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El rabdomiosarcoma (RMS) és el sarcoma de teixits tous més comú en nens i 

adolescents, representant aproximadament un 5% dels càncers pediàtrics. 

Histològicament, el RMS es classifica en dos subtipus principals, l’alveolar (RMSa) i 

l’embrionari (RMSe), els quals difereixen en presentació clínica, resposta a 

tractament i pronòstic. El RMSa presenta pitjor pronòstic i es caracteritza per la 

presència de translocacions específiques, mentre que el RMSe no presenta 

translocacions característiques i té un millor pronòstic.  

La via de senyalització Wnt està involucrada en múltiples processos del 

desenvolupament embrionari i la seva desregulació està relacionada amb diversos 

tipus de càncer. A diferència de la majoria de tumors, la via Wnt està inhibida en 

RMS i té un paper supressor-tumoral, presentant un paper clau en el procés de 

diferenciació cel·lular. Tot i això, 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 inactivació de la via Wnt i la seva implicació en l’oncogènesi del RMS. 

Concretament, es posiciona Dickkopf-1 (DKK-1) com un dels inhibidors claus de la 

inhibició de la via Wnt en RMS. Per primer cop, es determinen els efectes de la 

inhibició de DKK-1 en la inhibició de proliferació cel·lular i en la inducció de la 

diferenciació miogènica en RMS. Addicionalment, resultats preliminars 

suggereixen una possible implicació de DKK-1 en l’establiment de metàstasis. S’ha 

analitzat la participació de DKK-1 en l’oncogènesi del RMS mitjançant la seva 

inhibició genètica i la inhibició farmacològica utilitzant l’inhibidor comercial WAY-

262611. De manera interessant, en aquest treball es descriu la correlació entre 

l’expressió de DKK-1 i el pitjor pronòstic dels pacients amb RMS. 

En resum, aquesta tesi descriu el paper oncogènic de DKK-1 en RMS, posicionant-

lo com una possible diana terapèutica per al desenvolupament de noves 

alternatives terapèutiques en aquesta malaltia.  

 

 
 
 
 



 

 

 
 
 
  



 

 

 
 
 
 
 
 

ÍNDEX 

      



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



ÍNDEX 

 

ÍNDEX 

 

ABREVIATURES                   9 

 

I. INTRODUCCIÓ                  21 

 

1. Càncer infantil 23 

1.1. Sarcomes 26 

1.1.1. Rabdomiosarcoma 28 

1.1.1.1. Epidemiologia 28 

1.1.1.2. Presentació clínica 29 

1.1.1.3. Diagnòstic 31 

1.1.1.4. Factors de risc 31 

1.1.1.5. Histopatologia i alteracions genètiques 32 

1.1.1.6. Etiologia i evolució molecular 37 

1.1.1.7. Factors pronòstic i estadiatge 39 

1.1.1.8. Tractament 41 

2. Via de senyalització Wnt 43 

2.1. Història de la via Wnt 43 

2.2. Via de senyalització Wnt canònica 44 

2.2.1. Lligands Wnt 44 

2.2.2. Receptors de la via Wnt 45 

2.2.3. -catenina 45 

2.2.4. Factors de transcripció 46 

2.2.5. Antagonistes i agonistes de la via Wnt 47 

2.2.6. Senyalització canònica 52 

2.3. Via de senyalització Wnt no canònica 54 

2.4. El paper de la via de senyalització Wnt en el desenvolupament del múscul 57 

2.5. El paper de la via de senyalització Wnt en càncer 58 

2.5.1. El paper de la via de senyalització Wnt canònica en càncer 59 

2.5.1.1. El paper dels inhibidors de la via de senyalització Wnt en càncer 60 

2.5.2. El paper de la via de senyalització Wnt no canònica en càncer 62 

2.6. El paper de la via de senyalització Wnt en RMS 63 



ÍNDEX 

 

2.7. Activadors de la via Wnt 65 

2.7.1. Activadors de la via Wnt aplicats en assaigs clínics 67 

 

II. HIPÒTESI I OBJECTIUS                 69 

 

III. MATERIALS I MÈTODES                73 

 

1. Mostres tumorals 75 

2. Cultius cel·lulars 75 

2.1. Línies cel·lulars 75 

2.2. Subcultiu cel·lular 76 

2.3. Comptatge cel·lular 76 

2.4. Criopreservació i descongelació 77 

3. Tractament farmacològic amb un inhibidor de DKK-1 78 

4. Plasmidis, transfecció, producció lentiviral i infecció 78 

4.1. Plasmidis 79 

4.2. Transfecció i producció lentiviral 80 

4.3. Infecció 81 

5. Anàlisi de l’expressió gènica 81 

5.1. Extracció d’ARN 81 

5.2. Retrotranscripció 82 

5.3. PCR convencional 82 

5.4. Seqüenciació 83 

5.5. Reacció en cadena de la polimerasa quantitativa 84 

5.6. Base de dades 85 

6. Extracció i detecció de proteïnes 86 

6.1. Extracció de proteïnes 86 

6.2. Fraccionament cel·lular 86 

6.3. Quantificació de proteïnes 87 

6.4. Preparació de mostres 88 

6.5. SDS-PAGE 88 

6.6. Western blot 89 

7. Assaig luciferasa 91 



ÍNDEX 

 

8. Assajos de proliferació cel·lular 94 

9. Immunocitoquímica 94 

10. Assaig d’invasió Transwell 96 

11. Assaig de clonogenicitat 97 

12. Citometria de flux 97 

12.1. Assaig de cicle cel·lular 98 

12.2. Separació cel·lular 98 

13. Model animal 99 

13.1. Model ortotòpic: injecció de cèl·lules amb infra-expressió de DKK-1 99 

13.2. Model ortotòpic: tractament amb WAY-262611 100 

13.3. Model d’implantació de metàstasis: injecció de cèl·lules amb infra-

expressió de DKK-1 100 

13.4. Model d’implantació de metàstasis: tractament amb WAY-262611 101 

14. Anàlisi estadístic 102 

 

IV. RESULTATS               103 

 

1. DKK-1 és l’inhibidor de la via Wnt més expressat en línies cel·lulars i tumors de 

RMS 105 

1.1. Expressió dels inhibidors de la via Wnt en línies cel·lulars de RMS 105 

1.1.1. Expressió de DKK-1 en línies cel·lulars de RMS 108 

1.2. Expressió dels inhibidors en tumors de RMS 108 

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

clínica 110 

2. La presència de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en RMS 115 

2.1. L’expressió de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en tumors 

de RMS 115 

2.2. La infra-expressió de DKK-1 en línies cel·lulars de RMS promou l’activació de 

la via Wnt 116 

3. L’activació de la via Wnt causa la reducció del creixement cel·lular in vitro 120 

4. La infra-regulació de DKK-1 causa l’augment de l’expressió dels gens implicats 

en la diferenciació miogènica in vitro 122 



ÍNDEX 

 

5. Anàlisi de la depleció de DKK-1 en la capacitat invasiva de les cèl·lules de RMS in 

vitro 128 

6. La depleció de DKK-1 causa la reducció de la capacitat clonogènica de les 

cèl·lules de RMS in vitro 129 

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

 130 

8. Anàlisi dels efectes de la infra-regulació de DKK-1 en la capacitat d’implantació 

de metàstasis de les cèl·lules de RMS en ratolins Nude 131 

9. El tractament amb l’inhibidor farmacològic de DKK-1, WAY-262611, redueix el 

creixement cel·lular i augmenta la diferenciació de cèl·lules de RMS 132 

9.1. El tractament amb WAY-262611 causa l’activació de la via Wnt in vitro 132 

9.2. El tractament amb WAY-262611 causa la reducció del creixement cel·lular 

in vitro 135 

9.3. El tractament amb WAY-262611 augmenta l’expressió dels gens de 

diferenciació miogènica in vitro 136 

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

de les cèl·lules de RMS in vitro 140 

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

clonogènica de les cèl·lules de RMS in vitro 141 

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

en ratolins SCID 142 

9.7. Anàlisi del tractament amb WAY-262611 en la capacitat d’implantació de 

metàstasis de les cèl·lules de RMS en ratolins Nude 143 

 

V. DISCUSSIÓ              145 

 

1. DKK-1 és l’inhibidor més expressat en línies cel·lulars i tumors de RMS 147 

2. La presència de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en RMS 149 

3. El paper de DKK-1 en el creixement de les cèl·lules de RMS 151 

4. El paper de DKK-1 en la diferenciació miogènica de les cèl·lules de RMS 156 

5. El paper de DKK-1 en la capacitat invasiva i clonogènica de les cèl·lules de RMS

 158 

6. DKK-1 i supervivència en RMS: implicacions terapèutiques 160 



ÍNDEX 

 

VI. CONCLUSIONS                 163 

 

VII. BIBLIOGRAFIA              167 

 

VIII. ANNEXOS              217 

 

ANNEX 1. Autentificació de línies cel·lulars          219 

ANNEX 2. Publicacions             225 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 

ABREVIATURES 
  



 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABREVIATURES 

 
11 

°C   Grau centígrad   

μg   Microgram 

μL  Microlitre 

μm   Micròmetre  

μM   Micromolar 

ACTD   Actinomicina D 

ADN   Àcid desoxiribonucleic  

ADR   Adriamicina 

ALK   Anaplastic lymphoma kinase 

Amp  Ampicil·lina 

AMP  Monofosfat d’adenosina 

APC   Adenomatous polyposis coli 

APCDD1  Adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 

ARN   Àcid ribonucleic 

ARNi  ARN d’interferència 

ARNm  ARN missatger 

ATCC   American Type Culture Collection  

ATP  Adenosinatrifosfat 

BMP  Bone morphogenetic protein  

bp  Base pair 

BUB1B  Mitotic checkpoint serine/threonine kinase BUB1 beta  

BCOR   BCL6 corepressor 

BSA  Bovine Serum Albumin 

CaMK2 Proteïna-cinasa II calci/calmodulina-dependent 

CCND1   Ciclina D1  



ABREVIATURES 

 
12 

cDNA   Complementary DNA 

CFM   Ciclofosfamida 

CK1α  Casein kinase 1 α 

cm   Centímetre 

CRD  Cysteine-rich domain 

Ct   Threshold cycle 

CTCF  Corrected total cell fluorescence 

CTNNB1  -catenina 

CTP  Trifosfat de citidina  

DAAM1  Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1 

DEPC  Diethyl pyrocarbonate 

DKK   Dickkopf 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle medium 

DMSO   Dimetil sulfòxid 

dNTP   Deoxyribonucleotide triphosphates 

ddNTP Didesoxinucleòtids 

DPBS   Dulbecco's phosphate buffered saline 

Dsh  Dishevelled 

DTT   Ditiotreitol 

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF  Epidermal growth factor 

EGTA  Ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

FACS  Fluorescence-activated cell sorting 

FAK  Focal adhesion kinase 

FBS  Fetal bovine serum 



ABREVIATURES 

 
13 

FBXW7  F-Box and WD repeat domain containing 7 

FGFR   Fibroblast growth factor receptor  

FKHR   Forkhead 

FOXO1  Forkhead box protein O1 

FSC   Forward scatter  

Fz  Frizzled receptor 

g   Gram 

GFP  Green fluorescent protein 

GSK-3β  Glycogen synthase kinase-3 beta 

GTP  Trifosfat de guanosina 

h   Hora 

HAT  Histone acetyltransferase 

HB  Hepatoblastoma 

HD   Homodomain 

HDAC  Histone deacetylase 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

Hh  Hedgehog  

HMG  High mobility group 

HRAS   Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 

HRP   Horseradish peroxidase 

ICCC-3  International Classification of Childhood Cancer third editon  

ICR   International Classification of Rhabdomyosarcoma 

ICQ  Immunocitoquímica 

IFO   Ifosfamida 

Ig   Immunoglobulina 



ABREVIATURES 

 
14 

IGEPAL Octylphenoxypolyethoxyethanol  

IGF   Insulin-like growth factor 

IGFII   Insulin-like growth factor II 

IGFBP   Insulin-like growth factor binding proteins 

INO80D  INO80 complex subunit D 

Int-1   Integration 1 

IP   Iodur de propidi 

IRES  Internal ribosomal entry site 

IRS   Intergroup Rhabdomyosarcoma Study  

JNK  c-Jun N-terminal kinases 

Kb  Kilobase 

kDa   KiloDalton 

kg   Kilogram  

Kny   Glypican 4/6 homolog Knypek 

KRAS   V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

LDL  Low-density lipoprotein 

LEF  Lymphoid-enhancing factor 

LOH    Loss of heterozygosity  

LOI   Loss of imprinting  

LRP  LDL Receptor-related Proteins 5/6 

LTR  Long terminal repeat 

M   Molar 

mA   MiliAmper 

MB  Medul·loblastoma 

MEM   Minimum essential medium 



ABREVIATURES 

 
15 

MESD  Mesoderm development LRP chaperone 

mg   Mil·ligram 

min   Minut 

mL   Mil·lilitre 

mm   Mil·límetre 

mM  Milimolar 

M-MLV  Moloney murine leukemia virus 

MRFs   Myogenic regulators factors 

MSC  Mesenchymal stem cell  

MYCN   N-myc proto-oncogene protein 

Myf5  Myogenic factor 5 

MYOD   Myoblast determination protein 

NCOA1  Nuclear receptor coactivator 1 

NF1   Neurofibromin 1  

ng   Nanogram 

NK   Natural killer 

nM   Nanomolar 

nm   Nanòmetre 

OMS   Organització Mundial de la Salut 

p   p-valor 

pb  Parell de bases 

P53   Cellular tumor antigen p53 

PAGE   Polyacrylamide gel electrophoresis 

PAX   Paired box protein 

PBS   Phosphate buffered saline 



ABREVIATURES 

 
16 

PCP  Planar cell polarity 

PCR  Polymerase chain reaction 

PD   Paired domain 

PDE  Fosfodiesterasa  

PFA  Paraformaldehid 

PI3K   Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

PKC  Protein kinase C 

PLC  Fosfolipasa C 

Porc  Porcupine 

PPi  Pirofosfat 

PTCH1  Patched 1 

PTPN11 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11  

PVDF   Polyvinylidene fluoride 

qPCR   Quantitative polymerase chain reaction 

RB1   Retinoblastoma 1 

RE  Reticle endoplasmàtic 

REIC  Reduced expression in immortalized cell 

RGS  Regulator of G protein signaling 

RISC  RNA-induced silencing complex 

RMS   Rabdomiosarcoma  

RMSa   Rabdomiosarcoma alveolar 

RMSe   Rabdomiosarcoma embrionari 

RNA   Ribonucleic acid 

RNAi  RNA interference 

RNTI   Registro Nacional de Tumores Infantiles 



ABREVIATURES 

 
17 

ROCK  Rho-associated protein kinase 

rpm   Revolucions per minut 

RRE  Rev response elements 

Rspo  R-spondin 

RT  Retrotranscripció 

RT-qPCR  Quantitative reverse transcription PCR 

RYK   Receptor-like tyrosine kinase 

SCID   Severe combined immunodeficiency 

SDS   Sodium dodecyl sulfate 

SEHOP  Sociedad Española de Hematología y Oncología Pediátricas  

seg   Segon 

SEM   Standard error of the mean 

sFRP  Secreted frizzled-related protein 

sgy   Soggy 

SHH  Sonic hedgehog 

shRNA  Short hairpin RNA 

siRNA  Small interfering RNA 

SmoM2  Smoothened Mutant 2 

SNC   Sistema nerviós central  

SNS   Sistema nerviós simpàtic 

SPF   Specific-pathogen-free  

SSC   Side scatter  

SV40   Simian virus 40 

TAC   Tomografia axial computeritzada 

TAD  Transactivation domain 



ABREVIATURES 

 
18 

TBP   TATA binding protein 

TBS   Tris-buffered saline  

TBS-T   Tris-buffered saline and Tween 20  

TCF  T-cell factor 

TEMED  N,N,N,N'-tetrametil-diamina  

TEP   Tomografia amb emissió de positrons 

TGF-β  Transforming growth factor-β 

TLE1  Transducin-like enhancer protein 1 

TNM   Tumor-nodes-metastasis 

TP53   Cellular tumor antigen p53  

TPBG  Trophoblast glycoprotein 

TTP  Trifosfat de timidina 

U   Unitat 

UA   Unitat arbitrària  

ULBP  UL16 binding protein 1 

URL  Unitats relatives de luciferasa 

V  Volts 

VANGL Van Gogh like protein 

VCR   Vincristina 

VHIR   Vall d’Hebron Institut de Recerca  

VSV-G   Vesicular stomatitis virus envelope G protein 

Waif1  Wnt-activated inhibitory factor 1 

WAY-262611 (1-(4-(Naphthalen-2-yl)pyrimidin-2-yl)piperidin-4-yl)methanamine 

WD  WIF domain 

Wg  Wingless 



ABREVIATURES 

 
19 

WIF1  Wnt inhibitory factor 1 

Wls  Wntless 

WPRE  Woodchuck Hepatitis Virus Posttanscriptional Regulatory Element 

WRE  Wnt responsive element 

WTX  Wilms tumour gene on the X chromosome 

ZNRF3  Zinc and ring finger 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Woodchuck_hepatitis_virus


 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

I. INTRODUCCIÓ 
  



 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓ 

 
23 

1. Càncer infantil 

El terme càncer fa referència a un conjunt de malalties que es caracteritzen per la 

divisió i el creixement anormal de les cèl·lules en gairebé qualsevol teixit; les quals 

poden disseminar a altres parts del cos. En condicions normals, les cèl·lules 

creixen i es divideixen quan el cos les necessita, i també moren quan pateixen 

danys o envelleixen, essent reemplaçades per cèl·lules noves. No obstant, les 

cèl·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 cèl·lules 

noves amb la característica de dividir-se indefinidament, formant així els tumors.  

El càncer en la infància és una malaltia poc freqüent que es dóna en nens d’entre 0-

18 anys; representant entre un 1.5% i un 2% de tots els càncers. Les taxes 

d’incidència mundial de càncer infantil oscil·len entre 50 i 200 casos per milió de 

nens a l’any en tot el planeta (1). Concretament, a Espanya cada any es 

diagnostiquen entre 900-950 casos de càncer en nens, dels quals uns 200 són a 

Catalunya (2). A Espanya, la incidència de tumors en aquesta població presenta un 

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

El diagnòstic precoç i el tractament apropiat són dos factors claus per a la cura del 

càncer infantil. La supervivència ha anat augmentant fins a dia d’avui gràcies a la 

quimioteràpia, el tractament multidisciplinari, els assaigs clínics, la investigació 

translacional i les col·laboracions a nivell nacional i internacional, entre altres. Així 

doncs, actualment, la supervivència als 5 anys després del diagnòstic de càncer en 

nens és d’aproximadament el 80% (3–6). Tot i la seva infreqüència i elevada 

supervivència, el càncer 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 càncers infantils. Tot i l’existència 

d’altres causes, es creu que la majoria de càncers en la infància, així com en els 

adults, sorgeixen del resultat de mutacions en gens que causen un creixement 

cel·lular descontrolat. En adults, les mutacions genètiques es poden explicar amb 

l’exposició a factors ambientals (com el fum del tabac o la radiació ultraviolada del 

sol, entre moltes altres). Per contra, en nens el temps d’exposició als factors 

ambientals no és suficient perquè aquests puguin ser els causants de les 
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mutacions. En nens, pràcticament no existeixen els carcinomes, la majoria 

presenten tumors originats durant el desenvolupament embrionari. En aquest cas, 

la cèl·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 progressió del tumor (8). No obstant, els tumors 

pediàtrics poden, també, no presentar mutacions, presentar-ne més de dues o 

presentar translocacions cromosòmiques, entre altres.  

Els càncers infantils es classifiquen en base a la seva localització anatòmica. 

L’origen d’aquests tumors es pot trobar a nivell hematològic, mesenquimal o del 

sistema nerviós. Els càncers hematològics són els càncers de la sang, de la medul·la 

òssia i del sistema limfoide, els tumors cerebrals són càncers intracranials del 

sistema nerviós central (SNC) i els tumors sòlids són càncers extracranials no 

hematològics. Els tumors sòlids poden sorgir de qualsevol de les tres capes 

germinals que formaran l’embrió: mesoderm, endoderm o ectoderm. El 

retinoblastoma i el neuroblastoma, per exemple, deriven dels llinatges cel·lulars de 

l’ectoderm, el rabdomiosarcoma i l’osteosarcoma dels llinatges del mesoderm i 

l’hepatoblastoma dels llinatges de l’endoderm (9). La tercera edició de la 

classificació internacional del càncer pediàtric (ICCC-3, International Classification 

of Childhood Cancer third edition) classifica els càncers infantils en 12 categories 

(Taula I1) (10).  

Segons el Registre Espanyol de Tumors Infantils (RNTI-SEHOP), el càncer infantil 

més freqüent en nens de 0-14 anys en el període de 1990-2016 varen ser les 

leucèmies (27.1%) (Figura I1). Els segueixen els tumors del SNC (21.8%), els 

limfomes (12.8%), els neuroblastomes i altres tumors de cèl·lules nervioses 

perifèriques (9.4%), els tumors ossis (7%) i els sarcomes de parts toves (6.6%). 

Entre els menys freqüents hi trobem els tumors hepàtics i les neoplàsies epitelials 

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

 
Grups diagnòstics 

I Leucèmies, malalties mieloproliferatives i malalties mielodisplàsiques 

II Limfomes i neoplàsies reticuloendotelials 

III SNC i neoplàsies intracranials i intraespinals 

IV Neuroblastoma i altres tumors de cèl·lules nervioses perifèriques 

V Retinoblastoma 

VI Tumors renals 

VII Tumors hepàtics 

VIII Tumors ossis malignes 

IX Sarcomes de parts toves i sarcomes extra ossis 

X Tumors de la línia germinal, tumors trofoblàstics i neoplàsies de les gònades 

XI Altres neoplàsies epitelials malignes i melanomes malignes 

XII Altres i neoplàsies malignes inespecífiques 

 

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 càncer en la infància, el diagnòstic precoç és un factor crític per a la millora 

de les taxes de supervivència. Per a la detecció, diagnòstic i estratificació del càncer 

en la infància és necessària la biòpsia del tumor o de medul·la òssia, 

preferiblement abans del tractament. L’obtenció de la biòpsia sol ajudar-se de les 

tècniques d’imatge com el TAC (tomografia axial computeritzada), l’exploració per 

TEP (tomografia amb emissió de positrons), imatges per ressonància magnètica o 

ecografia, entre altres.  

 

1.1. Sarcomes 

Els sarcomes són tumors rars que sorgeixen en els teixits connectius, incloent el 

greix, músculs, vasos sanguinis, teixits profunds de la pell, nervis, ossos i cartílag 

(13). Representen menys de l’1% del tumors sòlids dels adults i aproximadament 

el 20% dels tumors sòlids pediàtrics, i la majoria es presenten inicialment com 

indolors sense símptomes clínics característics (14–16). 

Hi ha més de 50 subtipus histològics de sarcomes, que sovint estan associats a 

unes característiques clíniques i un pronòstic únics, dividits en dues categories 

principals: sarcomes ossis i sarcomes de parts toves (15). Els sarcomes ossis són 

tumors infreqüents, representant un 7% de tots els tumors pediàtrics (11). Es 

poden dividir en osteosarcomes, condrosarcomes, sarcoma d’Ewing, altres 

sarcomes ossis especificats i altres sarcomes ossis no especificats, essent els més 

freqüents l’osteosarcoma i el sarcoma d’Ewing.  

Els sarcomes de parts toves poden aparèixer en la infància o en l’edat adulta, 

representant un 1.5% de tots els tumors malignes en adults i un 7.4% dels càncers 

infantils (17). A Espanya, la incidència 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 freqüent (12). A la Taula I2 es recullen els diferents 

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

IX Sarcomes de parts toves i sarcomes extra ossis Incidència (%) 

IXa Rabdomiosarcomes 57.4 

IXb 
Fibrosarcomes, tumors de les beines nervioses perifèriques i 

altres neoplàsies fibroses 
8.7 

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 

localització específica 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. 

Està altament acceptat que els sarcomes són causats per mutacions genètiques en 

progenitors mesenquimals o cèl·lules mare, però l’origen cel·lular precís 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 genètics i ambientals, irradiació, infeccions virals i 

deficiència immunitària 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’invasió (15): 

• Benignes. La majoria no són recurrents i gairebé sempre es curen per 

escissió local completa.  

• Intermedi (localment agressius). Els sarcomes d’aquesta categoria 

tendeixen a ser localment recurrents i s’associen a un patró de creixement 

localment destructiu.  

• Intermedi (rarament metastàtics). Són localment agressius, però s’han 

descrit casos amb l’habilitat de donar lloc a metàstasis distants (<2%).  
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• Malignes. A més a més del potencial de creixement i recurrència, tenen un 

risc significatiu de metàstasis distants (20-100%), el qual depèn del tipus i 

el grau histològic.  

Els sarcomes de parts toves benignes, tan en adults com en nens, són relativament 

freqüents, amb una alta taxa de curació després de l’escissió quirúrgica, mentre 

que els tumors de parts toves malignes són rars amb una incidència anual de 6 

casos per 100.000 persones (17).  

 

1.1.1. Rabdomiosarcoma 

El rabdomiosarcoma (RMS) és un tumor maligne embrionari derivat de cèl·lules 

mesenquimals primitives, anomenades rabdomioblasts, la diferenciació de les 

quals a cèl·lules del múscul estriat madur és incompleta (19). El RMS és un càncer 

infantil agressiu, i és el sarcoma de parts toves més comú 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 incidència anual és de 5.3 casos per milió de nens menors de 

15 anys (19). El RMS en adults és una malaltia rara. La incidència 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 predominança en el sexe masculí (1.4 vegades més comú en sexe 

masculí que en sexe femení) (22). La incidència depèn també del subtipus 

histològic, mostrant diferències entre els subtipus principals (23).  

Els assaigs clínics duts a terme per Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS) han 

ajudat a entendre la biologia dels tumors i a millorar la supervivència dels pacients 

amb RMS (24–27). El pronòstic dels pacients amb RMS localitzat ha millorat 

notablement en les tres últimes dècades, tan a Europa com als EUA, gràcies a la 

inclusió de la majoria dels pacients en assaigs clínics de grups cooperatius, 
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presentant actualment el 60-70% de supervivència lliure de malaltia als 5 anys del 

diagnòstic (19,28). No obstant, aproximadament un 15% dels pacients amb RMS 

presenten metàstasis al moment del diagnòstic (26). Tot i els tractaments 

multimodals agressius utilitzats actualment que inclouen tan quimioteràpia 

convencional com quimioteràpia a altes dosis amb suport de progenitors 

hematopoètics, aquests pacients amb RMS metastàtic tenen un pronòstic molt 

desfavorable amb una supervivència lliure de malaltia als 5 anys inferior al 20-

29% (19,29,30). Així doncs, els futurs assaigs clínics en teràpies moleculars poden 

ser molt beneficiosos per millorar el pronòstic i la supervivència d’aquests 

pacients. 

 

1.1.1.2. Presentació clínica 

La presentació clínica i els símptomes del RMS són variables i estan influenciats pel 

lloc d’origen del tumor primari, l’edat del pacient i la presència o absència de 

malaltia metastàtica (19,31). Les localitzacions més freqüents inclouen el cap i el 

coll, el tracte genitourinari, les extremitats i l’òrbita (Figura I2) (19,31). La 

simptomatologia varia segons la localització del tumor; quan es localitza al cap i 

coll (25% dels casos) i és parameningi (15%) la manifestació és epistaxis o 

aparició 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 

pròstata (15% dels casos), la manifestació clínica associada és obstrucció urinària, 

quan es localitza a la vagina o a l’úter (10% dels casos) es manifesta amb sagnat 

vaginal o un tumor a la vulva. Si la localització són les extremitats (20%) es 

manifesta com una massa palpable i en el cas de l’òrbita (10%) es manifesta amb 

exoftàlmies. Altres simptomatologies poden ser l’observació d’una massa 

abdominal o toràcica, icterícia o vessament pleural (19). 
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Figura I2. Localitzacions del RMS. A: Localitzacions més freqüents del RMS (figura adaptada de 
(21)). Imatges obtingudes mitjançant ressonància magnètica 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 toràcica i al braç (33). 

 

Altres localitzacions del RMS inclouen el tronc, paret toràcica, regió 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 propagació metastàtica a llocs inusuals (35). Els tumors de RMS 

també es poden localitzar al múscul orbital, esdeveniment que es dóna en pacients 

menors d’un any, pertanyent al subtipus histològic embrionari i presentant 

normalment un bon pronòstic, tot i que la disseminació a cervell pot empitjorar la 

supervivència (22).  

Les taxes de recidiva del tumor varien segons la localització d’aquest, presentant la 

freqüència 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 metàstasis distals en aproximadament el 37%, essent 

els llocs de disseminació més freqüents els ossos, els pulmons i els nòduls limfàtics 

(37). En aquest estudi, Kim et al. descriuen que els tumors situats a les extremitats 

tendeixen a metastatitzar als nòduls limfàtics (37).  
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1.1.1.3. Diagnòstic 

El RMS es pot localitzar en qualsevol part de l’organisme incloent llocs on no hi ha 

múscul esquelètic madur; és un tipus de tumor que pertany a la categoria de 

tumors infantils de cèl·lules petites, rodones i blaves (19,30,31). 

El diagnòstic del RMS es basa en la utilització de la microscòpia, la 

immunohistoquímica i tècniques de diagnòstic molecular per tal de detectar la 

presència de cèl·lules del llinatge miogènic característic del RMS. Gràcies a la 

microscòpia es pot caracteritzar el RMS per la presència d’estriacions creuades 

típiques del múscul esquelètic (31). La immunohistoquímica detecta proteïnes del 

múscul esquelètic, tals com miogenina, MyoD, actina específica de múscul, miosina, 

desmina i mioglobina (19,31,38). L’aplicació del diagnòstic molecular permet 

detectar la presència de translocacions cromosòmiques específiques 

característiques del subtipus histològic alveolar, ajudant així al millor diagnòstic 

del subtipus histològic de RMS (31).  

 

1.1.1.4. Factors de risc 

L’etiologia del RMS és desconeguda, la majoria de casos de RMS semblen ser 

esporàdics, no obstant, en un petit percentatge de casos els factors genètics tenen 

un paper important en aquesta neoplàsia. Per exemple, els pacients amb RMS 

presenten anomalies congènites al SNC i a l’aparell genitourinari amb major 

freqüència que la població general. Per altra banda, els pacients amb síndrome de 

Wiedemann-Beckwith, síndrome de Gorlin, neurofibromatosis tipus I, síndrome de 

Li-Fraumeni i síndrome alcohòlic fetal presenten una major incidència de RMS 

(19,31).  

En alguns casos, aquests síndromes associats a predisposició de RMS presenten 

mutacions inactivadores en gens supressors de tumors. Per exemple, en el cas del 

síndrome de Li-Fraumeni hi ha mutacions germinals en TP53 (39–41). Altres 

mutacions germinals relacionades amb l’aparició de RMS són les de RB1 en el 
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diagnòstic del retinoblastoma (42) o el cas del blastoma pleuropulmonar que 

presenta mutacions en DICER1 (43,44). 

Altres síndromes associen el RMS amb malformacions. Entre els menys freqüents 

hi ha el síndrome d’aneuploïdia en mosaic variegada (mutacions en BUB1B) (45) o 

el síndrome de càncer per no reparació dels errors d’aparellament (46). Pel que fa 

al síndrome de Wiedemann-Beckwith, pocs casos s’han relacionat amb l’aparició 

de RMS (pèrdua d’heterozigositat al cromosoma 11p15) (47,48). En el síndrome de 

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

Els síndromes amb més risc d’aparició de RMS són els que tenen mutacions 

germinals en HRAS i constitueixen el síndrome de Costello; el 25% dels nens 

afectats amb aquest síndrome desenvolupen RMS (50,51). Aquesta forta associació 

remarca la importància de la via RAS en RMS (52). Aquesta via també ha estat 

relacionada amb el síndrome de Noonan (mutacions en PTPN11) (51,53) i en 

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

 

1.1.1.5. Histopatologia i alteracions genètiques  

L’any 1995 es va crear la Classificació Internacional del Rabdomiosarcoma (ICR; de 

l’anglès International Classification of Rhabdomyosarcoma), en la qual es varen 

establir 4 subtipus de RMS segons criteris histològics i pronòstic. El RMS botrioide 

i de cèl·lules fusiformes amb bon pronòstic, el RMS embrionari amb pronòstic 

intermedi i el RMS alveolar i el RMS pleomòrfic amb pronòstic dolent (58).  

En la quarta edició de l’Organització Mundial de la Salut (OMS) - Classification of 

Tumours of Soft Tissue and Bone - es va modificar el sistema de classificació del 

RMS (59). Aquestes modificacions varen incloure l’eliminació del subtipus 

botrioide com a un diagnòstic independent, classificant-lo com a RMS embrionari. 

A més, es va establir el RMS esclerosant/de cèl·lules fusiformes com a un nou 

subtipus histològic. Així doncs, la classificació dels subtipus principals de RMS 

inclou: alveolar, embrionari, esclerosant/de cèl·lules fusiformes i pleomòrfic 

(Taula I3) (58).  
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Taula I3. Localització, pronòstic, edat de presentació i freqüència segons el subtipus 
histològic. Taula basada en (20,22,30,58). 

Subtipus Mutacions Pronòstic Edat Freqüència Localització 

 

Alveolar 

(RMSa) 

 

 
Dolent Adolescents 20% 

Extremitats, 

tronc 

PAX3-

FOXO1 

Molt 

dolent 
Adolescents 60% dels RMSa 

PAX7-

FOXO1 
Intermedi < Adolescents 20% dels RMSa 

Negatius Intermedi 
 

20% dels RMSa 

Embrionari 

(RMSe) 
 

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

genitourinari 
LOH 

  
80% dels RMSe 

Esclerosant

/de cèl·lules 

fusiformes 
 

Bo Adults joves 10% 

Regió 

paratesticular, 

cap i coll 

Pleomòrfic 
 

Dolent Adults - Extremitats 

 

Els dos subtipus majoritaris de RMS, l’alveolar (RMSa) i l’embrionari (RMSe), tenen 

alteracions citogenètiques completament diferents que poden jugar un paper 

important en la patogènesi dels tumors. Estudis realitzats als EUA, situen la 

supervivència dels pacients amb RMSa als 5 anys del diagnòstic en el 52%, mentre 

que la supervivència 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’incidència entre 0 i 4 anys (aproximadament 4 casos per milió); la incidència del 

subtipus alveolar és relativament constant (1 cas per milió) i no mostra predilecció 

de gènere (34). 

El RMSa representa aproximadament un 20% dels casos de RMS, apareix més 

freqüentment en nens de més de 10 anys i es localitza majoritàriament a les 

extremitats, el tronc i la regió perianal (23,57). La majoria d’aquests tumors 

(aproximadament un 75%) presenten una fusió entre el gen FOXO1 (cromosoma 

13) i el gen PAX3 o PAX7, localitzats als cromosomes 2 i 1, respectivament (Figura 

I3) (28,61). En aproximadament el 55% dels casos, es dóna la translocació 
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característica entre el braç llarg del cromosoma 2 i el braç llarg del cromosoma 13, 

referit com t(2;13)(q35;q14) (62). Aquesta translocació genera la fusió del gen 

PAX3, gen que regula la transcripció durant el desenvolupament primerenc 

neuromuscular, amb el gen FOXO1, un membre de la família de factors de 

transcripció forkhead (FKHR) (63). La variant t(1;13)(p36;q14) fusiona el gen 

PAX7 localitzat al cromosoma 1 amb FOXO1, corresponent a un 23% dels casos. 

PAX7 és un factor de transcripció que regula la miogènesi mitjançat el control de la 

proliferació de les cèl·lules precursores. En els dos casos es genera un factor de 

transcripció quimèric amb el domini d’unió a l’ADN dels gens PAX i el domini 

transactivador de FOXO1. La proteïna de fusió generada presenta una activitat de 

PAX augmentada, resultant en una activació inapropiada de la transcripció de gens 

que contribueixen a un fenotip transformat amb efectes oncogènics, que inclouen 

la inhibició de la diferenciació miogènica i de l’apoptosi (19,29,64). 

PAX3-FOXO1 indueix la transcripció de gens tals com el factor de creixement de 

fibroblasts 4 (FGFR4, de l’anglès Fibroblast growth factor 4) i el gen del factor de 

creixement insulínic tipus 2 (IGF2, de l’anglès Insulin-like growth factor 2), activant 

així l’eix RTK/RAS/PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) (65). 

Estudis recents descriuen que la proteïna de fusió PAX3-FOXO1 tindria com a 

dianes directes oncògens com MYCN, FGFR4, ALK o IGF2, gens que contribueixen a 

la transformació dels mioblasts i a la formació del tumor mitjançant l’estimulació 

de la proliferació i la inhibició de la diferenciació miogènica i l’apoptosi (66,67). 

Tot i això, s’ha demostrat que la translocació PAX3-FOXO1 no és tumorigènica per 

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

Recentment, s’ha descrit una nova translocació, t(2;2)(q35;p23), que genera una 

proteïna de fusió entre PAX3 i el receptor coactivador nuclear NCOA1 (Figura I3) 

(22,70,71). Aquesta proteïna de fusió tindria propietats transactivadores 

semblants a PAX3-FOXO1 (70). També s’ha descrit una fusió entre els gens PAX3 i 

INO80D (65), tot i que encara no es coneixen els efectes d’aquestes translocacions 

recentment descrites en la progressió del RMSa. Els casos associats amb la fusió de 

PAX7 tendeixen a aparèixer en pacients més joves i podrien associar-se a una 

supervivència lliure d’esdeveniments més llarga que en les fusions PAX3 (28).  
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Figura I3. Diagrama de translocacions cromosòmiques en RMSa. A i B: Translocacions que 
fusionen FOXO1, localitzat al cromosoma 13, amb PAX3 (cromosoma 2) o PAX7 (cromosoma 1), 
respectivament. C: Translocació 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 clàssica alveolar però no mostren 

cap translocació característica (30,61,72). Els tumors alveolars negatius per la 

fusió s’assemblen als RMSe i tenen un pronòstic 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 aparèixer en 

qualsevol localització però típicament sorgeixen en la regió del cap i el coll o al 

tracte genitourinari (34,57). El RMSe normalment té un comportament menys 

agressiu i presenta també millor pronòstic (29). No presenta translocacions 

específiques però és freqüent la pèrdua d’heterozigositat (LOH, de l’anglès loss of 

heterozygosity) del cromosoma 11 al locus 11p15, amb pèrdua d’informació 

genètica materna i duplicació de la informació genètica paterna (19,74,75). 

Aquesta LOH es dóna en un 80% dels casos de RMSe i suggereix una pèrdua o 
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inactivació d’un gen supressor de tumors (29,30). En aquesta regió es localitza el 

gen IGF2, gen que està sobre-expressat en RMS, la funció del qual és estimular el 

creixement cel·lular (29,74). S’ha descrit també que el RMSe presenta pèrdua 

d’empremta genètica (LOI, de l’anglès loss of imprinting), amb una reexpressió de 

l’al·lel matern silenciat del gen IGF2 (76). Tan la LOH com la LOI resulten en una 

sobre-expressió del gen IGF2.  

Una tercera part dels casos de RMSe presenten mutacions en gens de la via de 

senyalització RAS (NRAS, KRAS, HRAS i NF1). Menys freqüentment es troben 

mutacions en FGFR4, PI3KCA, CTNNB1, FBXW7 i BCOR (65,77). En aquest subtipus 

també s’han descrit guanys i pèrdues en certs cromosomes. Els guanys es donen al 

cromosoma 8 majoritàriament (72%) i als cromosomes 2, 7, 11, 12, 13 i 20 i les 

pèrdues als cromosomes 9 i 10 (57). 

S’han descrit similituds entre el RMSe i el RMSa sense fusió. Un exemple és 

l’augment de l’expressió d’IGF2, descrit tan en tumors de RMSe com en tumors de 

RMSa negatius per la fusió PAX-FOXO1 (78). L’augment del número de còpies de 

FGFR1 s’ha associat amb guanys al cromosoma 8, tan en RMSe com en RMSa 

negatius per la fusió gènica (73).  

Els tumors botrioides són tumors embrionaris que es formen sota la superfície 

mucosa de cavitats buides/orificis del cos tals com la vagina, la bufeta, la cavitat 

nasofaríngia i el tracte biliar, representant un 10% de tots els RMS (34). 

Generalment s’associen a un bon pronòstic. 

El RMS de cèl·lules fusiformes es dóna en homes joves i es localitza 

majoritàriament a l’àrea paratesticular i a la regió de cap i coll (79,80). És un 

subtipus que presenta bon pronòstic (80). Les cèl·lules tumorals que formen el 

RMS de cèl·lules fusiformes presenten un citoplasma eosinofílic i fibril·lar, 

mimetitzant fibres musculars positives per marcadors musculars com la desmina i 

la mioglobina (79). El RMS esclerosant s’ha considerat una variant del subtipus de 

RMS de cèl·lules fusiformes. Apareix en adults i es localitza majoritàriament a les 

extremitats i a la regió de cap i coll (58). Els tumors d’aquest subtipus presenten 

un elevat grau de hialinització i formació de matriu extracel·lular; també es 
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caracteritza per compartir característiques clinico-patològiques amb els subtipus 

alveolar i embrionari (81). 

El RMS pleomòrfic és una variant rara de RMS que es dóna majoritàriament en 

homes de mitjana edat. Apareix normalment a les extremitats inferiors, presentant 

metàstasis en un 50-60% dels casos. El pronòstic per aquest subgrup és 

desfavorable, aproximadament el 70% dels pacients moren degut a la malaltia. La 

histologia del RMS pleomòrfic es caracteritza per cèl·lules tumorals atípicament 

grans, pleomòrfiques, sovint multinucleades amb un citoplasma eosinofílic i nuclis 

pleomòrfics barrejats amb un número variant de rabdomioblasts positius per 

marcadors miogènics (82).  

 

1.1.1.6. Etiologia i evolució molecular 

Els dos subtipus majoritaris, l’alveolar i l’embrionari, presenten característiques 

clíniques i moleculars diferents, fet que indica que podrien sorgir mitjançant 

mecanismes biològics diferents. Alguns estudis han demostrat la presència de 

poblacions cel·lulars del tipus cèl·lula mare en RMS, les quals són anomenades 

fracció de població secundària (de l’anglès side-population fraction), tot i que 

encara no es coneix la significança clínica d’aquesta població cel·lular (83). 

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

El subtipus alveolar podria sorgir de cèl·lules no musculars, com les cèl·lules mare 

mesenquimals, amb la capacitat de convertir-se en llinatge múscul-esquel·lètic 

(84). Estudis clàssics de desenvolupament en ratolins mostren que PAX3 promou 

el compromís a llinatge múscul-esquelètic i PAX3-FOXO1 indueix l’expressió de 

gens miogènics en fibroblasts no miogènics (85). Donada la importància de les 

mutacions involucrades en l’origen del RMS, el fracàs per induir RMS en models 

experimentals no exclou una cèl·lula no miogènica expressora de PAX3 o PAX7 com 

a origen de la malaltia. A més, expressant directament PAX3-FOXO1 en cèl·lules 

mare mesenquimals de ratolí es generen tumors de RMS només amb presència de 

l’antigen T de SV40, el qual inactiva els gens supressors de tumors p53 i RB (68). 

No obstant, aquesta hipòtesi no contempla els casos de RMS negatius per la fusió, 
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suggerint així altres orígens no miogènics. Drummond et al. han creat recentment 

un model de RMS de cap i coll exclusivament, que resulta de l’activació de SmoM2 

(forma constitutivament activa del receptor Smoothened de la via Hedgehog) en 

progenitors endotelials. Aquest treball confirma que l’activació de la via Hedgehog 

promou l’expressió aberrant de factors de transcripció específics de la miogènesi, 

causant així l’origen del RMS (86). 

El RMS podria sorgir també directament del múscul esquelètic, fet que confirmaria 

un origen miogènic. En aquest cas, les cèl·lules d’origen inclourien els mioblasts 

embrionaris, les cèl·lules satèl·lit (precursors miogènics que resideixen al voltant 

de les miofibres madures) o els miòcits transformats en algun estadi de la 

miogènesi (85). Les cèl·lules satèl·lit es trobarien quiescents fins estar preparades 

per proliferar en resposta a estímuls patològics. L’elevada expressió de PAX7 

descrita en tumors RMSe és consistent amb el seu origen en les cèl·lules satèl·lit 

(87). L’origen miogènic, però, no contempla els casos de RMS que no sorgeixen en 

múscul esquelètic. Aquest origen, per tant, no explicaria els tumors que sorgeixen 

en llocs on normalment no hi trobem múscul esquelètic (per exemple, la bufeta 

urinària), o per exemple, pels sarcomes indiferenciats derivats de la mesènquima 

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

L’explicació de l’origen miogènic es trobaria en l’embrió, on les cèl·lules del 

mesoderm generen cèl·lules miogèniques (cèl·lules formadores de múscul), la 

majoria de les quals es diferencien per a produir fibres musculars estriades sota el 

control dels factors de transcripció miogènics PAX3 i PAX7, entre altres (Figura I4) 

(88,89). No obstant, un subconjunt d’aquestes cèl·lules miogèniques escapa de la 

diferenciació terminal a l’embrió i forma una única població mononuclear 

anomenada cèl·lules satèl·lit, les quals es troben retingudes a la làmina basal que 

envolta les fibres musculars madures (90). Com els precursors normals, les 

cèl·lules de RMS expressen PAX3, PAX7 i MRFs (de l’anglès myogenic regulatory 

factor) (20). PAX3 i PAX7 marquen tan la formació del múscul com de les cèl·lules 

de la cresta neural, però pel fet que al RMS li manquen els trets de diferenciació 

neural, l’expressió de PAX3, PAX7 i MRFs s’han interpretat com indicadors de 

l’origen múscul-esquelètic del RMS (90). 
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Figura I4. Esquema de la miogènesi esquelètica. Els factors de transcripció miogènics PAX3, 
PAX7, MYOD, MYF5 i miogenina, són claus en l’especificació de les cèl·lules del mesoderm a múscul 
madur. Figura adaptada de (90). 

 

1.1.1.7. Factors pronòstic i estadiatge 

El pronòstic dels nens amb RMS depèn de l’edat, la localització del tumor primari, 

la mida del tumor i la seva resectabilitat, la presència de metàstasis, l’afectació 

ganglionar i la histologia (24–27,61). Entre els pacients amb pronòstics 

desfavorables, les recaigudes són un fenomen comú.  

Els factors pronòstics més importants en RMS són (19): 

• Histologia. Favorable: embrionari. Desfavorable: alveolar.  

• Estadi (classificació IRS). Favorable: grup I. Desfavorable: grups II-III. 

• Afectació ganglionar. Favorable: no afectació (NO). Desfavorable: afectació 

ganglionar (N1). 

• Localització. Favorable: òrbita, cap i coll no parameningi, genitourinari no 

bufeta-pròstata. Desfavorable: la resta de localitzacions. 

• Mida. Favorable: ≤5cm. Desfavorable: >5cm. 

• Edat. Favorable <10 anys. Desfavorable: ≥ 10 anys. 

• Resectabilitat del tumor: els pacients sense tumor residual després de la 

cirurgia (grup I) tenen una supervivència del 90% als 5 anys, els que tenen 

malaltia microscòpica (grup II) tenen aproximadament un 80% de 

supervivència als 5 anys i els que tenen elevada malaltia residual (grup III) 

presenten un 70% de supervivència 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’estratificació del tractament. L’avaluació de l’extensió de la 

malaltia és un punt crític perquè la teràpia i el pronòstic depenen del grau de 

massa que ha difós més enllà del tumor primari. El sistema més utilitzat en 

l’estadiatge és la classificació en grups clínics desenvolupat per l’IRS l’any 1972 

(Taula I4) (19,31). Aquest sistema reconeix quatre categories de la malaltia 

basant-se en la resecció del tumor, l’extensió del tumor i l’evidència de metàstasis.  

Taula I4. Sistema de classificació en grups clínics segons l'IRS. Taula basada en (19). 

Grup   Descripció 

I   Malaltia localitzada completament extirpada 

  A Confinada al múscul o òrgan d’origen 

  B Afectació per contigüitat, infiltració fora del múscul o òrgan d’origen  

II   Extirpació macroscòpica total amb evidència d’extensió locoregional 

  A Tumor amb resecció macroscòpica total i residu microscòpic 

  B 
Malaltia regional amb afectació ganglionar extirpada completament sense 

residu microscòpic 

  C 

Malaltia regional amb afectació ganglionar i extirpació macroscòpica total 

però amb evidència de malaltia microscòpica residual i/o afectació al 

gangli més distal de la resecció 

III   Extirpació incompleta amb malaltia residual macroscòpica 

  A Només després de la biòpsia 

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

IV   
Malaltia metastàtica present al diagnòstic (pulmons, fetge, ossos, medul·la 

òssia, cervell, músculs i ganglis a distància) 

 

Un altre sistema d’estadiatge és el TNM (tumor-nodes-metastasis), aquest sistema 

inclou l’avaluació de la localització de la malaltia, l’extensió local, la mida, 

l’afectació dels ganglis i la presència de metàstasis (Taula I5). Aquesta 

estratificació ha demostrat un elevat valor predictiu de l’evolució dels pacients 

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

Estadi Localització T-invasivitat T-mida N M 

I 

Òrbita T1 o T2 a o b N0 N1 o Nx M0 

Cap i Coll T1 o T2 a o b N0 N1 o Nx M0 

Genitourinari T1 o T2 a o b N0 N1 o Nx M0 

II 

Bufeta/ 

Pròstata 
T1 o T2 a N0 o Nx M0 

Extremitats T1 o T2 a N0 o Nx M0 

Crani 

Parameningi 
T1 o T2 a N0 o Nx M0 

Altres T1 o T2 a N0 o Nx M0 

III 

Bufeta/ 

Pròstata 
T1 o T2 a N1 M0 

Extremitats T1 o T2 b N0 N1 o Nx M0 

Crani 

Parameningi 
T1 o T2 b N0 N1 o Nx M0 

Altres T1 o T2 b N0 N1 o Nx M0 

IV Totes T1 o T2 a o b N0 o N1 M1 

Definicions      

 T=tumor   N=nòduls M=metàstasis 

 
T1: confinat al lloc d’origen 

anatòmic 
 

N0: no 

afectats 

M0: no 

metàstasis 

 T2: estès  N1: afectats M1: metàstasis 

 a: ≤ 5cm de diàmetre  
Nx: 

desconegut 
 

 b: > 5cm de diàmetre    

 

1.1.1.8. Tractament 

Els tractaments actuals del RMS inclouen la cirurgia, la radioteràpia i la 

quimioteràpia. La radioteràpia s’utilitza per controlar la malaltia residual local 

microscòpica o macroscòpica, mentre que la quimioteràpia s’utilitza per la 

citoreducció primària i per la malaltia metastàtica (31). Malgrat les aproximacions 

agressives que inclouen la cirurgia, la quimioteràpia i la radioteràpia, el pronòstic 

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

• Quimioteràpia. Tots els pacients diagnosticats de RMS han de rebre 

quimioteràpia. Els règims més àmpliament utilitzats són VAC: vincristina 

(VCR), actinomicina D (ACTD), ciclofosfamida (CFM); IVA: similar a VAC 

però 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 són 

baixes; els pacients de risc intermedi reben una teràpia similar amb dosis 

més elevades de CFM juntament amb quimioteràpeutics addicionals i el 

pacients d’alt risc reben la mateixa teràpia que els de baix risc juntament 

amb irinotecan, etoposide i doxorubicina (34). En aquest últim grup també 

s’estan estudiant agents biològics.  

 

• Cirurgia. És recomanable l’extirpació quirúrgica inicial de tumor en tots els 

pacients amb tumors resecables en un intent d’aconseguir una exèresis amb 

marges lliures de tumor (Grup I IRS). En cas que la cirurgia inicial no sigui 

possible o es previngui que serà mutilant, es recomana iniciar la 

quimioteràpia i realitzar la cirurgia després dels cicles inicials de 

radioteràpia. 

 

• Radioteràpia. Es recomana radioteràpia per a tots els pacients en els quals 

la cirurgia radical no sigui possible o que després de la cirurgia persisteixen 

restes microscòpiques i macroscòpiques. La radioteràpia s’ha de realitzar 

amb aparells d’elevat voltatge, ha de ser conformada i la dosi i camps són 

decidits en funció de l’edat, localització, histologia i estadi.  

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

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

preclínics (trabectedin, cixutumumab i temsirolimus) no són efectius en assaigs 

clínics (93). Així doncs, existeix la necessitat de noves teràpies per a la reducció de 

l’índex de mortalitat i la millora de la qualitat de vida dels pacients.  
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2. Via de senyalització Wnt 

La via de senyalització Wnt està involucrada en diversos processos del 

desenvolupament, tals com la proliferació cel·lular, la diferenciació i les 

interaccions epiteli-mesènquima en un ampli rang de teixits. Durant els primers 

estadis de l’embriogènesi, la via Wnt s’encarrega de la formació de l’eix corporal 

(94). Més endavant, és una via necessària per al desenvolupament de múltiples 

òrgans com el cervell, el ronyó, les glàndules mamàries, el tracte reproductiu, el 

múscul, els vasos sanguinis i les dents, entre d’altres (95). La via de senyalització 

Wnt pot ser de dos tipus: la via canònica, la qual és dependent de β-catenina, i la 

via no canònica, independent de β-catenina. La desregulació de la via causa 

defectes en el desenvolupament i pot ser causant de malalties com el càncer o 

l’Alzheimer. 

 

2.1. Història de la via Wnt 

L’any 1982, Nusse i Varmus varen identificar el proto-oncogèn de ratolí int-1 (de 

l’anglès integration 1), fruit d’infectar ratolins amb el virus de tumor mamari de 

ratolí amb l’objectiu de descriure les mutacions causants d’aquests tumors (96,97). 

Int-1, el gen murí 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 ratolí (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 

homòlegs humans (WNT-1, WNT-2 i WNT-3), tots ells codificant per polipèptids 

secretats d’aproximadament 40 kDa (100). 

Posteriorment, es va descriure la importància dels gens Wnt en embrions de 

granota. En expressar de manera ectòpica els gens Wnt en embrions de granota es 

va induir la duplicació de l’eix embrionari en aquests embrions (101). Per altra 

banda, la deficiència dels gens Wnt va causar un desenvolupament anormal dels 

cervells en mamífers (102,103). McMahon et al. varen descriure que la mutació 

homozigota dels al·lels Wnt-1 en ratolins causa l’absència de la major part del 

mesencèfal i del metencèfal en els primers dies de la gestació. En estadis més 
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avançats de la gestació, els fetus no presentaven mesencèfal ni cerebel i al néixer 

morien en les següents 24h, suggerint un paper de Wnt-1 en el desenvolupament 

d’una regió específica del SNC (102).  

 

2.2. Via de senyalització Wnt canònica 

La via de senyalització Wnt canònica s’activa mitjançant la unió dels lligands Wnt 

als receptors de la via (Frizzled i les proteïnes 5 i 6 associades a receptors LDL). 

Aquesta unió causa l’activació de la proteïna Dishevelled, la qual és capaç 

d’inactivar el complex que inhibeix la proteïna efectora de la via (-catenina), 

promovent la seva translocació 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 mutació que transformava l’ala en una 

duplicació del nòtum (tòrax) (104). Posteriorment, es va descriure que les 

mutacions que inactiven completament la funció del gen wg són mutacions 

recessives que afecten al segment de polaritat i són letals per l’embrió (105,106).  

Els lligands Wnt es troben altament conservats entre els éssers vius. En mamífers 

existeixen 19 lligands Wnt, els quals són glicoproteïnes riques en cisteïnes 

d’aproximadament 350-400 aminoàcids que contenen un pèptid senyal a l’N-

terminal per a la seva secreció (107). Són proteïnes insolubles degut a la seva 

modificació per l’addició d’un àcid gras mono-insaturat (àcid palmític) unit a la 

Cys77 (108). Posteriorment, es varen descriure altres modificacions, com per 

exemple la unió de l’àcid palmitoleic a una serina altament conservada (Ser209) de 

Wnt3a (109). En el cas de Wnt5a, s’han descrit modificacions degudes a la unió 

d’àcid palmític a la Cys104 (110). 

Per a la secreció dels lligands, és necessària la seva associació amb la proteïna 

Porcupine (Porc) al reticle endoplasmàtic (RE), donat que li transfereix l’àcid 
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palmític (111,112). Posteriorment, les proteïnes transmembrana Wntless (Wls) 

s’uneixen específicament a les proteïnes Wnt per a transferir-les a la membrana 

plasmàtica per a la seva secreció (113). 

 

2.2.2. Receptors de la via Wnt 

Hi ha dues famílies de receptors de la senyalització Wnt/β-catenina: els receptors 

Frizzled (Fz) i les proteïnes 5 i 6 associades a receptors LDL (LRP5 i LRP6; de 

l’anglès LDL Receptor-related Proteins 5/6), coneguts com a Arrow en Drosophila 

(114–117).  

Les proteïnes Fz pertanyen a la família de proteïnes acoblades a proteïnes G; són 

receptors amb 7 dominis transmembrana amb una extensió a l’N-terminal 

anomenada domini ric en cisteïnes (CRD, de l’anglès cysteine-rich domain) on 

s’uneixen directament els lligands Wnt (114,118). El genoma humà manté 10 gens 

FZ, la majoria dels quals tenen capacitats variables per activar β-catenina quan es 

troben co-expressats amb LRP5/6 (119). Els receptors Fz estan involucrats tan en 

la via canònica com en la no canònica.  

Els receptors LRP5 i LRP6 presenten una homologia del 70% entre ells, i una 

homologia del 45% a Arrow (120). Són receptors transmembrana que tenen un 

domini extracel·lular amb 4 tàndems de repetició de propulsors β/factor de 

creixement epidèrmic (EGF, de l’anglès 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 l’embriogènesi, mentre que LRP5 és dispensable 

en l’embriogènesi però crític per l’homeòstasi de l’os en adults (107).  

 

2.2.3. -catenina 

La -catenina, proteïna codificada pel gen CTNNB1 en humans i homòloga a la 

proteïna Armadillo en Drosophila, és l’efector central de la via Wnt canònica 
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(107,122). En absència de lligand, la -catenina citosòlica forma un complex amb 

les proteïnes Caseïna cinasa α (CK1α), GSK-3 (de l’anglès, glycogen synthase 

kinase-3 beta), Axina i Adenomatosis Poliposis Coli (APC) (123–125). Aquest 

complex es manté gràcies a la proteïna estructural Axina, la qual utilitza diferents 

dominis per interaccionar amb GSK-3, CK1α i -catenina i regula la fosforilació de 

-catenina per a la seva posterior ubiquitinització (126). Per a la degradació de -

catenina citosòlica cal la fosforilació de seu extrem N-terminal. La lligasa 

d’ubiquitines -TrCP reconeix aquesta fosforilació i procedeix a la ubiquitinització 

de -catenina (127). Un cop s’activa la via i el complex és inhibit per la proteïna 

Dishevelled, -catenina s’acumula al citoplasma i es transloca a nucli on s’uneix a 

altres factors de transcripció, permetent la transcripció dels gens diana de la via 

(128). 

 

2.2.4. Factors de transcripció 

La família de factors de transcripció d’unió a l’ADN TCF/LEF (de l’anglès T-cell 

factor/lymphoid-enhancing factor) són les principals proteïnes associades a -

catenina implicades en la regulació dels gens efectors (129,130). En humans 

existeixen 4 gens TCF/LEF (TCF1, TCF3, TCF4 i LEF1), tot i que l’splicing alternatiu i 

l’ús de promotors diferents produeixen un gran nombre de variants de TCF amb 

propietats diferents (129,130). Les proteïnes TCF són del grup de factors d’unió a 

l’ADN d’alta mobilitat (HMG; de l’anglès high mobility group); s’uneixen a una 

seqüència consens de l’ADN referida com a WRE (de l’anglès Wnt responsive 

element), CCTTTGWW (on W representa tan T com A), causant una curvatura a 

l’ADN que pot alterar l’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 majoritàriament un repressor (129,130). 

La interacció del repressor Groucho (TLE1 en humans) amb TCF inhibeix 

l’expressió gènica ja que promou la desacetilació d’histones i la compactació de la 

cromatina. L’estabilització i l’acumulació nuclear de -catenina induïda pels 

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

expressió dels gens diana de la via Wnt (131–133). 

 

2.2.5. Antagonistes i agonistes de la via Wnt 

Hi ha vàries famílies de proteïnes que antagonitzen i modulen la senyalització Wnt 

(resumits a la Taula I6). Les proteïnes sFRP, WIF1 i Cerberus s’uneixen als lligands 

Wnt de manera extracel·lular, i en el cas dels sFRPs també als receptors Fz, actuant 

així com antagonistes de les vies canònica i no canònica (Figura I5-A). Les 

proteïnes Tiki i APCDD1 són proteïnes transmembrana que s’uneixen també als 

lligands Wnt; APCDD1, a més, té la capacitat d’unir-se als receptors LRP. Una altra 

família d’antagonistes són aquelles proteïnes que inhibeixen els receptors LRP, 

entre les quals es troben les famílies de proteïnes DKK, SOST, Wise, MESD, Waif i 

IGFBP-4; les proteïnes IGFBP-4 també s’uneixen als receptors Fz per inhibir la seva 

funció. La família de proteïnes Shisa forma l’últim grup d’antagonistes encarregats 

de la inhibició dels receptors Fz. Les famílies d’antagonistes més estudiats són els 

sFRP i els DKK. 

Taula I6. Principals antagonistes de la via Wnt.  

Nom 

antagonista 

Gens 

humans 

Proteïna que 

inhibeix 
Localització Referència 

sFRP sFRP (1-5) Wnt i Fz Solubles (134) 

WIF1 WIF1 Wnt Solubles (135) 

Cerberus CER1 Wnt Solubles (136) 

Tiki TIKI (1-2) Wnt Transmembrana (137) 

APCDD1 APCDD1 Wnt i LRP 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 LRP i Fz Solubles (144) 

Shisa SHISA (2-9) Fz Transmembrana (145,146) 
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Les proteïnes sFRP (de l’anglès secreted Frizzled related proteins) juntament amb 

Sizzled, Sizzled2 i Crescent, identificats en Xenopus i Zebrafish (147), formen una 

família d’antagonistes de la via Wnt. En mamífers s’han descrit 5 membres de la 

família sFRP (sFRP1, sFRP2, sFRP3 (també anomenat FRZB), sFRP4 i sFRP5). Les 

proteïnes 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 competència entre els 

sFRP i els receptors Fz per la unió dels lligands Wnt, disminuint, per tant, la unió 

Wnt-Fz (151). Per altra banda, els sFRP també poden formar complexes no 

funcionals amb Fz mitjançant el domini CRD, reduint així el nombre de receptors 

Fz disponibles a la membrana cel·lular (151–153). Alguns sFRPs tenen també 

activitat independent de Wnt regulant proteïnases extracel·lulars (153).  

Les proteïnes WIF1 (de l’anglès Wnt inhibitory factor 1), codificades pel gen WIF1, 

s’uneixen als lligands Wnt inhibint la seva funció. Són proteïnes secretades que 

s’assemblen a la porció extracel·lular Derailed/RYK dels receptors Wnt 

transmembrana (135). Aquestes proteïnes no comparteixen similituds amb el 

domini CRD de Fz o dels sFRP, però sí que presenten una seqüència senyal a 

l’extrem N-terminal anomenada domini WIF (WD, de l’anglès WIF domain) 

altament conservat entre espècies i present també a la família RYK (de l’anglès 

receptor-like tyrosine kinase) (154). S’ha descrit que poden unir-se als lligands Wnt 

tan de la via canònica com de la via no canònica, unint-se específicament 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 implicació en l’organitzador d’Spemann (136). 

L’organitzador d’Spemann és l’àrea embrionària de la gàstrula dels amfibis capaç 

d’induir la diferenciació específica durant el desenvolupament d’aquests. Cerberus 

és una proteïna codificada pel gen CER1 i presenta un domini anomenat Cystine-

knot, domini sovint present en les citocines (156). És un antagonista dels senyals 

Wnt, Nodal i de les proteïnes morfogèniques òssies (BMP, de l’anglès bone 

morphogenetic protein) (157). Tiki1 és una metaloproteasa transmembrana 

antagonista dels lligands Wnt, actua mitjançant la seva acció proteasa eliminant 8 

residus amino-terminals dels lligands Wnt (137). Aquest procés genera oligòmers 
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de Wnt oxidats amb menor capacitat d’unió als receptors. APCDD1 (de l’anglès 

adenomatosis polyposis coli down-regulated 1) és una glicoproteïna 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 senyalització Wnt 

(158). 

Les proteïnes Dickkopf (DKK) són antagonistes solubles del co-receptor LRP5/6 i 

estan considerats inhibidors específics de la via Wnt/β-catenina. DKK representa 

una família de proteïnes solubles, tenint, per tant, una senyalització 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 cisteïna estan altament conservats entre els membres de la família 

(139). La unió DKK-LRP es dóna mitjançant un lloc d’unió no necessari per a les 

interaccions LRP-Fz o LRP-Wnt; al unir-se DKK-LRP6 s’impedeix la formació del 

complex Fz-LRP6, inhibint així la senyalització (160,161). L’expressió de DKK-1 

predomina en l’embriogènesi, mentre que l’expressió de DKK-2 i DKK-3 predomina 

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

El membre de la família més estudiat és DKK-1, el qual va ser identificat per 

primera vegada en Xenopus laevis com a proteïna secretada i necessària per a la 

inducció de la formació del cap mitjançant la inhibició de la via Wnt (163). L’any 

1999, l’homòleg humà de DKK-1 es va aïllar i caracteritzar bioquímicament (164). 

L’expressió de DKK-1 com a organitzador d’Spemann es va descriure als estadis 

primerencs de la gàstrula de la granota. També s’ha descrit la seva expressió en el 

mesoderm paraxial i en la formació de les vèrtebres, i juntament amb SHH (lligand 

de la via Hedgehog; de l’anglès Sonic Hedgehog) en la formació i manteniment de la 

cresta ectodèrmica apical, component crític per la formació de les extremitats 

(165,166). Els ratolins DKK-1-/- 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 unió però, no promou ni la internalització ni la degradació del 

receptor LRP6, sinó que indueix un canvi conformacional que impedeix la unió dels 

lligands Wnt (169,170). DKK-1 també s’uneix a les proteïnes transmembrana 

Kremen impedint la senyalització Wnt (171). Mao et al. descriuen la formació d’un 
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complex ternari Kremen2-LRP6-DKK, el qual és ràpidament internalitzat i 

degradat, fet que redueix la presència dels receptors LRP a la membrana cel·lular i 

inhibeix la senyalització Wnt (171). No obstant, DKK-1 també s’ha relacionat amb 

l’activació de β-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 

implicació de DKK-1 en la modulació dels moviments de la gastrulació regulant la 

via Wnt canònica i la via Wnt independent de β-catenina. Els autors demostren la 

unió entre DKK-1 i Kny (de l’anglès glypican 4/6 homolog Knypek); Kny és un 

component de la via no canònica PCP (de l’anglès Planar Cell Polarity) (172). 

DKK-2 coopera amb els receptors Fz en el desenvolupament de l’eix corporal 

(173). Aquest inhibidor necessita la presència de Kremen2 per a inhibir la 

senyalització Wnt. En canvi, la seva interacció amb Kremen1 no té cap funció en la 

infra-regulació de la senyalització Wnt (174). DKK-3, inhibidor que presenta 

homologia de seqüència amb Soggy (sgy; un gen específic d’espermatòcits), 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 inhibició de la via Wnt, s’ha descrit 

que DKK-3 té efectes sobre la via TGF-β (de l’anglès transforming growth factor-β) 

(175). La inhibició causada per DKK-4 és similar a la que realitza DKK-1, i Kremen2 

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

SOST/Sclerostin actua com a lligand del receptor LRP5/6 inhibint la seva funció 

(140,141). SOST interromp la formació del complex Fz8-LRP6 (140). Les proteïnes 

Wise, les quals comparteixen homologia de seqüència amb SOST, interaccionen 

amb el co-receptor LRP6 inhibint la senyalització Wnt (142). Aquestes proteïnes 

interaccionen amb LRP6 mitjançant una de les nanses que formen els nusos de 

cistines (176). Les proteïnes Wise també poden inhibir la via Wnt mitjançant la 

retenció dels receptors LRP6 al reticle endoplasmàtic (177).  

Les proteïnes MESD (de l’anglès Mesoderm development LRP chaperone) són 

xaperones essencials per al transport de LRP5/6 a la superfície cel·lular (121). 

MESD pot unir-se als receptors LRP6 i antagonitzar així la unió dels lligands (178–

180). La regió C-terminal de MESD constitueix el domini d’unió de LRP5/6, 

impedint la unió dels lligands als receptors LRP (181). Un altre inhibidor de la via 
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Wnt canònica és Waif1/5T4 (de l’anglès Wnt-activated inhibitory factor 1), una 

proteïna transmembrana amb repeticions riques en leucines a la part extracel·lular 

codificada pel gen TPBG (de l’anglès trophoblast glycoprotein) (143). Waif1 és una 

proteïna que s’uneix als receptors LRP6 i impedeix la unió dels lligands. Aquesta 

proteïna, per altra banda és capaç d’activar la via Wnt no canònica (143). Un altre 

inhibidor és IGFBP-4, de la família de les proteïnes transportadores del factor de 

creixement similar a la insulina IGFBP (de l’anglès insulin-like growth factor 

binding proteins) (144). IGFBP-4 s’uneix directament als receptors LRP6 i Fz8, 

bloquejant la unió de Wnt3a (144). 

Les proteïnes Shisa representen una altra família d’antagonistes de la via Wnt, 

consten de 9 subfamílies en vertebrats (145,146). Comparteixen un domini CRD, 

un pèptid senyal, un segment transmembrana i una regió rica en prolines a 

l’extrem C-terminal (146). Les proteïnes Shisa atrapen les proteïnes Fz al RE, 

impedint la seva maduració i arribada a la superfície cel·lular (182).  

Els agonistes de la via Wnt també actuen de moduladors de la senyalització. Els 

principals agonistes de la via Wnt són els mateixos lligands Wnt, altres famílies 

d’agonistes són les proteïnes Norrin i R-spondin (Rspo) (Figura I5-B). Les 

proteïnes Norrin són factors secretats que consisteixen en un domini de nus de 

cistines (183). Norrin, encara que no tingui homologia amb la seqüència dels 

lligands Wnt, és un lligand específic del CRD de Fz4. Actua mitjançant la seva unió a 

Fz4 i LRP5/6 activant la senyalització Wnt durant la vascularització retinal (184).  

Les proteïnes Rspo mostren sinergia amb Wnt, Fz i LRP6 (185,186). En humans hi 

ha 4 gens que codifiquen per les proteïnes Rspo (RSPO1-4). Tot i que el mecanisme 

és controvertit, interaccionen amb LRP6 i Fz8 (186,187). L’activitat de les 

proteïnes Rspo depèn de la presència dels lligands Wnt i LRP6 (188). Recentment, 

s’ha descrit que aquestes proteïnes s’uneixen als receptors LGR4 i LGR5 (de 

l’anglès Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor), activant tan la 

via canònica com la via no canònica de polaritat cel·lular (189). S’ha demostrat que 

les proteïnes Rspo s’uneixen a la part extracel·lular de l’inhibidor dels receptors de 

la via ZNRF3 (de l’anglès 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 proteïnes Rspo poden activar la senyalització Wnt sense els 

receptors LGR (191,192).  

 

Figura I5. Antagonistes i agonistes de la via Wnt. A: Antagonistes de la via Wnt. La família de 
proteïnes Cer, WIF i sFRP s’uneixen directament als lligands Wnt, les proteïnes sFRP també 
s’uneixen a Fz. La família de proteïnes DKK i SOST/Wise s’uneixen al receptor LRP5/6, impedint la 
formació del complex Fz-LRP6. Wise també pot unir-se als receptors LRP6 al RE i retenir-los. Les 
proteïnes MESD i Waif1 poden unir-se als receptors LRP6, impedint la unió dels lligands. APCDD1 
s’uneix als receptors LRP5 i als lligands Wnt per inhibir la senyalització. IGFBP-4 s’uneix als 
receptors LRP6 i Fz8 per impedir la unió dels lligands Wnt. Les proteïnes Shisa atrapen el receptor 
Fz al RE. B: Agonistes de la via Wnt. Els lligands Wnt són els principals agonistes de la via 
mitjançant la seva unió als receptors LRP5/6 i Fz. La família de proteïnes Norrin actua de manera 
similar a Wnt però s’uneixen específicament al receptor Fz4. Les proteïnes Rspo actuen mitjançant 
la seva unió a LRP5/6, als receptors Fz i/o als receptors LGR. Figura adaptada de (107). 

 

2.2.6. Senyalització canònica 

Quan la via Wnt canònica està inactiva, -catenina es troba al citoplasma on 

s’associa amb el complex CK1α, GSK-3, Axina i APC (123–125). L’Axina és la 

proteïna estructural encarregada de mantenir el complex format degut a la seva 

capacitat d’interacció amb els components del complex (Figura I6) (126). L’Axina 

és també l’encarregada de coordinar la fosforilació seqüencial de -catenina a la 

serina 45 per part de la CK1α. Posteriorment, GSK-3 fosforila -catenina a la 

treonina 41, la serina 37 i la serina 33 (126,193,194). La fosforilació de -catenina 
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a les serines 33 i 37 genera un lloc d’unió per la ligasa d’ubiquitines -Trcp E3, 

conduint a la ubiquitinització i degradació de -catenina (107,195). L’Axina conté 

també un domini regulador de la senyalització de la proteïna G (RGS; de l’anglès 

regulator of G protein signaling) que interacciona amb APC, una proteïna 

estructural que s’uneix per si sola a -catenina (126). A part de fosforilar -

catenina, GSK-3 i CK1α també fosforilen Axina i APC, induint així una major 

associació d’Axina i APC amb -catenina, augmentant la seva fosforilació i 

posterior degradació (126).  

Altres proteïnes tals com WTX (de l’anglès Wilms tumour gene on the X 

chromosome) intervenen en la degradació de -catenina. Aquesta proteïna s’uneix 

a -catenina, Axina, APC i -Trcp per promoure la ubiquitinització de -catenina 

(196). Una altra proteïna d’unió a Axina, anomenada Diversin, pot facilitar la 

degradació de -catenina mitjançant el reclutament de CK1ε per fosforilar -

catenina (197). 

Per a l’inici de la senyalització Wnt és necessària la unió dels lligands Wnt als 

receptors Fz i LRP5/6 (Figura I6). Els lligands Wnt de la via canònica són Wnt1, 

Wnt3a i Wnt8 (107). La unió dels lligands Wnt als receptors promou l’activació de 

Dishevelled (Dsh), una proteïna citoplasmàtica expressada de manera ubiqua 

(198,199). Dsh interacciona directament amb els receptors Fz, mitjançant la unió 

del domini PDZ de Dsh, a una seqüència interna conservada de la regió C-terminal 

de Fz (200). PDZ és un domini comú en proteïnes de senyalització utilitzat en 

l’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 unió de Wnt a Fz activa la interacció 

del receptor amb Dsh i com es controla la fosforilació de Dsh. Dsh actua inactivant 

GSK-3; aquesta inactivació permet que la -catenina activa s’acumuli al 

citoplasma i es fosforili al residu de serina 552 induint la seva translocació a nucli 

(202).  

En absència dels lligands Wnt, els factors de transcripció TCF/LEF es troben 

interaccionant amb Groucho, el qual impedeix la transcripció dels gens diana i, per 

tant, inhibeix la senyalització Wnt (203). L’efecte inhibidor de Groucho està mediat 
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per la histona deacetilasa (HDAC, de l’anglès histone deacetylase) (204). 

Concretament, la HDAC Rpd3 forma un complex amb Groucho mitjançant el domini 

ric en glicina/prolina de Groucho, potenciant l’acció repressora d’aquest (204).  

Un cop -catenina es transloca a nucli, desplaça físicament Groucho del TCF/LEF 

causant l’activació 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-MYC, tenen papers crucials en el creixement cel·lular, la 

proliferació i la diferenciació, i es troben desregulats en varis tipus de càncer 

(211).  

 

Figura I6. Representació de la via de senyalització Wnt canònica. La via Wnt es troba inactiva 
degut a la inhibició dels lligands Wnt mitjançant els inhibidors sFRP o els WIF, o bé per la inhibició 
del co-receptor LRP5/6 mitjançant els inhibidors DKK o SOST. La β-catenina es troba formant un 
complex amb APC, Axina i GSK-3β, la qual fosforila β-catenina i promou la seva degradació. La via 
s’activa quan els lligands Wnt s’uneixen als receptors LRP5/6 i Frizzled, fet que activa la proteïna 
Dishevelled i aquesta inhibeix el complex APC-Axina-GSK-3β-β-catenina. La β-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 senyalització Wnt no canònica 

La via de senyalització Wnt no canònica regula el desenvolupament i l’homeòstasi 

dels teixits, per exemple, aquesta senyalització està implicada en la regulació de la 
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formació de l’os o del ronyó (212,213). S’han descrit desregulacions de la via en 

malalties com el síndrome de Down o el càncer (214). La via no canònica pot 

transduir el senyal Wnt mitjançant la via de polaritat cel·lular o bé mitjançant la 

via Ca2+, en ambdós casos, utilitzant els receptors Fz.  

L’any 1991 es va identificar Wnt5a en Xenopus, l’expressió ectòpica 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 Wnt1 

suggerint, per tant, que la via de senyalització no era idèntica. Posteriorment, es va 

descriure que l’expressió de Wnt5a augmentava els nivells del Ca2+ intracel·lular 

de manera independent dels nivells de Ca2+ extracel·lular, suggerint l’activació 

d’una via de senyalització diferent (217).  

Wnt5a és un dels lligands principals de la via Wnt no canònica. No obstant, els 

lligands Wnt4 i Wnt11 també hi estan involucrats. Els receptors Fz implicats en la 

via no canònica són Fz2, Fz3, Fz6 i Fz7 (218). Els receptors Ror (de l’anglès 

Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor) també estan implicats en la 

senyalització de la via no canònica (219). 

Dsh és la proteïna central en la mediació dels esdeveniments tan de la via canònica 

com la no canònica. En la via no canònica de polaritat cel·lular (PCP), la unió dels 

lligands Wnt als receptors Fz promou l’activació de Dsh, la qual s’uneix també als 

receptors Fz per activar la senyalització. Per altra banda, la via també es pot 

activar mitjançant la unió dels lligands Wnt5a als receptors Ror (219). Aquesta 

unió activa certes GTPases, tals com Rho i Rac, les quals activen les cinases JNK (de 

l’anglès c-Jun N-terminal kinases) (Figura I7) (220). Més recentment, s’ha descrit la 

necessitat de Daam1 (de l’anglès dishevelled-associated activator of morphogenesis 

1) per a l’activació de Rho (221). Daam1 s’uneix tan a Dsh com a Rho i regula la 

formació del complex Dsh-Rho (221). Posteriorment, Rho activa ROCK (de l’anglès 

Rho-associated protein kinase), un mediador de les vies de senyalització 

dependents de Rho, per activar les cinases JNK (222). Finalment, les cinases JNK 

s’encarreguen de l’activació de la via PCP mitjançant la fosforilació i activació del 

factor de transcripció c-Jun (223,224). La via PCP és l‘encarregada de mantenir la 

forma de la cèl·lula ja que regula el citoesquelet (225).  
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En aquesta via també hi ha altres proteïnes implicades com Flamingo, Strabismus 

(en vertebrats anomenat VANGL, de l’anglès Van Gogh Like protein), Diego i 

Prickle, les quals són proteïnes citoplasmàtiques que s’associen a la membrana en 

la senyalització PCP (226).  

 

Figura I7. Representació de la via de senyalització Wnt no canònica. La unió dels lligands Wnt 
als receptors Fz i Ror promou l’activació de Dsh, la qual pot activar les GTPases Rho i Rac. Per a 
l’activació de Rho cal la unió de Dsh amb Damm1 i Rho. La formació del complex Dsh-Rho promou 
l’activació de ROCK, proteïna capaç d’activar les cinases JNK. Rac pot activar també les cinases JNK, 
les quals poden tenir funcions tan en el citoesquelet com en l’activació del factor de transcripció c-
Jun i activar així la via PCP. Per altra banda, la unió dels lligands Wnt als receptors Fz pot causar la 
unió al receptor d’una proteïna G i de Dsh, promovent així un augment del Ca2+ intracel·lular 
mitjançant les proteïnes PLC i PDE. L’augment de Ca2+ pot activar la CaMKII i inhibir la via Wnt 
canònica o pot activar la calcineurina, proteïna que causa la translocació del factor de transcripció 
NFAT al nucli, activant així els gens diana. Les proteïnes PLC poden també activar les proteïnes PKC 
per finalment activar Cdc42 i tenir efectes al citoesquelet de les cèl·lules. Figura basada en (218). 

 

En la via no canònica de Ca2+, els receptors Fz després d’unir-se als lligands Wnt 

activen proteïnes G, les quals regulen l’activitat de PDE (fosfodiesterases), PLC 

(fosfolipasa C) i p38 (Figura I7) (227). L’activació d’aquestes proteïnes causa un 

augment del Ca2+ intracel·lular, el qual activa tan la proteïna cinasa C (PKC, de 

l’anglès protein kinase C) com la CaMKII (proteïna-cinasa II calci/calmodulina-

dependent) (228,229). La PKC activa la GTPasa Cdc42, una proteïna essencial per a 
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la remodelació del citoesquelet d’actina en la via PCP (230). Una altra proteïna 

activada per l’augment del Ca2+ és la calcineurina, una proteïna fosfatasa capaç 

d’activar el factor de transcripció NFAT (231). El factor de transcripció 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 canònica pot actuar com antagonista de la via Wnt 

canònica, tan per la via de la CaMKII, mitjançant la fosforilació de TCF, com per la 

regulació de NFAT (231,234).  

 

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

múscul 

La via Wnt canònica es troba activa durant la miogènesi fetal i feblement activa al 

múscul adult (235). La via de senyalització Wnt, per tant, està implicada en la 

miogènesi ja sigui durant l’embriogènesi com en la miogènesi adulta (236). Durant 

el desenvolupament embrionari, la via està involucrada en el control de l’expressió 

dels MRF, necessaris per a la diferenciació miogènica. En el múscul esquelètic adult 

la via Wnt regula la diferenciació de les cèl·lules mare del múscul, anomenades 

cèl·lules satèl·lit. La via Wnt regula la funció de MyoD i miogenina, essent l’activitat 

de l’última essencial per a la diferenciació terminal en el procés de la miogènesi 

(237–239). Recentment, s’ha descrit la interacció de -catenina amb MyoD per 

regular la seva activitat transcripcional (240).  

L’any 1961 es varen descobrir les cèl·lules satèl·lit al voltant de les fibres del 

múscul esquelètic, les quals s’activen per diferenciar-se gràcies a l’expressió de les 

vies de senyalització Notch, Wnt i Hedgehog (Hh) (241–243). Les cèl·lules satèl·lit 

embrionàries expressen PAX3 i PAX7, l’expressió dels quals va disminuint 

gradualment a mesura que la diferenciació miogènica avança per a donar lloc a 

l’expressió de Myf5, MyoD i miogenina per a la formació dels miotubs (244,245). 

Les cèl·lules de la superfície de l’ectoderm i el tub neural utilitzen l’expressió dels 

lligands Wnt1, Wnt3a, Wnt4 i Wnt6 per regular l’expressió de PAX3 i PAX7 en les 

cèl·lules premiogèniques (246). Durant la miogènesi embrionària, els lligands 

Wnt1, Wnt3a i Wnt4 s’expressen a les regions dorsals del tub neural i juntament 
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amb la senyalització de SHH al notocordi, indueixen la miogènesi de les somites 

(75). Els lligands Wnt poden activar la miogènesi mitjançant l’expressió de Myf5 i 

MyoD, realitzada per Wnt1 o Wnt7a/Wnt6, respectivament (247). Wnt1 activa la 

miogènesi mitjançant l’activació de la via canònica i Wnt7a mitjançant la via no 

canònica (248,249).  

Per la regeneració del múscul esquelètic, les cèl·lules satèl·lit, localitzades 

quiescents entre la làmina basal i les miofibres, s’activen amb senyals de dany per 

generar noves miofibres (250,251). Un cop activades, les cèl·lules satèl·lit 

expressen els factors miogènics MRF, tals com MyoD, Myf5 i miogenina, per 

aconseguir la diferenciació terminal de les cèl·lules (252,253). Tanmateix, la via 

Wnt regula la diferenciació i la regeneració de les cèl·lules satèl·lit. Wnt7a és capaç 

d’activar la divisió de les cèl·lules satèl·lit mitjançant l’activació de la via no 

canònica PCP (254). Per altra banda, la diferenciació de les cèl·lules satèl·lit es 

dóna mitjançant un canvi d’expressió de la via Notch a la via Wnt canònica (236). 

S’ha descrit que l’activació de la via Wnt canònica, ja sigui mitjançant l’aplicació de 

Wnt3a, inhibidors de GSK-3β o activadors comercials de la via Wnt o Rspo, promou 

la diferenciació miogènica (185,236,255–257). Per tal d’estudiar la implicació de la 

via Wnt en el control de la diferenciació miogènica de les cèl·lules satèl·lit, 

Bernardi et al. varen descriure que la sobre-expressió de Wnt4 en els primers 

estadis de diferenciació causa una activació de la via Wnt canònica i un augment de 

Myf5 (258). Per tant, la via Wnt és essencial per a la diferenciació de les cèl·lules 

pre-miogèniques, la formació dels miotubs i finalment, la formació del múscul 

madur.  

 

2.5. El paper de la via de senyalització Wnt en càncer 

La via Wnt, entre les seves funcions, s’encarrega de regular la renovació de les 

cèl·lules mare, fet pel qual la seva desregulació ha estat sovint relacionada amb 

diversos tipus de càncer (108). Als inicis del descobriment de la via ja es varen 

relacionar els lligands Wnt amb la tumorigènesi mamària en ratolins (97). 

Posteriorment, s’ha evidenciat el paper de la desregulació de la via en el 

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

altres, s’han estudiat com a biomarcadors de diagnòstic i/o pronòstic de la malaltia  

(259,260). 

 

2.5.1. El paper de la via de senyalització Wnt canònica en càncer 

La via Wnt sovint es troba activada en diversos tumors degut a mutacions en 

components de la via. En càncer de colon s’han descrit mutacions en APC i en el gen 

codificant per β-catenina (CTNNB1), essent les dues mutacions mutualment 

excloents (261,262). S’han descrit també mutacions en ambdós gens en tumors 

gastrointestinals, melanoma, càncer de fetge i carcinomes d’ovari causant una 

activació anormal de la via (263). En càncer de mama triple negatiu no s’han 

descrit mutacions en CTNNB1 però els tumors presenten igualment una activació 

de la via i, com a conseqüència, un pitjor pronòstic (264). En carcinoma 

hepatocel·lular s’ha descrit que la mutació del gen AXIN1, a més a més de 

mutacions en APC i CTNNB1, contribueix al creixement del tumor (265).  

Les desregulacions en aquesta via de senyalització s’han relacionat també amb 

càncer en la infància. En el hepatoblastoma (HB) s’han detectat mutacions en 

CTNNB1 i en APC en casos esporàdics de la malaltia, i en menys freqüència 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 esporàdics de la malaltia i, en menys freqüència, 

s’han detectat mutacions en CTNNB1 (271,272). Aquestes mutacions es relacionen 

amb el creixement tumoral i podrien relacionar-se inclús amb el pronòstic. La 

desregulació de la senyalització per Wnt podria causar malalties hematològiques, 

com per exemple la leucèmia, donat que s’ha ressaltat la importància de les 

proteïnes Wnt en la regulació del desenvolupament de les cèl·lules T, la seva 

activació i la maduració de les cèl·lules dendrítiques (273). Tal com es detalla més 

endavant en l’apartat 2.6, aquesta via de senyalització també s’ha relacionat amb el 

creixement del RMS degut a la seva implicació en la diferenciació de les cèl·lules 

miogèniques. Així doncs, l’estudi de la implicació de la via Wnt en tumors 
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pediàtrics podria conduir al descobriment de noves estratègies terapèutiques pel 

seu tractament.  

 

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

en càncer 

Degut a l’activació de la via Wnt en múltiples tipus de tumors, els inhibidors de la 

via s’han descrit generalment com gens supressors de tumors. El silenciament o la 

baixa expressió 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 

pròstata, càncer de mama, càncer d’ovari i càncer colorectal, entre altres, fet que 

sovint està relacionat amb mal pronòstic, amb la tumorigènesi, l’agressivitat del 

tumor o la presència de metàstasis (274–279). La baixa expressió dels gens DKK, ja 

sigui degut a la metilació dels promotors o degut a altres mecanismes, s’ha descrit 

en casos de càncer colorectal, càncer renal, carcinoma hepatocel·lular o càncer 

gàstric, entre altres (280–283). El silenciament degut a metilacions al gen WIF1 

també s’ha descrit en certs tipus de càncer tals com càncer de pulmó, càncer 

colorectal, càncer de mama o càncer de bufeta, entre altres (284–287). El 

silenciament epigenètic d’aquests inhibidors indueix la proliferació cel·lular i 

l’augment de la invasió, i sovint es relaciona amb el pronòstic dels pacients, essent 

en certs casos marcador epigenètic de diagnòstic o pronòstic.  

La baixa expressió de DKK-3 s’ha descrit en múltiples càncers tals com càncer de 

pulmó, carcinoma renal o hepatocarcinoma, entre d’altres (288–290). Recentment, 

s’ha descrit el possible ús del vector adenovíric amb el gen humà REIC (de l’anglès 

reduced expression in immortalized cell)/DKK-3 (Ad-REIC) com a teràpia gènica per 

pacients amb càncer (291). Aquest vector codifica pel gen supressor de tumors 

DKK-3, l’expressió del qual indueix apoptosi i redueix el creixement tumoral, 

atribuint-li així propietats anti-tumorals (291). En aquesta línia, estudis clínics 

amb aquest vector s’estan realitzant per pacients amb càncer de pròstata.    

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 epigenèticament en osteosarcoma, 

contribuint així en el procés d’invasió i metàstasis (292). En càncer de pròstata 

s’ha evidenciat la reducció de l’expressió de SOST promovent les metàstasis a os 

(293). Per altra banda, el gen Wise/SOSTDC1 s’ha descrit infra-regulat en càncer de 

pulmó tenint efectes en el creixement del tumor (294). En càncer de mama, el 

tractament amb MESD disminueix la migració i la invasió cel·lular (295). Els 

treballs que relacionen els esmentats inhibidors amb la tumorigènesi són escassos. 

No obstant, actualment s’està estudiant més la seva implicació en la progressió 

tumoral.  

La baixa expressió dels inhibidors de la via Wnt també s’ha evidenciat en certs 

tumors infantils. Els gens sFRP presenten una baixa expressió en tumors com 

leucèmies, MB o NBL (296–301). A més, s’ha descrit una baixa expressió de DKK en 

leucèmies, tumors de Wilms, MB i NBL, relacionant la baixa expressió amb un 

pitjor pronòstic (302–311). Un altre exemple és el gen WIF1, el qual es troba 

metilat en osteosarcoma, leucèmia i NBL (303,312–316). El silenciament de SOST 

en retinoblastoma i osteosarcoma promou la proliferació i la invasió cel·lular 

(317,318). 

Contràriament, en certs casos, els inhibidors de la via Wnt realitzen funcions 

d’oncogens. S’han detectat nivells elevats d’sFRP en càncer de pròstata, càncer 

gàstric, càncer renal, mieloma múltiple i càncer de pulmó, entre altres (319–328). 

L’elevada expressió de DKK en pacients amb càncer d’estómac, mieloma múltiple, 

càncer hepàtic, càncer de mama, càncer de pròstata o càncer de pulmó s’ha 

correlacionat amb un pitjor pronòstic (329–338). Altrament, expressions elevades 

de l’inhibidor SOST també s’han detectat en mieloma múltiple (339,340).  

En càncer infantil existeixen poques investigacions que relacionin els antagonistes 

de la senyalització Wnt amb funcions oncogèniques. Un exemple de l’existència 

d’aquesta relació és el cas de l’osteosarcoma i el gen sFRP2, el qual es troba sobre-

expressat en tumors, augmentant la capacitat invasiva de les cèl·lules (341). 

Aquest estudi descriu també que la infra-expressió de sFRP2 disminueix la 

capacitat invasiva in vitro. En RMS s’ha descrit la sobre-expressió 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 expressió de DKK-1, relacionant la seva expressió amb la 

inhibició de la via en aquests tumors (306). Una elevada expressió de DKK-1 s’ha 

descrit també en sèrum de pacients amb osteosarcoma, relacionant l’expressió del 

gen amb el pronòstic i inclús seleccionant-lo com a diana terapèutica de la malaltia 

(343,344). En NBL, nivells elevats de DKK-1 es varen descriure en pacients amb 

malaltia metastàtica i amb baixa resposta a la quimioteràpia (345). Un altre cas és 

la sobre-expressió del gen DKK-2 en sarcoma d’Ewing, en aquest tumor DKK-2 està 

implicat en la invasió i la osteòlisis causada pel tumor (346).  

La via Wnt, per tant, té efectes duals segons el tipus de tumor, podent ser una via 

pro-tumorigènica o anti-tumorigènica. Així doncs, són necessaris més estudis per a 

una millor comprensió del paper de la desregulació de la via Wnt en tumors adults 

i pediàtrics. 

 

2.5.2. El paper de la via de senyalització Wnt no canònica en càncer 

El paper de la via de senyalització Wnt no canònica en càncer és encara 

controvertit. Pocs estudis relacionen la implicació de la via no canònica durant el 

creixement tumoral. Malgrat aquesta carència d’estudis, el lligand principal de la 

via no canònica, Wnt5a, s’ha trobat sobre-expressat en varis tipus de tumors com 

per exemple càncer de pulmó, càncer de mama, càncer de pròstata, tumors gàstrics 

i càncer de pàncrees, entre altres (347). S’ha estudiat la possible implicació de 

Wnt5a en la migració i invasió cel·lular, tot i que s’ha descrit que pot tenir funcions 

tan d’oncogèn com de gen supressor tumoral depenent del tumor (347). Més 

concretament, en melanoma metastàtic s’ha descrit la implicació de Wnt5a en 

l’activació de PKC, promovent així la invasió cel·lular (348).  

Un altre component de la via no canònica que s’ha trobat alterat en múltiples 

tumors és el receptor Fz6. Per exemple, en glioblastoma, els pacients amb nivells 

elevats de Fz6 es relacionen amb un pitjor pronòstic i risc de recurrència 

(349,350). En càncer de mama, Fz6 està freqüentment amplificat i la inhibició de la 

seva expressió redueix la invasió i la metàstasi in vivo (351). Un altre estudi 

descriu el paper de Fz6 en NBL, on l’expressió del receptor està 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 càncer de còlon i en carcinoma de cèl·lules 

escamoses s’ha descrit també una sobre-expressió del receptor relacionant així 

l’expressió de Fz6 amb la progressió d’aquest tumor (353,354). 

VANGL1 és un altre component de la via Wnt no canònica que ha estat relacionat 

amb la tumorigènesi. En carcinoma hepatocel·lular s’ha identificat una elevada 

expressió del gen VANGL1, fet que l’ha posicionat com a possible diana terapèutica 

(355). A més a més, s’ha descrit la implicació de VANGL1 en el creixement d’altres 

tumors com el càncer de mama (356). Més recentment, s’ha descrit que la sobre-

expressió de VANGL2 en càncer de mama està associada a un pitjor pronòstic 

(357). Altres components de la via com per exemple VANGL2, Celsr1, Prickle1, Fz3, 

Fz7, Dsh2, Dsh3 o la CK1ε es troben sobre-expressats en pacients amb leucèmia 

(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 implicació en el 

comportament de les cèl·lules tumorals.  

 

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

El primer estudi que va relacionar la via Wnt amb el RMS va descriure una baixa 

expressió de β-catenina en línies cel·lulars de RMS en comparació amb mioblasts 

control (359). Aquesta disminució de l’expressió de β-catenina en RMS, però, no 

resultava de la presència de mutacions en l’exó 3 de CTNNB1, localització més 

comú de les mutacions de CTNNB1 (360). Aquest estudi va concloure que els 

tumors de RMS analitzats no presenten mutacions en β-catenina. A més a més, 

varen determinar que β-catenina té una localització majoritàriament 

citoplasmàtica, fet que indicaria que no té efectes en la tumorigènesi del RMS 

pediàtric (360). Posteriorment, es va descriure una infra-regulació de la via Wnt en 

RMSe. Concretament, en aquest subtipus de RMS es va demostrar que l’activació de 

la via utilitzant LiCl indueix la diferenciació miogènica, resultat mesurat mitjançant 

el marcador de diferenciació MyoD (361). Més endavant, Shukla et al. varen 

descriure mutacions en l’exó 3 del gen CTNNB1 en un 3.3% de RMSe, tot i que no 

varen validar l’acumulació 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 acumulació nuclear de β-catenina (363). No obstant, 

en aquest estudi es va determinar que les mutacions en CTNNB1 per si soles no 

indueixen tumorigènesi o diferenciació. Posteriorment, es varen demostrar els 

efectes de l’addició del lligand Wnt3a als cultius cel·lulars sobre la diferenciació 

(364). En aquest estudi, Annavarapu et al. varen demostrar una reducció de la 

proliferació en línies cel·lulars de RMS després del tractament amb Wnt3a. També 

varen descriure un augment dels marcadors de diferenciació miogènica: MyoD1, 

miogenina i Myf5 (364). És a dir, la via Wnt es troba inhibida en RMS i la seva 

activació promou la diferenciació de les línies cel·lulars de RMS, reduint com a 

conseqüència la proliferació cel·lular. 

L’estudi de l’expressió dels marcadors de miodiferenciació va analitzar l’expressió 

de miogenina en la línia cel·lular RH30 (RMSa). Aquest estudi revela la fosforilació 

directa de la miogenina causada per GSK-3β in vitro, provocant la inhibició de la 

seva funció i causant un fenotip proliferatiu d’aquestes cèl·lules (365). En estudis 

posteriors es va induir l’activació de la via Wnt mitjançant inhibidors de GSK-3β, 

mostrant una disminució de la proliferació i la inducció de la diferenciació de les 

cèl·lules propagadores de tumors de RMSe in vitro i in vivo (366). S’ha descrit 

també que l’inhibidor de la via Wnt sFRP3 està sobre-expressat en línies cel·lulars 

de RMSa i que el seu bloqueig inhibeix el creixement i indueix la diferenciació de 

les línies 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 

quimioteràpia VCR, és més efectiu en la reducció 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 transcripció de la via 

LEF1 (367). Dräger et al. descriuen la implicació de LEF1 en la supressió de la 

proliferació, la migració i la invasió en línies cel·lulars de RMS, tan in vitro com in 

vivo, induint la miodiferenciació de les cèl·lules tumorals.  

Recentment, s’ha descrit la implicació de la via Wnt no canònica PCP, concretament 

de VANGL2, en el creixement i la recidiva de les cèl·lules propagadores de tumors 

en RMS (368). En aquest estudi, Hayes et al. varen comprovar l’elevada expressió 
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de VANGL2 en la majoria de RMS i que el seu bloqueig produïa efectes inhibidors 

de proliferació i induïa diferenciació in vitro i in vivo.  

 

2.7. Activadors de la via Wnt 

La desregulació de la via Wnt és freqüentment la causa de certes malalties. Amb la 

finalitat d’estudiar els efectes causats per aquesta desregulació sovint es 

necessiten mecanismes capaços d’activar o inhibir la via. L’activació de la via Wnt 

pot aconseguir-se mitjançant la incubació de les línies cel·lulars amb proteïnes 

Wnt purificades (comercialment disponibles) o amb medi condicionat provinent 

de línies cel·lulars productores de lligands Wnt (disponibles a l’ATCC: Wnt3a (CRL-

2647) i Wnt5a (CRL-2814)). Recentment, s’han generat anàlegs de les proteïnes 

Wnt, heterodimeritzadors de Fz-LRP5/6 solubles en aigua, els quals són capaços 

d’activar la senyalització de β-catenina (369). L’ús dels agonistes de la via Wnt 

(Rspo i Norrin), també constitueix una aproximació 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 l’activitat de GSK-3β promovent així la translocació 

de β-catenina a nucli (361,370). S’han descrit altres inhibidors farmacològics que 

inhibeixen GSK-3β, tals com BIO, CHIR99021 o sotrastaurin, activant així la via Wnt 

canònica (366,371–373).  

Existeixen també inhibidors comercials de les proteïnes sFRP o DKK utilitzats per 

activar la via Wnt. Un exemple són els inhibidors de sFRP1, CAS 915754-88-0 

(Calbiochem) o WAY-316606 (ApexBio) (374). Bodine et al. varen descriure 

l’elevada afinitat d’unió del compost a sFRP1, estimulant així l’activació de la via 

canònica i promovent la formació òssia (374). Una altra manera d’inhibir aquestes 

proteïnes és mitjançant anticossos, per exemple s’han generat anticossos 

bloquejants de sFRP5 capaços d’activar la senyalització Wnt (375).  

En el cas de DKK, l’inhibidor NCI8642 és capaç de bloquejar la interacció 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 interacció Wnt3a-LRP5. La seva funció 

és inhibir la formació del complex DKK-1-LRP5-Kremen, impedint així la 

internalització dels receptors LRP5 i activant la via Wnt. Pelletier et al. varen 

descriure per primera vegada els efectes del compost en la inhibició de DKK-1 i la 

posterior activació de la via Wnt, amb efectes addicionals en la formació d’os 

(Figura I8) (377). Diversos estudis remarquen la capacitat d’aquest últim compost 

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

 

Figura I8. Estructura de l’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 diferenciació cel·lular dels 

osteoblasts en cèl·lules provinents de mieloma múltiple, representant així una 

possible teràpia per a aquesta malaltia (380). Per altra banda, s’ha relacionat 

l’activació de la via Wnt, mitjançant WAY-262611, amb una reducció de la transició 

mesènquima-epiteli (381). Altres estudis evidencien el requeriment l’expressió 

endògena de DKK-1 per a la formació del mesoderm i que la seva inhibició no 

permet la formació de la capa germinal (382). A més, certs estudis relacionen 

l’aplicació del compost amb l’activació del creixement de les cèl·lules estrellades 

hepàtiques (HSC, de l’anglès hepatic stellate cells) i la inhibició de la lipogènesi en 

aquest tipus cel·lular (383). Altres investigacions evidencien el paper de WAY-

262611 en artritis reumatoide, el qual inhibeix la migració dels sinoviòcits, unes 

cèl·lules similars a fibroblasts localitzades al líquid sinovial de les articulacions 

(384). Aquest estudi explica la capacitat de WAY-262611 per inhibir DKK-1, 

suprimint així la localització citoplasmàtica de β-catenina i inhibint les vies de 
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senyalització relacionades amb FAK (de l’anglès focal adhesion kinase). Per altra 

banda, un altre estudi va demostrar l’eficàcia del compost en la protecció de la 

infecció 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 anticòs monoclonal humà contra DKK-1 

capaç d’activar la via Wnt i constituir un possible tractament per l’osteoporosi 

(386). Un altre anticòs contra DKK-1 és BHQ880, el qual inhibeix el creixement i les 

metàstasis de l’osteosarcoma (344). Aquest anticòs neutralitzant de DKK-1 es 

troba en assaigs clínics per al tractament del mieloma múltiple (387). Així doncs, 

existeixen diversos estudis que evidencien el paper de DKK-1 en diversos tumors, 

assenyalant-lo com una diana terapèutica. 

 

2.7.1. Activadors de la via Wnt aplicats en assaigs clínics 

Els estudis dels antagonistes de la via Wnt que es troben en assaigs clínics són 

escassos (www.clinicaltrials.gov). No ha estat fins recentment que s’han iniciat 

diversos assaigs clínics implicant els inhibidors de la via més estudiats. 

Actualment, s’està avaluant el paper dels antagonistes sFRP i DKK com a 

biomarcadors de diagnòstic i pronòstic en càncer (388). 

La inhibició de DKK-1 mitjançant anticossos monoclonals per al tractament de 

certs tumors ha mostrat efectes prometedors in vitro i in vivo (389,390). L’anticòs 

monoclonal neutralitzant de DKK-1, anomenat DKN-01, està essent avaluat en 

assaigs clínics per al seu ús com a monoteràpia o en combinació amb altres agents 

quimioteràpics per al tractament del certs tumors (Taula I7) (391). L’anticòs 

BHQ880, el qual també inhibeix DKK-1, es troba en assaigs clínics per al 

tractament del càncer (387,390). Actualment, s’estan avaluant els efectes dels 

esmentats anticossos en pacients. Tot i que la tolerància d’ambdós anticossos és 

bona, encara s’estan estudiant els beneficis clínics del seu ús com a possible teràpia 

en càncer (391,392). Finalment, s’ha investigat l’aplicació de vacunes contra DKK-

1, les quals s’utilitzen cèl·lules dendrítiques per presentar DKK-1 a les cèl·lules 
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immune anti-canceroses perquè posteriorment siguin capaces d’atacar les cèl·lules 

de mieloma (393,394). 

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

Nom compost 
# assaigs 

totals 

# assaigs 

oberts 
Tumors estudiats 

DKN-01 6 3 

Carcinoma hepatocel·lular, mieloma 

múltiple, tumors sòlids, càncer de pulmó, 

càncer d’esòfag, càncer d’endometri, càncer 

d’úter, càncer d’ovari, càncer de vesícula 

biliar, carcinoma del sistema biliar 

(intrahepàtic i extrahepàtic) 

BHQ880 3 - Mieloma múltiple 

Vacuna DKK-1 1 1 Mieloma múltiple 

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

 

Altres assaigs clínics avaluen la inhibició d’antagonistes de la via en altres 

malalties. Un exemple és la inhibició de SOST mitjançant un anticòs anomenat 

Blosozumab per al tractament de l’osteoporosi (395). Dos altres anticossos 

monoclonals contra SOST són BPS804 i Romosozumab, els quals estan essent 

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

Tot i haver-se iniciat assaigs clínics en certs antagonistes de la via Wnt, la majoria 

d’ells no estudien les aplicacions en càncer. Recentment, s’han començat a estudiar 

les possibles aplicacions dels antagonistes com a biomarcadors, però és només la 

inhibició de DKK-1 la que està essent estudiada en múltiples tumors.  

 

http://www.clinicaltrials.gov/
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Tot i l’aplicació 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 metastàtics, 

representen una població més propensa a les recidives i amb menor supervivència. 

Els pacients amb RMS metastàtic segueixen tenint un mal pronòstic, presentant 

una supervivència als 5 anys de tan sols el 20%. Malgrat els pacients amb malaltia 

localitzada tinguin un millor pronòstic, presentant una supervivència 

d’aproximadament el 70%, el 30% dels pacients amb malaltia localitzada 

experimentaran recidives. Així doncs, el desenvolupament de noves teràpies 

específiques contra aquesta malaltia, juntament amb la teràpia convencional, 

podrien ser beneficioses per millorar les taxes de supervivència actuals.  

No obstant, els components cel·lulars que regulen processos cel·lulars com la 

proliferació o la metàstasi en RMS segueixen essent en gran mesura desconeguts. 

Per tal de desenvolupar noves teràpies pel tractament del RMS, cal identificar les 

molècules implicades en aquests processos. En RMS, l’activació de la via Wnt 

sovint s’ha relacionat amb el procés de diferenciació, atribuint-li així un paper 

supressor-tumoral. Tot i això, el mecanisme d’inactivació de la via Wnt en RMS 

continua essent desconegut. Per tant, hipotetitzem que la identificació de les 

molècules responsables de la inhibició d’aquesta via en RMS pot permetre el 

descobriment de noves dianes terapèutiques amb el potencial de millorar la 

supervivència dels pacients amb aquesta malaltia. 

 

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

en RMS i establir els efectes anti-oncogènics del seu bloqueig. 

Per tal de complir l’objectiu principal s’han establert objectius parcials: 

1. Determinar l’expressió dels inhibidors de la via Wnt en tumors i línies cel·lulars 

de RMS. 

2. Determinar l’efecte de la inhibició de DKK-1 en les cèl·lules de RMS. 
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2.1. Analitzar els efectes de la infra-regulació gènica de l’inhibidor DKK-1 

mitjançant shRNA sobre l’estat d’activació de la via Wnt, la proliferació, la 

diferenciació i la invasió de les cèl·lules de RMS in vitro. 

2.2. Estudiar l’efecte de l’activació de la via Wnt, mitjançant la inhibició 

farmacològica de DKK-1, sobre la proliferació, la diferenciació i la invasió de 

cèl·lules de RMS in vitro. 

3. Determinar l’efecte de la inhibició de DKK-1, tan genètica com farmacològica, 

sobre el creixement tumoral i la implantació de metàstasis in vivo. 
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1. Mostres tumorals  

Les mostres tumorals es varen obtenir de la col·lecció privada del nostre grup 

d’investigació (Instituto de Salud Carlos III, número de col·lecció C.0002311). Les 

mostres de tumors primaris es varen utilitzar per l’extracció i anàlisi d’ARN i 

proteïna, tal com es detalla als apartats 5.1 i 6.1. Prèviament, es va obtenir el 

consentiment informat d’acord amb la declaració de Hèlsinki de tots els pacients o 

dels seus tutors legals. L’estudi va ser aprovat pel Comitè Ètic d’Investigació Clínica 

de l’Hospital Universitari Vall d’Hebron.  

 

2. Cultius cel·lulars  

2.1. Línies cel·lulars 

Totes les línies cel·lulars de RMS es varen cultivar en Minimum Essential Medium 

with Earle’s Balanced Salts (MEM; Biowest), suplementat amb 10% de sèrum fetal 

boví (FBS, de l’anglès Fetal bovine serum; Sigma-Aldrich), 2mM de L-glutamina, 

1mM de piruvat sòdic, 1% d’aminoàcids no essencials, 100U/mL de penicil·lina i 

0.1mg/mL d’estreptomicina (tots els reactius provinents de Biowest). Totes les  

línies cel·lulars es varen adquirir a la American Type Culture Collection (ATCC), 

excepte les línies cel·lulars RD i RH18 que varen ser cedides pel Dr. Beat Schäfer i 

la línia CW9019 que es va generar al laboratori de la Dra. Jaclyn Biegel. A la Taula 

M1 es detallen les característiques de línies cel·lulars de RMS utilitzades (veure 

l’autentificació de les línies cel·lulars a l’Annex 1). 

Taula M1. Característiques del panell de línies cel·lulars de RMS. Taula basada en (398). 

Nom Histologia Translocació Origen 

RH30 Alveolar PAX3-FOXO1 Medul·la òssia (metàstasi) 

RH4 Alveolar PAX3-FOXO1 Pulmó (metàstasi) 

CW9019 Alveolar PAX7-FOXO1 Desconegut 

RH18 Alveolar - Perineu 

HTB82 Embrionari - Braç 

RD Embrionari - Pelvis 

RUCH2 Embrionari - Vagina 
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Les línies cel·lulars HEK 293T, adquirida a l’ATCC i utilitzada per la producció de 

partícules lentivirals, i la línia 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’aminoàcids no essencials, 

100U/mL de penicil·lina i 0.1mg d’estreptomicina (tots els reactius provinents de 

Biowest). 

Totes les línies cel·lulars es varen mantenir en incubadors de camisa d’aigua a 

37˚C, en una atmosfera de 95% d’aire i 5% de CO2. 

 

2.2. Subcultiu cel·lular 

Les línies cel·lulars es varen subcultivar a una confluència del 80% per tal d’evitar 

la inhibició de creixement per contacte. Per a la realització dels subcultius, es va 

descartar el medi, es va realitzar un rentat amb PBS (de l’anglès, phosphate 

buffered saline; Sigma-Aldrich), seguidament es va afegir tripsina-EDTA (àcid 

etilendiamintetraacètic) al 0.05% en DPBS (de l’anglès, 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 cèl·lules es desenganxessin. 

Per inhibir l’efecte de la tripsina, es va afegir medi fresc al 10% d’FBS. Es va recollir 

la suspensió cel·lular i es va centrifugar durant 5min a 1500rpm. El pellet cel·lular 

obtingut es va resuspendre en medi complet segons la dilució 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 

número exacte de cèl·lules. Els cultius cel·lulars es varen tripsinitzar i les cèl·lules 

es varen comptar en una càmera de Neubauer. Es varen afegir aproximadament 

15μL de la suspensió cel·lular en cada càmera de comptatge i es varen comptar el 
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número de cèl·lules presents en els 8 requadres. Per calcular el número total de 

cèl·lules es va seguir la següent fórmula:  

 

 

2.4. Criopreservació i descongelació 

La criopreservació 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 bioquímiques donades en les cèl·lules, incloent les 

reaccions que duen a la mort cel·lular. Per preservar la viabilitat de les cèl·lules 

criopreservades cal utilitzar substàncies crioprotectores com el dimetil sulfòxid 

(DMSO) i un procediment esglaonat de congelació. El DMSO és un dissolvent polar 

capaç d’entrar a les cèl·lules ràpidament degut al seu baix pes molecular, prevenint 

així la formació de grans cristalls de gel a l’interior de les cèl·lules. Aquest, però, és 

tòxic a temperatura ambient, requerint rapidesa en el procés de congelació i 

descongelació.  

Per a la congelació, les cèl·lules es varen tripsinitzar i el pellet obtingut es va 

resuspendre en medi de congelació format per medi complet al 10% de DMSO 

(Sigma-Aldrich). La suspensió 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 òptima per la conservació de les cèl·lules. 24h després, els criovials es 

varen introduir en un tanc de nitrogen líquid (-196˚C). 

Per a la descongelació, els criovials provinents del tanc de nitrogen líquid es varen 

introduir al bany a 37˚C; per tal d’evitar la toxicitat del DMSO, la suspensió cel·lular 

es va diluir en medi complet abans de la descongelació total. Les cèl·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 farmacològic amb un inhibidor de DKK-1 

Per la inhibició farmacològica 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 interacció entre Wnt3a i LRP5.  

L’inhibidor va ser subministrat en forma de sal d’hidroclorur, es va reconstituir a 

una concentració de 50mM amb DMSO i es va mantenir a -20˚C fins al moment de 

la seva utilització. Per a la selecció de la concentració mínima efectiva es varen 

utilitzar les següents concentracions: 0.008μM, 0.04μM, 0.2μM, 1μM i 5μM. Per als 

següents experiments, es va seleccionar una concentració de 0.2μM i 48h de 

tractament previ; les cèl·lules control es varen tractar amb el volum equivalent del 

vehicle DMSO. 

 

4. Plasmidis, transfecció, producció lentiviral i infecció 

Per a reduir l’expressió de DKK-1 es va utilitzar la tecnologia shRNA (de l’anglès 

short hairpin RNA). Els shRNA utilitzen el mecanisme dels ARN d’interferència 

(ARNi), els quals són capaços de degradar específicament un determinat ARN 

missatger (ARNm) per complementarietat de seqüència. Concretament, els shRNA 

es transfecten en vectors plasmídics que s’integren a les cèl·lules diana mitjançant 

vectors vírics. Breument, el pre-shRNA, una molècula de cadena senzilla en forma 

de forquilla (hairpin), es forma al nucli sota el control dels promotors de l’ARN 

polimerasa III, i són processats per l’ARNasa DROSHA i la proteïna DGCR8. 

Seguidament, s’exporta al citoplasma mitjançant la proteïna EXPORTIN-5, on la 

ribonucleasa DICER processa els shRNA formant ARN petits d’interferència 

(siRNA; de l’anglès small interfering RNA). Posteriorment, el siRNA s’uneix al 

complex RISC (RNA-induced silencing complex), el qual localitza la molècula 

d’ARNm complementària a la cadena guia. En el cas de complementarietat perfecte 

es degrada l’ARNm, i en cas de complementarietat parcial impedeix la traducció de 

l’ARNm. Tan amb complementarietat perfecte o parcial, els shRNA provoquen la 
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infra-expressió del gen diana degradant el seu ARNm o bé impedint la seva 

traducció (399) (Figura M1). 

 

Figura M1. Esquema del mecanisme d’infra-regulació gènica mitjançant shRNA. Els lentivirus 
s’encarreguen d’integrar els shRNA al genoma de la cèl·lula diana, els quals són processats per 
DROSHA, generant els pre-shRNA. Els pre-shRNA s’exporten al citoplasma mitjançant la proteïna 
EXPORTIN-5; allà són processats per la nucleasa DICER generant així els siRNA actius. Una cadena 
dels siRNA serà utilitzada com a cadena guia pel complex RISC, el qual s’unirà a l’ARNm diana 
permetent la degradació de l’ARNm (complementarietat perfecte) o bé inhibint la seva traducció 
(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-regulació del gen DKK-1 es va realitzar mitjançant la transducció vírica 

d’shRNA clonats al vector lentiviral pGIPZ (Dharmacon). Es varen transfectar els 

vectors lentivirals a la línia cel·lular HEK 293T per a la generació dels lentivirus. La 

línia HEK 293T prové de ronyó embrionari humà i és una línia que es transfecta 

molt fàcilment. Per a la producció dels lentivirus es varen co-transfectar els vectors 

lentivirals següents: 

1. El vector lentiviral pGIPZ codificant per l’shRNA d’interès (Figura M2). 
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2. El vector psPAX2, el qual conté les seqüències necessàries per a 

l’empaquetament de partícules víriques: gag (proteïnes estructurals de la 

càpsida), pol (retrotranscriptasa, intregrasa i proteasa), rev (senyal 

d’exportació del nucli al citoplasma) i tat (incrementa el nivell de 

transcripció de l’ARN bicatenari). 

3. El vector pMD2G, el qual forma l’embolcall del virus i conté la seqüència de 

la proteïna VSV-G (de l’anglès vesicular stomatitis virus envelope G) que 

permet la transducció a qualsevol tipus cel·lular.  

 

Figura M2. Representació esquemàtica dels elements principals del plasmidi pGIPZ. hCMV 
(promotor humà citomegalovirus; permet la forta expressió del transgèn), tGFP (turbo GFP (green 
fluorescent protein); per la visualització de la transducció), PUROR (resistència a puromicina; per a 
la selecció de les cèl·lules que expressen el vector), IRES (Internal ribosomal entry site; permet 
l’expressió dels gens turboGFP i resistència a la puromicina en un sol transcrit), shRNA (short 
hairpin RNA; infra-regulació gènica del gen d’interès), 5’LTR (5’ long terminal repeat; promotor del 
genoma retroviral), 3’ SIN LTR (3’ self-inactivating long terminal repeat; augmenta la seguretat del 
lentivirus), Ψ (seqüència d’empaquetament psi; permet l’empaquetament del genoma viral), RRE 
(Rev response elements; incrementa el títol mitjançant l’eficiència d’empaquetament del genoma 
viral) i WPRE (posttranscriptional regulatory element; incrementa l’expressió del transgèn en les 
cèl·lules diana). Imatge modificada de Dharmacon 
(http://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/shrna/gipz-lentiviral-shrna/). 

 

4.2. Transfecció i producció lentiviral 

Per cada shRNA es varen sembrar 4 milions de cèl·lules HEK 293T en plaques de 

100mm de diàmetre amb un pre-revestiment de gelatina. A les 24h, i a una 

confluència del 70%, es varen co-transfectar els vectors amb Lipofectamina 2000 

(Thermo Fisher Scientific), seguint les instruccions del fabricant. Es varen co-

transfectar 12µg del vector shRNA-pGIPZ, 8µg del vector psPAX2 i 4µg del vector 

pMD2G. Per a una millor transfecció, es va utilitzar el medi de cultiu Opti-MEM 

http://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/shrna/gipz-lentiviral-shrna/)
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(Gibco) i 4h després de la transfecció, es va canviar el medi de cultiu pel medi de 

les cèl·lules diana, en aquest cas MEM sense antibiòtic. Entre les 36-48h posteriors, 

es va recollir el medi de les cèl·lules transfectades i es va centrifugar durant 5min a 

1000rpm, eliminant així les restes cel·lulars. Posteriorment, es va filtrar el 

sobrenedant que contenia les partícules virals amb un filtre de 45µm (VWR) i es va 

utilitzar directament per infectar les línies cel·lulars de RMS o es va conservar a 

una temperatura de -80˚C. 

 

4.3. Infecció 

Per a la infecció es varen sembrar cèl·lules de RMS en plaques de 60mm. Al dia 

següent, i a una confluència del 40%, es va canviar el medi per una dilució 1/2 del 

sobrenedant amb partícules víriques en medi MEM sense antibiòtic. A les 24h de la 

infecció, es va canviar el medi per medi MEM sense antibiòtic i a les 72h post 

infecció es varen seleccionar amb puromicina les cèl·lules infectades (1µg/mL; 

Sigma-Aldrich). La infecció de les cèl·lules es va confirmar mitjançant la 

visualització de la GFP (de l’anglès green fluorescent protein) amb el microscopi 

invertit d’epifluorescència (Nikon Eclipse TE2000-S), utilitzant la longitud d’ona de 

la llum blava per a la seva excitació (475nm) i provocant la seva emissió a llum 

verda (508nm). Es va avaluar l’eficiència de la infra-regulació dels shRNA 

mitjançant Western blot (apartat 6.6). Els vectors seleccionats varen ser: 

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

 

5. Anàlisi de l’expressió gènica 

5.1. Extracció d’ARN 

Es va extreure l’ARN total de les línies 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 mitjançant l’espectofotòmetre NanoDrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific). 
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5.2. Retrotranscripció 

La retrotranscripció (RT) consisteix en sintetitzar ADN complementari (cDNA, de 

l’anglès complementary DNA) a partir d’un motlle d’ARN. Les retrotranscriptases 

utilitzen el motlle d’ARNm i, mitjançant encebadors complementaris a l’extrem 3’ 

de l’ARNm, generen la primera cadena de cDNA.  

Es varen incubar 2μg d’ARN amb 1μg d’encebadors aleatoris (random primers, 

Invitrogen) durant 5min a 70˚C al termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). Les mostres es varen posar ràpidament en gel per evitar la formació 

d’estructures secundàries. Posteriorment, es varen afegir 5μL del M-MLV (de 

l’anglès Moloney Murine Leukemia Virus) 5x reaction buffer (Promega), 1.25μL de 

desoxirribonucleòtids 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’elongació del cDNA i es va congelar el cDNA obtingut a                   

-20˚C fins a ser utilitzat. 

 

5.3. PCR convencional 

La PCR (reacció en cadena de la polimerasa, de l’anglès polymerase chain reaction) 

és una tècnica que permet l’amplificació in vitro d’un fragment específic d’ADN. La 

PCR es basa en tres etapes: la desnaturalització de l’ADN, la hibridació dels 

encebadors i l’elongació.  

Les condicions per la PCR convencional varen ser: una temperatura de 

desnaturalització de 94˚C durant 10min, 38 cicles a 94˚C durant 30seg per a la 

desnaturalització, 61˚C durant 30seg per a l’anellament dels encebadors i 72˚C 

durant 30seg per a l’elongació, 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 (0.2μM cadascun) juntament amb 1μL 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 visualització dels productes de PCR, es varen córrer les electroforesis en 

gels al 2% d’agarosa (iNtRON Biotechnology) i 0.05% de bromur d’etidi (Panreac 

Applichem) diluïts en tampó TAE 1x (Tris-acetat-EDTA; 40mM Tris (pH 7.6), 

20mM àcid acètic, 1mM EDTA). El bromur d’etidi és un agent intercalant que 

s’utilitza com a marcador d’àcids nucleics ja que al exposar-se a llum ultraviolada 

emet la seva fluorescència com llum visible de color vermell - ataronjat. Es varen 

utilitzar 10μL dels marcadors 100bp i 1kb (GeneON) per a determinar el pes en pb 

(parell de bases) del producte obtingut de les PCR. Es va córrer el gel durant 30min 

a 120V en tampó 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 

sFRP1 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. Seqüenciació 

La seqüenciació és una tècnica utilitzada per a conèixer l’ordre exacte de les bases 

que formen una molècula d’ADN. Per a la seqüenciació del gen DKK-1 en tumors, i 

determinar així les isoformes de l’splicing, es va córrer 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 l’agarosa. Per a l’elució de l’agarosa es va utilitzar el QIAquick Gel 

Extraction kit (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. Posteriorment, es va 
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purificar l’ADN seguint el protocol del kit Nucleic acid and protein purification 

(Macherey-Nagel). Finalment, es va seqüenciar el gen DKK-1 utilitzant l’encebador 

forward de DKK-1 (5’-ATCATAGCACCTTGGATGGG-3’). Les mostres varen ser 

seqüenciades a l’empresa Macrogen mitjançant el mètode Sanger (Abi 3730XL, 

Thermo Fisher Scientific).  

El mètode Sanger es basa en sintetitzar una cadena d’ADN complementària a una 

cadena simple utilitzada com a motlle en presència d’ADN polimerasa, els quatre          

2’ desoxinucleòtids que formen la seqüència de l’ADN (dATP, dGTP, dCTP i dTTP) i 

quatre didesoxinucleòtids (ddATP, ddGTP, ddCTP i ddTTP). Els didesòxinucleòtids 

no tenen el grup 3’-OH i, per tant, no permeten l’addició del nucleòtid consecutiu. 

Quan s’uneix un d’ells, la polimerasa interromp la síntesi de la nova cadena , 

obtenint fragments seqüenciats de diferent mida (401). Actualment s’utilitzen 

ddNTPs marcats amb quatre fluoròfors diferents i es coneix com a mètode Sanger 

automatitzat.  

 

5.5. Reacció en cadena de la polimerasa quantitativa 

La qPCR (reacció en cadena de la polimerasa quantitativa, de l’anglès quantitative 

polymerase chain reaction) es va utilitzar per l’anàlisi d’expressió d’ARNm, 

utilitzant la tecnologia de sondes TaqMan (Thermo Fisher Scientific). Aquesta 

tecnologia permet mesurar la quantitat d’ADN mitjançant l’emissió de 

fluorescència, essent aquesta proporcional a la quantitat d’ADN amplificat. El cicle 

en el qual es comença a detectar la fluorescència s’anomena Ct (de l’anglès, 

threshold cycle) i és inversament proporcional a la concentració inicial d’ADN de la 

mostra.  

La qPCR es va realitzar en plaques de 384 pous (Applied Biosystems) en un volum 

final de 10μL per pou, realitzant triplicats per cada mostra i sonda. Aquest volum 

inclou 0.5μL de cDNA, 5μL de Master Mix (la qual conté l’ADN polimerasa, els 

dNTPs, MgCl2 i el tampó de reacció), 0.5μL de la sonda TaqMan i 4μL d’H2O DEPC 

(de l’anglès diethyl pyrocarbonate); tots els reactius de Thermo Fisher Scientific. Es 

varen realitzar 40 cicles d’amplificació en el termociclador amb detecció de 
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fluorescència ABI PRISM 7900HT (Life Technologies). El programa d’amplificació 

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 TaqMan 

utilitzades, utilitzant el gen TBP com a control intern. L’anàlisi 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 

mitjançant el mètode comparatiu 2(-ΔΔCt) (402). 

Taula M3. Sondes TaqMan 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’expressió de gens d’interès en tumors i línies cel·lulars. Per a l’anàlisi d’expressió 

en línies cel·lulars de RMS es va consultar la plataforma d’anàlisi 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’expressió dels gens d’interès i diversos 

paràmetres clínics es va consultar la plataforma R2: Genomics Analysis and 

Visualization Platform (https://hgserver1.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’expressió de 147 tumors de RMS i la “Tumor Alveolar 

Rhabdomyosarcoma-Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” on consten dades d’expressió 

de 186 tumors de RMS. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE8840
https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi
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6. Extracció i detecció de proteïnes 

6.1. Extracció de proteïnes 

L’extracció de proteïnes provinents de tumors de RMS es va realitzar amb un Pellet 

Pestle Motor (Sigma-Aldrich) en tampó de lisis Pierce RIPA (Thermo Fisher 

Scientific) suplementat amb inhibidors de proteases Complete Tablets Mini 

EASYpack (Roche). Per a l’extracció de proteïnes provinents de cultius cel·lulars, es 

va realitzar un rentat amb PBS de les cèl·lules prèviament cultivades, i 

posteriorment es va utilitzar una rasqueta (scrapper) per tal de desenganxar les 

cèl·lules amb el mateix tampó de lisis. Tot el procés d’extracció es va realitzar en 

gel per tal d’evitar la degradació de les proteïnes. Els homogenats obtinguts es 

varen incubar durant 3min a una temperatura de 95˚C per tal d’inactivar les 

proteases i desnaturalitzar l’ADN i les proteïnes. Posteriorment, es va 

homogeneïtzar 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 l’extracte proteic d’interès es varen congelar a -20˚C.  

 

6.2. Fraccionament cel·lular 

Per la separació de les fraccions citosòliques i nuclears, les cèl·lules es varen 

cultivar en plaques de 100mm. Després de realitzar un rentat amb PBS, les 

cèl·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 (tampó Tris salí) i es varen centrifugar durant 15seg a màxima velocitat. 

Després de descartar el sobrenedant, el pellet es va resuspendre en 400μL de 

tampó A (Taula M4) i es va mantenir en gel durant 15min. El tampó A és un tampó 

hipotònic d’homogeneïtzació utilitzat per a trencar la membrana cel·lular però 

mantenint la membrana nuclear intacta. Posteriorment, es varen afegir 25μL de 

IGEPAL (octylphenoxypolyethoxyethanol; Sigma-Aldrich) al 10% i es va agitar 

durant 10seg amb el vòrtex. Es varen centrifugar les mostres durant 60seg a 

màxima velocitat, el sobrenedant que contenia la fracció citoplasmàtica es va 

congelar a -20˚C. Es varen afegir 60μL de tampó de lisi Pierce RIPA al pellet que 
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contenia la fracció nuclear i es va centrifugar durant 10min a 15000rpm. El 

sobrenedant contenint la fracció nuclear es va congelar a -20˚C. Es va comprovar 

l’eficàcia de la tècnica mitjançant Western blot (apartat 6.6) (Figura M3). 

Taula M4. Tampó hipotònic d’homogeneïtzació. 

Tampó A 

10mM Hepes pH 7.9 

10mM KCl 

0.1mM EDTA 

0.1mM EGTA 

Còctel inhibidor de proteases (Roche) 

 

 

Figura M3. Western blot de la fracció nuclear (FN) i la fracció citoplasmàtica (FC). L’absència 
de la proteïna nuclear lamina en la fracció citosòlica i presència en la fase nuclear indica un correcte 
fraccionament. 

 

6.3. Quantificació de proteïnes 

La quantificació de proteïna es va realitzar mitjançant el kit DC Protein Assay (Bio-

Rad) basat en el mètode Lowry. El mètode Lowry és un mètode colorimètric per a 

la valoració quantitativa de proteïnes, en la qual la intensitat de color és 

proporcional a la concentració de proteïnes. La quantificació de proteïnes es va 

realitzar mitjançant la comparació amb una recta patró de 0-2mg/mL de BSA 

(albúmina de sèrum boví; de l’anglès Bovine Serum Albumin) dissolt en aigua per 

obtenir la relació entre l’absorbància i la concentració de proteïna. Es varen 

incubar les mostres proteiques a 95˚C durant 5min i es va realitzar una dilució 1/5 

en H2O. Posteriorment, es varen afegir 5μL/pou (3 pous per mostra) en plaques de 

96 pous (Thermo Fisher Scientific). A continuació, es varen afegir 25μL per pou de 

la barreja dels reactius S (solució surfactant) i A (solució alcalina tartrat de coure) 
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en una proporció 1/50. Es varen afegir 200μL per pou del reactiu B (reactiu Folin) 

i es va deixar incubar durant 15min a temperatura ambient. Finalment, es va llegir 

l’absorbància a 750nm mitjançant l’espectofotòmetre BioTek Epoch (BioTek) i es 

va determinar la concentració de proteïna continguda a les mostres extrapolant els 

resultats obtinguts en la recta patró.  

 

6.4. Preparació de mostres 

Es varen preparar les mostres amb la mateixa quantitat de proteïna segons els 

volums calculats en la determinació de la concentració proteica, afegint les 

quantitats proporcionals d’H2O i de tampó de càrrega 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 cisteïna. Les proteïnes s’han 

d’unir a l’SDS (dodecilsulfat sòdic, de l’anglès Sodium dodecyl sulfate), un detergent 

aniònic que serveix per a formar complexes desnaturalitzats carregats 

negativament. La quantitat d’SDS unit a les proteïnes és proporcional a la seva 

mida, ja que s’uneix en una proporció aproximada d’una molècula d’SDS per dos 

residus d’aminoàcids. Si la proteïna té dues o més subunitats diferents, es 

separaran degut al tractament amb SDS i apareixerà una banda individual per cada 

una. La relació final càrrega/massa queda constant per les diferents proteïnes i 

aquestes es separen en base a les seves diferències de pes molecular, a menys mida 

més mobilitat de la proteïna i a la inversa.  

 

6.5. SDS-PAGE 

L’electroforesi és la tècnica mitjançant la qual es separen les biomolècules en un 

gel quan es sotmeten a un camp elèctric. L’electroforesi de proteïnes en gels amb 

una matriu de poliacrilamida en presència d’SDS (SDS-PAGE) és una de les 

tècniques més utilitzada per caracteritzar barreges complexes de proteïnes.  
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Els gels de poliacrilamida estan formats per la polimerització de l’acrilamida i el 

monòmer entrecreuador bisacrilamida, en una reacció iniciada pel TEMED 

(N,N,N,N’-tetrametil-diamina) i el persulfat amònic. El radical persulfat activa el 

TEMED, el qual a la vegada activa el monòmer 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 proteïnes 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 proteïnes de major mida, i a la inversa.  

Per a augmentar la resolució de la tècnica, 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 

àcid (format per Tris-HCl 1M pH 6.8) per tal de concentrar totes les proteïnes en 

una banda i que comencin a migrar pel gel resolving o resolutiu (format per Tris-

HCl 1.5M pH 8.8) a la vegada. 

Es va carregar la mateixa concentració de proteïna en cada pou del gel i en un 

carril 10μL 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 tampó 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 tècnica utilitzada per identificar proteïnes específiques 

presents en una barreja complexa de proteïnes provinents de teixits o d’extractes 

cel·lulars. Les proteïnes desitjades es detecten mitjançant l’ús d’anticossos 

primaris específics que reconeixen la proteïna d’interès. 

Després de la separació de les proteïnes contingudes a l’extracte mitjançant SDS-

PAGE, es varen transferir a membranes absorbents de PVDF (fluorur de 
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polivinilidè, de l’anglès polyvinylidene fluoride) amb porus de 0.45µm (GE 

Healthcare Life Sciences), prèviament activades amb metanol (100%). La 

transferència 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 

tampó de transferència (10% tampó Tris/glicina (25mM Tris i 129mM glicina), 

20% metanol i 70% H2O), i es varen transferir a 400mA durant 2h a 4˚C.  

Posteriorment, les membranes es varen bloquejar en TBS-T (tampó Tris salí amb 

Tween-20, de l’anglès Tris-Buffered Saline and Tween-20; 200mM Tris-HCl, 150mM 

NaCl i 0.1% de Tween-20 (Sigma-Aldrich)) al 5% de BSA en agitació, durant 1h a 

temperatura ambient. El bloqueig és necessari per impedir la unió inespecífica dels 

anticossos utilitzats posteriorment. A continuació, les membranes es varen incubar 

durant tota la nit a 4˚C amb la dilució d’anticòs primari desitjada en tampó de 

bloqueig (Taula M5). Es varen realitzar 3 rentats de 10min amb TBS-T en agitació 

per a eliminar l’excés d’anticòs primari i, posteriorment, es varen incubar les 

membranes durant 1h a temperatura ambient amb la dilució en tampó de bloqueig 

del seu anticòs secundari corresponent (Taula M6). Es varen realitzar 3 rentats de 

10min amb TBS-T en agitació per eliminar l’excés d’anticòs secundari i es varen 

incubar les membranes amb Amersham ECL Prime Western Blotting Detection (GE 

Healthcare Life Sciences) durant 5min pel revelat. Aquest reactiu està compost per 

una solució de peròxid i una de luminol. El luminol, al reaccionar amb l’enzim HRP 

(peroxidasa de rave, de l’anglès horseradish peroxidase) unit a l’anticòs secundari, 

s’oxida en presència de peròxid en una reacció que genera llum. La llum emesa 

durant la reacció es va detectar amb SuperRx Fuji Medical X-Ray Films (Fujifilm) i la 

màquina reveladora Curix 60 (AGFA).  

La quantificació del Western blot es va realitzar amb el software Image J, 

normalitzant els valors d’expressió proteica amb el control de càrrega utilitzat en 

cadascun dels experiments (actina o lamina).  
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Taula M5. Especificacions dels anticossos primaris. 

Anticòs 

primari 

Pes 

molecular 
Espècie Dilució Referència Casa comercial 

DKK-1 28 kDa Conill 1:250 4687S Cell Signaling 

β-catenina 92 kDa Ratolí 1:1000 610154 BD Biosciences 

Ciclina D1 36 kDa Ratolí 1:200 sc-8396 
Santa Cruz 

Biotechnology 

c-Myc 50 kDa Ratolí 1:10 - Dr. Diego Arango* 

Axin2 94 kDa Conill 1:1000 ab109307 Abcam 

Miogenina 36 kDa Ratolí 1:250 556358 BD Pharmingen 

MyoD1 45 kDa Ratolí 1:1000 Ab16148 Abcam 

FAK 125 kDa Conill 1:1000 3285S Cell Signaling 

Lamina 75 kDa Conill 1:1000 sc-20681 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Actina 43 kDa Cabra 1:10000 sc-1616 
Santa Cruz 

Biotechnology 

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

 

Taula M6. Especificacions dels anticossos secundaris. 

Anticòs secundari Dilució Referència Casa comercial 

Anti-Ig cabra 1:2000 P0449 Dako 

Anti-Ig ratolí 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’activació de la via Wnt 

després de la inhibició de DKK-1. Aquest assaig es basa en la producció de 

bioluminescència a partir de la reacció de luciferina i ATP (Figura M4-A). Consta de 

dues reaccions, la primera genera adenilat de luciferina i PPi a partir de la 

luciferina i ATP. En la segona reacció, l’adenilat reacciona amb l’oxigen formant 

oxiluciferina, AMP i llum, amb una eficiència d’un fotó per luciferina oxidada (403). 

L’assaig es normalitza amb la producció de llum de la Renilla luciferasa, aquesta 
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només necessita luciferina de coelenterat (colenterazina) i O2 per a formar 

coelenteramida i llum (Figura M4-B). 

 

Figura M4. Reaccions de la luciferasa i la Renilla en la qual es basa l’assaig luciferasa. A: 
Reacció de la luciferasa: la luciferina reacciona en presència d’ATP i O2 per a donar oxiluciferina i 
llum, alliberant també AMP i CO2. B: Reacció de la Renilla: la coelenterazina reacciona en presència 
d’O2 per a donar coelenteramida i llum, alliberant CO2. 

 

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 l’activitat luciferasa deguda a l’activació de la via TCF4/β-catenina. El 

plasmidi M50 Super 8x TOPFlash presenta set llocs d’unió a TCF/LEF-1 naturals i 

l’M51 Super 8x FOPFlash té els llocs d’unió mutats; aquests es troben sota el 

control d’un promotor viral que indueix l’expressió de la luciferasa (Figura M5). 

Ambdós plasmidis varen ser cedits pel Dr. Diego Arango per a avaluar l’activitat 

TCF4/β-catenina. El vector TOPFlash s’utilitza per mesurar l’activitat luciferasa a 

les cèl·lules d’interès, 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 

l’activitat luciferasa. També es va utilitzar el plasmidi Renilla luciferasa (pRL-TK; 

Promega) utilitzat com a control de la transfecció per a normalitzar els resultats.  
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Figura M5. Representació esquemàtica del vector TOPFlash. La imatge mostra els elements 
característics del vector TOPFlash: el gen de resistència a ampicil·lina (AmpR), el lloc d’unió 
LEF/TCF, l’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 concentració de cèl·lules en plaques de 60mm de 

diàmetre amb medi MEM condicionat amb Wnt3a. A les 24h es va procedir a co-

transfectar 3.125µg 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 transfecció es va canviar el medi per 

MEM sense antibiòtic i a les 24h de la transfecció es va substituir el medi per medi 

MEM condicionat amb Wnt3a. Per a la lectura de la luciferasa es varen tripsinitzar 

les cèl·lules i es va utilitzar el kit Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega), 

seguint les instruccions del fabricant. Es varen realitzar dues lectures mitjançant el 

lector de luminescència Appliskan (Thermo Scientific), la primera de l’activitat 

luciferasa, i la segona de l’activitat de la Renilla per tal de normalitzar els valors de 

luminescència. Cada condició es va analitzar per triplicat i en tres assaigs 

independents. 

 

https://www.addgene.org/12456/
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8. Assajos de proliferació cel·lular 

Es va estudiar la capacitat proliferativa de les cèl·lules mitjançant el seu recompte. 

Les cèl·lules de les diferents condicions (shRNA o tractades amb WAY-262611) es 

varen sembrar a la mateixa concentració, considerant tres rèpliques per cada 

condició i dia. Es varen tripsinitzar les cèl·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 partícules Z Series Coulter Counter 

(Beckman Coulter). Cada condició es va analitzar per triplicat i en tres assaigs 

independents. 

Per a determinar de la IC50 de l’inhibidor de DKK-1, WAY-262611, es va sembrar la 

mateixa concentració de cèl·lules en plaques de 96 pous, tractades amb les 

diferents concentracions d’inhibidor (5 rèpliques per condició). Es va canviar el 

medi diàriament 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 cèl·lules presents als pous amb cristall violeta (Sigma-Aldrich) al 

0.5% en H2O durant 15min. El cristall violeta és un colorant que s’utilitza per 

tenyir cèl·lules al punt final de certs experiments. Finalment, es va rentar la placa 

amb PBS fins a treure l’excés de cristall violeta i es va deixar assecar durant tota la 

nit. Per a la lectura de l’absorbància es va afegir àcid acètic (Thermo Fisher 

Scientific) al 15% per a dissoldre el cristall violeta i es va mesurar l’absorbància a 

590nm mitjançant l’espectofotòmetre BioTek Epoch (BioTek). 

 

9. Immunocitoquímica 

La immunocitoquímica (ICQ) és una tècnica utilitzada per a la detecció d’epítops 

proteics en cèl·lules en cultiu. Per a la seva detecció, s’utilitza un anticòs secundari 

conjugat a un enzim que emet fluorescència. 

Per realitzar els assaigs d’immunofluorescència es varen sembrar les cèl·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 cèl·lules amb metanol (100%) fred durant 

2min. Posteriorment, es varen realitzar 4 rentats amb PBS per eliminar l’excés de 

metanol i es varen incubar les mostres amb glicina 0.1M diluïda en PBS durant 

10min per eliminar el soroll de fons de la posterior incubació amb l’anticòs 

secundari. Es va procedir a fer dos rentats amb PBS i permeabilitzar les 

membranes cel·lulars amb 0.1% de TritóX-100 (Amersham Biosciences) diluït 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 diluïts 

en PBS-FBS al 5% durant 2h a temperatura ambient. Es varen realitzar tres rentats 

amb PBS-FBS al 5%, es va afegir l’anticòs 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. 

Anticòs primari Anticòs 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 cèl·lules es varen visualitzar mitjançant microscòpia de fluorescència en un 

microscopi confocal espectral FV1000 (Olympus). Es varen realitzar 5 fotografies 

per cobreobjectes, amb duplicats per cada condició i es varen fer triplicats 

independents de cada assaig. Per a quantificar la fluorescència emesa al nucli de 

les cèl·lules es va utilitzar el software Fiji (ImageJ). Es va realitzar el marcatge 

nuclear (Hoechst 33342) per a delimitar l’àrea de quantificació de fluorescència i 

es va calcular la densitat de fluorescència integrada en l’àrea del nucli. Per a 

calcular la CTCF (de l’anglès, corrected total cell fluorescence) es va quantificar la 

densitat de fluorescència del soroll de fons de la imatge (mitjana de 5 valors) i es 

va seguir la següent fórmula: 

CTCF = densitat de fluorescència integrada a nucli – (àrea del nucli x soroll de fons) 
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10. Assaig d’invasió Transwell 

La capacitat d’invasió de les cèl·lules es va quantificar in vitro mitjançant l’assaig 

Transwell. Aquest assaig s’utilitza per a estudiar la capacitat d’invasió de les 

cèl·lules, les quals han de degradar la matriu extracel·lular per tal d’envair 

l’estroma i extravasar per establir metàstasis distals. En aquesta tècnica es promou 

la invasió de les cèl·lules mitjançant quimiotaxis en un sistema de dues cambres 

separades per una membrana porosa recoberta per Matrigel (per a mimetitzar la 

matriu extracel·lular). Les cèl·lules tumorals a avaluar es sembren a la cambra 

superior amb medi sense sèrum i a la cambra inferior s’afegeix medi ric en sèrum. 

Les cèl·lules amb capacitat invasiva creuaran el Matrigel i la membrana situant-se 

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

 

Figura M6. Imatge representativa de l’assaig d’invasió 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 sèrum i a la cambra 
superior s’afegeix la suspensió cel·lular desitjada amb medi sense sèrum per tal de generar un 
gradient de sèrum. Les cèl·lules amb capacitat invasiva són capaces de degradar el Matrigel i 
travessar la membrana pel seus porus, quedant-se a la part inferior d’aquesta. Posteriorment, es 
fixen les cèl·lules i es retiren les restes de cèl·lules i Matrigel de la part superior mitjançant l’ajuda 
d’un bastonet. Finalment, es tenyeixen els nuclis de les cèl·lules invasores amb Hoechst 33342 i es 
visualitzen en un microscopi d’epifluorescència.  

 

Es va realitzar l’experiment en plaques de 24 pous amb membranes de 

policarbonat de 8µm de porus (Corning). Les membranes es varen recobrir amb 

25µL de Matrigel Growth Factor Reduced (Corning) diluït prèviament a una dilució 

1/3 en medi sense sèrum; es varen incubar a 37˚C durant 20min per tal que es 

solidifiqués el Matrigel. Posteriorment, es varen sembrar 105 cèl·lules resuspeses 

en 100µL de medi sense sèrum a la cambra superior. A la cambra inferior es varen 
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afegir 600µL 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 cèl·lules amb PFA al 4% en PBS, posant 100µL a la cambra superior i 

600µL a la inferior. Es varen fer 3 rentats amb PBS, un d’ells amb l’ajuda d’un 

bastonet per tal d’eliminar les cèl·lules que no han envaït i de Matrigel de la 

cambra superior. Es varen tenyir les cèl·lules que havien envaït la membrana amb 

el colorant fluorescent Hoechst, el qual tenyeix els nuclis ja que s’intercala a l’ADN i 

permet així el comptatge de les cèl·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’epifluorescència (Nikon Eclipse TE2000-S). Es varen realitzar 

triplicats de cada condició i es varen fer tres rèpliques independents de cada 

assaig. 

 

11. Assaig de clonogenicitat 

Per a l’assaig de formació de clons, es varen sembrar 1000 cèl·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 condició i es varen fer tres rèpliques independents de 

cada assaig. 

 

12. Citometria de flux 

La citometria de flux és una tècnica utilitzada per determinar les característiques 

de les cèl·lules presents en una mostra com la viabilitat, la morfologia cel·lular, la 

presència de marcadors d’interès. El fonament de la tècnica es basa en fer passar 

les cèl·lules alineades a través d’un làser i mesurar la llum dispersada per 

cadascuna, per poder-la així correlacionar amb els paràmetres que s’estan 

analitzant. Quan les cèl·lules passen pel làser, es generen dues deteccions inicials: 

la dispersió frontal (FSC, de l’anglès forward scatter) i la dispersió lateral (SCC, de 
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l’anglès side scatter). La primera indica la morfologia o mida de les cèl·lules i la 

segona és proporcional a la complexitat cel·lular, és a dir, ens informa de 

l’estructura cel·lular interna.  

Els citòmetres de flux capaços de separar les cèl·lules que contenen una 

característica d’interès dins d’un grup heterogeni, s’anomenen FACS (de l’anglès 

fluorescence-activated cell sorting). L’anàlisi de dades i gràfics generats es realitza 

mitjançant software dissenyats específicament per la citometria de flux (404,405). 

 

12.1. Assaig de cicle cel·lular 

Es va analitzar l’estat del cicle cel·lular de les cèl·lules després de la infra-regulació 

de DKK-1 mitjançant citometria de flux. Per a realitzar l’assaig, es va recollir el 

medi i es varen tripsinitzar les cèl·lules. Després de realitzar un rentat amb PBS, es 

varen fixar 1 milió de cèl·lules en 1mL d’etanol al 70% a -20˚C durant 15min. 

Posteriorment, es varen centrifugar les cèl·lules durant 10min a 1500rpm i es 

varen realitzar dos rentats amb 1mL de PBS per a eliminar l’etanol. Es varen 

incubar les cèl·lules amb 1mg/mL de iodur de propidi (IP; Sigma-Aldrich) i 

100µg/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 però és 

impermeable a la membrana cel·lular, per tant, només entra en les cèl·lules mortes. 

Les cèl·lules es varen analitzar amb el citòmetre FacsCalibur (Becton Dickinson). 

L’anàlisi dels resultats es va realitzar amb el software FCS Express 4 Flow Cytometry 

(De Novo Software).  

 

12.2. Separació cel·lular 

Es va utilitzar la citometria de flux per a detectar i separar les cèl·lules GFP 

positives en la mostra d’interès posterior als models animals descrits als apartats 

13.3 i 13.4. Es varen marcar les cèl·lules a estudiar amb IP (dilució 1:100) en PBS i 

es varen filtrar mitjançant filtres de 30µm (Sysmex CellTrics) per tal de separar els 

agregats de teixits presents a la mostra. Finalment, mitjançant el 
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separador cel·lular digital d'alta velocitat FacsAria (Becton Dickinson) es varen 

detectar i separar les cèl·lules GFP positives de les mostres. Com a control es va 

utilitzar un teixit sense cèl·lules GFP positives.  

L’anàlisi 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 

població dels eritròcits presents a les mostres, i seleccionar només la població de 

cèl·lules vives. De la població de cèl·lules vives es varen seleccionar finalment les 

cèl·lules GFP positives presents a la mostra. 

 

13. Model animal 

Els ratolins femella SCID (de l’anglès severe combined immunodeficiency) i els 

ratolins femella Nude es varen adquirir a Charles River Laboratories i es varen 

estabular en condicions SPF (lliures de patògens específics, de l’anglès specific-

pathogen-free) amb aigua i menjar ad libitum. Tots els protocols varen ser aprovats 

prèviament pel Comitè d’Ètica d’Experimentació Animal del VHIR (CEEA 30/14). 

Els ratolins SCID (CB17/Icr-Prkdc(scid)/IcrIcoCrl), degut a la mutació en Prkdcscid, 

no tenen immunitat adaptativa, presenten doncs una deficiència severa en 

limfòcits T i B però sí que presenten cèl·lules NK (Natural Killer), macròfags i 

granulòcits. Els ratolins Nude (BALB/c Nude J (CByJ.Cg-Fox1nu/Crl)) no tenen 

timus i, per tant, són incapaços de produir limfòcits T, però sí que presenten 

limfòcits B i cèl·lules NK. 

 

13.1. Model ortotòpic: injecció de cèl·lules amb infra-expressió de DKK-1 

Es varen utilitzar cèl·lules de la línia RD transduïdes prèviament de manera estable 

amb el vector lentiviral codificant per l’shRNA contra DKK-1 més efectiu i el vector 

control (apartat 4). 7 dies post infecció, es varen injectar 1 milió cèl·lules en el 

múscul gastrocnemi de l’extremitat esquerre posterior del ratolí (n=5 

ratolins/condició). 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 mitjançant dislocació cervical, els tumors es varen pesar i mesurar. El 

volum tumoral es va expressar com la diferència entre el volum del tumor i el 

volum de l’extremitat contralateral. El volum dels tumors es va calcular segons la 

fórmula d’una esfera (on L és llargària i A és amplària del tumor): 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 =
4

3
· 𝜋 · (

𝐿 + 𝐴

4
)

3

 

 

13.2. Model ortotòpic: tractament amb WAY-262611 

Per a testar in vivo l’efecte de l’inhibidor farmacològic de DKK-1 (WAY-262611) 

sobre el creixement del tumor primari, es varen injectar 1 milió de cèl·lules de la 

línia cel·lular RD en el múscul gastrocnemi de ratolins SCID, prèviament tractades 

a una concentració de 0.2µM durant 48h de WAY-262611. Els ratolins es varen 

dividir en 3 grups (n=5 ratolins/condició) i es varen tractar diàriament amb 

l’inhibidor a dues dosis (2.5mg/kg i 10mg/kg) mitjançant una injecció subcutània; 

els ratolins del grup control es varen tractar amb el mateix volum de vehicle 

(DMSO). Es va reconstituir l’inhibidor al 15% de DMSO en Clorur de sodi Meinsol 

9mg/mL (Fresenius Kabi España). Es va controlar el pes dels ratolins diàriament i 

es va monitorar el creixement tumoral mitjançant un peu de rei digital. Després del 

sacrifici dels ratolins mitjançant dislocació cervical, els tumors es varen pesar i 

mesurar. El volum tumoral es va expressar com la diferència entre el volum del 

tumor i el volum de l’extremitat contralateral. El volum dels tumors es varen 

calcular segons la fórmula d’una esfera, detallada en apartat 13.1. 

 

13.3. Model d’implantació de metàstasis: injecció de cèl·lules amb infra-

expressió de DKK-1 

Es varen utilitzar cèl·lules de la línia RD transduïdes prèviament de manera estable 

amb el vector lentiviral codificant per l’shRNA contra DKK-1 més efectiu (apartat 

4). 7 dies post infecció, es varen injectar 3 milions de cèl·lules a la vena de la cua 
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dels ratolins Nude (n=3 ratolins/condició). Cèl·lules transduïdes amb el vector vuit 

pGIPZ varen ser injectades en els ratolins control. 

Després de 7 dies, es varen sacrificar els animals mitjançant dislocació cervical, es 

varen recollir els pulmons (teixit diana de les metàstasis) i es va procedir a la seva 

disgregació. Es varen trossejar els pulmons amb l’ajuda d’un bisturí, un cop 

trossejats es va afegir col·lagenasa (Sigma-Aldrich) al 2.5% diluïda en medi de 

cultiu MEM i es va incubar durant 1h a 37˚C en agitació intensa. Seguidament, es 

varen fer dos rentats amb PBS, i es va resuspendre el pellet amb PBS i IP (dilució 

1:100; Sigma-Aldrich). Mitjançant el separador cel·lular digital d'alta velocitat 

FacsAria es varen detectar les cèl·lules GFP positives de les mostres (apartat 12.2) 

(Figura M7). Com a control per al citòmetre es va utilitzar un pulmó d’un ratolí 

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

 

Figura M7. Esquema representatiu del model d’implantació de metàstasis. Es va injectar la 
línia cel·lular de RMS RD amb l’expressió constitutiva de la proteïna 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 cèl·lules metastàtiques) i, posteriorment, es va determinar el 
número de cèl·lules GFP positives mitjançant citometria de flux.  

 

13.4. Model d’implantació de metàstasis: tractament amb WAY-262611 

Es varen utilitzar cèl·lules de la línia RD transduïdes prèviament de manera estable 

amb el vector control, ja que era necessària l’expressió de GFP per a la posterior 

selecció de les cèl·lules GFP positives amb el citòmetre. Prèviament, les cèl·lules es 

varen tractar amb l’inhibidor de DKK-1 (WAY-262611) a una concentració de 

0.2µM durant 48h. Les cèl·lules control es varen tractar amb el vehicle (DMSO) 
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durant 48h. Es varen injectar 3 milions de cèl·lules a la vena de la cua dels ratolins 

Nude (n=3 ratolins/condició). Els ratolins d’aquest grup es varen tractar 

diàriament i de manera subcutània a una dosi de 10mg/kg de l’inhibidor fins al 

sacrifici. Es va reconstituir l’inhibidor al 15% de DMSO en Clorur de sodi Meinsol 

9mg/mL (Fresenius Kabi España). Els ratolins control es varen tractar amb el 

volum equivalent del vehicle (DMSO).  

El procediment de disgregació i anàlisi amb el separador cel·lular digital FacsAria 

varen ser els mateixos que els detallats als apartats 13.3 i 12.2. 

 

14. Anàlisi estadístic 

Les figures, taules i anàlisis estadístics es varen generar amb els softwares ImageJ, 

Fiji i GraphPad Prism. La significança estadística es va determinar mitjançant el 

software GraphPad Prism utilitzant els següents anàlisis estadístics: 

• Prova T de Student: permet determinar les diferències entre les mitges de 

dos grups de dades que segueixen una distribució normal. 

• Correlació de Pearson: mesura la relació lineal entre dues variables 

aleatòries quantitatives.  

Es varen considerar valors significatius els que presentaven un p-valor<0.05, i els 

graus de significança es representen com *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.   
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1. DKK-1 és l’inhibidor de la via Wnt més expressat en línies cel·lulars i 

tumors de RMS 

 1.1. Expressió dels inhibidors de la via Wnt en línies cel·lulars de RMS 

Es va analitzar l’expressió dels antagonistes de la via Wnt (DKK(1-4) i sFRP(1-5)) 

en bases de dades d’expressió gènica per tal de determinar si la inhibició de la via 

Wnt en RMS és deguda a la seva expressió. Les dades d’expressió d’aquests 

inhibidors en línies cel·lulars de RMS es varen extreure de la base de dades GEO2R 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), concretament de l’estudi anomenat 

GSE8840 (Effect of genomic imbalances on gene expression in rhabdomyosarcoma) 

(Figura R1). Es varen analitzar línies de RMS corresponents als dos subtipus 

histològics: en blau es representen les línies cel·lulars corresponents al subtipus 

alveolar (SMC, RMS, RH18, CW9019, RH41, RH4 i RH30) i en rosa es representen 

les línies cel·lulars corresponents al subtipus embrionari (RD, RMS-YM, RUCH3 i 

RUCH2). També es varen analitzar les línies cel·lulars TE617T (origen desconegut) 

i Hs729T (subtipus pleomòrfic), les quals es representen en color verd. L’anàlisi de 

les dades obtingudes de la base de dades mostra una molt baixa expressió dels 

inhibidors sFRP en totes les línies cel·lulars de RMS analitzades. En canvi, s’observa 

una elevada expressió dels gens DKK en el panell de línies de RMS analitzades, 

concretament de DKK-1 i DKK-3 en la majoria de línies cel·lulars, suggerint que els 

gens DKK podrien ser els responsables de la inhibició 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 línies de RMS 

mitjançant PCR convencional. Es varen analitzar dues línies cel·lulars de RMS 

alveolar (RH30 i CW9019) i dues línies cel·lulars de RMS embrionari (HTB82 i RD). 

Els resultats obtinguts mostren que l’inhibidor expressat de manera elevada i 

constant en totes les línies cel·lulars analitzades és DKK-1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE8840
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Figura R1. Expressió dels inhibidors de la via Wnt, DKK i sFRP, en línies cel·lulars de RMS. 
Representació dels valors d’expressió d’ARNm dels inhibidors de la via Wnt en un panell de línies 
de RMS extretes de la base de dades GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) (A-I). Les 
línies cel·lulars corresponent al subtipus alveolar es mostren en color blau, les línies cel·lulars 
corresponents al subtipus embrionari es mostren en color rosa i les línies cel·lulars corresponents a 
altres subtipus es mostren en color verd. A-D: Expressió dels inhibidors DKK (1-4); E-I: Expressió 
dels inhibidors sFRP (1-5). 

 

Figura R2. Les línies cel·lulars de RMS expressen els inhibidors de la via Wnt, DKK i sFRP. 
Anàlisi de l’expressió d’ARNm dels inhibidors DKK-1, DKK-2, DKK-3, DKK-4 (A) i sFRP1, sFRP2, 
sFRP3, sFRP4 i sFRP5 (C) en 4 línies cel·lulars de RMS, dues corresponents al subtipus alveolar 
(RH30 i CW9019) i dues corresponents al subtipus embrionari (HTB82 i RD) mitjançant PCR 
convencional. Es va utilitzar el gen TBP com a control de càrrega. B i D: Densitometries de les 
imatges obtingudes pels gens DKK (B) i sFRP (D). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
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1.1.1. Expressió de DKK-1 en línies cel·lulars de RMS 

Després de determinar que l’inhibidor DKK-1 és el més expressat en línies 

cel·lulars de RMS, es va realitzar un anàlisi de l’expressió de DKK-1 en un panell 

més ampli de línies cel·lulars de RMS (Figura R3) mitjançant PCR convencional 

(Figura R3-A) i RT-qPCR (Figura R3-B), analitzant en el darrer cas el múscul sa 

com a teixit de referència. També es varen analitzar els nivells de proteïna DKK-1 

presents en les línies cel·lulars de RMS mitjançant Western blot (Figura R3-C), 

utilitzant la línia cel·lular HEK com a control positiu. Els resultats obtinguts 

mitjançant PCR convencional mostren expressió de l’inhibidor DKK-1 en totes les 

línies cel·lulars de RMS analitzades, amb un augment d’expressió en les línies 

cel·lulars del subtipus embrionari. Els valors d’expressió obtinguts mitjançant RT-

qPCR confirmen els resultats obtinguts prèviament. Els resultats del Western blot 

mostren una elevada expressió de DKK-1 en les línies cel·lulars de RMS 

analitzades, obtenint una major expressió en la línia cel·lular CW9019 del subtipus 

alveolar i en la línia cel·lular RD del subtipus embrionari.  

 

1.2. Expressió dels inhibidors en tumors de RMS 

Amb la finalitat de determinar els nivells d’expressió dels inhibidors de la via Wnt 

en tumors de RMS, es va consultar la plataforma d’anàlisi de dades R2: Genomics 

Analysis and Visualization Platform (https://hgserver1.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’expressió 

gènica 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 l’expressió dels gens DKK (Figura R4-A) i sFRP (Figura R4-B). 

Les bases de dades analitzades no contenen informació de l’expressió d’sFRP2. Els 

resultats obtinguts mostren una elevada expressió dels inhibidors de la via Wnt, 

mostrant una major expressió de DKK-1, DKK-3 i sFRP1. 

https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi
https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi
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Figura R3. L’inhibidor DKK-1 està altament expressat en línies cel·lulars de RMS. A: Anàlisi de 
l’expressió de l’inhibidor DKK-1 en línies cel·lulars de RMS alveolar (RH30, RH4 i CW9019) i 
embrionari (RD, HTB82 i RUCH2) mitjançant PCR convencional. Es va utilitzar el gen TBP com a 
control de càrrega. B: Anàlisi mitjançant RT-qPCR dels nivells d’expressió de DKK-1 en 6 línies 
cel·lulars de RMS, 4 corresponents a línies cel·lulars de RMS alveolar (RH30, RH4, CW9019 i RH18) 
i 2 corresponents a línies cel·lulars de RMS embrionari (RD i RUCH2). Els valors obtinguts estan 
expressats com 2(-ΔΔCt), normalitzats amb el gen endogen TBP i referits al teixit control (múscul sa). 
C: Imatge de Western blot i la seva corresponent densitometria que mostren l’expressió de DKK-1 
en les mateixes línies cel·lulars; la línia HEK es va utilitzar com a control positiu. L’actina es va 
utilitzar com a control de càrrega.  
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Figura R4. Expressió dels inhibidors de la via Wnt en tumors de RMS. Expressió dels gens DKK 
(A) i sFRP (B), les línies horitzontals representen la mitja dels valors obtinguts ± SEM. 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-u133a” utilitzant la plataforma d’anàlisi de dades 
genòmiques R2: Genomics Analysis and Visualization Platform (http://hgserver1.amc.nl/cgi-
bin/r2/main.cgi). 

 

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

implicació clínica 

Primerament, es varen analitzar els nivells d’expressió d’ARNm de DKK-1 en 

tumors de RMS mitjançant PCR convencional (Figura R5-A) per tal de confirmar la 

presència d’aquest gen en mostres de pacients. Els resultats mostren que DKK-1 

està 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 l’origen de les dues bandes es 

va procedir a seqüenciar, mitjançant el mètode 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 l’intró número 3 de DKK-1 corresponent a les 

118pb addicionals (l’inici i el final de l’intró estan indicats amb fletxes negres en 

els dos casos). El tumor de RMSe (t4) inicia la no eliminació de l’intró a la base 

número 43 i finalitza a la base número 160 (Figura R5-B). El tumor de RMSa (t11) 

inicia el manteniment de l’intró a la base número 35 i finalitza a la base número 

152 (Figura R5-C). El manteniment de l’intró inclou també la presència d’un codó 

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

http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi)
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troba a la posició 66-68 (Figura R5-B) i en el cas del tumor de RMSa es localitza a la 

posició 58-60 (Figura R5-C).  

Seguidament, es va analitzar l’expressió de DKK-1 mitjançant RT-qPCR en un 

conjunt de tumors de RMS (Figura R6), utilitzant múscul sa com a teixit de 

referència. Es va dividir la població de pacients segons si els tumors eren 

localitzats o metastàtics (Figura R6-A) i segons el subtipus histològic (Figura R6-

B). Tot i que el número de tumors analitzats és baix degut a la baixa freqüència 

d’aquest tumor i a la poca mostra disponible per a recerca, els resultats 

suggereixen una tendència moderada d’una major expressió de DKK-1 en el 

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

Posteriorment, es va analitzar l’expressió de DKK-1 mitjançant la plataforma 

d’anàlisi de dades R2: Genomics Analysis and Visualization Platform 

(https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) (Figura R7). Es varen analitzar les 

bases de dades anomenades “Davicioni-147-MAS5.0-u133.a” (expressió gènica de 

147 tumors de RMS) (Figura R7-A) i “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-

Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” (expressió gènica de 186 tumors de RMS) (Figura 

R7-B). En ambdós casos es correlaciona l’expressió de l’inhibidor DKK-1 i 

paràmetres clínics tals com la histologia del tumor, l’estat o l’estadi de la malaltia, 

entre altres.  

https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi
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Figura R5. L’inhibidor DKK-1 està altament expressat en tumors de RMS. A: Anàlisi de 
l’expressió de l’inhibidor DKK-1 en tumors de RMS mitjançant PCR convencional i la seva 
corresponent densitometria. Es va utilitzar el gen TBP com a control de càrrega. Els tumors 
metastàtics s’indiquen amb (*) i els tumors localitzats s’indiquen amb (#). Els (?) representen 
tumors de subtipus histològic indeterminat. Els tumors de RMSa amb la translocació PAX3-FOXO1 
són t1, t6, t13 i t14; t12 és el tumor de RMSa amb la translocació PAX7-FOXO1. Els tumors de RMSa 
negatius per la translocació són t11 i t15. B i C: Seqüenciació Sanger de dos tumors de RMS 
corresponents als dos subtipus histològics, on s’observa el manteniment de 118pb corresponents a 
l’intró 3 de DKK-1. B: Seqüenciació del tumor de RMSe (t4): a la base número 43 s’inicia la no 
eliminació de l’intró i a la base número 160 s’acaba (inici i final indicats amb fletxes negres). 
S’observa la incorporació d’un codó d’aturada (TAG) a la posició 66-68 (indicat amb una fletxa 
vermella). C: Seqüenciació del tumor de RMSa (t11): a la base número 35 s’inicia el manteniment de 
l’intró i a la base número 152 s’acaba (inici i final indicats amb fletxes negres). S’observa la 
incorporació d’un codó d’aturada (TAG) a la posició 58-60 (indicat amb una fletxa vermella). 

 

 

 

 
 
Figura R6. L’inhibidor DKK-1 està altament expressat en tumors de RMS, concretament en 
tumors metastàtics i en el subtipus embrionari. Anàlisi mitjançant RT-qPCR dels nivells 
d’expressió d’ARNm de DKK-1 en tumors de RMS. Els valors estan expressats com 2(-ΔΔCt) i les línies 
horitzontals representen la mitja dels valors obtinguts. Anàlisi de l’expressió de DKK-1 en tumors 
de RMS classificats com a tumors localitzats o metastàtics (n=21) (A) i classificats segons el 
subtipus alveolar (RMSa) o embrionari (RMSe) (n=27) (B). Els resultats es varen referir al teixit de 
referència (múscul sa).  
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Figura R7. Correlació de l’expressió de l’inhibidor DKK-1 amb paràmetres clínics de pacients 
amb RMS. Gràfics que mostren els nivells de DKK-1 en tumors de RMS classificats segons 
paràmetres clínics com la histologia, l’estadi o l’estat de la malaltia. Les dades es varen extreure de 
les base de dades “Davicioni-147-MAS5.0-u133.a” (A) i “Tumor Alveolar Rhabdomyosarcoma-
Heiskanen-186-MAS5.0-u133a” (B) utilitzant la plataforma d’anàlisi de dades genòmiques R2: 
Genomics Analysis and Visualization Platform (http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi). 

 

Ens vàrem centrar en el paràmetre 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. Vàrem dividir el gràfic obtingut en dos, essent la meitat de 

l’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 separació de 

grups segons els nivells d’expressió 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 histològic i els nivells d’expressió de DKK-1 (baixos o elevats) es 

va observar un augment de la mortalitat en els grups d’elevada expressió tan al 
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subtipus histològic alveolar (Figura R8-B) com al subtipus histològic embrionari 

(Figura R8-C). Els resultats mostren una major mortalitat en el grup de tumors 

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

embrionari. 

 

Figura R8. L’expressió 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’expressió de DKK-
1. B i C: Percentatge de mortalitat segons el nivell d’expressió de DKK-1 i el subtipus histològic 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-
u133a” utilitzant la plataforma d’anàlisi de dades genòmiques R2: Genomics Analysis and 
Visualization Platform (http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi). Significació estadística: 
*p<0.05. 

 

2. La presència de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en RMS 

2.1. L’expressió de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en 

tumors de RMS 

Amb la finalitat d’estudiar la relació de l’expressió de DKK-1 i l’activació de la via 

Wnt en tumors de RMS, es va analitzar la correlació entre els nivells d’expressió 

proteica de DKK-1 i la proteïna efectora de la via (β-catenina) (Figura R9). Els 

tumors amb elevada expressió de β-catenina i baixa expressió de DKK-1 es 

mostren en color rosa, en negre s’indiquen els tumors amb nivells baixos 

d’ambdues proteïnes i en verd els tumors amb elevada expressió de DKK-1 i baixa 

expressió de β-catenina. L’anàlisi de l’expressió proteica de DKK-1 i β-catenina va 

mostrar una tendència de regressió lineal (Figura R9-A). Excloent de l’estudi els 

tumors que no expressen ni β-catenina ni DKK-1, s’obté una regressió lineal 

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

tumors de RMS.  

 

Figura R9. L’elevada expressió de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en 
tumors de RMS. A: Correlació entre els nivells de proteïna β-catenina i DKK-1 en tumors de RMS. 
En color rosa es mostren els tumors amb elevada expressió de β-catenina i baixa expressió de DKK-
1, en color verd els tumors amb elevada expressió de DKK-1 i baixa expressió de β-catenina i en 
color negre es mostren els tumors amb nivells baixos d’ambdues proteïnes. B: Representació de la 
correlació entre els nivells de proteïna β-catenina i DKK-1 en tumors de RMS, excloent els tumors 
amb baixa expressió d’ambdues proteïnes. Significació estadística: **p<0.01. 

 

2.2. La infra-expressió de DKK-1 en línies cel·lulars de RMS promou 

l’activació 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 línies cel·lulars de RMS (CW9019 i RD, corresponents als 

subtipus principals de RMS, alveolar i embrionari, respectivament) amb infra-

regulació genètica de DKK-1 mitjançant shRNA (Figura R10). Es va avaluar la 

integració del vector víric mitjançant l’expressió de la proteïna GFP amb un 

microscopi d’epifluorescència (Figura R10-A). Es va analitzar l’eficàcia d’inhibició 

dels diferents shRNA mitjançant 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 l’expressió 

gènica de DKK-1 després de la seva infra-regulació, mostrant una reducció dels 

nivells d’ARNm de DKK-1 en els dos shRNA en la línia cel·lular RD (Figura R10-B). 

La línia cel·lular CW0919 va mostrar reducció dels nivells d’ARNm de DKK-1 en el 

cas de l’sh#2, però no en el cas de l’sh#1 (Figura R10-C). Es va analitzar l’eficàcia 

de la tecnologia analitzant els nivells de proteïna DKK-1 després de la infra-



RESULTATS 

 
117 

regulació del gen (Figura R10, D i E). Els resultats obtinguts del Western blot 

després de la infra-regulació del gen DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019 

varen revelar una reducció dels seus nivells de proteïna mostrant una elevada 

eficàcia de la tècnica.  

 

Figura R10. Avaluació de la infra-regulació de DKK-1 mitjançant shRNA en les línies 
cel·lulars RD (RMSe) i CW9019 (RMSa). A: Imatges de l’expressió de la proteïna GFP després de 
la transducció lentiviral dels shRNA. B i C: Anàlisi d’RT-qPCR dels nivells d’expressió d’ARNm de 
DKK-1 després de la seva infra-regulació en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els 
valors estan expressats com 2(-ΔΔCt) i normalitzats amb el gen endogen TBP. Es varen comparar els 
resultats amb els nivells d’ARNm de les cèl·lules control (cèl·lules transduïdes amb el control buit). 
D i E: Imatges de Western blot i les seves corresponents densitometries que confirmen la infra-
regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els resultats de les 
densitometries es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). 
Significació estadística: ***p<0.001. 
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Posteriorment, es varen analitzar els nivells del gen efector de la via, β-catenina, 

per tal de comprovar l’efecte de la depleció gènica de DKK-1 sobre l’activació de la 

via Wnt. Es va analitzar mitjançant Western blot el nivell d’expressió total de β-

catenina després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i 

CW9019 (Figura R11, A i B). Els resultats obtinguts mostren un augment dels 

nivells de β-catenina totals després del bloqueig de DKK-1. Seguidament i amb 

l’objectiu de determinar la localització cel·lular de β-catenina, es va realitzar un 

subfraccionament cel·lular per a la posterior extracció de proteïna després de la 

infra-regulació de DKK-1 (Figura R11, C i D). El resultat del subfraccionament va 

mostrar un augment de l’expressió de β-catenina nuclear, fet que indica una 

translocació d’aquesta proteïna a nucli. La localització nuclear de β-catenina 

suggereix que la infra-regulació de DKK-1 es capaç d’activar la via Wnt en RMS. 
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Figura R11. La infra-regulació genètica de DKK-1 causa un augment del gen efector de la via 
Wnt, β-catenina. A i B: Imatges de Western blot i les seves respectives densitometries que mostren 
un augment dels nivells de β-catenina total després de la infra-regulació de DKK-1, en les línies 
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 β-catenina després de la infra-
regulació de DKK-1, en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els resultats de les 
densitometries es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). L’actina 
i la lamina es varen utilitzar com a control de càrrega.   

 

Es va realitzar l’assaig luciferasa per tal de comprovar el grau d’activació de la via 

Wnt després de la infra-regulació de DKK-1 (Figura R12). Es varen transfectar, amb 

els plasmidis reporters de l’activitat luciferasa de -catenina, les cèl·lules 

prèviament infectades amb l’shRNA de DKK-1. Posteriorment, es va procedir a 

realitzar la lectura de l’activitat luciferasa. Els resultats obtinguts mostren cert 

nivell d’activació basal de la via Wnt (mostrat per l’sh#CTRL) tan en la línia 

cel·lular RD (Figura R12-A) com en la línia cel·lular CW9019 (Figura R12-B). Els 

gràfics mostren també l’expressió del plasmidi control (FOPFlash) utilitzat com a 

control negatiu, obtenint en aquest cas valors pròxims a 0. Els resultats obtinguts 

en les dues línies cel·lulars mostren un augment de l’activitat luciferasa, més elevat 

en el cas de l’sh#2, després del bloqueig de DKK-1. L’augment de l’activitat 

luciferasa del promotor de -catenina confirma l’activació de la via Wnt en 

ambdues línies cel·lulars.  

 

Figura R12. L’assaig luciferasa mostra un augment de la luminescència després de la infra-
regulació de DKK-1. Resultats obtinguts en la línia cel·lular RD (A) i en la línia cel·lular CW9019 
(B). Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). El 
vector FOPFlash es va utilitzar com a control negatiu de la tècnica. Significació estadística: **p<0.01 
i ***p<0.001. 
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3. L’activació de la via Wnt causa la reducció del creixement cel·lular in vitro 

Per determinar la implicació de DKK-1 en el creixement cel·lular es va realitzar un 

assaig de creixement cel·lular després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies 

cel·lulars RD i CW9019 (Figura R13). Es va analitzar la corba de creixement 

cel·lular per tal d’avaluar l’efecte de la privació de DKK-1 sobre el creixement 

cel·lular després de 3, 5 i 7 dies en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura R13, A 

i C, respectivament). Després de quantificar el creixement de les cèl·lules al final de 

l’experiment (dia 7), es va comprovar que la infra-regulació de DKK-1 redueix 

significativament el creixement de la línia cel·lular RD (Figura R13-B) i de la línia 

cel·lular CW9019 (Figura R13-D). La infra-regulació de DKK-1 va començar a 

causar una reducció significativa del creixement de les cèl·lules a dia 3 en les dues 

línies cel·lulars. Les diferències del creixement cel·lular es varen evidenciar més a 

dia 5. La infra-regulació de DKK-1 en la línia cel·lular RD mostra una major 

reducció del creixement cel·lular, tenint efectes menors en la línia CW9019.  

 

Figura R13. El bloqueig de DKK-1 causa la reducció del creixement cel·lular. Les cèl·lules amb 
infra-regulació de DKK-1 es varen sembrar a la mateixa concentració i es varen comptar després de 
3, 5 i 7 dies. Es varen analitzar les corbes de creixement cel·lular de les línies RD (A) i CW9019 (C); 
es va quantificar la proliferació a dia 7 en les dues línies cel·lulars (B i D, respectivament). Els 
resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Significació 
estadística: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001. 
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Seguidament, es va realitzar un assaig de cicle cel·lular mitjançant citometria de 

flux per tal d’estudiar la fase cel·lular en que es trobaven les cèl·lules després de la 

infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura R14). Els 

resultats obtinguts mostren un lleuger augment del número de cèl·lules en fase G1 

després de la infra-regulació de DKK-1. Encara que els resultats obtinguts en 

aquest assaig no són significatius, el lleu increment de cèl·lules en fase G1 podria 

explicar, en part, la reducció del creixement cel·lular observada.  

 

Figura R14. La infra-regulació de DKK-1 causa un lleu augment del percentatge de cèl·lules 
en la fase G1 del cicle cel·lular. Percentatge de cèl·lules en les fases G1 i G2+S després del 
bloqueig de DKK-1 en la línia cel·lular RD (A) i CW9019 (B). Els resultats es varen referir als seus 
controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). 

 

De manera concordant, es va observar un lleu augment dels nivells d’ARNm de 

ciclina D1 després de la infra-regulació de DKK-1 (Figura R15, A i B). Es va 

confirmar també l’augment dels nivells de proteïna d’aquesta ciclina després de la 

infra-regulació de DKK-1 en ambdues línies 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: Anàlisi mitjançant 
RT-qPCR del nivell d’expressió de ciclina D1 després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies 
cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors estan expressats com 2(-ΔΔCt) i normalitzats amb 
el gen endogen TBP. C i D: Imatges de Western blot i les seves corresponent densitometries que 
mostren l’expressió de ciclina D1 després del bloqueig de DKK-1. L’actina es va utilitzar com a 
control de càrrega. Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el 
vector buit). Significació estadística: **p<0.01 i ***p<0.001. 

 

4. La infra-regulació de DKK-1 causa l’augment de l’expressió dels gens 

implicats en la diferenciació miogènica in vitro 

Amb l’objectiu de determinar la implicació de la inhibició de DKK-1 en RMS, es 

varen analitzar els nivells d’expressió dels gens diana de la via Wnt després de la 

depleció gènica de DKK-1 (Figures R16 i R17). Es va analitzar l’expressió del gen 

diana de la via Wnt, c-Myc, després de la infra-regulació de DKK-1, mitjançant RT-

qPCR (Figura R16, A i B) i mitjançant Western blot (Figura R16, C i D). Els resultats 
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obtinguts en ambdós casos no mostren diferències o inclús una lleu disminució 

quan es comparen amb el control (línia cel·lular transduïda amb el vector buit).  

 

Figura R16. L’anàlisi d’expressió del gen diana de la via Wnt, c-Myc, no mostra diferències 
d’expressió després de la depleció de DKK-1. A i B: Anàlisi mitjançant RT-qPCR dels nivells 
d’expressió de c-Myc després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019, 
respectivament. Els valors estan expressats com 2(-ΔΔCt) i normalitzats amb el gen endogen TBP. Els 
resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). C i D: Imatges 
de Western blot i les seves corresponents densitometries que mostren l’expressió de c-Myc després 
de la depleció de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar 
com a control de càrrega. Els resultats de les densitometries es varen referir als seus controls 
(cèl·lules transduïdes 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), mitjançant RT-qPCR després de la infra-regulació de DKK-1 en 

les línies cel·lulars RD i CW9019. Els nivells d’expressió dels dos gens no varen 

mostrar diferències o inclús una reducció dels nivells d’ARNm dels gens analitzats.  
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Figura R17. L’anàlisi d’expressió dels gens diana de la via Wnt després de la depleció de 
DKK-1 no mostra diferències o mostra inclús una disminució dels gens involucrats en 
proliferació cel·lular. Anàlisi d’RT-qPCR dels nivells d’expressió de CD44 (A i B) i Axina 2 (C i D) 
després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD (A i C) i CW9019 (B i D). Els valors 
estan expressats com 2(-ΔΔCt) i normalitzats amb el gen endogen TBP. Els resultats es varen referir 
als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Significació estadística: **p<0.01 i 
***p<0.001.  

 

Les cèl·lules amb infra-expressió de DKK-1 mostraven indicis de diferenciació 

miogènica, els quals consisteixen en un fenotip més fusiforme (Figura R18). Per tal 

de demostrar aquest fet, es va analitzar l’expressió dels dos gens principals 

involucrats en la diferenciació muscular, MyoD1 i miogenina. Es varen analitzar els 

nivells proteics de MyoD1 i miogenina mitjançant Western blot en les línies 

cel·lulars RD i CW9019 (Figura R19, A-F). Es va observar que la infra-regulació de 

DKK-1 indueix l’augment dels principals marcadors de diferenciació muscular 

MyoD1 i miogenina. Es varen analitzar també els nivells d’expressió de la proteïna 

FAK, una cinasa d’adhesió focal associada als processos de diferenciació miogènica. 

L’expressió de la proteïna FAK es va analitzar mitjançant Western blot, en les línies 

cel·lulars RD i CW9019 després de la infra-regulació de DKK-1 (Figura R19, G i H, 

respectivament). Els resultats obtinguts mostren una reducció dels nivells de 
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proteïna FAK en les dues línies cel·lulars analitzades després de la infra-regulació 

de DKK-1, essent major la reducció en la línia cel·lular RD. Aquests resultats 

suggereixen que la depleció de DKK-1 pot activar els processos de diferenciació 

miogènica. 

 

Figura R18. Indicis de diferenciació miogènica en les cèl·lules que infra-expressen DKK-1. 
Composició de fotografies de les línies RD i CW9019 després de la infra-expressió de DKK-1, en les 
quals es mostren indicis d’un fenotip més diferenciat (indicat amb fletxes).  

 

Amb l’objectiu de confirmar l’augment dels marcadors de diferenciació obtingut 

per Western blot, es varen avaluar els nivells de MyoD1 i miogenina mitjançant 

immunocitoquímica (ICQ) (Figures R20 i R21). Es va observar un augment dels 

nivells de MyoD1 després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i 

CW9019 (Figura R20, A i B, respectivament). Degut a que ambdues proteïnes són 

factors de transcripció i, per tant, presenten una localització nuclear, es va 

quantificar la intensitat de fluorescència emesa al nucli de les cèl·lules després de 

la infra-regulació de DKK-1 obtenint un augment d’intensitat de la proteïna MyoD1 

en comparació al control (Figura R20, C i D). L’anàlisi d’expressió de miogenina va 

mostrar resultats similars; es va observar un augment de l’expressió de miogenina 

després de la infra-regulació de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura 

R21, A i B, respectivament). La intensitat de fluorescència de miogenina emesa al 

nucli de les cèl·lules es va quantificar després d’infra-regular DKK-1. Els resultats 

obtinguts mostren un augment dels nivells de miogenina en comparació al control 

(Figura R21, C i D).  
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Figura R19. La infra-expressió de DKK-1 causa un increment dels marcadors de diferenciació 
miogènica. A i B: Imatges de Western blot que mostren l’expressió de les proteïnes de diferenciació 
muscular, MyoD1 i miogenina, després de la infra-expressió de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i 
CW9019, respectivament. C-F: Densitometries del Western blot per les proteïnes MyoD (C i D) i 
miogenina (E i F) en les línies cel·lulars RD (C i E) i CW9019 (D i F). G i H: Imatges de Western blot i 
les seves corresponents densitometries que mostren l’expressió de la proteïna FAK en les línies 
cel·lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar com a control de càrrega. Els 
resultats obtinguts de les densitometries es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes 
amb el vector buit). 
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Figura R20. La depleció de DKK-1 augmenta l’expressió del marcador de diferenciació 
miogènica MyoD1. A i B: Immunocitoquímiques que mostren els nivells de MyoD1 (marcatge en 
verd) en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cèl·lules estan marcats 
en blau (Hoechst 33342). Barres: 10m. C i D: Quantificació de la fluorescència emesa per MyoD1 al 
nucli a les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Es va quantificar la intensitat de 
fluorescència amb el paràmetre CTCF (de l’anglès Corrected Total Cell Fluorescence). Els resultats es 
varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Significació estadística: 
**p<0.01 i ***p<0.001. 
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Figura R21. La depleció de DKK-1 augmenta l’expressió del marcador de diferenciació 
muscular miogenina. A i B: Anàlisi immunocitoquímic dels nivells de miogenina (marcatge 
vermell) en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cèl·lules estan 
marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10m. C i D: Quantificació de la fluorescència emesa al 
nucli per miogenina al nucli a les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Es va quantificar la 
intensitat de fluorescència amb el paràmetre CTCF (de l’anglès Corrected Total Cell Fluorescence). 
Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Significació 
estadística: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001.  

 

5. Anàlisi de la depleció de DKK-1 en la capacitat invasiva de les cèl·lules de 

RMS in vitro 

Per tal de determinar el paper de DKK-1 en la capacitat d’invasió de les cèl·lules de 

RMS, es va realitzar un assaig Transwell. Es va analitzar la capacitat invasiva de les 



RESULTATS 

 
129 

cèl·lules amb depleció de DKK-1 en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura R22). 

Es va observar una moderada reducció de la capacitat invasiva de les cèl·lules 

després de la infra-regulació de DKK-1 en la línia cel·lular RD (Figura R22-A), 

essent significativa en el cas de l’sh#2 en la línia cel·lular CW9019 (Figura R22-C).  

 

Figura R22. Anàlisi de l’efecte de la depleció de DKK-1 en la capacitat invasiva de les cèl·lules 
de RMS. A i C: Assaigs d’invasió cel·lular Transwell posteriors a la infra-regulació de DKK-1 en les 
línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors d’invasió estan expressats en percentatges 
referits als seus controls (cèl·lules transduïdes amb el vector buit) i representen la mitja ± SEM de 3 
assaigs independents. Significació estadística: **p<0.01. B: Composició de fotografies mostrant un 
camp representatiu de les membranes del Transwell de les línies cel·lulars RD i CW9019. Les 
cèl·lules amb capacitat invasiva es varen quedar adherides a la superfície inferior de les 
membranes Transwell i es varen tenyir amb Hoechst 33342.  

 

6. La depleció de DKK-1 causa la reducció de la capacitat clonogènica de les 

cèl·lules de RMS in vitro 

Es va realitzar l’assaig de clonogenicitat per determinar la capacitat de les cèl·lules 

de RMS amb infra-regulació de DKK-1 de formar clons (Figura R23). Es varen 

incubar 1000 cèl·lules per placa i es va determinar el número de clons formats 

després de dues setmanes d’incubació. Es va obtenir una disminució significativa 
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del número de clons formats després de la depleció de DKK-1 en la línia cel·lular 

RD (Figura R23-B) i en la línia cel·lular CW9019 (Figura R23-C).  

 

Figura R23. La capacitat de formació de clons es veu reduïda després de la infra-regulació 
genètica de DKK-1. A: Composició de fotografies de plaques representatives de cada condició 
mostrant els clons formats en les línies cel·lulars RD i CW9019. B i C: Quantificació dels clons 
formats, en les línies RD i CW9019 respectivament, després de la infra-regulació de DKK-1. Es varen 
sembrar plaques amb la mateixa quantitat de cèl·lules i es varen incubar durant dues setmanes. El 
nombre de clons formats estan expressats en percentatges referits als seus controls (cèl·lules 
transduïdes amb el vector buit) i representen la mitja ± SEM de 3 assaigs independents. Significació 
estadística: *p<0.05 i **p<0.01. 

 

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

SCID 

Per tal de determinar els efectes anti-proliferatius de la infra-regulació genètica de 

DKK-1 en un model murí ortotòpic de RMS, es varen injectar 1 milió de cèl·lules de 

la línia cel·lular RD amb expressió estable de l’shRNA contra DKK-1 més eficaç in 

vitro (sh#2) al múscul gastrocnemi de ratolins SCID. 14 setmanes després de la 

injecció, es varen sacrificar els animals i es varen comparar els tumors extirpats 

amb els tumors dels ratolins control (injectats amb la línia cel·lular RD transduïda 

amb el vector buit) (Figura R24). Tot i que no es varen observar diferències en la 

cinètica de creixement tumoral (Figura R24-C), es va observar un lleu retràs no 
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significatiu en l’aparició dels tumors (Figura R24-A). El pes i el volum promig dels 

tumors tampoc varen mostrar diferències significatives (Figura R24, B i D).  

 

Figura R24. La infra-regulació de DKK-1 no causa efectes sobre el creixement tumoral en 
ratolins SCID. A: Gràfic de formació dels tumors en ratolins SCID. B: Pes promig dels tumors al 
punt final de l’estudi referit al grup control (tumors formats per cèl·lules transduïdes amb el vector 
buit). C: Cinètica del creixement tumoral expressada com el volum promig dels tumors generats per 
les cèl·lules amb infra-regulació de DKK-1 i les cèl·lules transduïdes amb el vector buit (grup 
control). D: Volum dels tumors al punt final de l’estudi referit al grup control (tumors formats per 
cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Els resultats estan expressats com la mitja ± SEM dels 
valors de 5 ratolins que formaven cada grup.  

 

8. Anàlisi dels efectes de la infra-regulació de DKK-1 en la capacitat 

d’implantació de metàstasis de les cèl·lules de RMS en ratolins Nude 

Es va analitzar la capacitat d’implantació de les cèl·lules metastàtiques de RMS per 

tal d’avaluar els efectes de DKK-1 en la formació de les metàstasis in vivo. Es varen 

injectar 3 milions de cèl·lules de la línia cel·lular RD amb l’expressió estable de 

l’shRNA contra DKK-1 més eficaç 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, mitjançant 

citometria de flux, el número de cèl·lules GFP+ implantades al pulmó (localització 

principal de les metàstasis) (Figura R25). Les cèl·lules GFP+ corresponien a les 

cèl·lules de RMS amb l’expressió estable de l’shRNA que havien extravassat i 
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implantat al pulmó. Els resultats varen mostrar una lleugera reducció en el nombre 

de cèl·lules GFP+ respecte el total de cèl·lules de pulmó vives presents a la mostra. 

No obstant, el resultat obtingut no és significatiu (Figura R25-C).  

 

Figura R25. Anàlisi dels efectes de la infra-regulació de DKK-1 en la capacitat d’implantació 
de les metàstasis. A i B: Gràfics obtinguts del citòmetre FACSAria on es mostren les cèl·lules GFP 
positives (eix Y: E Blue-A) respecte l’auto-fluorescència basal de les cèl·lules (eix X: C Violet-A). A: 
Cèl·lules GFP+ dels ratolins control (13 cèl·lules GFP+). B: Cèl·lules GFP+ dels ratolins injectats amb 
cèl·lules amb l’expressió estable de l’shRNA de DKK-1 (sh#2) (11 cèl·lules GFP+). C: Número de 
cèl·lules GFP+ respecte les cèl·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 farmacològic de DKK-1, WAY-262611, 

redueix el creixement cel·lular i augmenta la diferenciació de cèl·lules de 

RMS 

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

Es va seleccionar l’inhibidor de DKK-1 anomenat WAY-262611 per tal de 

comprovar els efectes de l’activació farmacològica de la via Wnt en cèl·lules de 

RMS. Primer es va realitzar un assaig de creixement cel·lular per establir la IC50, la 
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concentració necessària per a reduir al 50% el creixement de les cèl·lules in vitro, i 

treballar amb la concentració mínima efectiva del fàrmac (Figura R26-A). La línia 

cel·lular RD va presentar una inhibició del 50% del creixement cel·lular a una 

concentració de WAY-262611 de 0.278µM, mentre que la línia cel·lular CW9019 va 

presentar la IC50 a una concentració de 0.130µM. Posteriorment, es varen analitzar 

els nivells de proteïna de DKK-1 per comprovar l’eficàcia del fàrmac mitjançant 

Western blot. Es varen tractar les línies cel·lulars RD i CW9019 amb diferents 

concentracions del fàrmac i es va extreure proteïna passades 48h (Figura R26, B i 

C). Els resultats mostren una baixada d’expressió de DKK-1 a la concentració de 

0.2µM, concentració similar a la IC50 obtinguda en l’estudi de creixement cel·lular.  

 

Figura R26. Selecció de la dosi de l’inhibidor de DKK-1, WAY-262611. A: Corba dosi resposta 
per determinar la IC50 de l’inhibidor en les línies 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 l’inhibidor. Es va utilitzar l’actina com a control de 
càrrega. Els valors obtinguts de les densitometries estan referits als seus controls (cèl·lules 
tractades amb DMSO). 
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Es va procedir a tractar les cèl·lules a una concentració de 0.2µM durant 48h per 

tal d’analitzar l’expressió del gen efector (β-catenina) i dels gens diana de la via. Es 

varen analitzar els nivells d’expressió proteica de β-catenina, Axina 2 i c-Myc 

(Figura R27). En les dues línies cel·lulars analitzades es va comprovar l’augment de 

β-catenina i Axina 2, confirmant que el tractament activa l’expressió d’ambdues 

proteïnes. No obstant, l’increment en la línia cel·lular CW9019 és més clar (Figura 

R27-B) en comparació amb el lleu increment observat en la línia 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 línies cel·lulars de RMS analitzades.  

 

Figura R27. El tractament amb WAY-262611 augmenta els nivells de β-catenina i Axina 2, 
però no s’observen canvis en els nivells de c-Myc. A i B: Imatges de Western blot que mostren 
l’expressió de β-catenina, Axina 2 i c-Myc després del tractament amb WAY-262611 en les línies 
cel·lulars RD i CW9019, respectivament. L’actina es va utilitzar com a control de càrrega. Es varen 
comparar els resultats amb els nivells de proteïna de les cèl·lules control (cèl·lules tractades amb 
DMSO). C-H: Densitometries del Western blot de la línia cel·lular RD (C, D i G) i de la línia cel·lular 
CW9019 (E, F i H). Els valors estan referits als seus controls (cèl·lules tractades amb DMSO). 
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Posteriorment, es va analitzar l’activitat de la via Wnt després del tractament amb 

WAY-262611 mitjançant l’assaig luciferasa (Figura R28). En la línia cel·lular RD es 

va obtenir un augment significatiu de l’activitat luciferasa, suggerint una activitat 

de la via Wnt augmentada (Figura R28-A). En el cas de la línia CW9019, no 

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

 

Figura R28. La inhibició farmacològica de DKK-1 causa l’activació de la via Wnt en la línia 
cel·lular RD. A i B: Assaig luciferasa, en el qual s’observa augment de la luminescència després del 
bloqueig de DKK-1 en la línia cel·lular RD (A) i en la línia cel·lular CW9019 (B). Els valors estan 
referits als seus controls (cèl·lules tractades amb DMSO). Significació estadística: ***p<0.001.  

 

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

cel·lular in vitro 

Amb l’objectiu de determinar la capacitat de l’inhibidor farmacològic 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, 5 i 7 dies en les línies 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 cèl·lules al final de l’experiment (dia 7), es va comprovar que el tractament 

amb l’inhibidor farmacològic redueix significativament el creixement de les línies 

cel·lulars RD i CW9019 (Figura R29, B i D).   
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Figura R29. El tractament farmacològic amb WAY-262611 redueix el creixement de les línies 
cel·lulars RD i CW9019. (A-D): Es varen sembrar diverses plaques amb la mateixa concentració de 
cèl·lules, es varen tractar diàriament a una concentració de 0.2µM i es varen comptar després de 3, 
5 i 7 dies. Es varen analitzar les corbes de creixement cel·lular de les línies cel·lulars RD (A) i 
CW9019 (C); es va quantificar la proliferació a dia 7 en les dues línies cel·lulars (B i D, 
respectivament). Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules tractades amb vehicle 
(DMSO)). Significació estadística: *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001. 

 

9.3. El tractament amb WAY-262611 augmenta l’expressió dels gens de 

diferenciació miogènica in vitro 

Les cèl·lules tractades amb WAY-262611 varen presentar canvis morfològics 

indicatius de diferenciació miogènica, tals com una morfologia més fusiforme 

(Figura R30). Per tal de confirmar aquest efecte, es varen comprovar els nivells de 

proteïna del principals gens involucrats en la diferenciació muscular, MyoD1 i 

miogenina, obtinguts mitjançant Western blot, en cèl·lules tractades durant 48h 

amb WAY-262611 (Figura R31, A-F). El tractament amb WAY-262611 0.2M va 

causar l’augment dels dos marcadors de diferenciació muscular, MyoD1 i 

miogenina. Tot i que en les dues línies cel·lulars s’observa l’augment d’ambdues 

proteïnes, l’increment és major en el cas de la proteïna MyoD1. Els nivells 
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d’expressió proteica de FAK també es varen analitzar després del tractament 

durant 48h amb WAY-262611 en les línies cel·lulars RD i CW9019 mitjançant 

Western blot (Figura R31, G i H). El tractament amb WAY-262611 causa la reducció 

dels nivells de proteïna FAK en les dues línies cel·lulars analitzades, suggerint que 

WAY-262611 indueix l’expressió de gens de diferenciació miogènica.  

 

 

Figura R30. El tractament amb WAY-
262611 suggereix indicis de diferenciació 
miogènica. Composició de fotografies que 
mostren indicis de diferenciació (indicat 
amb fletxes) en les línies cel·lulars RD i 
CW9019 després del tractament amb 
l’inhibidor farmacològic WAY-262611 
(0.2M, 48h). 

 

 

L’augment dels marcadors de diferenciació obtingut per Western blot es va 

confirmar mitjançant l’anàlisi immunocitoquímic després del tractament amb 

WAY-262611 0.2M durant 48h en les línies cel·lulars RD i CW9019. Es varen 

realitzar ICQ pels anticossos MyoD1 (Figura R32) i miogenina (Figura R33). Es va 

observar l’augment dels nivells de MyoD1 després del tractament amb l’inhibidor 

en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura R32, A i B respectivament). Es va 

quantificar la intensitat de fluorescència emesa al nucli de les cèl·lules després del 

tractament amb l’inhibidor farmacològic, obtenint un augment significatiu dels 

nivells de MyoD1 en comparació al control en les dues línies cel·lulars analitzades 

(Figura R32, C i D). Es va realitzar el mateix experiment per analitzar els nivells de 

miogenina, observant també un augment d’aquesta proteïna després del 

tractament amb WAY-262611 en les línies cel·lulars RD i CW9019 (Figura R33, A i 

B, respectivament). Es va quantificar la intensitat de fluorescència emesa al nucli 

de les cèl·lules després del tractament i es va obtenir un augment significatiu de la 

proteïna miogenina en comparació al control (Figura R33, C i D). 
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Figura R31. El tractament amb l’inhibidor de DKK-1 augmenta els marcadors de 
diferenciació cel·lular. A i B: Imatges de Western blot que mostren la inducció de les proteïnes de 
diferenciació, MyoD1 i miogenina, després del bloqueig farmacològic de DKK-1 (0.2 µM, 48h) en les 
línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. C-F: Densitometries de les imatges de Western blot 
que mostren els nivells de les proteïnes MyoD1 (C i D) i miogenina (E i F) en les línies cel·lulars RD 
(C i E) i CW9019 (D i F). G i H: Imatges de Western blot i les seves corresponents densitometries 
que mostren l’expressió de la proteïna FAK en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament, 
després del tractament amb 0.2µM WAY-262611 (48h). L’actina es va utilitzar com a control de 
càrrega. Els resultats de les densitometries es varen referir als seus controls (cèl·lules tractades 
amb el vehicle (DMSO)). 
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Figura R32. El tractament amb l’inhibidor de DKK-1 augmenta l’expressió del marcador de 
diferenciació muscular MyoD1. A i B: Immunocitoquímiques que mostren els nivells de MyoD1 
(marcatge en verd) en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis de les cèl·lules 
estan marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10m. C i D: Quantificació de la fluorescència 
emesa a nucli per l’anticòs MyoD1 a les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Es va 
quantificar la intensitat de fluorescència amb el paràmetre CTCF (de l’anglès Corrected Total Cell 
Fluorescence). Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules tractades amb vehicle 
(DMSO)). Significació estadística: **p<0.01 i ***p<0.001. 
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Figura R33. El tractament amb l’inhibidor de DKK-1 augmenta l’expressió del marcador de 
diferenciació muscular miogenina. A i B: Anàlisi immunocitoquímic de la proteïna miogenina 
(marcatge vermell) en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els nuclis cel·lulars estan 
marcats en blau (Hoechst 33342). Barres: 10m. C i D: Quantificació dels nivells de miogenina 
provinent dels nuclis cel·lulars en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Es va 
quantificar la intensitat de fluorescència amb el paràmetre CTCF (de l’anglès Corrected Total Cell 
Fluorescence). Els resultats es varen referir als seus controls (cèl·lules tractades amb vehicle 
(DMSO)). Significació estadística: **p<0.01. 

 

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

invasiva de les cèl·lules de RMS in vitro 

Es va estudiar la capacitat d’invasió de les cèl·lules després del tractament amb 

l’inhibidor farmacològic de DKK-1 mitjançant l’assaig d’invasió Transwell. Es va 

realitzar l’experiment en les línies cel·lulars RD i CW9019 prèviament tractades 

amb WAY-262611 a una concentració de 0.2µM durant 48h (Figura R34). Es va 

observar la reducció de la capacitat invasiva de les cèl·lules després del tractament 
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amb l’inhibidor farmacològic, essent significativa en les dues línies cel·lulars 

(Figura R34-A i C).  

 

Figura R34. El tractament amb WAY-262611 redueix la capacitat invasiva de les cèl·lules de 
RMS. A i C: Assaigs d’invasió cel·lular Transwell de cèl·lules tractades amb l’inhibidor WAY-262611 
durant 48h en les línies cel·lulars RD i CW9019, respectivament. Els valors d’invasió estan 
expressats en percentatges referits als seus controls (cèl·lules tractades amb el vehicle (DMSO) i 
representen la mitja ± SEM de 3 assaigs independents. Significació estadística: *p<0.05. B: 
Composició de fotografies mostrant un camp representatiu de les membranes Transwell 
corresponent a les línies RD i CW9019 tractades amb l’inhibidor farmacològic. Les cèl·lules amb 
capacitat invasiva es varen adherir a la superfície inferior de les membranes Transwell i es varen 
tenyir amb Hoechst 33342.  

 

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

clonogènica de les cèl·lules de RMS in vitro 

Es va realitzar l’assaig de clonogenicitat per determinar la capacitat de les cèl·lules 

de RMS de formar clons després del tractament amb WAY-262611 (Figura R35). Es 

varen sembrar 1000 cèl·lules per placa i es varen incubar les plaques durant dues 

setmanes per a permetre la formació dels clons. El recompte dels clons va mostrar 

una reducció significativa del número de clons formats després del tractament 

amb el fàrmac en la línia cel·lular RD (Figura R35-B) i en la línia cel·lular CW9019 

(Figura R35-C).  
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Figura R35. La capacitat de formació de clons es veu reduïda després del tractament amb 
WAY-262611. A: Composició de fotografies mostrant una placa representativa de cada condició 
(DMSO i WAY-262611 0.2M) amb els clons formats en la línia cel·lular RD i CW9019. B i C: 
Quantificació dels clons formats, en les línies RD i CW9019 respectivament, després del tractament 
amb WAY-262611. Es varen sembrar plaques amb la mateixa quantitat de cèl·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 (cèl·lules tractades amb el vehicle (DMSO)) i 
representen la mitja ± SEM de 3 assaigs independents. Significació estadística: **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 farmacològic de DKK-1 sobre el 

creixement tumoral en un model ortotòpic es varen injectar 1 milió de cèl·lules de 

la línia cel·lular RD, prèviament tractades durant 48h amb WAY-262611 0.2µM, al 

múscul gastrocnemi de ratolins SCID. Pel grup control es varen utilitzar cèl·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 injecció es varen sacrificar els animals i es varen extirpar els tumors (Figura 

R36). Es va analitzar la cinètica de creixement tumoral sense observar diferències 

(Figura R36-C). Tampoc es varen observar diferències significatives ni en el pes ni 
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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 inhibició de només DKK-1 no és suficient per a la reducció del 

creixement tumoral de RMS in vivo (Figura R36, B i D). Per altra banda, es varen 

pesar els animals diàriament per tal de comprovar possibles efectes tòxics del 

compost. No es varen obtenir diferències en el pes dels animals indicant que el 

compost no és tòxic a aquestes dosis. 

 

Figura R36. El tractament amb l’inhibidor WAY-262611 no mostra efectes sobre el 
creixement tumoral en ratolins SCID. A: Gràfic de formació dels tumors en ratolins SCID. B: Pes 
promig dels tumors al punt final de l’estudi referit al grup control (ratolins tractats amb DMSO). C: 
Cinètica 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 l’estudi referit al grup control (ratolins tractats amb 
DMSO). Els resultats estan expressats com la mitja ± SEM dels valors de 5 ratolins que formaven 
cada grup.  

 

9.7. Anàlisi del tractament amb WAY-262611 en la capacitat d’implantació 

de metàstasis de les cèl·lules de RMS en ratolins Nude 

Es va estudiar la capacitat d’implantació de les cèl·lules metastàtiques in vivo 

després del tractament amb l’inhibidor farmacològic de DKK-1. Es varen injectar 3 
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milions de cèl·lules de la línia cel·lular RD amb l’expressió estable de GFP (vector 

lentiviral pGIPZ buit), prèviament tractades amb WAY-262611 0.2M durant 48h, 

a la vena de la cua dels ratolins Nude. Els ratolins es varen tractar diàriament amb 

WAY-262611 (10mg/kg) i després de 7 dies es varen sacrificar els animals per a 

analitzar mitjançant citometria de flux el número de cèl·lules GFP+ implantades al 

pulmó (Figura R37). Tot i que els resultats varen mostrar una tendència de 

reducció del nombre de cèl·lules GFP+ respecte el total de cèl·lules vives presents a 

la mostra després del tractament amb WAY-262611, els resultats obtinguts no són 

significatius (Figura R37-C).  

 

Figura R37. Anàlisi del tractament amb WAY-262611 en la capacitat d’implantació de les 
cèl·lules de RMS in vivo. Es varen injectar 3 milions de cèl·lules de RMS GFP positives pre-
tractades amb WAY-262611 (0.2µM) o amb el vehicle DMSO durant 48h. A i B: Gràfics obtinguts del 
citòmetre FACSAria on es mostren les cèl·lules GFP+ (eix Y: E Blue-A) respecte l’auto-fluorescència 
basal de les cèl·lules (eix X: C Violet-A). A: Cèl·lules GFP+ dels ratolins tractats amb DMSO (16 
cèl·lules GFP+). B: Cèl·lules GFP+ dels ratolins tractats amb WAY-262611 (10mg/kg) (11 cèl·lules 
GFP+). C: Número de cèl·lules GFP+ respecte les cèl·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 senyalització Wnt està desregulada en diversos tumors, presentant 

efectes sobre el creixement i la capacitat invasiva i metastàtica de les cèl·lules 

tumorals (262,264,269). Els primers estudis que varen relacionar la via Wnt amb 

el RMS varen concloure que la via està inactiva donada la baixa expressió de β-

catenina i la localització citoplasmàtica d’aquesta. A més a més, no varen detectar 

la presència de mutacions en CTNNB1 (359,360). Més endavant, es va confirmar la 

infra-regulació de la via Wnt en RMS, indicant també els efectes de l’activació de la 

via en la diferenciació miogènica (361). Els estudis més recents han demostrat que 

l’activació de la via Wnt, ja sigui per l’addició del lligand Wnt3a com per la inhibició 

de components de la via tals com GSK-3β o sFRP3, promou la diferenciació 

miogènica de les cèl·lules de RMS (342,364–367). Concretament, aquests estudis 

demostren la reducció de la proliferació cel·lular i la inducció de l’expressió dels 

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

Per tant, que la via Wnt es troba inhibida en RMS i que la seva activació promou la 

diferenciació cel·lular són fets altament acceptats. Tot i això, el mecanisme 

responsable de la inhibició d’aquesta via en RMS és encara incert. Determinar les 

molècules responsables de la inactivació de la via Wnt podria tenir un paper clau 

per al disseny de noves teràpies anti-oncogèniques en RMS. 

 

1. DKK-1 és l’inhibidor més expressat en línies cel·lulars i tumors de RMS 

En aquest treball s’analitza per primera vegada l’expressió 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 tumorigènesi del RMS. Per tal de determinar la 

implicació dels antagonistes sFRP i DKK en la inactivació de la via Wnt en RMS, es 

varen analitzar els seus nivells d’expressió en línies cel·lulars i tumors de RMS. En 

l’anàlisi de línies cel·lulars de RMS es mostra una major expressió dels gens DKK en 

comparació amb els gens sFRP, especialment de DKK-1. Els resultats obtinguts de 

l’anàlisi d’expressió dels inhibidors en mostres tumorals revelen una elevada 

presència de la majoria dels antagonistes, mostrant una expressió elevada i 

constant dels gens DKK. No obstant, s’ha de tenir en compte que els resultats de 

l’expressió dels inhibidors en tumors prové de microarrays d’expressió on les 



DISCUSSIÓ 

 
148 

eficàcies d’unió de les diferents sondes dels gens analitzats no tenen perquè ser les 

mateixes i, per tant, no poden ésser comparades entre si. Malgrat aquest fet, 

l’expressió de DKK-1 estava entre les més destacables i presentava una expressió 

elevada en pràcticament totes les línies cel·lulars analitzades, suggerint un paper 

preponderant d’aquest inhibidor de la via Wnt. 

Així doncs, l’elevada expressió dels antagonistes suggereix que la inhibició de la via 

Wnt en RMS pot estar causada per la seva presència. En concordança amb els 

resultats obtinguts en aquesta tesi, estudis anteriors han descrit la presència dels 

antagonistes de la via Wnt en RMS. Així, Kephart et al. varen descriure una elevada 

expressió dels inhibidors sFRP1, sFRP3, sFRP4 i DKK-2, tot i que l’estudi només es 

centra en línies cel·lulars de RMSa i mioblasts humans amb expressió de PAX3-

FOXO1 (342). De manera similar, Singh et al. varen descriure també la sobre-

expressió d’antagonistes de la via, tals com sFRP2, sFRP4 i DKK-1, en línies 

cel·lulars de RMSe (361). Els resultats d’aquests estudis descriuen l’elevada 

expressió de diferents antagonistes de la via segons el subtipus histològic, 

suggerint una diferència entre el mecanisme d’inactivació de la via Wnt depenent 

del subtipus histològic. En aquesta tesi es confirma l’expressió dels inhibidors en 

ambdós subtipus histològics, demostrant que la seva presència pot ser la causa de 

la inactivació de la via Wnt i, per tant, podria estar involucrada en la formació del 

tumor (Figura D1). 

 

Figura D1. Representació del model proposat de la implicació de la inactivació de la Wnt en 
RMS. Els tumors de RMS presenten una elevada expressió dels inhibidors de la via Wnt, fet que els 
posiciona com a possibles causants de la inhibició de la via. La inhibició de la via Wnt està 
relacionada amb l’absència de diferenciació en RMS. Per contra, la seva activació causaria la 
diferenciació dels precursors miogènics a mioblasts i, finalment, a la formació dels miotubs.  
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A més a més, l’anàlisi d’expressió de l’ARNm de DKK-1 en mostres tumorals de 

RMS mitjançant PCR convencional va revelar per primera vegada dues isoformes 

de DKK-1. Després de seqüenciar la isoforma inesperada, es va comprovar el 

manteniment de l’intró número 3 de DKK-1 (corresponent als 118pb addicionals). 

La no eliminació de l’intró inclou, dins la seva seqüència, la presència d’un codó 

d’aturada, no obstant, no s’ha detectat la presència de proteïnes truncades. 

Altrament, no s’ha descrit prèviament la presència de la mencionada isoforma de 

DKK-1 en estudis anteriors. Aquesta nova isoforma està present tan en tumors de 

RMSa com de RMSe i no presenta una expressió diferencial entre els tumors 

localitzats o metastàtics. La isoforma està present en les línies cel·lulars de RMSa 

amb la translocació PAX3-FOXO1 i en RMSa negatius per la translocació. A més a 

més, tan els tumors analitzats amb aquesta translocació com els RMSa negatius per 

la translocació mostren la presència d’ambdues isoformes. En canvi, el tumor de 

RMSa amb la translocació PAX7-FOXO1 (t12) analitzat no mostra la presència de la 

isoforma, tampoc ho fa la línia cel·lular CW9019, la qual presenta també la mateixa 

translocació. Aquests resultats preliminars permeten hipotetitzar que aquesta 

nova isoforma de DKK-1 podria conferir efectes oncogènics diferents segons el 

subtipus histològic i la presència de translocacions específiques. No obstant, 

caldrien més estudis per confirmar aquesta hipòtesi. 

 

2. La presència de DKK-1 correlaciona amb la inhibició de la via Wnt en RMS 

Aquest estudi descriu la caracterització funcional de l’estat d’activació de la via 

Wnt en tumors de RMS. Es va confirmar que els tumors amb nivells elevats de 

DKK-1 presenten nivells baixos de -catenina, suggerint que l’expressió d’aquest 

antagonista causa la inhibició 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 està activa, i que, per tant, el creixement del tumor 

recauria en altres vies de senyalització cel·lular independents de -catenina. En 

aquest sentit, en càncer gàstric s’ha descrit que l’elevada expressió de DKK-1 es 

relaciona amb una pitjor supervivència, malgrat no s’observi una correlació entre 

l’expressió de DKK-1 i -catenina (330).  
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A més a més, es varen comparar els resultats obtinguts mitjançant PCR 

convencional i l’expressió de proteïna en tumors de RMS. Els tumors que 

expressen l’intró 3 (nova isoforma de DKK-1) tenen nivells més elevats de DKK-1 i, 

conseqüentment, la via inactivada. Per contra, el tumor amb la translocació PAX7-

FOXO1 (t12) presenta nivells baixos tan de -catenina com de DKK-1, suggerint en 

aquest cas, que en la tumorigènesi estan involucrades altres vies de senyalització o 

altres inhibidors. El tumor analitzat que no presenta l’intró 3 (t5), presenta nivells 

baixos de DKK-1 i elevats de -catenina, indicant que l’absència de l’inhibidor 

podria ser la causa d’una major activació de la via Wnt i, per tant, de l’acumulació 

del gen efector de la via (-catenina). No obstant, tot i que aquests resultats 

suggereixen un possible paper específic d’aquesta isoforma, caldrien més estudis 

per determinar la implicació del manteniment de l’intró 3 en la inactivació de la via 

Wnt i en la tumorigènesi del RMS. 

Per tal de determinar els efectes de l’activació de la via Wnt en RMS, es va procedir 

al bloqueig de DKK-1 mitjançant dues metodologies: la tecnologia d’shRNA i la 

inhibició farmacològica. Es varen comprovar els efectes sobre l’activació de la via 

Wnt en les línies cel·lulars RD i CW9019, corresponents als subtipus embrionari i 

alveolar de RMS, respectivament. La reducció dels nivells de proteïna DKK-1 va 

confirmar l’eficàcia d’ambdues metodologies. La infra-regulació de DKK-1 

mitjançant shRNA va mostrar una baixada de l’ARNm degut a la unió perfecte entre 

l’shRNA i l’ARN diana, excepte amb l’sh#1 en la línia cel·lular CW9019. En aquest 

cas, es dedueix que la unió entre l’shRNA i l’ARN diana era parcial i es va inhibir 

només la traducció, explicant doncs l’increment dels nivells d’ARNm de DKK-1 i la 

reducció dels nivells de proteïna. La inhibició farmacològica de DKK-1 mitjançant 

WAY-262611 es va confirmar per una baixada dels nivells de proteïna de DKK-1. 

WAY-262611 és un inhibidor que no disminueix els nivells d’ARNm de DKK-1 ja 

que actua a nivell de proteïna. En aquesta línia, s’ha descrit que el fàrmac redueix 

els nivells proteics de DKK-1 (384,406). Concretament, WAY-262611 actua 

bloquejant la unió de DKK-1 al receptor LRP5, permetent la unió dels lligands Wnt 

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

La caracterització de l’activació 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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mitjançant l’assaig luciferasa. Els resultats obtinguts en ambdós assaigs varen 

confirmar l’activació de la via: es varen confirmar nivells més elevats de la proteïna 

efectora de la via Wnt, -catenina, i una major activitat luciferasa posterior a la 

inhibició de DKK-1, confirmant que DKK-1 és una proteïna clau per la inhibició de 

la via Wnt en RMS. En l’assaig luciferasa després de la inhibició farmacològica no 

s’observa un augment del grau d’activació de la via en la línia cel·lular CW9019, 

suggerint que els dos subtipus histològics poden diferir en la capacitat d’activació 

de la via. La baixa senyalització Wnt en cèl·lules de RMS va requerir l’ús de medi 

condicionat amb Wnt3a per a realitzar l’assaig luciferasa. S’ha evidenciat que 

l’addició de Wnt3a al medi de cultiu de les línies cel·lulars de RMS és suficient per 

induir l’activitat luciferasa de -catenina (364). En càncer de colon, per exemple, 

s’ha descrit la implicació de la secreció dels lligands Wnt, tan per part de les 

cèl·lules tumorals com per part de l’estroma, en la proliferació i la supervivència de 

les cèl·lules tumorals (407). En aquest estudi, Voloshanenko et al. descriuen que, 

tot i les mutacions en APC o CTNNB1, la reducció dels lligands Wnt en cultiu 

cel·lular disminueix l’activació de la via Wnt. Aquesta disminució de la 

senyalització Wnt es rescata mitjançant l’addició de Wnt3a recombinant. Així 

doncs, l’addició del lligand Wnt3a al medi de cultiu podria ser la causant dels 

nivells endògens d’activació de la via Wnt observats en aquesta tesi. Tot i aquesta 

expressió basal de la via Wnt en les línies cel·lulars de RMS analitzades, la inhibició 

de DKK-1 augmenta el grau d’activació de la via, posant en relleu la importància de 

l’antagonista en la inhibició de la via Wnt. 

 

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

Aquest treball descriu els efectes funcionals de la inhibició de DKK-1 sobre el 

creixement de les cèl·lules de RMS. La infra-regulació genètica de DKK-1 mitjançant 

shRNA en les línies cel·lulars RD i CW9019 causa la reducció del creixement 

cel·lular. La inhibició farmacològica de DKK-1 en les esmentades línies cel·lulars 

provoca efectes similars. Aquests resultats indiquen que l’activació de la via Wnt 

mitjançant la inhibició de DKK-1 té efectes en la reducció del creixement cel·lular. 



DISCUSSIÓ 

 
152 

El lleuger augment de cèl·lules en fase G1 del cicle cel·lular posterior a la depleció 

genètica de DKK-1 suggereix que la disminució de la proliferació observada podria 

ser deguda, en part, a una aturada del cicle cel·lular. Aquest fet pot ser causat per 

l’increment observat en els nivells de ciclina D1. La ciclina D1 té un paper central 

en la regulació del cicle cel·lular, concretament en la progressió G1/S. La ciclina D1 

s’acumula durant la fase G1 del cicle cel·lular però la baixa estabilitat d’aquesta 

ciclina fa que es degradi i les cèl·lules entrin a la fase S (408,409). Essent per tant, 

l’acumulació de la ciclina D1 un indicador de l’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 l’activació de la via Wnt, mitjançant la 

inhibició de DKK-1, promou l’expressió i acumulació de ciclina D1. Aquesta 

acumulació de ciclina D1 en les cèl·lules de RMS amb la via Wnt activa, provoca que 

s’aturin a la fase G1, donant lloc a la reducció en la proliferació cel·lular (Figura 

D2).  

Per altra banda, s’ha descrit que DKK-1 augmenta la proliferació cel·lular i 

disminueix l’expressió de -catenina, permetent que les cèl·lules re-entrin al cicle 

cel·lular mitjançant la inhibició de la via Wnt canònica (411). En aquest estudi, 

portat a terme en cèl·lules mare mesenquimals (MSC, de l’anglès mesenchymal 

stem cell), Gregory et al. descriuen la implicació de DKK-1 en la disminució de 

l’expressió de -catenina, la qual s’encarrega de regular les unions adherents, 

reduint els contactes entre cèl·lules necessaris per la diferenciació cel·lular i fent 

que les cèl·lules re-entrin al cicle cel·lular. Els resultats obtinguts en aquesta tesi 

suggereixen que DKK-1 pot tenir la mateixa funció en RMS, és a dir, l’expressió de 

DKK-1 causaria una reducció de l’expressió de -catenina, reduint els contactes 

entre cèl·lules i permetent que les cèl·lules de RMS poguessin re-entrar al cicle 

cel·lular. Per tant, la inhibició de DKK-1 i l’augment de -catenina aturaria aquesta 

re-entrada al cicle cel·lular inhibint així la proliferació. No obstant, en altres 

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

Així doncs, el paper anti-oncogènic de l’activació de la via Wnt en RMS està 

caracteritzat per la reducció del creixement cel·lular. Per tal d’analitzar les causes, 

es varen estudiar els canvis en els gens diana causats per l’activació de la via Wnt. 

Es va procedir a analitzar els nivells d’expressió dels principals gens diana de via    
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– c-Myc, CD44 i Axina 2 – després de la inhibició de DKK-1. Els resultats obtinguts 

no varen mostrar diferències o inclús es va detectar una disminució de l’expressió 

de c-Myc, CD44 i Axina 2 després de la depleció genètica de DKK-1 en comparació 

al control (cèl·lules transduïdes amb el vector buit). Per altra banda, la inhibició de 

DKK-1 mitjançant WAY-262611 no va causar canvis en el gen diana c-Myc, però sí 

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). Així doncs, l’activació de la via Wnt promou 

l’expressió d’Axina 2, la qual està involucrada en limitar la duració i/o intensitat de 

la senyalització Wnt mitjançant la inhibició de β-catenina. En concordança amb 

l’estudi de Jho et al., altres treballs descriuen que l’activació de la via Wnt en RMS 

mitjançant el tractament amb Wnt3a no altera l’expressió dels gens diana c-MYC, c-

JUN, SLUG, però sí d’Axina 2 (364). A part de la funció d’Axina 2 com a regulador 

negatiu de la via Wnt, diversos estudis relacionen la seva expressió amb la 

diferenciació muscular (413,414). Figeac et al. descriuen l’augment d’expressió 

d’Axina 2 durant la diferenciació miogènica en comparació als nivells d’expressió 

en cèl·lules amb activitat proliferativa. En aquesta tesi s’observa un augment 

d’expressió d’Axina 2 posterior al tractament amb WAY-262611. Aquest augment 

podria venir donat per l’increment de diferenciació miogènica causat pel bloqueig 

de DKK-1 i per tal de contrarestar la intensitat de l’activació de la via Wnt causada 

pel tractament amb WAY-262611. 

En resum, la inhibició de DKK-1 causa l’activació de la via Wnt mediada per β-

catenina sense mostrar efectes en l’expressió dels gens diana c-Myc i CD44. No 

obstant, els resultats obtinguts no varen ser sorprenents ja que c-Myc i CD44 són 

gens relacionats amb una major proliferació (206,209,415). En concordança 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 proliferació (379). 

Tanmateix, els resultats mostrats en aquesta tesi suggereixen que l’activació de la 

via Wnt té efectes anti-proliferatius, essent normal que els nivells de c-Myc no 

variïn. Per altra banda, Mylona et al. descriuen el paper de CD44 en la diferenciació 

dels mioblasts, demostrant que la inhibició de CD44 augmenta la diferenciació i 

redueix la motilitat dels mioblasts (416). En aquesta tesi es mostra la disminució 
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de CD44 en la línia cel·lular de RMSa (CW9019), però no en la línia cel·lular de 

RMSe (RD). Aquest resultat suggereix que l’activació de la via Wnt en RMS pot 

activar diferents gens diana anti-oncogènics segons el subtipus histològic. Així 

doncs, la inhibició de DKK-1 és capaç d’activar la via Wnt, sense causar efectes en 

els gens pro-oncogènics (Figura D2). Per tant, el fet que la inhibició de DKK-1 no 

activi l’expressió dels gens diana de la via Wnt involucrats en el creixement 

cel·lular és indicatiu que l’activació de la via Wnt en RMS té efectes anti-

oncogènics. 

 

Figura D2. Representació del mecanisme proposat de la reducció del creixement cel·lular en 
RMS. La inhibició de DKK-1 promou l’activació de la via Wnt permetent que -catenina es 
transloqui al nucli i activi els gens diana Axina 2 i ciclina D1. La proteïna Axina 2 és un regulador 
negatiu, el qual inhibeix -catenina, contrarestant els efectes produïts per l’activació de la via Wnt. 
L’activació de la via causa la transcripció de ciclina D1, promovent la seva acumulació i el 
conseqüent arrest a la fase G1 del cicle cel·lular. 

 

Tot i que els efectes sobre la proliferació de la infra-regulació de DKK-1 i la seva 

inhibició mitjançant WAY-262611 varen ser prometedors in vitro, els efectes 

observats sobre el creixement tumoral in vivo no varen ser els esperats. Malgrat 

que l’aparició dels tumors en els ratolins injectats amb cèl·lules de RMS amb la 

infra-regulació de DKK-1 va ser lleugerament posterior a la dels control, no es va 

observar una disminució 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 proliferació observats amb el fàrmac in vitro.  

El fet que en el model animal no s’hagin obtingut els resultats esperats indica que 

el creixement tumoral in vivo està afectat per l’estroma, és a dir, per altres 

components de la via Wnt i/o altres vies de senyalització. Possiblement, la depleció 

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 múltiples 

inhibidors de la via Wnt (com per exemple la família d’inhibidors sFRP, DKK o WIF, 

entre altres). Així doncs, els efectes de la depleció de DKK-1 podrien estar 

compensats per la presència dels altres inhibidors de la via Wnt. Les famílies 

d’antagonistes DKK i sFRP representen un grup d’inhibidors solubles. S’ha descrit 

que les cèl·lules de l’estroma expressen aquests inhibidors, exercint com a 

reguladors de la via Wnt en les pròpies cèl·lules de l’estoma (regulació autocrina) 

com en les cèl·lules tumorals adjacents (regulació paracrina) (159,417). En 

mieloma múltiple, per exemple, s’ha descrit que les cèl·lules de l’estroma de la 

medul·la òssia expressen nivells elevats de DKK-1, i que, a més a més, la capacitat 

d’unió als receptors es veu augmentada en comparació a les cèl·lules de l’estroma 

dels controls sans (418). Més recentment, D’Amico et al. descriuen també la 

implicació de les cèl·lules de l’estroma en la inducció de l’expressió de DKK-1, 

exercint efectes immuno-supressors durant el creixement tumoral (419). A més a 

més, s’ha descrit l’expressió d’altres inhibidors tals com DKK-3 o els antagonistes 

sFRP a l’estroma de certs tumors (417,420–422). Així doncs, suggerim que els 

efectes observats in vivo podrien estar afectats per l’expressió d’altres inhibidors 

de la via Wnt en les cèl·lules del tumor i de l’estroma o inclús per mecanismes 

compensatoris d’altres vies, els quals contribuirien a inhibir la via Wnt en les 

cèl·lules tumorals.  

Hi ha escassetat d’estudis sobre el paper de DKK-1 in vivo. No obstant, en 

colangiocarcinoma s’ha descrit que la inhibició de DKK-1 mitjançant shRNA 

disminueix la formació de tumors in vivo (423). A més a més, diversos estudis 

proposen la inhibició de DKK-1 mitjançant anticossos com a tractament del 

mieloma múltiple (390). No obstant, la majoria de treballs que descriuen la funció 
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oncogènica de DKK-1 tan sols indiquen la seva importància com a biomarcador de 

diagnòstic i/o pronòstic i no es descriuen els efectes de la seva inhibició 

(332,334,424). Així doncs, tot i que els efectes causats per DKK-1 in vitro són 

prometedors, la seva implicació en el creixement tumoral in vivo és encara en gran 

part desconeguda degut a la possible participació de l’estroma. Per tant, caldria un 

estudi més exhaustiu del paper de la inhibició de DKK-1 en RMS per tal de 

determinar els seus efectes in vivo. 

 

4. El paper de DKK-1 en la diferenciació miogènica de les cèl·lules de RMS 

Després d’observar indicis de diferenciació en les cèl·lules amb inhibició de DKK-1, 

tan amb shRNA com amb l’inhibidor farmacològic, es va caracteritzar l’expressió 

dels dos marcadors miogènics principals: MyoD1 i miogenina. MyoD1 i miogenina 

són dos factors determinants de la miogènesi, MyoD s’expressa a les cèl·lules 

progenitores per establir el llinatge de múscul esquelètic, mentre que la miogenina 

s’expressa als mioblasts per tal de regular la diferenciació de les cèl·lules 

musculars (425). Es va confirmar un augment de l’expressió tan de MyoD1 com de 

miogenina després de la inhibició de DKK-1, tan mitjançant la inhibició genètica 

com farmacològica. Les immunocitoquímiques varen revelar un augment de 

l’expressió d’ambdós marcadors a nucli. Aquest resultat concorda amb estudis 

recents que descriuen la interacció de -catenina amb MyoD i miogenina per 

activar la seva activitat transcripcional (Figura D3) (240). Concretament, Kim et al. 

demostren que perquè es doni la diferenciació miogènica és necessària la 

interacció directa de -catenina amb MyoD i miogenina i no amb els factors 

TCF/LEF (240). A més, s’ha descrit l’expressió d’ambdós marcadors a nucli durant 

la diferenciació miogènica, 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-3β, 

el qual s’encarrega de fosforilar i induir la degradació de β-catenina, per fosforilar i 

reprimir l’expressió de miogenina in vitro, confirmant així l’habilitat de GSK-3β per 

inhibir la diferenciació miogènica en RMS (365). En aquest estudi, Dionyssiou et al. 

varen descriure que la repressió de la funció de la miogenina causava un fenotip 

proliferatiu de les cèl·lules de RMS. Així doncs, en RMS la via Wnt es pot trobar 
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inhibida ja sigui per l'acció repressora de GSK-3β o per l'elevada presència 

d’inhibidors de la via, els quals tindrien els mateixos efectes: inhibir la 

diferenciació miogènica. Els resultats obtinguts en aquesta tesi suggereixen que 

l’activació de la via Wnt, causada per la inhibició de DKK-1, promou la interacció de 

-catenina amb MyoD i miogenina, induint l‘expressió d’aquests factors de 

transcripció i la conseqüent diferenciació miogènica de les cèl·lules de RMS. 

Per altra banda, l’anàlisi de l’expressió de FAK, cinasa associada als processos de 

diferenciació, mostra una reducció de la seva expressió després de la inhibició de 

DKK-1 tan genètica com farmacològicament. En la línia dels resultats obtinguts, 

s’ha postulat que la inhibició de FAK té un paper essencial en la miogènesi 

esquelètica. Concretament, s’ha descrit que l’expressió ectòpica de FAK promou la 

proliferació cel·lular de mioblasts, mentre que inactivant el lloc d’activació de FAK 

s’indueix la diferenciació i la formació dels miotubs multinucleats (427). A més a 

més, s’ha descrit que els nivells de proteïna FAK disminueixen durant la miogènesi 

a causa de la seva ubiquitinació i posterior degradació (428). En aquest estudi, 

Nguyen et al. descriuen que durant la miogènesi els nivells d’expressió de FAK 

disminueixen per tal de donar lloc al procés de diferenciació. Contràriament, els 

nivells de fosforilació de FAK augmenten, suggerint que l’increment de fosforilació 

promou la seva degradació. No obstant, els autors conclouen que la degradació de 

FAK és independent de la seva fosforilació, essent encara desconeguda la relació 

entre la fosforilació de FAK i la diferenciació miogènica (428). En RMS s’ha descrit 

que FAK està present i fosforilat en tumors i línies cel·lulars de RMSa i RMSe (429). 

En aquest estudi, Waters et al. comproven que la inhibició de FAK disminueix la 

supervivència cel·lular, la invasió i la migració 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’activació de la via de senyalització de FAK, i 

que la seva inhibició fa que els nivells de FAK es redueixin (384). Malgrat que en 

RMS s’hagi descrit que FAK està involucrada en la invasió i la migració cel·lular, els 

resultats obtinguts en aquesta tesi suggeririen que FAK, a part dels efectes descrits 

per altres autors en la capacitat de proliferació i la migració, té també efectes en la 

diferenciació miogènica de les cèl·lules tumorals i que aquest darrer mecanisme 

estaria mediat per DKK-1 (Figura D3).  
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Figura D3. Representació del mecanisme proposat de la relació de la via Wnt amb la 
diferenciació miogènica de les cèl·lules de RMS. A: En presència de l’inhibidor DKK-1, la via Wnt 
està inactiva. -catenina es troba formant un complex amb APC, Axina i GSK-3, el qual la fosforila i 
promou la seva degradació. La degradació de -catenina no permet la seva interacció amb MyoD i 
miogenina, inhibint així la diferenciació miogènica i promovent la proliferació. Per altra banda, 
DKK-1 té també la capacitat d’activar FAK. L’expressió de FAK inhibeix la diferenciació miogènica i 
indueix la proliferació de les cèl·lules de RMS. B: La inhibició de DKK-1 causa la reducció dels 
nivells de FAK induint així la diferenciació miogènica. A més a més, la inhibició de DKK-1 i la 
conseqüent activació de la via Wnt, permet la interacció de -catenina amb MyoD i miogenina per 
tal d’iniciar el procés de diferenciació miogènica. 

 

5. El paper de DKK-1 en la capacitat invasiva i clonogènica de les cèl·lules de 

RMS 

La implicació de DKK-1 en els mecanismes de metàstasi està ben establerta en 

certs tumors, tals com el càncer d’ovari o el càncer de pulmó (430,431). Estudis en 

càncer de pròstata conclouen també que la inhibició de DKK-1 redueix la capacitat 

metastàtica ja que l’activació de la via Wnt promou l’activitat osteoblàstica del 

teixit diana de les metàstasis (432). Per altra banda, Choe et al. descriuen que 

WAY-262611 redueix la capacitat de migració dels sinoviòcits, unes cèl·lules 

similars a fibroblasts localitzades al líquid sinovial de les articulacions (384). En 

RMS, però, no s’ha descrit la implicació de l’activació de la via Wnt en la capacitat 

invasiva. Els resultats mostrats en aquest treball indiquen una reducció moderada 

de la capacitat invasiva in vitro després de la inhibició de DKK-1, tan genètica com 

farmacològicament. Possiblement, aquesta reducció de la invasió pot ser una 

conseqüència del major grau de diferenciació d’aquestes cèl·lules després del 

tractament i no a una reducció directa de la seva capacitat invasiva.  
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Els assaigs de formació de clons es varen realitzar per tal de determinar la 

implicació de DKK-1 en les cèl·lules iniciadores de RMS. Els resultats dels assaigs 

de clonogenicitat mostren una reducció en la capacitat de la formació de clons 

després de la inhibició de DKK-1 tan mitjançant shRNA com WAY-262611. No 

obstant, atribuïm com a causa més probable de la reducció de la formació de clons 

al procés de diferenciació en RMS. Les cèl·lules amb la inhibició de DKK-1, inclosa 

la subpoblació de cèl·lules mare amb capacitat de generar nous clons, mostren una 

major diferenciació presentant, per tant, una menor capacitat d’invasió i de 

clonogenicitat. A més, la relació entre l’activació de la via Wnt i la diferenciació de 

les cèl·lules mare està ben establerta (433). En aquest estudi, Davidson et al. 

conclouen que l’activació de la via Wnt en cèl·lules mare embrionàries humanes no 

indueix l’auto-renovació, sinó que promou la diferenciació cel·lular. Bukowska et 

al., per altra banda, varen confirmar que l’activació de la via Wnt promou la 

formació de clons més petits i diferenciats, i que redueix l’expressió dels 

marcadors de cèl·lules mare mesenquimals (434). Tenint en compte aquests 

resultats, suggerim que l’activació de la via Wnt en RMS pot tenir efectes similars, 

una major diferenciació de les cèl·lules metastàtiques i de les cèl·lules iniciadores 

de tumor, contribuint així a la disminució de la capacitat metastàtica.  

En consonància amb els resultats obtinguts mitjançant l’assaig d’invasió, un altre 

punt prometedor d’aquesta tesi és l’estudi de la implantació de metàstasis en RMS. 

La implicació de DKK-1 en l’establiment de les metàstasis ha estat prèviament 

estudiada (435–437). Malladi et al. descriuen que l’expressió de DKK-1 provoca un 

estat de quiescència a les cèl·lules canceroses, induint la infra-expressió dels 

lligands de les cèl·lules NK, tals com CD155 i ULBP. Aquest mecanisme els permet 

evadir el sistema immune i tenir l’oportunitat de formar metàstasis (435) (Figura 

D4). Amb la finalitat de comprovar la implicació de DKK-1 en el procés de 

metàstasis en RMS, es varen injectar cèl·lules de RMS a la vena de la cua de ratolins 

immunodeprimits i es va comptar el número de cèl·lules implantades al pulmó 

(teixit diana de les metàstasis). Al bloquejar DKK-1, ja sigui mitjançant shRNA com 

mitjançant WAY-262611, es va observar una tendència de reducció de la capacitat 

d’implantació de cèl·lules de RMS metastàtiques a pulmó. Tot i la reducció en la 

capacitat d’implantació de metàstasis observada, aquesta no és significativa, fet 
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que indica que són necessaris més estudis per tal de confirmar el paper de DKK-1 

en la implantació de metàstasis en RMS. A més a més, l’estroma podria causar 

efectes compensatoris mitjançant l’expressió d’altres inhibidors de la via Wnt o 

inclús mitjançant la influència d’altres vies de senyalització cel·lular. Malgrat 

haver-hi mecanismes compensatoris, els resultats obtinguts en aquesta tesi 

mostren una lleugera disminució de la capacitat d’implantació de metàstasis i, per 

tant, suggereixen que DKK-1 pot estar implicat en la implantació de les metàstasis 

en RMS. 

 

Figura D4. Imatge esquemàtica de la implicació de DKK-1 en l’establiment de les metàstasis. 
La majoria de la progènie cel·lular exposada al sistema immune mor durant els processos 
d’extravasació degut a l’estrès mecànic o metabòlic. No obstant, les cèl·lules canceroses latents 
enriquides amb Sox2/Sox9 entren en quiescència evadint així el sistema immune. Aquest subgrup 
de cèl·lules té una capacitat superior d’establir metàstasis ja que un cop expressen DKK-1 són 
capaces d’atenuar la resposta als senyals Wnt, entrant així en quiescència. Les cèl·lules quiescents 
infra-regulen l’expressió dels lligands de cèl·lules NK a la superfície cel·lular, evadint així la 
vigilància del sistema immune. Les cèl·lules latents metastàtiques que sobreviuen poden ser 
capaces de formar les macrometàstasis. Imatge i text adaptats de (435).  

 

6. DKK-1 i supervivència en RMS: implicacions terapèutiques  

La correlació observada entre l’expressió de DKK-1 i la supervivència dels pacients 

amb RMS és altament interessant per la clara implicació translacional que li aporta 

aquesta proteïna. L’anàlisi d’expressió de DKK-1 en tumors de RMS va mostrar una 

major expressió d’aquest antagonista de la via Wnt en el subgrup de tumors 

metastàtics en comparació amb tumors localitzats i en el subgrup de tumors de 
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RMSe en comparació amb tumors de RMSa. Per a realitzar un estudi més 

exhaustiu, es va analitzar l’expressió de DKK-1 en dades genètiques extretes de 

dues bases de dades d’expressió gènica de tumors de RMS. En aquest anàlisi es va 

obtenir una correlació significativa entre l’expressió de DKK-1 i la mortalitat dels 

pacients amb RMS. És a dir, els pacients amb una elevada expressió de DKK-1 

presenten una major mortalitat. Altrament, es va analitzar la correlació entre el 

subtipus histològic de RMS i la supervivència. Tenint en compte el subtipus 

histològic, els pacients amb RMSe i nivells elevats de DKK-1 presentaven una 

mortalitat molt superior a aquells pacients amb RMSe i baixa expressió de DKK-1 

(aproximadament 5 vegades més), suggerint que DKK-1 podria ser un marcador de 

mal pronòstic en RMSe. Els pacients amb RMSa i elevada expressió de DKK-1 

també presenten una major mortalitat en comparació als pacients amb RMSa i 

baixa expressió de DKK-1 (1.2 vegades més), però la diferència no és significativa. 

Estudis recents en altres càncers tals com càncer gàstric, mieloma múltiple, càncer 

de pulmó i osteosarcoma, entre altres, descriuen que l’elevada expressió de DKK-1 

correlaciona amb un pitjor pronòstic dels pacients, atribuint-li un paper en la 

tumorigènesi i/o en la capacitat metastàtica del tumor (259,330,344,438–440).  

En resum, les cèl·lules de RMS presenten una elevada expressió d’algun dels 

inhibidors de la via Wnt, especialment de DKK-1. La inhibició de la senyalització 

Wnt permet la proliferació i l’auto-renovació de les cèl·lules tumorals i imposa un 

estat de latència de les cèl·lules metastàtiques que els permet evadir el sistema 

immune i implantar-se en els òrgans diana (Figura D5-A). La implicació de DKK-1 

en el bloqueig de la diferenciació miogènica i en l’establiment de les metàstasis, el 

posicionen com a una possible diana terapèutica en RMS. Així doncs, la inhibició de 

DKK-1 podria ser una bona estratègia terapèutica en RMS, ja que causa l’activació 

de la via Wnt i redueix l’oncogenicitat de les cèl·lules tumorals, induint la seva 

diferenciació. L’activació de la via redueix la proliferació de les cèl·lules de RMS, 

possiblement causant una petita variació del cicle cel·lular en la fase G1, tal i com 

indica l’acumulació de la ciclina D1 (Figura D5-B). A més a més, la inhibició de 

DKK-1 promou la diferenciació miogènica de les cèl·lules de RMS, induint 

l’expressió dels gens involucrats en la diferenciació miogènica i bloquejant 

l’expressió de FAK (Figura D5-C). L’activació de la senyalització Wnt inhibeix la 
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invasió cel·lular i resultats preliminars suggereixen que la inhibició de DKK-1 

podria interferir en la implantació de les cèl·lules de RMS en òrgans distals (Figura 

D5-D).  

En els pacients amb RMS que presenten una elevada expressió de DKK-1, la 

inhibició d’aquesta proteïna i la conseqüent activació de la via Wnt, podria tenir 

efectes anti-proliferatius, d’inducció de la diferenciació de les cèl·lules tumorals i 

inclús de reducció de la capacitat metastàtica de les cèl·lules de RMS. Per tant, la 

inhibició de DKK-1 es posiciona com una nova possibilitat terapèutica per a 

millorar la supervivència d’aquells pacients amb RMS que presenten una inhibició 

de la via Wnt deguda a l’elevada expressió de DKK-1. 

 

Figura D5. Esquema general dels mecanismes oncogènics proposats per a DKK-1 en RMS. A: 
Les cèl·lules de RMS presenten una elevada expressió de l’inhibidor de la via Wnt DKK-1, 
mecanisme responsable de la inhibició de la via Wnt. Aquesta inhibició causa tan l’auto-renovació 
com un estat de latència de cèl·lules metastàtiques, estat que els hi permet evadir el sistema 
immune (cèl·lules NK) i implantar-se en òrgans diana. B-D: La inhibició de DKK-1 causa l’activació 
de la via Wnt, acumulant -catenina al citoplasma i permetent la seva translocació a nucli, on 
activarà els gens diana. B: L’activació de la via Wnt causa la reducció de la proliferació de cèl·lules 
de RMS degut a l’acumulació de ciclina D1 i la conseqüent aturada en fase G1 del cicle cel·lular. C: La 
translocació de -catenina al nucli causa també l’activació de la diferenciació miogènica de les 
cèl·lules de RMS, en la qual també contribueix la inhibició de FAK com a resultat de la inhibició de 
DKK-1. D: L’activació de la via Wnt causa també la reducció de la invasió cel·lular i de la implantació 
de metàstasis, possiblement deguda a l’atac causat per les cèl·lules NK sobre les cèl·lules que infra-
expressen DKK-1. 
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Primera. Les línies cel·lulars i els tumors de RMS presenten una elevada expressió 

d’algun dels inhibidors de la via Wnt - sFRP i DKK -, especialment de l’inhibidor 

DKK-1. 

Segona. L’expressió de DKK-1 correlaciona amb una menor activació de la via Wnt 

en tumors de RMS. 

Tercera. La infra-regulació genètica i la inhibició farmacològica de DKK-1 en línies 

cel·lulars de RMS corresponents als dos subtipus histològics, augmenten els nivells 

d’activació de la via Wnt. 

Quarta. La depleció genètica i la inhibició farmacològica de DKK-1 redueixen la 

proliferació de les cèl·lules de RMS in vitro. No obstant, per si sols no són capaços 

de reduir el creixement tumoral in vivo ja que pot estar afectat per la participació 

de l’estroma i de mecanismes compensatoris.  

Cinquena. Tan la infra-regulació genètica com el tractament amb l’inhibidor 

farmacològic de DKK-1 indueixen la diferenciació de les cèl·lules de RMS, 

confirmada per l’increment de MyoD i miogenina. 

Sisena. El tractament amb WAY-262611 i la depleció genètica de DKK-1 redueixen 

la capacitat d’invasió de les cèl·lules de RMS in vitro. 

Setena. Tan la infra-regulació genètica de DKK-1 com el tractament amb WAY-

262611 redueixen la capacitat de formació de clons de les cèl·lules de RMS in vitro, 

suggerint un paper clau d’aquesta proteïna en la diferenciació de les cèl·lules 

iniciadores de RMS.  

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

interferir en el procés d’implantació de les cèl·lules de RMS en òrgans distals.  

Novena. Els pacients amb RMS i nivells elevats de DKK-1 presenten una major 

mortalitat, indicant un possible ús de DKK-1 com a marcador de mal pronòstic en 

RMS. 
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Onzena. Una teràpia basada en la inhibició de DKK-1 es posiciona com una 

interessant alternativa terapèutica per pacients amb RMS que presenten una 

sobre-expressió d’aquest inhibidor de la via Wnt. L’aplicació d’aquesta estratègia 

terapèutica promouria la diferenciació miogènica de les cèl·lules tumorals, inhibint 

la seva proliferació i capacitat invasiva, conferint doncs una millora en la 

supervivència d’aquest subgrup de pacients amb RMS. 
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