow Cytometry

(De Novo Software).

12.2. Separacio cel-lular

Es va utilitzar la citometria de flux per a detectar i separar les cel-lules GFP
positives en la mostra d’interes posterior als models animals descrits als apartats
13.3 i 13.4. Es varen marcar les cel-lules a estudiar amb IP (diluci6é 1:100) en PBS i
es varen filtrar mitjancant filtres de 30um (Sysmex CellTrics) per tal de separar els

agregats de teixits presents a la mostra. Finalment, mitjancant el
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separador cel-lular digital d'alta velocitat FacsAria (Becton Dickinson) es varen
detectar i separar les cel-lules GFP positives de les mostres. Com a control es va

utilitzar un teixit sense cel-lules GFP positives.

L’analisi dels resultats es va realitzar amb el software FCS Express 4 Flow Cytometry
(De Novo Software). Amb els marcatges realitzats es varen poder separar la
poblacio6 dels eritrocits presents a les mostres, i seleccionar només la poblaci6 de
cel-lules vives. De la poblacié de cel-lules vives es varen seleccionar finalment les

cel-lules GFP positives presents a la mostra.

13. Model animal

Els ratolins femella SCID (de I'anglés severe combined immunodeficiency) i els
ratolins femella Nude es varen adquirir a Charles River Laboratories i es varen
estabular en condicions SPF (lliures de patogens especifics, de 'angles specific-
pathogen-free) amb aigua i menjar ad libitum. Tots els protocols varen ser aprovats
préviament pel Comité d’Etica d’Experimentacié Animal del VHIR (CEEA 30/14).
Els ratolins SCID (CB17/Icr-Prkdc(scid)/IcrlcoCrl), degut a la mutacié en Prkdcscid,
no tenen immunitat adaptativa, presenten doncs una deficiencia severa en
limfocits T i B pero si que presenten cel-lules NK (Natural Killer), macrofags i
granulocits. Els ratolins Nude (BALB/c Nude ] (CBy].Cg-Fox1nu/Crl)) no tenen
timus i, per tant, sén incapacos de produir limfocits T, pero si que presenten

limfocits B i cél-lules NK.

13.1. Model ortotopic: injecci6 de cel-lules amb infra-expressiéo de DKK-1

Es varen utilitzar cel-lules de la linia RD transduides previament de manera estable
amb el vector lentiviral codificant per 'shRNA contra DKK-1 més efectiu i el vector
control (apartat 4). 7 dies post infecci6, es varen injectar 1 milié cel-lules en el
muscul gastrocnemi de I'extremitat esquerre posterior del ratoli (n=5
ratolins/condicié). Cada setmana es varen pesar els ratolins i es va monitorar el

creixement tumoral utilitzant un peu de rei digital. Després del sacrifici dels
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ratolins mitjancant dislocaci6é cervical, els tumors es varen pesar i mesurar. El
volum tumoral es va expressar com la diferencia entre el volum del tumor i el
volum de I'extremitat contralateral. El volum dels tumors es va calcular segons la
férmula d’una esfera (on L és llargaria i A és amplaria del tumor):

L+ A)3

4
Volum del tumor = 3 - (T

13.2. Model ortotopic: tractament amb WAY-262611

Per a testar in vivo 'efecte de I'inhibidor farmacologic de DKK-1 (WAY-262611)
sobre el creixement del tumor primari, es varen injectar 1 milié de cel-lules de la
linia cel-lular RD en el muscul gastrocnemi de ratolins SCID, préviament tractades
a una concentracié de 0.2uM durant 48h de WAY-262611. Els ratolins es varen
dividir en 3 grups (n=5 ratolins/condicid) i es varen tractar diariament amb
I'inhibidor a dues dosis (2.5mg/kg i 10mg/kg) mitjancant una injeccié subcutania;
els ratolins del grup control es varen tractar amb el mateix volum de vehicle
(DMSO). Es va reconstituir I'inhibidor al 15% de DMSO en Clorur de sodi Meinsol
9mg/mL (Fresenius Kabi Espafia). Es va controlar el pes dels ratolins diariament i
es va monitorar el creixement tumoral mitjangant un peu de rei digital. Després del
sacrifici dels ratolins mitjancant dislocacié cervical, els tumors es varen pesar i
mesurar. El volum tumoral es va expressar com la diferéncia entre el volum del
tumor i el volum de l'extremitat contralateral. El volum dels tumors es varen

calcular segons la férmula d'una esfera, detallada en apartat 13.1.

13.3. Model d’'implantacié de metastasis: injeccié de cél-lules amb infra-

expressio de DKK-1

Es varen utilitzar cel-lules de la linia RD transduides previament de manera estable
amb el vector lentiviral codificant per 'shRNA contra DKK-1 més efectiu (apartat

4). 7 dies post infecci6, es varen injectar 3 milions de cel-lules a la vena de la cua
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dels ratolins Nude (n=3 ratolins/condicid). Cel-lules transduides amb el vector vuit

pGIPZ varen ser injectades en els ratolins control.

Després de 7 dies, es varen sacrificar els animals mitjangant dislocacié cervical, es
varen recollir els pulmons (teixit diana de les metastasis) i es va procedir a la seva
disgregaci6. Es varen trossejar els pulmons amb I'ajuda d’'un bisturi, un cop
trossejats es va afegir col-lagenasa (Sigma-Aldrich) al 2.5% diluida en medi de
cultiu MEM i es va incubar durant 1h a 37°C en agitaci6 intensa. Seguidament, es
varen fer dos rentats amb PBS, i es va resuspendre el pellet amb PBS i [P (dilucio
1:100; Sigma-Aldrich). Mitjancant el separador cel-lular digital d'alta velocitat
FacsAria es varen detectar les cel-lules GFP positives de les mostres (apartat 12.2)
(Figura M7). Com a control per al citometre es va utilitzar un pulmé d’un ratoli

control, és a dir, sense haver-li injectat cel-lules tumorals.

Citometria de flux

% ' ﬂ) G ‘ . N el Fluorescencia
RD ( e W
GFP+
Nude
Extracci6 i digestio teixit

Figura M7. Esquema representatiu del model d’'implantacié de metastasis. Es va injectar la
linia cel-lular de RMS RD amb l'expressi6 constitutiva de la proteina GFP a la vena de la cua dels
ratolins Nude. Després d’'una setmana, es varen sacrificar els animals, es varen extreure i disgregar
els pulmons (teixit diana de les cél-lules metastatiques) i, posteriorment, es va determinar el
numero de cél-lules GFP positives mitjancant citometria de flux.

13.4. Model d'implantacioé de metastasis: tractament amb WAY-262611

Es varen utilitzar cel-lules de la linia RD transduides préviament de manera estable
amb el vector control, ja que era necessaria I'expressio de GFP per a la posterior
seleccio6 de les cel-lules GFP positives amb el citometre. Préviament, les cél-lules es
varen tractar amb l'inhibidor de DKK-1 (WAY-262611) a una concentraci6é de

0.2uM durant 48h. Les cél-lules control es varen tractar amb el vehicle (DMSO)
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durant 48h. Es varen injectar 3 milions de cel-lules a la vena de la cua dels ratolins
Nude (n=3 ratolins/condicid). Els ratolins d’aquest grup es varen tractar
diariament i de manera subcutania a una dosi de 10mg/kg de 'inhibidor fins al
sacrifici. Es va reconstituir I'inhibidor al 15% de DMSO en Clorur de sodi Meinsol
9mg/mL (Fresenius Kabi Espafia). Els ratolins control es varen tractar amb el

volum equivalent del vehicle (DMSO).

El procediment de disgregacié i analisi amb el separador cel-lular digital FacsAria

varen ser els mateixos que els detallats als apartats 13.3112.2.

14. Analisi estadistic

Les figures, taules i analisis estadistics es varen generar amb els softwares Image],
Fiji i GraphPad Prism. La significanca estadistica es va determinar mitjangant el

software GraphPad Prism utilitzant els segiients analisis estadistics:

e Prova T de Student: permet determinar les diferencies entre les mitges de
dos grups de dades que segueixen una distribuci6é normal.
e Correlaci6 de Pearson: mesura la relacié lineal entre dues variables
aleatories quantitatives.
Es varen considerar valors significatius els que presentaven un p-valor<0.05, i els

graus de significanca es representen com *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.
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RESULTATS

1. DKK-1 és l'inhibidor de la via Wnt més expressat en linies cel-lulars i

tumors de RMS

1.1. Expressio dels inhibidors de la via Wnt en linies cel-lulars de RMS

Es va analitzar I'expressié dels antagonistes de la via Wnt (DKK(1-4) i SFRP(1-5))
en bases de dades d’expressio genica per tal de determinar si la inhibici6 de la via
Wnt en RMS és deguda a la seva expressid. Les dades d’expressiéo d’aquests
inhibidors en linies cel-lulars de RMS es varen extreure de la base de dades GEO2R
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), concretament de I’estudi anomenat
GSE8840 (Effect of genomic imbalances on gene expression in rhabdomyosarcoma)
(Figura R1). Es varen analitzar linies de RMS corresponents als dos subtipus
histologics: en blau es representen les linies cel-lulars corresponents al subtipus
alveolar (SMC, RMS, RH18, CW9019, RH41, RH4 i RH30) i en rosa es representen
les linies cel-lulars corresponents al subtipus embrionari (RD, RMS-YM, RUCH3 i
RUCH2). També es varen analitzar les linies cel-lulars TE617T (origen desconegut)
i Hs729T (subtipus pleomorfic), les quals es representen en color verd. L’analisi de
les dades obtingudes de la base de dades mostra una molt baixa expressié dels
inhibidors sFRP en totes les linies cel-lulars de RMS analitzades. En canvi, s’observa
una elevada expressid dels gens DKK en el panell de linies de RMS analitzades,
concretament de DKK-1 i DKK-3 en la majoria de linies cel-lulars, suggerint que els

gens DKK podrien ser els responsables de la inhibicid de la via Wnt en RMS.

Amb la finalitat de confirmar els resultats obtinguts, es varen analitzar els nivells
d’ARNm dels inhibidors DKK (Figura R2-A) i sFRP (Figura R2-C) en 4 linies de RMS
mitjancant PCR convencional. Es varen analitzar dues linies cel-lulars de RMS
alveolar (RH30 i CW9019) i dues linies cel-lulars de RMS embrionari (HTB82 i RD).
Els resultats obtinguts mostren que l'inhibidor expressat de manera elevada i

constant en totes les linies cel-lulars analitzades és DKK-1.
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Figura R1. Expressio dels inhibidors de la via Wnt, DKK i sFRP, en linies cel-lulars de RMS.
Representacié dels valors d’expressi6 d’ARNm dels inhibidors de la via Wnt en un panell de linies
de RMS extretes de la base de dades GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) (A-I). Les
linies cel-lulars corresponent al subtipus alveolar es mostren en color blau, les linies cel-lulars
corresponents al subtipus embrionari es mostren en color rosa i les linies cel-lulars corresponents a
altres subtipus es mostren en color verd. A-D: Expressi6 dels inhibidors DKK (1-4); E-I: Expressio
dels inhibidors sFRP (1-5).
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Figura R2. Les linies cel-lulars de RMS expressen els inhibidors de la via Wnt, DKK i sFRP.
Analisi de l'expressié d’ARNm dels inhibidors DKK-1, DKK-2, DKK-3, DKK-4 (A) i sFRP1, sFRPZ,
SFRP3, sFRP4 i sFRP5 (C) en 4 linies cel-lulars de RMS, dues corresponents al subtipus alveolar
(RH30 i CW9019) i dues corresponents al subtipus embrionari (HTB82 i RD) mitjancant PCR
convencional. Es va utilitzar el gen TBP com a control de carrega. B i D: Densitometries de les
imatges obtingudes pels gens DKK (B) i sFRP (D).
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1.1.1. Expressio de DKK-1 en linies cel-lulars de RMS

Després de determinar que l'inhibidor DKK-1 és el més expressat en linies
cel-lulars de RMS, es va realitzar un analisi de I'expressié6 de DKK-1 en un panell
meés ampli de linies cel-lulars de RMS (Figura R3) mitjancant PCR convencional
(Figura R3-A) i RT-qPCR (Figura R3-B), analitzant en el darrer cas el muscul sa
com a teixit de referencia. També es varen analitzar els nivells de proteina DKK-1
presents en les linies cel-lulars de RMS mitjangcant Western blot (Figura R3-C),
utilitzant la linia cel-lular HEK com a control positiu. Els resultats obtinguts
mitjancant PCR convencional mostren expressié de I'inhibidor DKK-1 en totes les
linies cel-lulars de RMS analitzades, amb un augment d’expressié en les linies
cel-lulars del subtipus embrionari. Els valors d’expressié obtinguts mitjangant RT-
gPCR confirmen els resultats obtinguts previament. Els resultats del Western blot
mostren una elevada expressi6 de DKK-1 en les linies cel-lulars de RMS
analitzades, obtenint una major expressio en la linia cel-lular CW9019 del subtipus

alveolar i en la linia cel-lular RD del subtipus embrionari.

1.2. Expressio dels inhibidors en tumors de RMS

Amb la finalitat de determinar els nivells d’expressi6 dels inhibidors de la via Wnt
en tumors de RMS, es va consultar la plataforma d’analisi de dades R2: Genomics

Analysis and Visualization Platform (https://hgserverl.amc.nl/cgi-

bin/r2/main.cgi). Concretament, es varen consultar les bases de dades

anomenades “Davicioni-147-MAS5.0-u133.a” en la qual consten dades d’expressié
génica de 147 tumors de RMS i la “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-
Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” on consten dades de 186 tumors de RMS (Figura
R4). Es va analitzar I'expressio dels gens DKK (Figura R4-A) i sFRP (Figura R4-B).
Les bases de dades analitzades no contenen informacié de I'expressié d’sFRPZ2. Els
resultats obtinguts mostren una elevada expressid dels inhibidors de la via Wnt,

mostrant una major expressié de DKK-1, DKK-3 i sFRP1.
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Figura R3. L'inhibidor DKK-1 esta altament expressat en linies cel-lulars de RMS. A: Analisi de
I'expressié de l'inhibidor DKK-1 en linies cel-lulars de RMS alveolar (RH30, RH4 i CW9019) i
embrionari (RD, HTB82 i RUCH2) mitjancant PCR convencional. Es va utilitzar el gen TBP com a
control de carrega. B: Analisi mitjancant RT-qPCR dels nivells d’expressi6 de DKK-1 en 6 linies
cel-lulars de RMS, 4 corresponents a linies cel-lulars de RMS alveolar (RH30, RH4, CW9019 i RH18)
i 2 corresponents a linies cel-lulars de RMS embrionari (RD i RUCH2). Els valors obtinguts estan
expressats com 2(24C, normalitzats amb el gen endogen TBP i referits al teixit control (muscul sa).
C: Imatge de Western blot i la seva corresponent densitometria que mostren l'expressié de DKK-1
en les mateixes linies cel-lulars; la linia HEK es va utilitzar com a control positiu. L'actina es va
utilitzar com a control de carrega.
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Intensitat fluorescéncia (2log)
Intensitat fluorescéncia (2log)

Figura R4. Expressio dels inhibidors de la via Wnt en tumors de RMS. Expressid dels gens DKK
(A) i SFRP (B), les linies horitzontals representen la mitja dels valors obtinguts + SEM. Les dades es
varen extreure de les base de dades “Davicioni-147-MAS5.0-ul133.a” i la “Tumor Alveolar
Rhabdomyosarcoma-Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” utilitzant la plataforma d’analisi de dades
gendomiques R2: Genomics Analysis and Visualization Platform (http://hgserverl.amc.nl/cgi-

bin/r2 /main.cgi).

1.2.1. Expressio6 de DKK-1 en tumors de RMS i la seva possible

implicacio clinica

Primerament, es varen analitzar els nivells d’expressi6 d’ARNm de DKK-1 en
tumors de RMS mitjangant PCR convencional (Figura R5-A) per tal de confirmar la
presencia d’aquest gen en mostres de pacients. Els resultats mostren que DKK-1
esta altament expressat en tumors de RMS. Es varen obtenir dues bandes, una
banda inferior esperada corresponent a 112pb i una banda superior inesperada
corresponent a 230pb. Posteriorment, per descobrir I'origen de les dues bandes es
va procedir a seqiienciar, mitjan¢ant el metode Sanger, el gen DKK-1 en dues de les
mostres on apareixia la banda superior, corresponents al subtipus embrionari (t4)
(Figura R5-B) i al subtipus alveolar (t11) (Figura R5-C). En els dos casos, es va
observar la falta de processament de I'intré nimero 3 de DKK-1 corresponent a les
118pb addicionals (I'inici i el final de I'intr6 estan indicats amb fletxes negres en
els dos casos). El tumor de RMSe (t4) inicia la no eliminacié de l'intr6 a la base
numero 43 i finalitza a la base numero 160 (Figura R5-B). El tumor de RMSa (t11)
inicia el manteniment de l'intré a la base nimero 35 i finalitza a la base numero
152 (Figura R5-C). El manteniment de l'intré inclou també la presencia d’'un codé

d’aturada (TAG) indicat amb una fletxa vermella, en el cas del tumor de RMSe es

110


http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi)
http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi)

RESULTATS

troba a la posicio 66-68 (Figura R5-B) i en el cas del tumor de RMSa es localitza a la

posici6 58-60 (Figura R5-C).

Seguidament, es va analitzar I'expressi6 de DKK-1 mitjancant RT-qPCR en un
conjunt de tumors de RMS (Figura R6), utilitzant muscul sa com a teixit de
referencia. Es va dividir la poblacié de pacients segons si els tumors eren
localitzats o metastatics (Figura R6-A) i segons el subtipus histologic (Figura R6-
B). Tot i que el nimero de tumors analitzats és baix degut a la baixa freqiiencia
d’aquest tumor i a la poca mostra disponible per a recerca, els resultats
suggereixen una tendéncia moderada d’'una major expressié6 de DKK-1 en el

subgrup de tumors metastatics i en els tumors de subtipus embrionari.

Posteriorment, es va analitzar I'expressi6 de DKK-1 mitjan¢ant la plataforma
d’analisi de dades R2: Genomics Analysis and Visualization Platform

(https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2 /main.cgi) (Figura R7). Es varen analitzar les

bases de dades anomenades “Davicioni-147-MAS5.0-u133.a” (expressio genica de
147 tumors de RMS) (Figura R7-A) i “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-
Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” (expressio génica de 186 tumors de RMS) (Figura
R7-B). En ambdés casos es correlaciona l'expressi6 de l'inhibidor DKK-1 i
parametres clinics tals com la histologia del tumor, l'estat o I'estadi de la malaltia,

entre altres.
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Figura R5. L’inhibidor DKK-1 esta altament expressat en tumors de RMS. A: Analisi de
I'expressié de l'inhibidor DKK-1 en tumors de RMS mitjancant PCR convencional i la seva
corresponent densitometria. Es va utilitzar el gen TBP com a control de carrega. Els tumors
metastatics s'indiquen amb (*) i els tumors localitzats s’'indiquen amb (#). Els (?) representen
tumors de subtipus histologic indeterminat. Els tumors de RMSa amb la translocacié PAX3-FOX01
son tl, t6, t13 i t14; t12 és el tumor de RMSa amb la translocacié PAX7-FOXO01. Els tumors de RMSa
negatius per la translocacié sén t11 i t15. B i C: Seqiienciaci6 Sanger de dos tumors de RMS
corresponents als dos subtipus histologics, on s’observa el manteniment de 118pb corresponents a
I'intr6 3 de DKK-1. B: Seqiienciacié del tumor de RMSe (t4): a la base niimero 43 s’inicia la no
eliminacié de l'intr6 i a la base nimero 160 s’acaba (inici i final indicats amb fletxes negres).
S’observa la incorporaci6 d'un cod6 d’aturada (TAG) a la posicié 66-68 (indicat amb una fletxa
vermella). C: Seqiienciacié del tumor de RMSa (t11): a la base ntimero 35 s’inicia el manteniment de
I'intr6é i a la base nimero 152 s’acaba (inici i final indicats amb fletxes negres). S’observa la
incorporacié d'un cod6 d’aturada (TAG) a la posicié 58-60 (indicat amb una fletxa vermella).
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Figura R6. L’'inhibidor DKK-1 esta altament expressat en tumors de RMS, concretament en
tumors metastatics i en el subtipus embrionari. Analisi mitjangant RT-qPCR dels nivells
d’expressié d’ARNm de DKK-1 en tumors de RMS. Els valors estan expressats com 2(-24¢t i [es linies
horitzontals representen la mitja dels valors obtinguts. Analisi de I'expressi6 de DKK-1 en tumors
de RMS classificats com a tumors localitzats o metastatics (n=21) (A) i classificats segons el
subtipus alveolar (RMSa) o embrionari (RMSe) (n=27) (B). Els resultats es varen referir al teixit de
referencia (muscul sa).
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Figura R7. Correlacid de I'expressi6 de I'inhibidor DKK-1 amb parametres clinics de pacients
amb RMS. Grafics que mostren els nivells de DKK-1 en tumors de RMS classificats segons
parametres clinics com la histologia, 'estadi o I’estat de la malaltia. Les dades es varen extreure de
les base de dades “Davicioni-147-MAS5.0-ul33.a” (A) i “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-
Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” (B) utilitzant la plataforma d’analisi de dades gendomiques RZ:

Genomics Analysis and Visualization Platform (http://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi).

Ens varem centrar en el parametre d’estat de la malaltia (disease state; indicat amb
un punt a la Figura R7), essent els requadres verds els pacients vius, els requadres
blaus els pacients morts i els requadres vermells pacients amb un estat de la
malaltia desconegut. Varem dividir el grafic obtingut en dos, essent la meitat de
I'esquerra els pacients amb nivells de DKK-1 baixos i la meitat de la dreta els
pacients amb nivells de DKK-1 elevats (Figura R7). Al realitzar la separacié de
grups segons els nivells d’expressié de DKK-1 es va observar una major mortalitat
en els pacients amb nivells elevats de DKK-1 (Figura R8-A). Classificant els pacients
segons el subtipus histologic i els nivells d’expressié de DKK-1 (baixos o elevats) es

va observar un augment de la mortalitat en els grups d’elevada expressi6 tan al
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subtipus histologic alveolar (Figura R8-B) com al subtipus histologic embrionari
(Figura R8-C). Els resultats mostren una major mortalitat en el grup de tumors

amb elevada expressiéo de DKK-1, significativa en el cas global i en el subtipus

embrionari.
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Figura R8. L’expressié6 de DKK-1 en tumors de RMS es correlaciona amb una major
mortalitat. A: Percentatge de mortalitat en pacients amb RMS segons el nivell d’expressi6 de DKK-
1. B i C: Percentatge de mortalitat segons el nivell d’expressié de DKK-1 i el subtipus histologic de
RMS, alveolar i embrionari, respectivament. Les dades es varen extreure de les base de dades
“Davicioni-147-MAS5.0-u133.a” i la “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-Heiskanen-186-MAS5.0-
ul33a” utilitzant la plataforma d’analisi de dades genomiques RZ2: Genomics Analysis and

Visualization Platform (http://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi). Significaci6 estadistica:
*
p<0.05.

2. La preséncia de DKK-1 correlaciona amb la inhibicié de la via Wnt en RMS

2.1. L’expressio de DKK-1 correlaciona amb la inhibicié de la via Wnt en

tumors de RMS

Amb la finalitat d’estudiar la relaci6 de I'expressi6 de DKK-1 i I'activaci6 de la via
Wnt en tumors de RMS, es va analitzar la correlacié entre els nivells d’expressié
proteica de DKK-1 i la proteina efectora de la via (B-catenina) (Figura R9). Els
tumors amb elevada expressi6 de [-catenina i baixa expressié de DKK-1 es
mostren en color rosa, en negre s’indiquen els tumors amb nivells baixos
d’ambdues proteines i en verd els tumors amb elevada expressié de DKK-1 i baixa
expressié de (B-catenina. L’analisi de I'expressié proteica de DKK-1 i 3-catenina va
mostrar una tendencia de regressio lineal (Figura R9-A). Excloent de l'estudi els
tumors que no expressen ni (-catenina ni DKK-1, s’obté una regressio lineal

significativa (p=0.0058) (Figura R9-B). Aquest resultat suggereix que la preséncia
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de DKK-1 causa la inhibicié de la via Wnt ja que redueix els nivells de (-catenina en

tumors de RMS.
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Figura R9. L’elevada expressié de DKK-1 correlaciona amb la inhibicié de la via Wnt en
tumors de RMS. A: Correlaci6 entre els nivells de proteina f3-catenina i DKK-1 en tumors de RMS.
En color rosa es mostren els tumors amb elevada expressié de B-catenina i baixa expressié de DKK-
1, en color verd els tumors amb elevada expressié de DKK-1 i baixa expressié de B-catenina i en
color negre es mostren els tumors amb nivells baixos d’ambdues proteines. B: Representaci6 de la
correlaci6 entre els nivells de proteina B-catenina i DKK-1 en tumors de RMS, excloent els tumors
amb baixa expressi6é d’ambdues proteines. Significaci6 estadistica: **p<0.01.

2.2. La infra-expressi6 de DKK-1 en linies cel-lulars de RMS promou

I'activacio de la via Wnt

Amb la finalitat d’investigar la capacitat de DKK-1 per inhibir la via Wnt, es varen
generar clons de dues linies cel-lulars de RMS (CW9019 i RD, corresponents als
subtipus principals de RMS, alveolar i embrionari, respectivament) amb infra-
regulaci6 genetica de DKK-1 mitjangant shRNA (Figura R10). Es va avaluar la
integraci6 del vector viric mitjangant l'expressié de la proteina GFP amb un
microscopi d’epifluorescencia (Figura R10-A). Es va analitzar 'eficacia d’inhibicié
dels diferents shRNA mitjancant RT-qPCR (Figura R10, B i C) i Western blot (Figura
R10, D i E). Es varen seleccionar dos shRNA diferents i es va analitzar |'expressid
genica de DKK-1 després de la seva infra-regulacid, mostrant una reduccié dels
nivells d’ARNm de DKK-1 en els dos shRNA en la linia cel-lular RD (Figura R10-B).
La linia cel-lular CW0919 va mostrar reduccié dels nivells d’ARNm de DKK-1 en el
cas de I'sh#2, pero no en el cas de I'sh#1 (Figura R10-C). Es va analitzar I'eficacia

de la tecnologia analitzant els nivells de proteina DKK-1 després de la infra-
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regulacio del gen (Figura R10, D i E). Els resultats obtinguts del Western blot
després de la infra-regulacié del gen DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019
varen revelar una reduccié dels seus nivells de proteina mostrant una elevada

eficacia de la técnica.
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Figura R10. Avaluacié de la infra-regulaci6 de DKK-1 mitjancant shRNA en les linies
cel-lulars RD (RMSe) i CW9019 (RMSa). A: Imatges de I'expressié de la proteina GFP després de
la transducci6 lentiviral dels shRNA. B i C: Analisi d’'RT-qPCR dels nivells d’expressi6 d’ARNm de
DKK-1 després de la seva infra-regulaci6 en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els
valors estan expressats com 2(-24CY j normalitzats amb el gen endogen TBP. Es varen comparar els
resultats amb els nivells d’ ARNm de les cél-lules control (cel-lules transduides amb el control buit).
D i E: Imatges de Western blot i les seves corresponents densitometries que confirmen la infra-
regulacié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els resultats de les
densitometries es varen referir als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit).
Significacié estadistica: ***p<0.001.
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Posteriorment, es varen analitzar els nivells del gen efector de la via, B-catenina,
per tal de comprovar I'efecte de la deplecié génica de DKK-1 sobre l'activaci6 de la
via Wnt. Es va analitzar mitjangcant Western blot el nivell d’expressié total de (-
catenina després de la infra-regulaci6 de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i
CW9019 (Figura R11, A i B). Els resultats obtinguts mostren un augment dels
nivells de (-catenina totals després del bloqueig de DKK-1. Seguidament i amb
I'objectiu de determinar la localitzacié cel-lular de (-catenina, es va realitzar un
subfraccionament cel-lular per a la posterior extraccié de proteina després de la
infra-regulaciéo de DKK-1 (Figura R11, C i D). El resultat del subfraccionament va
mostrar un augment de l'expressié de [-catenina nuclear, fet que indica una
translocaci6 d’aquesta proteina a nucli. La localitzacié nuclear de B-catenina

suggereix que la infra-regulaci6 de DKK-1 es capag d’activar la via Wnt en RMS.
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Figura R11. La infra-regulaci6 genetica de DKK-1 causa un augment del gen efector de la via
Wnt, B-catenina. A i B: Imatges de Western blot i les seves respectives densitometries que mostren
un augment dels nivells de B-catenina total després de la infra-regulaci6 de DKK-1, en les linies
cel-lulars RD i CW9019, respectivament. C i D: Imatges de Western blot i les seves respectives
densitometries que mostren un augment dels nivells nuclears de -catenina després de la infra-
regulaci6 de DKK-1, en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els resultats de les
densitometries es varen referir als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit). L’actina
ila lamina es varen utilitzar com a control de carrega.

Es va realitzar 'assaig luciferasa per tal de comprovar el grau d’activaci6 de la via
Wnt després de la infra-regulacié de DKK-1 (Figura R12). Es varen transfectar, amb
els plasmidis reporters de l'activitat luciferasa de [-catenina, les cel-lules
préviament infectades amb I'shRNA de DKK-1. Posteriorment, es va procedir a
realitzar la lectura de l'activitat luciferasa. Els resultats obtinguts mostren cert
nivell d’activacié basal de la via Wnt (mostrat per I'sh#CTRL) tan en la linia
cel-lular RD (Figura R12-A) com en la linia cel-lular CW9019 (Figura R12-B). Els
grafics mostren també I'expressio del plasmidi control (FOPFlash) utilitzat com a
control negatiu, obtenint en aquest cas valors proxims a 0. Els resultats obtinguts
en les dues linies cel-lulars mostren un augment de I'activitat luciferasa, més elevat
en el cas de I'sh#2, després del bloqueig de DKK-1. L’augment de l'activitat
luciferasa del promotor de B-catenina confirma l'activacié de la via Wnt en

ambdues linies cel-lulars.

Figura R12. L’assaig luciferasa mostra un augment de la luminescéncia després de la infra-
regulacié de DKK-1. Resultats obtinguts en la linia cel-lular RD (A) i en la linia cel-lular CW9019
(B). Els resultats es varen referir als seus controls (cel-lules transduides amb el vector buit). El
vector FOPFlash es va utilitzar com a control negatiu de la técnica. Significacié estadistica: **p<0.01
i ***p<0.001.
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3. L’activacio de la via Wnt causa la reduccio del creixement cel-lular in vitro

Per determinar la implicaci6 de DKK-1 en el creixement cel-lular es va realitzar un
assaig de creixement cel-lular després de la infra-regulacié de DKK-1 en les linies
cel-lulars RD i CW9019 (Figura R13). Es va analitzar la corba de creixement
cel-lular per tal d’avaluar I'efecte de la privaci6 de DKK-1 sobre el creixement
cel-lular després de 3,51 7 dies en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura R13, A
i C, respectivament). Després de quantificar el creixement de les cel-lules al final de
I'experiment (dia 7), es va comprovar que la infra-regulaci6 de DKK-1 redueix
significativament el creixement de la linia cel-lular RD (Figura R13-B) i de la linia
cel-lular CW9019 (Figura R13-D). La infra-regulaci6 de DKK-1 va comencar a
causar una reduccio significativa del creixement de les cel-lules a dia 3 en les dues
linies cel-lulars. Les diferencies del creixement cel-lular es varen evidenciar més a
dia 5. La infra-regulaci6 de DKK-1 en la linia cel-lular RD mostra una major

reduccio del creixement cel-lular, tenint efectes menors en la linia CW9019.
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Figura R13. El bloqueig de DKK-1 causa la reducci6 del creixement cel-lular. Les cél-lules amb
infra-regulacié de DKK-1 es varen sembrar a la mateixa concentracié i es varen comptar després de
3,51 7 dies. Es varen analitzar les corbes de creixement cel-lular de les linies RD (A) i CW9019 (C);
es va quantificar la proliferacié a dia 7 en les dues linies cel-lulars (B i D, respectivament). Els
resultats es varen referir als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit). Significaci6
estadistica: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.
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Seguidament, es va realitzar un assaig de cicle cel-lular mitjancant citometria de
flux per tal d’estudiar la fase cel-lular en que es trobaven les cel-lules després de la
infra-regulacié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura R14). Els
resultats obtinguts mostren un lleuger augment del nimero de cél-lules en fase G1
després de la infra-regulaci6 de DKK-1. Encara que els resultats obtinguts en
aquest assaig no son significatius, el lleu increment de cel-lules en fase G1 podria

explicar, en part, la reduccid del creixement cel-lular observada.
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Figura R14. La infra-regulacié de DKK-1 causa un lleu augment del percentatge de cél-lules
en la fase G1 del cicle cel-lular. Percentatge de cel-lules en les fases G1 i G2+S després del
bloqueig de DKK-1 en la linia cel-lular RD (A) i CW9019 (B). Els resultats es varen referir als seus
controls (cél-lules transduides amb el vector buit).

De manera concordant, es va observar un lleu augment dels nivells d’ARNm de
ciclina D1 després de la infra-regulaci6 de DKK-1 (Figura R15, A i B). Es va
confirmar també I'augment dels nivells de proteina d’aquesta ciclina després de la
infra-regulacié de DKK-1 en ambdues linies cel-lulars (Figura R15, C i D). Els
resultats del Westren blot mostren una doble banda de ciclina D1, la qual
correspon a les formes fosforilada i no fosforilada de la ciclina. Els resultats
obtinguts suggereixen una aturada en la fase G1 del cicle cel-lular, punt del cicle en

el qual la ciclina D1 s’acumula abans d’entrar a la fase G2.
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Figura R15. El bloqueig de DKK-1 incrementa els nivells de ciclina D1. A i B: Analisi mitjan¢ant
RT-qPCR del nivell d’expressid de ciclina D1 després de la infra-regulacié de DKK-1 en les linies
cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors estan expressats com 2(-24Ct) j normalitzats amb
el gen endogen TBP. C i D: Imatges de Western blot i les seves corresponent densitometries que
mostren I'expressié de ciclina D1 després del bloqueig de DKK-1. L’actina es va utilitzar com a
control de carrega. Els resultats es varen referir als seus controls (cél-lules transduides amb el
vector buit). Significaci6 estadistica: **p<0.01 i ***p<0.001.

4. La infra-regulaci6 de DKK-1 causa I'augment de l'expressio dels gens

implicats en la diferenciacié miogénica in vitro

Amb l'objectiu de determinar la implicacié de la inhibicié6 de DKK-1 en RMS, es
varen analitzar els nivells d’expressié dels gens diana de la via Wnt després de la
depleci6 génica de DKK-1 (Figures R16 i R17). Es va analitzar I'expressio del gen
diana de la via Wnt, c-Myc, després de la infra-regulaciéo de DKK-1, mitjangant RT-
gPCR (Figura R16, A i B) i mitjancant Western blot (Figura R16, C i D). Els resultats
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obtinguts en ambdoés casos no mostren diferencies o inclis una lleu disminucio

quan es comparen amb el control (linia cel-lular transduida amb el vector buit).
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Figura R16. L’analisi d’expressié del gen diana de la via Wnt, c-Myc, no mostra diferéncies
d’expressio després de la deplecié de DKK-1. A i B: Analisi mitjancant RT-qPCR dels nivells
d’expressié de c-Myc després de la infra-regulacié6 de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019,
respectivament. Els valors estan expressats com 2(-A4Ct) j normalitzats amb el gen endogen TBP. Els
resultats es varen referir als seus controls (cel-lules transduides amb el vector buit). C i D: Imatges
de Western blot i les seves corresponents densitometries que mostren I'expressi6 de c-Myc després
de la deplecié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar
com a control de carrega. Els resultats de les densitometries es varen referir als seus controls
(cel-lules transduides amb el vector buit).

Es varen analitzar també els gens diana de la via, CD44 (Figura R17, A i B) i Axina 2
(Figura R17, C i D), mitjangant RT-qPCR després de la infra-regulacié de DKK-1 en
les linies cel-lulars RD i CW9019. Els nivells d’expressié dels dos gens no varen

mostrar diferencies o inclis una reducci6 dels nivells d’ARNm dels gens analitzats.
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Figura R17. L’analisi d’expressié dels gens diana de la via Wnt després de la deplecié de
DKK-1 no mostra diferéncies o mostra inclis una disminucié dels gens involucrats en
proliferacié cel-lular. Analisi d’'RT-qPCR dels nivells d’expressi6 de CD44 (A i B) i Axina 2 (C i D)
després de la infra-regulacié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD (Ai C) i CW9019 (B i D). Els valors
estan expressats com 2(24CH j normalitzats amb el gen endogen TBP. Els resultats es varen referir
als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit). Significacié estadistica: **p<0.01 i
***¥p<0.001.

Les cel-lules amb infra-expressio de DKK-1 mostraven indicis de diferenciacio
miogenica, els quals consisteixen en un fenotip més fusiforme (Figura R18). Per tal
de demostrar aquest fet, es va analitzar 'expressi6 dels dos gens principals
involucrats en la diferenciacié muscular, MyoD1 i miogenina. Es varen analitzar els
nivells proteics de MyoD1 i miogenina mitjancant Western blot en les linies
cel-lulars RD i CW9019 (Figura R19, A-F). Es va observar que la infra-regulaci6 de
DKK-1 indueix I'augment dels principals marcadors de diferenciaci6 muscular
MyoD1 i miogenina. Es varen analitzar també els nivells d’expressi6 de la proteina
FAK, una cinasa d’adhesié focal associada als processos de diferenciacié miogénica.
L’expressio de la proteina FAK es va analitzar mitjancant Western blot, en les linies
cel-lulars RD i CW9019 després de la infra-regulaci6 de DKK-1 (Figura R19, Gi H,

respectivament). Els resultats obtinguts mostren una reduccié dels nivells de
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proteina FAK en les dues linies cel-lulars analitzades després de la infra-regulacié
de DKK-1, essent major la reducci6 en la linia cel-lular RD. Aquests resultats

suggereixen que la deplecid6 de DKK-1 pot activar els processos de diferenciacio

miogenica.
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Figura R18. Indicis de diferenciacié miogénica en les cél-lules que infra-expressen DKK-1.
Composicio6 de fotografies de les linies RD i CW9019 després de la infra-expressié de DKK-1, en les
quals es mostren indicis d'un fenotip més diferenciat (indicat amb fletxes).

Amb l'objectiu de confirmar 'augment dels marcadors de diferenciacié obtingut
per Western blot, es varen avaluar els nivells de MyoD1 i miogenina mitjan¢ant
immunocitoquimica (ICQ) (Figures R20 i R21). Es va observar un augment dels
nivells de MyoD1 després de la infra-regulacié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i
CW9019 (Figura R20, A i B, respectivament). Degut a que ambdues proteines s6n
factors de transcripcié i, per tant, presenten una localitzacié6 nuclear, es va
quantificar la intensitat de fluorescencia emesa al nucli de les cel-lules després de
la infra-regulacié de DKK-1 obtenint un augment d’intensitat de la proteina MyoD1
en comparacio al control (Figura R20, C i D). L’analisi d’expressié de miogenina va
mostrar resultats similars; es va observar un augment de I'expressié de miogenina
després de la infra-regulaci6 de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura
R21, A i B, respectivament). La intensitat de fluorescencia de miogenina emesa al
nucli de les cel-lules es va quantificar després d’infra-regular DKK-1. Els resultats
obtinguts mostren un augment dels nivells de miogenina en comparaci6 al control

(Figura R21, Ci D).
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Figura R19. La infra-expressié de DKK-1 causa un increment dels marcadors de diferenciacié
miogenica. A i B: Imatges de Western blot que mostren I'expressio de les proteines de diferenciacié
muscular, MyoD1 i miogenina, després de la infra-expressié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i
CW9019, respectivament. C-F: Densitometries del Western blot per les proteines MyoD (C i D) i
miogenina (E i F) en les linies cel-lulars RD (CiE) i CW9019 (D i F). G i H: Imatges de Western blot i
les seves corresponents densitometries que mostren l'expressié de la proteina FAK en les linies
cel-lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar com a control de carrega. Els
resultats obtinguts de les densitometries es varen referir als seus controls (cel-lules transduides
amb el vector buit).
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Figura R20. La depleci6 de DKK-1 augmenta l'expressié del marcador de diferenciacio
miogenica MyoD1. A i B: Immunocitoquimiques que mostren els nivells de MyoD1 (marcatge en
verd) en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cel-lules estan marcats
en blau (Hoechst 33342). Barres: 10um. C i D: Quantificaci6 de la fluorescéncia emesa per MyoD1 al
nucli a les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Es va quantificar la intensitat de
fluorescéncia amb el parametre CTCF (de I'angles Corrected Total Cell Fluorescence). Els resultats es
varen referir als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit). Significaci6é estadistica:
**p<0.01 i **p<0.001.
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Figura R21. La depleci6 de DKK-1 augmenta l'expressié del marcador de diferenciacié
muscular miogenina. A i B: Analisi immunocitoquimic dels nivells de miogenina (marcatge
vermell) en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cel-lules estan
marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10um. C i D: Quantificacié de la fluorescencia emesa al
nucli per miogenina al nucli a les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Es va quantificar la
intensitat de fluorescencia amb el parametre CTCF (de I'anglés Corrected Total Cell Fluorescence).
Els resultats es varen referir als seus controls (cel-lules transduides amb el vector buit). Significaci6
estadistica: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.

5. Analisi de la deplecié de DKK-1 en la capacitat invasiva de les cel-lules de

RMS in vitro

Per tal de determinar el paper de DKK-1 en la capacitat d’invasi6 de les cel-lules de

RMS, es va realitzar un assaig Transwell. Es va analitzar la capacitat invasiva de les
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cel-lules amb deplecié de DKK-1 en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura R22).
Es va observar una moderada reducci6 de la capacitat invasiva de les cel-lules
després de la infra-regulaci6 de DKK-1 en la linia cel-lular RD (Figura R22-A),
essent significativa en el cas de I'sh#2 en la linia cel-lular CW9019 (Figura R22-C).
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Figura R22. Analisi de I'efecte de la deplecié de DKK-1 en la capacitat invasiva de les cél-lules
de RMS. A i C: Assaigs d’'invasi6 cel-lular Transwell posteriors a la infra-regulacié de DKK-1 en les
linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors d’invasi6 estan expressats en percentatges
referits als seus controls (cél-lules transduides amb el vector buit) i representen la mitja + SEM de 3
assaigs independents. Significaci6 estadistica: **p<0.01. B: Composicié de fotografies mostrant un
camp representatiu de les membranes del Transwell de les linies cel-lulars RD i CW9019. Les
cél-lules amb capacitat invasiva es varen quedar adherides a la superficie inferior de les
membranes Transwell i es varen tenyir amb Hoechst 33342.

6. La deplecio de DKK-1 causa la reduccio de la capacitat clonogenica de les

cel-lules de RMS in vitro

Es va realitzar 'assaig de clonogenicitat per determinar la capacitat de les cél-lules
de RMS amb infra-regulaci6 de DKK-1 de formar clons (Figura R23). Es varen
incubar 1000 cel-lules per placa i es va determinar el nimero de clons formats

després de dues setmanes d’incubacié. Es va obtenir una disminucio significativa
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del nimero de clons formats després de la deplecié de DKK-1 en la linia cel-lular

RD (Figura R23-B) i en la linia cel-lular CW9019 (Figura R23-C).
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Figura R23. La capacitat de formacio de clons es veu reduida després de la infra-regulacié
genetica de DKK-1. A: Composicié de fotografies de plaques representatives de cada condicié
mostrant els clons formats en les linies cel-lulars RD i CW9019. B i C: Quantificacié dels clons
formats, en les linies RD i CW9019 respectivament, després de la infra-regulacié de DKK-1. Es varen
sembrar plaques amb la mateixa quantitat de cel-lules i es varen incubar durant dues setmanes. El
nombre de clons formats estan expressats en percentatges referits als seus controls (cél-lules
transduides amb el vector buit) i representen la mitja + SEM de 3 assaigs independents. Significacid
estadistica: *p<0.05 i **p<0.01.

7. La deplecié de DKK-1 no té efectes sobre el creixement tumoral en ratolins

SCID

Per tal de determinar els efectes anti-proliferatius de la infra-regulaci6 genetica de
DKK-1 en un model muri ortotopic de RMS, es varen injectar 1 mili6 de cel-lules de
la linia cel-lular RD amb expressid estable de I'shRNA contra DKK-1 més eficag in
vitro (sh#2) al muscul gastrocnemi de ratolins SCID. 14 setmanes després de la
injeccid, es varen sacrificar els animals i es varen comparar els tumors extirpats
amb els tumors dels ratolins control (injectats amb la linia cel-lular RD transduida
amb el vector buit) (Figura R24). Tot i que no es varen observar diferencies en la

cinetica de creixement tumoral (Figura R24-C), es va observar un lleu retras no
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significatiu en I'aparici6 dels tumors (Figura R24-A). El pes i el volum promig dels

tumors tampoc varen mostrar diferéncies significatives (Figura R24, B i D).
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Figura R24. La infra-regulaci6 de DKK-1 no causa efectes sobre el creixement tumoral en
ratolins SCID. A: Grafic de formacid dels tumors en ratolins SCID. B: Pes promig dels tumors al
punt final de I'estudi referit al grup control (tumors formats per cel-lules transduides amb el vector
buit). C: Cinetica del creixement tumoral expressada com el volum promig dels tumors generats per
les cel-lules amb infra-regulaci6 de DKK-1 i les cel-lules transduides amb el vector buit (grup
control). D: Volum dels tumors al punt final de I'estudi referit al grup control (tumors formats per
cél-lules transduides amb el vector buit). Els resultats estan expressats com la mitja + SEM dels
valors de 5 ratolins que formaven cada grup.

8. Analisi dels efectes de la infra-regulaci6 de DKK-1 en la capacitat

d’'implantacié de metastasis de les cel-lules de RMS en ratolins Nude

Es va analitzar la capacitat d’'implantaci6 de les cél-lules metastatiques de RMS per
tal d’avaluar els efectes de DKK-1 en la formaci6 de les metastasis in vivo. Es varen
injectar 3 milions de cel-lules de la linia cel-lular RD amb I’expressi6 estable de
I'shRNA contra DKK-1 més eficag in vitro (sh#2) a la vena de la cua dels ratolins
Nude. Després de 7 dies, es varen sacrificar els animals i es va analitzar, mitjangant
citometria de flux, el nimero de cel-lules GFP+ implantades al pulmé (localitzacié
principal de les metastasis) (Figura R25). Les cel-lules GFP+ corresponien a les

cél-lules de RMS amb l'expressi6 estable de 'shRNA que havien extravassat i
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implantat al pulmé. Els resultats varen mostrar una lleugera reduccid en el nombre
de cel-lules GFP+ respecte el total de cél-lules de pulmo6 vives presents a la mostra.

No obstant, el resultat obtingut no és significatiu (Figura R25-C).
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Figura R25. Analisi dels efectes de la infra-regulacié de DKK-1 en la capacitat d'implantacié
de les metastasis. A i B: Grafics obtinguts del citometre FACSAria on es mostren les cel-lules GFP
positives (eix Y: E Blue-A) respecte I'auto-fluorescéncia basal de les cel-lules (eix X: C Violet-A). A:
Cél-lules GFP+ dels ratolins control (13 cel-lules GFP+). B: Cél-lules GFP+ dels ratolins injectats amb
cél-lules amb l'expressid estable de 'shRNA de DKK-1 (sh#2) (11 cel-lules GFP+). C: Nimero de
cél-lules GFP+ respecte les cel-lules vives presents a la mostra. Els resultats es varen referir als
valors obtinguts als controls. Els resultats estan expressats com la mitja + SEM dels valors de 3
ratolins que formaven cada grup.

9. El tractament amb l'inhibidor farmacologic de DKK-1, WAY-262611,
redueix el creixement cel-lular i augmenta la diferenciacié de cel-lules de

RMS

9.1. El tractament amb WAY-262611 causa l'activacio de la via Wnt in vitro

Es va seleccionar l'inhibidor de DKK-1 anomenat WAY-262611 per tal de
comprovar els efectes de 'activacio farmacologica de la via Wnt en cel-lules de

RMS. Primer es va realitzar un assaig de creixement cel-lular per establir la ICso, la
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concentracio necessaria per a reduir al 50% el creixement de les cel-lules in vitro, i
treballar amb la concentracié minima efectiva del farmac (Figura R26-A). La linia
cel-lular RD va presentar una inhibicié del 50% del creixement cel-lular a una
concentraci6 de WAY-262611 de 0.278uM, mentre que la linia cel-lular CW9019 va
presentar la ICsp a una concentraci6 de 0.130uM. Posteriorment, es varen analitzar
els nivells de proteina de DKK-1 per comprovar l'eficacia del farmac mitjangant
Western blot. Es varen tractar les linies cel-lulars RD i CW9019 amb diferents
concentracions del farmac i es va extreure proteina passades 48h (Figura R26, B i
C). Els resultats mostren una baixada d’expressiéo de DKK-1 a la concentraci6 de

0.2uM, concentracié similar a la ICso obtinguda en I'estudi de creixement cel-lular.
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Figura R26. Seleccié de la dosi de I'inhibidor de DKK-1, WAY-262611. A: Corba dosi resposta
per determinar la ICso de I'inhibidor en les linies cel-lulars RD i CW9019. B i C: Imatges de Western
blot i les seves corresponents densitometries que mostren els nivells de DKK-1 després del
tractament amb diferents concentracions de I'inhibidor. Es va utilitzar 'actina com a control de
carrega. Els valors obtinguts de les densitometries estan referits als seus controls (cel-lules
tractades amb DMSO).
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Es va procedir a tractar les cel-lules a una concentracié de 0.2uM durant 48h per
tal d’analitzar 'expressié del gen efector (3-catenina) i dels gens diana de la via. Es
varen analitzar els nivells d’expressio proteica de [B-catenina, Axina 2 i c-Myc
(Figura R27). En les dues linies cel-lulars analitzades es va comprovar 'augment de
[-catenina i Axina 2, confirmant que el tractament activa I'expressiéo d’ambdues
proteines. No obstant, I'increment en la linia cel-lular CW9019 és més clar (Figura
R27-B) en comparaci6 amb el lleu increment observat en la linia cel-lular RD
(Figura R27-A). Per contra, no es va obtenir cap efecte en el gen diana de la via c-

Myc en cap de les dues linies cel-lulars de RMS analitzades.
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Figura R27. El tractament amb WAY-262611 augmenta els nivells de f-catenina i Axina 2,
pero no s’observen canvis en els nivells de c-Myc. A i B: Imatges de Western blot que mostren
I'expressié de B-catenina, Axina 2 i c-Myc després del tractament amb WAY-262611 en les linies
cel-lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar com a control de carrega. Es varen
comparar els resultats amb els nivells de proteina de les cél-lules control (cel-lules tractades amb
DMSO). C-H: Densitometries del Western blot de la linia cel-lular RD (C, D i G) i de la linia cel-lular
CW9019 (E, F i H). Els valors estan referits als seus controls (cél-lules tractades amb DMSO).
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Posteriorment, es va analitzar I'activitat de la via Wnt després del tractament amb
WAY-262611 mitjanc¢ant I'assaig luciferasa (Figura R28). En la linia cel-lular RD es
va obtenir un augment significatiu de I'activitat luciferasa, suggerint una activitat
de la via Wnt augmentada (Figura R28-A). En el cas de la linia CW9019, no

s’observa cap augment significatiu de I'activitat luciferasa (Figura R28-B).

A 4T RD B i
"’:i g Cw9019
[y 6 - .59
w 1]
E ekok g
= S —
5 - s
il E 1.0
%)
° =
w
g . 4
'E 5 = 0.54
s g
& E
g 0= ' 2 0.0+ T
= N N S 3 N )
= o) < 3 = =) S
= 4
® L

Figura R28. La inhibicié farmacologica de DKK-1 causa l'activacié de la via Wnt en la linia
cel-lular RD. A i B: Assaig luciferasa, en el qual s’observa augment de la luminescencia després del
bloqueig de DKK-1 en la linia cel-lular RD (A) i en la linia cel-lular CW9019 (B). Els valors estan
referits als seus controls (cél-lules tractades amb DMSO). Significacié estadistica: ***p<0.001.

9.2. El tractament amb WAY-262611 causa la reduccié del creixement

cel'lular in vitro

Amb I'objectiu de determinar la capacitat de I'inhibidor farmacologic de DKK-1 per
reduir el creixement cel-lular, es va realitzar un assaig de recompte cel-lular
després del tractament amb WAY-262611 durant 3, 51 7 dies en les linies cel-lulars
CW9019 i RD (Figura R29). Es va analitzar la corba de creixement obtenint
resultats significatius des del dia 3 (Figura R29, A i C). Al quantificar el creixement
de les cel-lules al final de I'experiment (dia 7), es va comprovar que el tractament
amb l'inhibidor farmacologic redueix significativament el creixement de les linies

cel-lulars RD i CW9019 (Figura R29, BiD).
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Figura R29. El tractament farmacologic amb WAY-262611 redueix el creixement de les linies
cel-lulars RD i CW9019. (A-D): Es varen sembrar diverses plaques amb la mateixa concentracié de
ceél-lules, es varen tractar diariament a una concentracié de 0.2uM i es varen comptar després de 3,
51 7 dies. Es varen analitzar les corbes de creixement cel-lular de les linies cel-lulars RD (A) i
CW9019 (C); es va quantificar la proliferacié a dia 7 en les dues linies cel-lulars (B i D,
respectivament). Els resultats es varen referir als seus controls (cel-lules tractades amb vehicle
(DMSO0)). Significaci6 estadistica: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.

9.3. El tractament amb WAY-262611 augmenta I'expressio dels gens de

diferenciacié miogenica in vitro

Les cel-lules tractades amb WAY-262611 varen presentar canvis morfologics
indicatius de diferenciaci6 miogenica, tals com una morfologia més fusiforme
(Figura R30). Per tal de confirmar aquest efecte, es varen comprovar els nivells de
proteina del principals gens involucrats en la diferenciacié muscular, MyoD1 i
miogenina, obtinguts mitjancant Western blot, en cél-lules tractades durant 48h
amb WAY-262611 (Figura R31, A-F). El tractament amb WAY-262611 0.2uM va
causar l'augment dels dos marcadors de diferenciaci6 muscular, MyoD1 i
miogenina. Tot i que en les dues linies cel-lulars s’observa I'augment d’ambdues

proteines, l'increment és major en el cas de la proteina MyoD1. Els nivells
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d’expressié proteica de FAK també es varen analitzar després del tractament
durant 48h amb WAY-262611 en les linies cel-lulars RD i CW9019 mitjancant
Western blot (Figura R31, G i H). El tractament amb WAY-262611 causa la reduccié
dels nivells de proteina FAK en les dues linies cel-lulars analitzades, suggerint que

WAY-262611 indueix I'expressio de gens de diferenciacié miogénica.

Figura R30. El tractament amb WAY-
262611 suggereix indicis de diferenciaci6
miogeénica. Composicié de fotografies que
mostren indicis de diferenciacié (indicat
amb fletxes) en les linies cel-lulars RD i
CW9019 després del tractament amb
I'inhibidor  farmacologic =~ WAY-262611
(0.2uM, 48h).

RD

CW9019

L’augment dels marcadors de diferenciacié obtingut per Western blot es va
confirmar mitjangant l'analisi immunocitoquimic després del tractament amb
WAY-262611 0.2uM durant 48h en les linies cel-lulars RD i CW9019. Es varen
realitzar 1CQ pels anticossos MyoD1 (Figura R32) i miogenina (Figura R33). Es va
observar I'augment dels nivells de MyoD1 després del tractament amb I'inhibidor
en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura R32, A i B respectivament). Es va
quantificar la intensitat de fluorescéncia emesa al nucli de les cel-lules després del
tractament amb l'inhibidor farmacologic, obtenint un augment significatiu dels
nivells de MyoD1 en comparaci6 al control en les dues linies cel-lulars analitzades
(Figura R32, Ci D). Es va realitzar el mateix experiment per analitzar els nivells de
miogenina, observant també un augment d’aquesta proteina després del
tractament amb WAY-262611 en les linies cel-lulars RD i CW9019 (Figura R33, A i
B, respectivament). Es va quantificar la intensitat de fluorescencia emesa al nucli
de les cel-lules després del tractament i es va obtenir un augment significatiu de la

proteina miogenina en comparacio6 al control (Figura R33, Ci D).
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Figura R31. El tractament amb l'inhibidor de DKK-1 augmenta els marcadors de
diferenciacio cel-lular. A i B: Imatges de Western blot que mostren la inducci6 de les proteines de
diferenciaci6, MyoD1 i miogenina, després del bloqueig farmacologic de DKK-1 (0.2 uM, 48h) en les
linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. C-F: Densitometries de les imatges de Western blot
que mostren els nivells de les proteines MyoD1 (C i D) i miogenina (E i F) en les linies cel-lulars RD
(CiE)iCW9019 (D i F). GiH: Imatges de Western blot i les seves corresponents densitometries
que mostren l'expressi6 de la proteina FAK en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament,
després del tractament amb 0.2uM WAY-262611 (48h). L’actina es va utilitzar com a control de
carrega. Els resultats de les densitometries es varen referir als seus controls (cel-lules tractades
amb el vehicle (DMSO0)).
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Figura R32. El tractament amb I'inhibidor de DKK-1 augmenta I'expressié del marcador de
diferenciacié muscular MyoD1. A i B: Immunocitoquimiques que mostren els nivells de MyoD1
(marcatge en verd) en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cel-lules
estan marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10um. C i D: Quantificacié de la fluorescéncia
emesa a nucli per I'anticos MyoD1 a les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Es va
quantificar la intensitat de fluorescencia amb el parametre CTCF (de I'anglés Corrected Total Cell
Fluorescence). Els resultats es varen referir als seus controls (cél-lules tractades amb vehicle
(DMSO0)). Significacié estadistica: **p<0.01 i ***p<0.001.
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Figura R33. El tractament amb I'inhibidor de DKK-1 augmenta I'expressié del marcador de
diferenciacié muscular miogenina. A i B: Analisi immunocitoquimic de la proteina miogenina
(marcatge vermell) en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis cel-lulars estan
marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10um. C i D: Quantificacié dels nivells de miogenina
provinent dels nuclis cel-lulars en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Es va
quantificar la intensitat de fluorescencia amb el parametre CTCF (de I'anglés Corrected Total Cell
Fluorescence). Els resultats es varen referir als seus controls (cél-lules tractades amb vehicle
(DMSO0)). Significaci6 estadistica: **p<0.01.

9.4. El tractament amb WAY-262611 causa la reducciéo de la capacitat

invasiva de les cél-lules de RMS in vitro

Es va estudiar la capacitat d’invasi6 de les cel-lules després del tractament amb
I'inhibidor farmacologic de DKK-1 mitjancant 'assaig d’invasié Transwell. Es va
realitzar I'experiment en les linies cel-lulars RD i CW9019 preéviament tractades
amb WAY-262611 a una concentracié de 0.2uM durant 48h (Figura R34). Es va

observar la reduccid de la capacitat invasiva de les cel-lules després del tractament
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amb l'inhibidor farmacologic, essent significativa en les dues linies cel-lulars

(Figura R34-AiC).
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Figura R34. El tractament amb WAY-262611 redueix la capacitat invasiva de les cel-lules de
RMS. A i C: Assaigs d’invasio cel-lular Transwell de cel-lules tractades amb I'inhibidor WAY-262611
durant 48h en les linies cel-lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors d’invasié estan
expressats en percentatges referits als seus controls (cél-lules tractades amb el vehicle (DMSO) i
representen la mitja + SEM de 3 assaigs independents. Significacié estadistica: *p<0.05. B:
Composici6 de fotografies mostrant un camp representatiu de les membranes Transwell
corresponent a les linies RD i CW9019 tractades amb l'inhibidor farmacologic. Les cel-lules amb
capacitat invasiva es varen adherir a la superficie inferior de les membranes Transwell i es varen
tenyir amb Hoechst 33342.

9.5. El tractament amb WAY-262611 causa la reducciéo de la capacitat

clonogeénica de les cel-lules de RMS in vitro

Es va realitzar I'assaig de clonogenicitat per determinar la capacitat de les cél-lules
de RMS de formar clons després del tractament amb WAY-262611 (Figura R35). Es
varen sembrar 1000 cel-lules per placa i es varen incubar les plaques durant dues
setmanes per a permetre la formacio dels clons. El recompte dels clons va mostrar
una reducci6é significativa del nimero de clons formats després del tractament
amb el farmac en la linia cel-lular RD (Figura R35-B) i en la linia cel-lular CW9019

(Figura R35-C).
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Figura R35. La capacitat de formacié de clons es veu reduida després del tractament amb
WAY-262611. A: Composicié de fotografies mostrant una placa representativa de cada condicié
(DMSO i WAY-262611 0.2uM) amb els clons formats en la linia cel-lular RD i CW9019. B i C:
Quantificacié dels clons formats, en les linies RD i CW9019 respectivament, després del tractament
amb WAY-262611. Es varen sembrar plaques amb la mateixa quantitat de cél-lules i es varen
incubar durant dues setmanes amb el seu corresponent tractament. Els resultats estan expressats
en percentatge de clons referits als seus controls (cel-lules tractades amb el vehicle (DMSO)) i
representen la mitja + SEM de 3 assaigs independents. Significaci6 estadistica: **p<0.01 i
***p<0.001.

9.6. El tractament amb WAY-262611 no té efectes sobre el creixement

tumoral en ratolins SCID

Per determinar els efectes de l'inhibidor farmacologic de DKK-1 sobre el
creixement tumoral en un model ortotopic es varen injectar 1 milié de cel-lules de
la linia cel-lular RD, préviament tractades durant 48h amb WAY-262611 0.2uM, al
muscul gastrocnemi de ratolins SCID. Pel grup control es varen utilitzar cél-lules
tractades amb el vehicle durant el mateix temps. Es varen establir tres grups
d’animals: dos grups tractats amb dues dosis de WAY-262611 (2.5mg/kg i
10mg/kg) i un grup control (tractat amb el vehicle DMSO). 14 setmanes després de
la injecci6é es varen sacrificar els animals i es varen extirpar els tumors (Figura
R36). Es va analitzar la cinetica de creixement tumoral sense observar diferéncies

(Figura R36-C). Tampoc es varen observar diferencies significatives ni en el pes ni

142



RESULTATS

en el volum promig dels tumors entre els grups tractats amb WAY-262611
respecte el grup control ni entre les diferents dosis avaluades de l'inhibidor,
indicant que la inhibici6 de només DKK-1 no és suficient per a la reduccié del
creixement tumoral de RMS in vivo (Figura R36, B i D). Per altra banda, es varen
pesar els animals diariament per tal de comprovar possibles efectes toxics del
compost. No es varen obtenir diferéncies en el pes dels animals indicant que el

compost no és toxic a aquestes dosis.
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Figura R36. El tractament amb l'inhibidor WAY-262611 no mostra efectes sobre el
creixement tumoral en ratolins SCID. A: Grafic de formacié dels tumors en ratolins SCID. B: Pes
promig dels tumors al punt final de I'estudi referit al grup control (ratolins tractats amb DMSO). C:
Cinética del creixement tumoral expressada com el volum promig dels tumors generats en ratolins
tractats amb WAY-262611 a dues dosis (2.5mg/kg o 10mg/kg) i els tractats amb DMSO (grup
control). D: Volum dels tumors al punt final de I'estudi referit al grup control (ratolins tractats amb
DMSO0). Els resultats estan expressats com la mitja + SEM dels valors de 5 ratolins que formaven
cada grup.

9.7. Analisi del tractament amb WAY-262611 en la capacitat d'implantacié

de metastasis de les cel-lules de RMS en ratolins Nude

Es va estudiar la capacitat d’implantacié de les ceél-lules metastatiques in vivo

després del tractament amb I'inhibidor farmacologic de DKK-1. Es varen injectar 3
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milions de cel-lules de la linia cel-lular RD amb I'expressié estable de GFP (vector
lentiviral pGIPZ buit), préviament tractades amb WAY-262611 0.2uM durant 48h,
a la vena de la cua dels ratolins Nude. Els ratolins es varen tractar diariament amb
WAY-262611 (10mg/kg) i després de 7 dies es varen sacrificar els animals per a
analitzar mitjan¢ant citometria de flux el nimero de cel-lules GFP+ implantades al
pulmé (Figura R37). Tot i que els resultats varen mostrar una tendencia de
reduccio del nombre de cel-lules GFP+ respecte el total de cel-lules vives presents a
la mostra després del tractament amb WAY-262611, els resultats obtinguts no sén

significatius (Figura R37-C).
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Figura R37. Analisi del tractament amb WAY-262611 en la capacitat d'implantacié de les
cel-lules de RMS in vivo. Es varen injectar 3 milions de ceél-lules de RMS GFP positives pre-
tractades amb WAY-262611 (0.2uM) o amb el vehicle DMSO durant 48h. A i B: Grafics obtinguts del
citometre FACSAria on es mostren les cél-lules GFP+ (eix Y: E Blue-A) respecte I'auto-fluorescéncia
basal de les cél-lules (eix X: C Violet-A). A: Cél-lules GFP+ dels ratolins tractats amb DMSO (16
cél-lules GFP+). B: Cel-lules GFP+ dels ratolins tractats amb WAY-262611 (10mg/kg) (11 cel-lules
GFP+). C: Numero de cel-lules GFP+ respecte les cel-lules vives presents a la mostra. Els resultats es
varen referir als valors obtinguts dels ratolins control. Els resultats estan expressats com la mitja
SEM dels valors de 3 ratolins que formaven cada grup.
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La via de senyalitzaci6 Wnt esta desregulada en diversos tumors, presentant
efectes sobre el creixement i la capacitat invasiva i metastatica de les cel-lules
tumorals (262,264,269). Els primers estudis que varen relacionar la via Wnt amb
el RMS varen concloure que la via esta inactiva donada la baixa expressié de 3-
catenina i la localitzaci6 citoplasmatica d’aquesta. A més a més, no varen detectar
la presencia de mutacions en CTNNB1 (359,360). Més endavant, es va confirmar la
infra-regulacié de la via Wnt en RMS, indicant també els efectes de l'activacié de la
via en la diferenciacié miogénica (361). Els estudis més recents han demostrat que
'activacié de la via Wnt, ja sigui per 'addici6 del lligand Wnt3a com per la inhibici6
de components de la via tals com GSK-3B o sFRP3, promou la diferenciacié
miogenica de les cel-lules de RMS (342,364-367). Concretament, aquests estudis
demostren la reducci6 de la proliferacié cel-lular i la induccié de I'expressio dels

reguladors miogeénics MyoD1, miogenina i Myf5 (342,364,366).

Per tant, que la via Wnt es troba inhibida en RMS i que la seva activaci6 promou la
diferenciacié cel-lular s6n fets altament acceptats. Tot i aixo, el mecanisme
responsable de la inhibicié d’aquesta via en RMS és encara incert. Determinar les
molecules responsables de la inactivacié de la via Wnt podria tenir un paper clau

per al disseny de noves terapies anti-oncogéeniques en RMS.

1. DKK-1 és I'inhibidor més expressat en linies cel-lulars i tumors de RMS

En aquest treball s’analitza per primera vegada I'expressid dels inhibidors de la via
Wnt en RMS. Més concretament, aquesta tesi s’ha centrat en el paper dels
antagonistes de la via Wnt en la tumorigenesi del RMS. Per tal de determinar la
implicaci6 dels antagonistes sFRP i DKK en la inactivaci6 de la via Wnt en RMS, es
varen analitzar els seus nivells d’expressio en linies cel-lulars i tumors de RMS. En
'analisi de linies cel-lulars de RMS es mostra una major expressié dels gens DKK en
comparacié amb els gens sFRP, especialment de DKK-1. Els resultats obtinguts de
I'analisi d’expressié dels inhibidors en mostres tumorals revelen una elevada
preséncia de la majoria dels antagonistes, mostrant una expressi6 elevada i
constant dels gens DKK. No obstant, s’ha de tenir en compte que els resultats de

I'expressié dels inhibidors en tumors prové de microarrays d’expressiéo on les
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eficacies d'unio de les diferents sondes dels gens analitzats no tenen perque ser les
mateixes i, per tant, no poden ésser comparades entre si. Malgrat aquest fet,
I'expressio de DKK-1 estava entre les més destacables i presentava una expressio
elevada en practicament totes les linies cel-lulars analitzades, suggerint un paper

preponderant d’aquest inhibidor de la via Wnt.

Aixi doncs, I'elevada expressio dels antagonistes suggereix que la inhibici6 de la via
Wnt en RMS pot estar causada per la seva presencia. En concordanga amb els
resultats obtinguts en aquesta tesi, estudis anteriors han descrit la preséencia dels
antagonistes de la via Wnt en RMS. Aixi, Kephart et al. varen descriure una elevada
expressid dels inhibidors sFRP1, sFRP3, sFRP4 i DKK-2, tot i que I'estudi només es
centra en linies cel-lulars de RMSa i mioblasts humans amb expressi6 de PAX3-
FOX01 (342). De manera similar, Singh et al. varen descriure també la sobre-
expressié d’antagonistes de la via, tals com sFRP2, sFRP4 i DKK-1, en linies
cel-lulars de RMSe (361). Els resultats d’aquests estudis descriuen l'elevada
expressi0 de diferents antagonistes de la via segons el subtipus histologic,
suggerint una diferéncia entre el mecanisme d’inactivacié de la via Wnt depenent
del subtipus histologic. En aquesta tesi es confirma |'expressid dels inhibidors en
ambdos subtipus histologics, demostrant que la seva presencia pot ser la causa de
la inactivacio6 de la via Wnt i, per tant, podria estar involucrada en la formacio6 del

tumor (Figura D1).

RMS
Via Wnt
inactiva

o
o —

Precursors miogeénics

Cel-lules del
mesoderm
Inhibidors via
Wnt Mioblasts
(sFRP, DKK) Via Wnt
activa

Figura D1. Representacio del model proposat de la implicacié de la inactivaci6é de la Wnt en
RMS. Els tumors de RMS presenten una elevada expressio dels inhibidors de la via Wnt, fet que els
posiciona com a possibles causants de la inhibici6 de la via. La inhibicié de la via Wnt esta
relacionada amb l'absencia de diferenciaci6 en RMS. Per contra, la seva activacié causaria la
diferenciaci6 dels precursors miogenics a mioblasts i, finalment, a la formacié dels miotubs.
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A més a més, I'analisi d’expressi6 de 'ARNm de DKK-1 en mostres tumorals de
RMS mitjancant PCR convencional va revelar per primera vegada dues isoformes
de DKK-1. Després de seqiienciar la isoforma inesperada, es va comprovar el
manteniment de I'intr6 nimero 3 de DKK-1 (corresponent als 118pb addicionals).
La no eliminacié de l'intré inclou, dins la seva seqiiéncia, la preséncia d’'un cod6
d’aturada, no obstant, no s’ha detectat la preséncia de proteines truncades.
Altrament, no s’ha descrit previament la preséncia de la mencionada isoforma de
DKK-1 en estudis anteriors. Aquesta nova isoforma esta present tan en tumors de
RMSa com de RMSe i no presenta una expressio diferencial entre els tumors
localitzats o metastatics. La isoforma esta present en les linies cel-lulars de RMSa
amb la translocacié PAX3-FOXO1 i en RMSa negatius per la translocacio. A més a
mes, tan els tumors analitzats amb aquesta translocaci6é com els RMSa negatius per
la translocacié mostren la preséncia d’ambdues isoformes. En canvi, el tumor de
RMSa amb la translocacié PAX7-FOXO01 (t12) analitzat no mostra la presencia de la
isoforma, tampoc ho fa la linia cel-lular CW9019, la qual presenta també la mateixa
translocacio. Aquests resultats preliminars permeten hipotetitzar que aquesta
nova isoforma de DKK-1 podria conferir efectes oncogenics diferents segons el
subtipus histologic i la preséncia de translocacions especifiques. No obstant,

caldrien més estudis per confirmar aquesta hipotesi.

2. La presencia de DKK-1 correlaciona amb la inhibicié de la via Wnt en RMS

Aquest estudi descriu la caracteritzaci6é funcional de I'estat d’activacié de la via
Wnt en tumors de RMS. Es va confirmar que els tumors amb nivells elevats de
DKK-1 presenten nivells baixos de B-catenina, suggerint que 'expressié d’aquest
antagonista causa la inhibicid de la via Wnt. També es va confirmar que els tumors
amb nivells baixos de DKK-1 mostraven nivells elevats de -catenina, suggerint en
aquest cas que la via Wnt esta activa, i que, per tant, el creixement del tumor
recauria en altres vies de senyalitzacié cel-lular independents de B-catenina. En
aquest sentit, en cancer gastric s’ha descrit que I'elevada expressié de DKK-1 es
relaciona amb una pitjor supervivencia, malgrat no s’observi una correlacié entre

I'expressié de DKK-1 i B-catenina (330).
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A més a més, es varen comparar els resultats obtinguts mitjancant PCR
convencional i l'expressi6é de proteina en tumors de RMS. Els tumors que
expressen l'intr6 3 (nova isoforma de DKK-1) tenen nivells més elevats de DKK-1 i,
conseqlientment, la via inactivada. Per contra, el tumor amb la translocaci6 PAX7-
FOXO01 (t12) presenta nivells baixos tan de (3-catenina com de DKK-1, suggerint en
aquest cas, que en la tumorigenesi estan involucrades altres vies de senyalitzacié o
altres inhibidors. El tumor analitzat que no presenta l'intré 3 (t5), presenta nivells
baixos de DKK-1 i elevats de B-catenina, indicant que I'absencia de I'inhibidor
podria ser la causa d’'una major activaci6 de la via Wnt i, per tant, de I'acumulacié
del gen efector de la via (B-catenina). No obstant, tot i que aquests resultats
suggereixen un possible paper especific d’aquesta isoforma, caldrien més estudis
per determinar la implicacié del manteniment de I'intré 3 en la inactivacio6 de la via

Wnti en la tumorigenesi del RMS.

Per tal de determinar els efectes de I'activacié de la via Wnt en RMS, es va procedir
al bloqueig de DKK-1 mitjancant dues metodologies: la tecnologia d’shRNA i la
inhibicié farmacologica. Es varen comprovar els efectes sobre l'activacio de la via
Wnt en les linies cel-lulars RD i CW9019, corresponents als subtipus embrionari i
alveolar de RMS, respectivament. La reduccié dels nivells de proteina DKK-1 va
confirmar l'eficacia d’ambdues metodologies. La infra-regulaci6 de DKK-1
mitjancant shRNA va mostrar una baixada de '’ARNm degut a la unio perfecte entre
I'shRNA i 'ARN diana, excepte amb I'sh#1 en la linia cel-lular CW9019. En aquest
cas, es dedueix que la unié entre 'shRNA i 'ARN diana era parcial i es va inhibir
només la traduccio, explicant doncs I'increment dels nivells d ARNm de DKK-1 i la
reduccié dels nivells de proteina. La inhibicié farmacologica de DKK-1 mitjan¢ant
WAY-262611 es va confirmar per una baixada dels nivells de proteina de DKK-1.
WAY-262611 és un inhibidor que no disminueix els nivells d’ARNm de DKK-1 ja
que actua a nivell de proteina. En aquesta linia, s’ha descrit que el farmac redueix
els nivells proteics de DKK-1 (384,406). Concretament, WAY-262611 actua
bloquejant la uni6 de DKK-1 al receptor LRP5, permetent la unié dels lligands Wnt

als receptors i activant aixi la via Wnt (377).

La caracteritzaci6 de I'activaci6 de la via Wnt posterior al bloqueig de DKK-1 es va

realitzar de dues maneres: comprovant els nivells proteics de [-catenina i
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mitjancant l'assaig luciferasa. Els resultats obtinguts en ambdos assaigs varen
confirmar 'activacio6 de la via: es varen confirmar nivells més elevats de la proteina
efectora de la via Wnt, B-catenina, i una major activitat luciferasa posterior a la
inhibicié de DKK-1, confirmant que DKK-1 és una proteina clau per la inhibici6 de
la via Wnt en RMS. En l'assaig luciferasa després de la inhibicié farmacologica no
s’observa un augment del grau d’activacié de la via en la linia cel-lular CW9019,
suggerint que els dos subtipus histologics poden diferir en la capacitat d’activacio
de la via. La baixa senyalitzaci6 Wnt en cel-lules de RMS va requerir I'is de medi
condicionat amb Wnt3a per a realitzar l'assaig luciferasa. S’ha evidenciat que
I'addici6 de Wnt3a al medi de cultiu de les linies cel-lulars de RMS és suficient per
induir l'activitat luciferasa de B-catenina (364). En cancer de colon, per exemple,
s’ha descrit la implicacié de la secreci6 dels lligands Wnt, tan per part de les
cél-lules tumorals com per part de 'estroma, en la proliferacié i la supervivéncia de
les cél-lules tumorals (407). En aquest estudi, Voloshanenko et al. descriuen que,
tot i les mutacions en APC o CTNNBI1, la reduccié dels lligands Wnt en cultiu
cel-lular disminueix l'activaci6 de la via Wnt. Aquesta disminuci6 de la
senyalitzaci6 Wnt es rescata mitjancant 1'addici6 de Wnt3a recombinant. Aixi
doncs, 'addicié del lligand Wnt3a al medi de cultiu podria ser la causant dels
nivells endogens d’activacié de la via Wnt observats en aquesta tesi. Tot i aquesta
expressid basal de la via Wnt en les linies cel-lulars de RMS analitzades, la inhibicié
de DKK-1 augmenta el grau d’activacié de la via, posant en relleu la importancia de

’antagonista en la inhibicié de la via Wnt.

3. El paper de DKK-1 en el creixement de les cel-lules de RMS

Aquest treball descriu els efectes funcionals de la inhibici6 de DKK-1 sobre el
creixement de les cel-lules de RMS. La infra-regulacié genetica de DKK-1 mitjan¢ant
shRNA en les linies cel-lulars RD i CW9019 causa la reduccié del creixement
cel-lular. La inhibici6 farmacoldgica de DKK-1 en les esmentades linies cel-lulars
provoca efectes similars. Aquests resultats indiquen que I'activacié de la via Wnt

mitjancant la inhibicié de DKK-1 té efectes en la reduccio del creixement cel-lular.
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El lleuger augment de cel-lules en fase G1 del cicle cel-lular posterior a la deplecio
genetica de DKK-1 suggereix que la disminucio de la proliferacié observada podria
ser deguda, en part, a una aturada del cicle cel-lular. Aquest fet pot ser causat per
I'increment observat en els nivells de ciclina D1. La ciclina D1 té un paper central
en la regulacio del cicle cel-lular, concretament en la progressié G1/S. La ciclina D1
s’acumula durant la fase G1 del cicle cel-lular pero la baixa estabilitat d’aquesta
ciclina fa que es degradi i les cel-lules entrin a la fase S (408,409). Essent per tant,
I'acumulacié de la ciclina D1 un indicador de I'arrest del cicle cel-lular en la fase G1.
Donat que la ciclina D1 és un gen diana de la via Wnt (410), el model que
proposem en aquesta part de la tesi és que 'activacié de la via Wnt, mitjancant la
inhibici6 de DKK-1, promou l'expressi6 i acumulacié de ciclina D1. Aquesta
acumulacio de ciclina D1 en les cel-lules de RMS amb la via Wnt activa, provoca que
s’aturin a la fase G1, donant lloc a la reduccié en la proliferacié cel-lular (Figura

D2).

Per altra banda, s’ha descrit que DKK-1 augmenta la proliferacié cel-lular i
disminueix I'expressi6 de -catenina, permetent que les cel-lules re-entrin al cicle
cel-lular mitjancant la inhibicié de la via Wnt canonica (411). En aquest estudi,
portat a terme en cel-lules mare mesenquimals (MSC, de I'anglés mesenchymal
stem cell), Gregory et al. descriuen la implicaci6 de DKK-1 en la disminuci6é de
I'expressié de P-catenina, la qual s’encarrega de regular les unions adherents,
reduint els contactes entre cel-lules necessaris per la diferenciacié cel-lular i fent
que les cel-lules re-entrin al cicle cel-lular. Els resultats obtinguts en aquesta tesi
suggereixen que DKK-1 pot tenir la mateixa funci6 en RMS, és a dir, 'expressié de
DKK-1 causaria una reduccié de I'expressio de B-catenina, reduint els contactes
entre cel-lules i permetent que les cel-lules de RMS poguessin re-entrar al cicle
cel-lular. Per tant, la inhibicié de DKK-1 i 'augment de B-catenina aturaria aquesta
re-entrada al cicle cel-lular inhibint aixi la proliferaci6. No obstant, en altres

tumors no s’han descrit els efectes de la inhibici6 de DKK-1 en el cicle cel-lular.

Aixi doncs, el paper anti-oncogenic de l'activacié de la via Wnt en RMS esta
caracteritzat per la reduccid del creixement cel-lular. Per tal d’analitzar les causes,
es varen estudiar els canvis en els gens diana causats per I'activaci6 de la via Wnt.

Es va procedir a analitzar els nivells d’expressio dels principals gens diana de via
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- ¢c-Myc, CD44 i Axina 2 - després de la inhibicié de DKK-1. Els resultats obtinguts
no varen mostrar diferéncies o inclis es va detectar una disminucié de I'expressi6
de c-Myc, CD44 i Axina 2 després de la deplecié genetica de DKK-1 en comparacid
al control (cél-lules transduides amb el vector buit). Per altra banda, la inhibici6 de
DKK-1 mitjancant WAY-262611 no va causar canvis en el gen diana c-Myc, pero si
que va provocar un augment del gen diana Axina 2. En aquest sentit, Jho et al.
varen descriure que Axina 2 és un gen diana de la via Wnt que actua com a
regulador negatiu d’aquesta (412). Aixi doncs, l'activacié de la via Wnt promou
I'expressié d’Axina 2, la qual esta involucrada en limitar la duracid i/o intensitat de
la senyalitzaci6 Wnt mitjancant la inhibicié6 de -catenina. En concordanca amb
I'estudi de Jho et al., altres treballs descriuen que 'activaci6 de la via Wnt en RMS
mitjancant el tractament amb Wnt3a no altera I'expressio dels gens diana c-MYC, c-
JUN, SLUG, pero si d’Axina 2 (364). A part de la funci6é d’Axina 2 com a regulador
negatiu de la via Wnt, diversos estudis relacionen la seva expressi6 amb la
diferenciacié muscular (413,414). Figeac et al. descriuen 'augment d’expressid
d’Axina 2 durant la diferenciacié miogénica en comparaci6 als nivells d’expressio
en cel-lules amb activitat proliferativa. En aquesta tesi s’observa un augment
d’expressio d’Axina 2 posterior al tractament amb WAY-262611. Aquest augment
podria venir donat per 'increment de diferenciacié6 miogénica causat pel bloqueig
de DKK-1 i per tal de contrarestar la intensitat de I'activacié de la via Wnt causada

pel tractament amb WAY-262611.

En resum, la inhibici6 de DKK-1 causa l'activacié de la via Wnt mediada per f3-
catenina sense mostrar efectes en l'expressio dels gens diana c-Myc i CD44. No
obstant, els resultats obtinguts no varen ser sorprenents ja que c-Myc i CD44 sén
gens relacionats amb una major proliferacié (206,209,415). En concordan¢a amb
aquest fet, Li et al. varen descriure un augment de c-Myc després del tractament
amb WAY-262611, el qual varen relacionar amb una major proliferacié (379).
Tanmateix, els resultats mostrats en aquesta tesi suggereixen que l'activacio de la
via Wnt té efectes anti-proliferatius, essent normal que els nivells de c-Myc no
variin. Per altra banda, Mylona et al. descriuen el paper de CD44 en la diferenciacié
dels mioblasts, demostrant que la inhibici6 de CD44 augmenta la diferenciaci6 i

redueix la motilitat dels mioblasts (416). En aquesta tesi es mostra la disminucié
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de CD44 en la linia cel-lular de RMSa (CW9019), pero no en la linia cel-lular de
RMSe (RD). Aquest resultat suggereix que l'activacié de la via Wnt en RMS pot
activar diferents gens diana anti-oncogénics segons el subtipus histologic. Aixi
doncs, la inhibicié de DKK-1 és capag d’activar la via Wnt, sense causar efectes en
els gens pro-oncogenics (Figura D2). Per tant, el fet que la inhibicié de DKK-1 no
activi I'expressié dels gens diana de la via Wnt involucrats en el creixement
cel-lular és indicatiu que l'activaci6 de la via Wnt en RMS té efectes anti-

oncogenics.

shRNA
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Figura D2. Representacié del mecanisme proposat de la reduccié del creixement cel-lular en
RMS. La inhibici6 de DKK-1 promou l'activacié de la via Wnt permetent que [-catenina es
transloqui al nucli i activi els gens diana Axina 2 i ciclina D1. La proteina Axina 2 és un regulador
negatiu, el qual inhibeix B-catenina, contrarestant els efectes produits per I'activacié de la via Wnt.
L’activacié de la via causa la transcripci6 de ciclina D1, promovent la seva acumulacié i el
consequient arrest a la fase G1 del cicle cel-lular.

Tot i que els efectes sobre la proliferacié de la infra-regulacié de DKK-1 i la seva
inhibici6 mitjancant WAY-262611 varen ser prometedors in vitro, els efectes
observats sobre el creixement tumoral in vivo no varen ser els esperats. Malgrat
que l'aparicié dels tumors en els ratolins injectats amb cél-lules de RMS amb la
infra-regulacié de DKK-1 va ser lleugerament posterior a la dels control, no es va
observar una disminuci6 significativa del creixement tumoral en cap dels dos

models in vivo. Destacar que el tractament amb WAY-262611 no va mostrar
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toxicitat en les dosis emprades. Aquest resultat obre la porta a futurs estudis amb
dosis superiors d’aquest inhibidor per tal de comprovar si es reprodueixen els

efectes sobre proliferacié observats amb el farmac in vitro.

El fet que en el model animal no s’hagin obtingut els resultats esperats indica que
el creixement tumoral in vivo esta afectat per l'estroma, és a dir, per altres
components de la via Wnt i/o altres vies de senyalitzacid. Possiblement, la deplecio
de només un antagonista de la via Wnt no és suficient per activar-la i reduir el
creixement tumoral in vivo. Com s’ha descrit en aquest treball, existeixen multiples
inhibidors de la via Wnt (com per exemple la familia d’inhibidors sFRP, DKK o WIF,
entre altres). Aixi doncs, els efectes de la depleci6 de DKK-1 podrien estar
compensats per la presencia dels altres inhibidors de la via Wnt. Les families
d’antagonistes DKK i sFRP representen un grup d’inhibidors solubles. S’ha descrit
que les cel-lules de l'estroma expressen aquests inhibidors, exercint com a
reguladors de la via Wnt en les propies cel-lules de 'estoma (regulacié autocrina)
com en les cel-lules tumorals adjacents (regulaci6 paracrina) (159,417). En
mieloma multiple, per exemple, s’ha descrit que les cel-lules de I'estroma de la
medul-la 0ssia expressen nivells elevats de DKK-1, i que, a més a més, la capacitat
d’uni6 als receptors es veu augmentada en comparacié a les cel-lules de I'estroma
dels controls sans (418). Més recentment, D’Amico et al. descriuen també la
implicaci6 de les cél-lules de I'estroma en la inducci6 de I'expressié6 de DKK-1,
exercint efectes immuno-supressors durant el creixement tumoral (419). A més a
més, s’ha descrit I'expressié d’altres inhibidors tals com DKK-3 o els antagonistes
sFRP a l'estroma de certs tumors (417,420-422). Aixi doncs, suggerim que els
efectes observats in vivo podrien estar afectats per 'expressié d’altres inhibidors
de la via Wnt en les cel-lules del tumor i de 'estroma o inclds per mecanismes
compensatoris d’altres vies, els quals contribuirien a inhibir la via Wnt en les

cél-lules tumorals.

Hi ha escassetat d’estudis sobre el paper de DKK-1 in vivo. No obstant, en
colangiocarcinoma s’ha descrit que la inhibici6 de DKK-1 mitjancant shRNA
disminueix la formacié de tumors in vivo (423). A més a més, diversos estudis
proposen la inhibici6 de DKK-1 mitjancant anticossos com a tractament del

mieloma multiple (390). No obstant, la majoria de treballs que descriuen la funcid
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oncogenica de DKK-1 tan sols indiquen la seva importancia com a biomarcador de
diagnostic i/o pronostic i no es descriuen els efectes de la seva inhibicio
(332,334,424). Aixi doncs, tot i que els efectes causats per DKK-1 in vitro s6n
prometedors, la seva implicaci6 en el creixement tumoral in vivo és encara en gran
part desconeguda degut a la possible participacié de I'estroma. Per tant, caldria un
estudi més exhaustiu del paper de la inhibici6 de DKK-1 en RMS per tal de

determinar els seus efectes in vivo.

4. El paper de DKK-1 en la diferenciacié miogenica de les cél-lules de RMS

Després d’observar indicis de diferenciacié en les cel-lules amb inhibici6 de DKK-1,
tan amb shRNA com amb l'inhibidor farmacologic, es va caracteritzar I'expressio
dels dos marcadors miogénics principals: MyoD1 i miogenina. MyoD1 i miogenina
son dos factors determinants de la miogenesi, MyoD s’expressa a les cel-lules
progenitores per establir el llinatge de muscul esqueletic, mentre que la miogenina
s’expressa als mioblasts per tal de regular la diferenciacié de les cel-lules
musculars (425). Es va confirmar un augment de I'expressio tan de MyoD1 com de
miogenina després de la inhibici6 de DKK-1, tan mitjancant la inhibici6 genetica
com farmacologica. Les immunocitoquimiques varen revelar un augment de
I'expressié6 d’ambdés marcadors a nucli. Aquest resultat concorda amb estudis
recents que descriuen la interaccié de B-catenina amb MyoD i miogenina per
activar la seva activitat transcripcional (Figura D3) (240). Concretament, Kim et al.
demostren que perque es doni la diferenciaci6 miogénica és necessaria la
interacci6 directa de [B-catenina amb MyoD i miogenina i no amb els factors
TCF/LEF (240). A més, s’ha descrit I'expressié d’'ambdés marcadors a nucli durant
la diferenciacié miogenica, tot i que la miogenina es localitzi també al citoplasma
als estadis finals d’aquesta (426). En RMSa es va descriure la capacitat de GSK-3f3,
el qual s’encarrega de fosforilar i induir la degradacio6 de B-catenina, per fosforilar i
reprimir I'expressié de miogenina in vitro, confirmant aixi I'habilitat de GSK-3f3 per
inhibir la diferenciacié miogénica en RMS (365). En aquest estudi, Dionyssiou et al.
varen descriure que la repressio de la funcié de la miogenina causava un fenotip

proliferatiu de les cél-lules de RMS. Aixi doncs, en RMS la via Wnt es pot trobar
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inhibida ja sigui per l'accié repressora de GSK-33 o per l'elevada presencia
d’inhibidors de la via, els quals tindrien els mateixos efectes: inhibir la
diferenciacié miogenica. Els resultats obtinguts en aquesta tesi suggereixen que
'activacié de la via Wnt, causada per la inhibici6 de DKK-1, promou la interaccié de
-catenina amb MyoD i miogenina, induint l‘expressié d’aquests factors de

transcripcié i la conseqiient diferenciacié miogeénica de les cél-lules de RMS.

Per altra banda, I'analisi de I'expressié de FAK, cinasa associada als processos de
diferenciacid, mostra una reducci6 de la seva expressié després de la inhibici6é de
DKK-1 tan genética com farmacologicament. En la linia dels resultats obtinguts,
s’ha postulat que la inhibici6 de FAK té un paper essencial en la miogenesi
esqueletica. Concretament, s’ha descrit que 'expressio ectopica de FAK promou la
proliferacié cel-lular de mioblasts, mentre que inactivant el lloc d’activaci6 de FAK
s'indueix la diferenciacié i la formacié dels miotubs multinucleats (427). A més a
més, s’ha descrit que els nivells de proteina FAK disminueixen durant la miogénesi
a causa de la seva ubiquitinaci6 i posterior degradacié (428). En aquest estudi,
Nguyen et al. descriuen que durant la miogenesi els nivells d’expressi6 de FAK
disminueixen per tal de donar lloc al procés de diferenciaci6. Contrariament, els
nivells de fosforilacié6 de FAK augmenten, suggerint que I'increment de fosforilaci6
promou la seva degradacid. No obstant, els autors conclouen que la degradacié de
FAK és independent de la seva fosforilacid, essent encara desconeguda la relacié
entre la fosforilacié de FAK i la diferenciaci6 miogenica (428). En RMS s’ha descrit
que FAK esta present i fosforilat en tumors i linies cel-lulars de RMSa i RMSe (429).
En aquest estudi, Waters et al. comproven que la inhibicié de FAK disminueix la
supervivencia cel-lular, la invasio i la migracié in vitro, mentre que in vivo redueix
el creixement tumoral (429). Per altra banda, en un estudi d’artritis reumatoide
s’ha descrit també que DKK-1 indueix l'activacié de la via de senyalitzacié de FAK, i
que la seva inhibici6 fa que els nivells de FAK es redueixin (384). Malgrat que en
RMS s’hagi descrit que FAK esta involucrada en la invasié i la migracié cel-lular, els
resultats obtinguts en aquesta tesi suggeririen que FAK, a part dels efectes descrits
per altres autors en la capacitat de proliferacid i la migracio, té també efectes en la
diferenciacié miogenica de les cél-lules tumorals i que aquest darrer mecanisme

estaria mediat per DKK-1 (Figura D3).
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Figura D3. Representacié del mecanisme proposat de la relacié de la via Wnt amb la
diferenciacio miogénica de les cél-lules de RMS. A: En preséncia de I'inhibidor DKK-1, la via Wnt
esta inactiva. B-catenina es troba formant un complex amb APC, Axina i GSK-3p, el qual la fosforila i
promou la seva degradaci6. La degradacié de pB-catenina no permet la seva interaccié amb MyoD i
miogenina, inhibint aixi la diferenciacié miogénica i promovent la proliferaci6. Per altra banda,
DKK-1 té també la capacitat d’activar FAK. L'expressié de FAK inhibeix la diferenciacié miogénica i
indueix la proliferacié de les cel-lules de RMS. B: La inhibici6 de DKK-1 causa la reducci6 dels
nivells de FAK induint aixi la diferenciacié miogenica. A més a més, la inhibici6 de DKK-1 i la
conseqlient activacid de la via Wnt, permet la interaccié de B-catenina amb MyoD i miogenina per
tal d’iniciar el procés de diferenciacié miogénica.

5. El paper de DKK-1 en la capacitat invasiva i clonogénica de les cél-lules de
RMS

La implicacié de DKK-1 en els mecanismes de metastasi esta ben establerta en
certs tumors, tals com el cancer d’ovari o el cancer de pulmo6 (430,431). Estudis en
cancer de prostata conclouen també que la inhibicié de DKK-1 redueix la capacitat
metastatica ja que l'activacié de la via Wnt promou I'activitat osteoblastica del
teixit diana de les metastasis (432). Per altra banda, Choe et al. descriuen que
WAY-262611 redueix la capacitat de migracié dels sinoviocits, unes cel-lules
similars a fibroblasts localitzades al liquid sinovial de les articulacions (384). En
RMS, pero, no s’ha descrit la implicacié de I'activacié de la via Wnt en la capacitat
invasiva. Els resultats mostrats en aquest treball indiquen una reduccié moderada
de la capacitat invasiva in vitro després de la inhibicié de DKK-1, tan genética com
farmacologicament. Possiblement, aquesta reducci6 de la invasié pot ser una
conseqiiencia del major grau de diferenciacié d’aquestes cel-lules després del

tractament i no a una reduccio directa de la seva capacitat invasiva.
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Els assaigs de formaci6 de clons es varen realitzar per tal de determinar la
implicaci6 de DKK-1 en les cel-lules iniciadores de RMS. Els resultats dels assaigs
de clonogenicitat mostren una reduccié en la capacitat de la formacié de clons
després de la inhibici6 de DKK-1 tan mitjancant shRNA com WAY-262611. No
obstant, atribuim com a causa més probable de la reduccié de la formacié de clons
al procés de diferenciaci6 en RMS. Les cél-lules amb la inhibicié de DKK-1, inclosa
la subpoblacié de cel-lules mare amb capacitat de generar nous clons, mostren una
major diferenciacié6 presentant, per tant, una menor capacitat d’'invasié i de
clonogenicitat. A més, la relaci6 entre I'activacié de la via Wnt i la diferenciaci6 de
les cel-lules mare esta ben establerta (433). En aquest estudi, Davidson et al.
conclouen que l'activacié de la via Wnt en cél-lules mare embrionaries humanes no
indueix I'auto-renovacio, siné que promou la diferenciaci6 cel-lular. Bukowska et
al., per altra banda, varen confirmar que l'activacié6 de la via Wnt promou la
formaci6 de clons més petits i diferenciats, i que redueix l'’expressié dels
marcadors de cel-lules mare mesenquimals (434). Tenint en compte aquests
resultats, suggerim que l'activacié de la via Wnt en RMS pot tenir efectes similars,
una major diferenciaci6 de les cel-lules metastatiques i de les cel-lules iniciadores

de tumor, contribuint aixi a la disminucio de la capacitat metastatica.

En consonancia amb els resultats obtinguts mitjan¢ant I'assaig d’invasio, un altre
punt prometedor d’aquesta tesi és I’estudi de la implantacié de metastasis en RMS.
La implicaci6 de DKK-1 en l'establiment de les metastasis ha estat préviament
estudiada (435-437). Malladi et al. descriuen que I'expressié de DKK-1 provoca un
estat de quiescencia a les cel-lules canceroses, induint la infra-expressio dels
lligands de les cél-lules NK, tals com CD155 i ULBP. Aquest mecanisme els permet
evadir el sistema immune i tenir 'oportunitat de formar metastasis (435) (Figura
D4). Amb la finalitat de comprovar la implicaci6 de DKK-1 en el procés de
metastasis en RMS, es varen injectar cel-lules de RMS a la vena de la cua de ratolins
immunodeprimits i es va comptar el nimero de cel-lules implantades al pulmo
(teixit diana de les metastasis). Al bloquejar DKK-1, ja sigui mitjangant shRNA com
mitjancant WAY-262611, es va observar una tendéncia de reduccid de la capacitat
d’implantacié de cél-lules de RMS metastatiques a pulmé. Tot i la reduccié en la

capacitat d’'implantacié6 de metastasis observada, aquesta no és significativa, fet
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que indica que son necessaris més estudis per tal de confirmar el paper de DKK-1
en la implantacié6 de metastasis en RMS. A més a més, 'estroma podria causar
efectes compensatoris mitjancant I'expressié d’altres inhibidors de la via Wnt o
inclis mitjangant la influencia d’altres vies de senyalitzacié cel-lular. Malgrat
haver-hi mecanismes compensatoris, els resultats obtinguts en aquesta tesi
mostren una lleugera disminucio6 de la capacitat d’'implantacié de metastasis i, per
tant, suggereixen que DKK-1 pot estar implicat en la implantacié de les metastasis

en RMS.
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Figura D4. Imatge esquematica de la implicacié de DKK-1 en I'establiment de les metastasis.
La majoria de la progenie cel-lular exposada al sistema immune mor durant els processos
d’extravasacié degut a I'estrés mecanic o metabolic. No obstant, les cel-lules canceroses latents
enriquides amb Sox2/Sox9 entren en quiescéncia evadint aixi el sistema immune. Aquest subgrup
de cel-lules té una capacitat superior d’establir metastasis ja que un cop expressen DKK-1 sén
capaces d’atenuar la resposta als senyals Wnt, entrant aixi en quiescéncia. Les cel-lules quiescents
infra-regulen l'expressié dels lligands de cel-lules NK a la superficie cel-lular, evadint aixi la
vigilancia del sistema immune. Les cel-lules latents metastatiques que sobreviuen poden ser
capaces de formar les macrometastasis. Imatge i text adaptats de (435).

6. DKK-1 i supervivencia en RMS: implicacions terapéutiques

La correlacié observada entre 'expressié de DKK-1 i la supervivencia dels pacients
amb RMS és altament interessant per la clara implicacié translacional que li aporta
aquesta proteina. L’analisi d’expressi6 de DKK-1 en tumors de RMS va mostrar una
major expressio d’aquest antagonista de la via Wnt en el subgrup de tumors

metastatics en comparacié amb tumors localitzats i en el subgrup de tumors de
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RMSe en comparaci6 amb tumors de RMSa. Per a realitzar un estudi més
exhaustiu, es va analitzar I'expressié de DKK-1 en dades genetiques extretes de
dues bases de dades d’expressio genica de tumors de RMS. En aquest analisi es va
obtenir una correlacio6 significativa entre I'expressié de DKK-1 i la mortalitat dels
pacients amb RMS. Es a dir, els pacients amb una elevada expressié de DKK-1
presenten una major mortalitat. Altrament, es va analitzar la correlacié entre el
subtipus histologic de RMS i la supervivencia. Tenint en compte el subtipus
histologic, els pacients amb RMSe i nivells elevats de DKK-1 presentaven una
mortalitat molt superior a aquells pacients amb RMSe i baixa expressi6 de DKK-1
(aproximadament 5 vegades més), suggerint que DKK-1 podria ser un marcador de
mal pronostic en RMSe. Els pacients amb RMSa i elevada expressio de DKK-1
també presenten una major mortalitat en comparacié als pacients amb RMSa i
baixa expressiéo de DKK-1 (1.2 vegades més), pero la diferéncia no és significativa.
Estudis recents en altres cancers tals com cancer gastric, mieloma multiple, cancer
de pulmé i osteosarcoma, entre altres, descriuen que I'elevada expressié de DKK-1
correlaciona amb un pitjor pronostic dels pacients, atribuint-li un paper en la

tumorigenesii/o en la capacitat metastatica del tumor (259,330,344,438-440).

En resum, les cel-lules de RMS presenten una elevada expressié d’algun dels
inhibidors de la via Wnt, especialment de DKK-1. La inhibicié de la senyalitzacié
Wnt permet la proliferacié i 'auto-renovacio6 de les cel-lules tumorals i imposa un
estat de laténcia de les cel-lules metastatiques que els permet evadir el sistema
immune i implantar-se en els organs diana (Figura D5-A). La implicacié de DKK-1
en el bloqueig de la diferenciaci6 miogenica i en I'establiment de les metastasis, el
posicionen com a una possible diana terapeutica en RMS. Aixi doncs, la inhibicié de
DKK-1 podria ser una bona estrategia terapeéutica en RMS, ja que causa l'activacid
de la via Wnt i redueix I'oncogenicitat de les cél-lules tumorals, induint la seva
diferenciacié. L’activacié de la via redueix la proliferaci6é de les cel-lules de RMS,
possiblement causant una petita variacio del cicle cel-lular en la fase G1, tal i com
indica I'acumulaci6 de la ciclina D1 (Figura D5-B). A més a més, la inhibici6é de
DKK-1 promou la diferenciaci6 miogenica de les cel-lules de RMS, induint
I'expressié dels gens involucrats en la diferenciaci6 miogenica i bloquejant

I'expressio de FAK (Figura D5-C). L’activacié de la senyalitzacié6 Wnt inhibeix la
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invasio cel-lular i resultats preliminars suggereixen que la inhibici6 de DKK-1
podria interferir en la implantacié de les cel-lules de RMS en organs distals (Figura

D5-D).

En els pacients amb RMS que presenten una elevada expressi6 de DKK-1, la
inhibicié d’aquesta proteina i la conseqlient activacié de la via Wnt, podria tenir
efectes anti-proliferatius, d'induccié de la diferenciacié de les cel-lules tumorals i
inclus de reduccié de la capacitat metastatica de les cel-lules de RMS. Per tant, la
inhibici6 de DKK-1 es posiciona com una nova possibilitat terapeutica per a
millorar la supervivéncia d’aquells pacients amb RMS que presenten una inhibici6é

de la via Wnt deguda a I’elevada expressio de DKK-1.
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Figura D5. Esquema general dels mecanismes oncogenics proposats per a DKK-1 en RMS. A:
Les cél-lules de RMS presenten una elevada expressié de l'inhibidor de la via Wnt DKK-1,
mecanisme responsable de la inhibici6 de la via Wnt. Aquesta inhibicié causa tan I'auto-renovacié
com un estat de latencia de cel-lules metastatiques, estat que els hi permet evadir el sistema
immune (cel-lules NK) i implantar-se en organs diana. B-D: La inhibicié de DKK-1 causa I'activacié
de la via Wnt, acumulant B-catenina al citoplasma i permetent la seva translocacié a nucli, on
activara els gens diana. B: L’activacié de la via Wnt causa la reducci6 de la proliferaci6 de cel-lules
de RMS degut a I'acumulaci6 de ciclina D1 i la conseqiient aturada en fase G1 del cicle cel-lular. C: La
translocacié de B-catenina al nucli causa també l'activacié de la diferenciacié miogénica de les
cel-lules de RMS, en la qual també contribueix la inhibicié de FAK com a resultat de la inhibicié de
DKK-1. D: L’activaci6 de la via Wnt causa també la reducci6 de la invasio cel-lular i de la implantacié
de metastasis, possiblement deguda a I'atac causat per les cél-lules NK sobre les cel-lules que infra-
expressen DKK-1.
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CONCLUSIONS

Primera. Les linies cel-lulars i els tumors de RMS presenten una elevada expressié
d’algun dels inhibidors de la via Wnt - sFRP i DKK -, especialment de l'inhibidor
DKK-1.

Segona. L’expressio de DKK-1 correlaciona amb una menor activacio6 de la via Wnt

en tumors de RMS.

Tercera. La infra-regulacio6 genetica i la inhibicié farmacologica de DKK-1 en linies
cel-lulars de RMS corresponents als dos subtipus histologics, augmenten els nivells

d’activacio de la via Wnt.

Quarta. La deplecié geneética i la inhibici6 farmacologica de DKK-1 redueixen la
proliferacié de les cel-lules de RMS in vitro. No obstant, per si sols no sén capagos
de reduir el creixement tumoral in vivo ja que pot estar afectat per la participacio

de I'estroma i de mecanismes compensatoris.

Cinquena. Tan la infra-regulaci6 genética com el tractament amb I'inhibidor
farmacologic de DKK-1 indueixen la diferenciacio de les cel-lules de RMS,

confirmada per l'increment de MyoD i miogenina.

Sisena. El tractament amb WAY-262611 i la deplecid genetica de DKK-1 redueixen

la capacitat d’invasi6 de les céel-lules de RMS in vitro.

Setena. Tan la infra-regulaci6 genetica de DKK-1 com el tractament amb WAY-
262611 redueixen la capacitat de formacié de clons de les cel-lules de RMS in vitro,
suggerint un paper clau d’aquesta proteina en la diferenciacié de les cel-lules

iniciadores de RMS.

Vuitena. Resultats preliminars suggereixen que la inhibici6 de DKK-1 podria

interferir en el procés d'implantacid de les cel-lules de RMS en organs distals.

Novena. Els pacients amb RMS i nivells elevats de DKK-1 presenten una major
mortalitat, indicant un possible Us de DKK-1 com a marcador de mal prondstic en

RMS.
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CONCLUSIONS

Onzena. Una terapia basada en la inhibici6 de DKK-1 es posiciona com una
interessant alternativa terapeutica per pacients amb RMS que presenten una
sobre-expressio d’aquest inhibidor de la via Wnt. L’aplicacié d’aquesta estrategia
terapeutica promouria la diferenciacié miogenica de les cel-lules tumorals, inhibint
la seva proliferacié i capacitat invasiva, conferint doncs una millora en la

supervivencia d’aquest subgrup de pacients amb RMS.
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STR PROFILE DATA:

D55818 12,13 12,13
b135317 11 1
D75820 10 10
D165539 12 12
vWA 17,18 17,18
THO1 99.3 993
TPOX 811 8,11
CSFIPO 10,11 10,11
b21511 29,31.2

Amelogenin XY Ky

Number of shared alleles: 16

Number of alleles in database: 16

Percent match: 100%

Instituto de Tnvestigaciones Biomédicas “Alberto Sols" CSIC-UAM.
28029 Madrid

00 34 91 585 44 74 (Tel.) 00 34 91585 44 01 (Fax)
genomica®iib,uam.es

RH30 (ATCC® CRL-2061)
Pilar Mancera Aroca
Hospital Vall D" Hebron

pilar.mancera@®vhir.org

TEST RESULTS:
Query profiles were sent against ATCC database
Cell lines with 280% match are considered to be related (i.e common ancestor).
Cell lines with 55%-80% match require further profiling
¥ The submitted sample profile is human and matches 100% with customer cell line
description
The submitted sample profile is human, but does not match customer cell line
description
No human STRs are amplified
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HUMAN CELL LINE STR PROFILE

DATE:

MICROSATELLITE RUN NUMBER (pdf attached):

LABORATORY:

Cell-line description according to customer:
Sample submitted by:

STRPROFILE DATA:

01.04.2016

M110

Genomics Core Facility.

Instituto de Tnvestigaciones Biomédicas "Alberto Sols” CSTC-UAM.
28029 Madrid

00 34 91 585 44 74 (Tel) 00 34 91 585 44 01 (Fax)

genomica@iib.uam.es

RH4 (RH-41)

Pilar Mancera Aroca
Hospital Vall D* Hebron
pilar.mancera@vhir.org

STR PROFILE OBTAINED | EXPECTED

D55818 10,13 10,13

D135317 89 89

D75820 10,11 10,11 TESTRESULTS:

D165539 12,13 12,13 Query profiles were sent against DSMZ database

YWA 16.17.18 16.18 Cell lines with 280% match are considered to be related (i.e common ancestor).

THOL 793 703 Cell lines with 55%-80% match require further profiling

TPOX E.ll 8'11 v The submitted sample profile is human and matches 100% with customer cell line
CSFIPO 1112 1112 description o _
DZ1511 2031 The submitted sample profile is human, but does not match customer cell line
Amelogenin X X description .

RESULTS No human 5TRs are amplified

Number of shared alleles: 16

Number of alleles in database: 16

Percent match: 100%
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DATE: 01.04.2016
MICROSATELLITE RUN NUMBER (pdf attached): mio
LABORATORY: Genomics Core Facility.

Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols" CSIC-UAM.
28029 Madrid
00 34 91585 44 74 (Tel.) 00 34 91 585 44 01 (Fax)

genomica@iib.uam.es

Cell-line description according to customer: RD (ATCC® CCL-136)
Sample submitted by: Pilar Mancera Aroca
Hospital Vall D" Hebron

pilar.mancera@vhir.org
STR PROFILE DATA:

STR PROFILE OBTAINED | EXPECTED

D55818 1 1

D135317 13 13

D75820 8,12 8,12 TEST RESULTS:

D1655329 1011 1011 Query profiles were sent against ATCC database

VWA 18' IB‘ Cell lines with 280% match are considered to be related (i.e common ancestor).

THOL 93 93 Cell lines with 55%-80% match require further profiling

TPOX g ) ¥ The submitted sample profile is human and matches 1007% with customer cell line
CSFIPO 10.11 10,11 description o )
b21sil 28 20 The submitted sample profile is human, but does not match customer cell line
Amelogenin X ' X description

RESULTS No human 5TRs are amplified

Number of shared alleles: 16

Number of alleles in database: 16

Percent match: 100%
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DATE: 01.04.2016
MICROSATELLITE RUN NUMBER (pdf attached): M110
LABORATORY: Genomics Core Facility.

Cell-line description according to customer:

Sample submitted by:

STRPROFILE DATA:

STR PROFILE OBTAINED | EXPECTED
D55818 12 12
D135317 11,12 11,12
D75820 8,10 810
D165539 11,12 11,12
vWA 1517 1517
THO1 893 893
TPOX 89 89
CSFIPO 1013 1013
D21511 28,30

Amelogenin X X
RESULTS

Number of shared alleles: 16

Number of alleles in database: 16

Percent match: 100%

Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols" CSIC-UAM.
28029 Madrid
00 34 91 585 44 74 (Tel.) 00 34 91 585 44 01 (Fax)

genomica@iib.uam.es

HTB-82(ATCC® HTB-82)
Pilar Mancera Aroca
Hospital Vall D" Hebron
pilar.mancera@vhir.org

TEST RESULTS:
Query profiles were sent against ATCC database
Cell lines with 280% match are considered to be related (i.e common ancestor).
Cell lines with 55%-80% match require further profiling
¥ The submitted sample profile is human and matches 1007 with customer cell line
description
The submitted sample profile is human, but does not match customer cell line
description
No human STRs are amplified
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Publicacions acceptades:

Almazan-Moga, A., Zarzosa, P., Molist, C., Velasco, P., Pyczek, J., Simon-Keller, K,
Giralt, 1., Vidal, 1., Navarro, N., Segura, M. F,, Soriano, A., Navarro, S., Tirado, 0. M.,
Ferreres, J. C., Santamaria, A., Rota, R, Hahn, H., Sdnchez de Toledo, ]J., Roma, ],
Gallego, S. (2017). Ligand-dependent Hedgehog pathway activation in
Rhabdomyosarcoma: the oncogenic role of the ligands. British journal of

cancer, 117(9), 1314-1325.

Almazan-Moga, A., Zarzosa, P., Vidal, L., Molist, C,, Giralt, I., Navarro, N., Soriano, A.,
Segura, M. F,, Alfranca, A., Garcia-Castro, J., Sdnchez de Toledo, ]J., Roma, ]., Gallego,
S. (2017). Hedgehog Pathway Inhibition Hampers Sphere and Holoclone

Formation in Rhabdomyosarcoma. Stem cells international, 2017, 7507380.

Zarzosa P., Navarro N., Giralt I., Molist C., Almazan-Moga A., Vidal I., Soriano A.,
Segura M.F.,, Hladun R,, Villanueva A., Gallego S., Roma ]. (2017). Patient-derived
xenografts for childhood solid tumors: a valuable tool to test new drugs and

personalize treatments. Clinical and Tranlational Oncology, 19(1), 44-50.
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