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RESUMEN

El rabdomiosarcoma (RMS) es el sarcoma de partes blandas més comun en la infancia.
Estd constituido por un grupo muy heterogéneo de tumores malignos de origen
mesenquimal que recapitulan caracteristicas fenotipicas y biolégicas del musculo
esquelético embrionario. Los avances en la caracterizaciéon molecular han permitido la
estratificacién de estos tumores en dos grupos con alta repercusién pronostica,
divididos en funciéon de la presencia —RMS fusion positivos (RMS-FP)- o ausencia —
RMS fusion negativos (RMS-FN)- de dos translocaciones especificas entre los genes
PAX3 o PAX7y el gen FOXO! asociadas a una mayor agresividad. Siendo la variante
PAX3-FOXO! la de peor pronéstico. El tratamiento actual de los pacientes de alto
riesgo incluye una agresiva estrategia multimodal de quimioterapia, cirugia y
radioterapia. Sin embargo, las tasas de mortalidad de este grupo no han mejorado
durante décadas y se mantienen alrededor del 75%. En consecuencia, el desarrollo de
terapias dirigidas podria mejorar no sélo la supervivencia de este grupo, sino también

las toxicidades asociadas al tratamiento de todos los pacientes.

La via de sefializacion del desarrollo embrionario Hedgehog (Hh) ha sido involucrada
tanto en el origen como en la agresividad del RMS, por lo que constituye una atractiva
diana molecular en esta neoplasia. Nuestro grupo fue el primero en relacionar la
activacion aberrante de la via con la sobreexpresién de los ligandos Hh, estableciendo
un modelo de activacién de la via Hh ligando-dependiente en el RMS. La activacion de
la via estdndar implica la unién del ligando al receptor Patched (PTCH), permitiendo
la activacion de Smoothened (SMO) y la posterior activacién de las proteinas Gli (GLI1-
3), los principales efectores de la via. Sin embargo, existen otros correceptores (BOC y
CDO) que también pueden unirse a los ligandos y parecen ser necesarios para la
activacion completa de la sefializacion. Los inhibidores Hh desarrollados en la clinica
actuan inhibiendo SMO y s6lo han demostrado eficacia en tumores con activacion de
la via independiente de ligando. El objetivo principal de este proyecto es el desarrollo
de una estrategia de inhibicién de la via Hh con potencial terapéutico en el RMS. Con
este proposito, se han desarrollado dos planteamientos diferenes: [1] La inhibicién de

la unién de los ligandos Hh con el receptor PTCH y [2] La caracterizacién molecular
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de los correceptores BOC y CDO y su inhibicién como posible nueva estrategia

terapéutica.

La filosofia general de esta tesis reside en completar el estudio molecular con una
perspectiva traslacional, pretendiendo abordar no sélo el impasse en la supervivencia,
sino también los inconvenientes asociados a las terapias actuales. Los resultados mas
relevantes presentados en esta tesis incluyen la identificacién de CDO como una nueva
diana molecular con un potencial anti-oncogénico excepcional y el desarrollo y la
evaluacién preclinica de un nuevo compuesto experimental (SLT-0436) —actualmente
en fases nacionales en USA, UE y Japén—, como posible terapia dirigida contra el RMS.
Concretamente, la inhibicion de CDO compromete la viabilidad e induce la apoptosis
y la diferenciacion de las células de RMS, de manera acentuada en el subtipo de RMS
mas agresivo, PAX3-FOXO!. Adicionalmente, hemos vinculado la inhibicion de CDO
con el factor de transcripcion GLI3, suscitando su posible implicacién en la
oncogenicidad del RMS y proponiendo su estudio como una nueva diana molecular

con potencial terapéutico.

En resumen, en esta tesis se describe por primera vez el papel oncogénico del
correceptor CDO en RMS, posiciondndolo como una prometedora diana terapéutica
contra la via Hh, no sélo en el RMS, sino también en otros tumores con activacion

ligando dependiente de esta via.
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INTRODUCCION

El céncer es un conjunto de enfermedades con un denominador comun, la presencia
de células que proliferan de manera anormal y sin control, en cualquier tejido del
cuerpo y que tienen potencial para invadir otros tejidos. Esta malignizacion de las
células esta asociada a alteraciones en la estructura y/o regulacion genética del acido
desoxirribonucleico (ADN) que pueden ser adquiridas de manera espontédnea, o de lo
contrario, surgir debido a la exposicién a factores carcinogénicos externos. Cuando las
alteraciones genéticas ocurren en la linea germinal, éstas pueden heredarse y favorecer
—o0 predisponer— la aparicién de la enfermedad en la descendencia. Sin embargo, la
mayoria de las mutaciones oncogénicas son somaticas, es decir, s6lo se hallan en las

células tumorales.

El cancer infantil (0-14 afios) es una enfermedad poco frecuente, representa menos del
1% de todas las neoplasias y, sin embargo, es una de las principales causas de muerte
por enfermedad en nifios entre 0 y 14 afios en todo el mundo, especialmente en los
paises desarrollados. La Asociacion Internacional de Registros de Cancer, situa la
incidencia global del cancer infantil en 141 casos nuevos anuales por millén de
nifios/as menores de 15 afios (1). Sin embargo, considerando las barreras diagnésticas
de los sistemas de salud en los paises en vias de desarrollo, se advierte que uno de
cada dos nifios con cancer nunca sera diagnosticado y, por ende, se estima una
incidencia global del doble de la registrada en el primer estudio nombrado (2). En
Espafia, la tasa de incidencia anual es de 157 casos nuevos anuales por millén de
nifilos/as menores de 15 afios, es decir, segun el Registro Espafiol de Tumores
Infantiles (RETI-SEHOP), en nuestro pais se diagnostican cada afio alrededor de 1100

casos nuevos de cancer infantil (3).

La clasificacién internacional de tumores pediatricos (ICCC-3, por sus siglas en inglés:
International Classification of Childhood Cancer) distingue, en funcién de su histologia y
localizacién, 12 grupos diagnosticos principales (Ilustracion 30) (4). A diferencia del
cancer en adultos, en menores de 15 afios predominan los canceres no epiteliales como
las leucemias, los tumores del sistema nervioso central y los linfomas, seguidos de

tumores de origen embrionario como los tumores del sistema nervioso periférico (entre

21
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los que destaca el neuroblastoma), los retinoblastomas y los sarcomas de tejidos

blandos (destacando el rabdomiosarcoma) (Ilustracién 30) (1).

Clasificacion internacional de tumores pedidtricos (1CCC-3)

LTI, e"ff’""efi"dfs,m'ehpml'fem"vus Y Incidencia anual del cdncer infantil en Espafia (2000-2016)
enfermedades mielodispldsicas
Melanomas y epiteliales

II. Linfomas y neoplasias reticuloendoteliales
yneor Retinoblastoma  2,0% Hepiticos

I11. Sistema nervioso central (SNC) y neoplasias 3,1% 1,3y Otros
intracraneales e intraespinales Linea germinal 0,1%
IV. Neuroblastoma y otros tumores del sistema nervioso Renuoles 33% Leucemias
periféico (SNS) 50% 29,6%
. Oseos
V. Retinoblastoma 5,6%

VI. Tumores renales Sarcomas de
- tejidos blandos ‘
VII. Tumores hepdticos 59% (

VIII. Tumores dseos

SNS
IX. Sarcomas de tejidos blandos y otros sarcomas 8 4%
extradseos '
X. Tumores de la linea germinal, tumores trofobldsticos y SN
neoplasias de las gonadas Linfomas 22,8%

A ) 12,9%
XI. Melanomas y otras neoplasias epiteliales malignas

XIl. Otras neoplasias y neoplasias no especificadas

Ilustracion 1. Grupos diagndsticos principales segun la ICCC-3 y su porcentaje de incidencia
registrado en Espaiia durante el periodo 2000-2016 en el informe RETI-SEHOP 1980-2017. (3)

Los avances terapéuticos, incluyendo la introduccién de la poliquimioterapia y la
terapia multimodal, asi como, una mejora en la evaluacién clinica y estadificacién de
los tumores infantiles, han permitido un gran aumento de la tasa de supervivencia
general en los paises desarrollados (5). En Espafia, la supervivencia a 5 afios del
diagnoéstico aumentd un 40% de 1980 a 2004, hasta alcanzar el 80% actual. Desde

entonces, a pesar de los grandes esfuerzos clinicos, el valor permanece invariable (3,6).

Existe, también en este aspecto, gran heterogeneidad entre los diferentes subtipos. Los
tumores de células germinales, retinoblastomas, tumores renales, y gran parte de las
neoplasias hematopoyéticas destacan como los subgrupos mas susceptibles a los

tratamientos actuales, en contraposicion con los tumores del sistema nervioso central
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y los sarcomas, que son los grupos diagndsticos con peor prondstico y menor

supervivencia (3).

Otro rasgo relevante, teniendo en cuenta la juventud de los pacientes, es la necesidad
de disminuir los efectos adversos ligados a las terapias actuales. Por el momento, la
gran mayoria de los supervivientes desarrollaran una condicién de salud cronica grave,

incapacitante o potencialmente mortal antes de los 50 afios (5).

Esta tesis doctoral estd dedicada al estudio molecular del rabdomiosarcoma (RMS).
Siendo éste, uno de los tumores pediatricos mas agresivos y cientificamente menos

estudiados.

1. Rabdomiosarcoma (RMS)

El rabdomiosarcoma es el sarcoma de partes blandas mas comun en la infancia (3). Los
sarcomas de partes blandas constituyen un grupo de neoplasias malignas procedentes
de la mesénquima —tejido conectivo del mesodermo-. Este origen embrionario da lugar
a un heterogéneo grupo de tumores que pueden surgir en cualquier zona del cuerpo,
afectando a musculos, grasa, tendones, vasos sanguineos, nervios y, en definitiva, a
cualquier tejido derivado de esta capa embrionaria (7). Se trata de un conjunto de
canceres poco frecuentes, representan alrededor del 6% de los cénceres infantiles y

menos del 1% de los canceres en adultos (3).

El RMS es un tumor maligno de origen mesenquimal que recapitula caracteristicas
fenotipicas y biologicas del musculo esquelético embrionario (8). Fue descrito por
primera vez en el afio 1854 por el doctor aleman C.O. Weber, quien report6é un examen
anatomico de una lengua hipertrofica con formacion de fibras musculares estriadas. Sin

embargo, no fue clasificado como una nueva neoplasia hasta 1946 (9,10).

1.1. Clasificacion y caracteristicas histolégicas

Histologicamente, el RMS pertenece al grupo de neoplasias embrionarias de células

indiferenciadas, pequefias, redondas y azules. Es por ello, que debe distinguirse de
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otras neoplasias pediatricas que comparten estas caracteristicas, tales como el
neuroblastoma, el sarcoma de Ewing (SE) y el linfoma. Siendo la presencia de
diferenciacién musculoesquelética su caracteristica definitoria, su diagnéstico preciso
reside en la observacion mediante microscopia optica de estriaciones cruzadas y
rabdomioblastos, asi como en la presencia de un marcaje inmunohistoquimico
consistente con el linaje miogénico, en el cual se incluyen las tinciones de miogenina,

MyoD1, actina especifica del musculo, mioglobina y desmina, entre otras (11).

Del mismo modo que en el resto de neoplasias, una buena clasificacién clinico-
patolodgica que permita predecir la evolucion clinica del paciente, es primordial para la
asignacion del tratamiento adecuado y la consecuente mejora de las tasas de
supervivencia. Particularmente, los RMS son un grupo de tumores histolégicamente
muy heterogéneos, dado que exhiben una gran variedad de aspectos morfolégicos y
moleculares que recapitulan las diferentes fases citologicas de la miogénesis y facilitan

una primera estratificacién fenotipica (12).

La primera clasificacion histolégica del RMS fue propuesta en 1958 por Robert C. Horn
y Horatio T. Enterline y distinguia cuatro subtipos de rabdomiosarcomas: embrionario,
alveolar, botrioide y de células fusiformes (13). No obstante, el elevado grado de
similitud existente entre los diferentes subtipos y la presencia de &reas con
caracteristicas histopatolégicas correspondientes a mas de un subtipo en un mismo
tumor, supusieron un gran desafio en la caracterizaciéon morfologica de esta neoplasia
(13,14). No fue hasta 1995, cuando la Clasificacién Internacional del RMS (ICR, por sus
siglas en inglés: International Classification of Rhabdomyosarcoma) estableci6 las bases
de un sistema de clasificacién relevante para el pronéstico. Este sistema distinguia
como rabdomiosarcomas de buen pronodstico los subtipos botrioide y de células
fusiformes, como rabdomiosarcomas de pronostico intermedio, el subtipo embrionario
y como rabdomiosarcomas de mal pronéstico, el subtipo alveolar. El anélisis de la
evolucién clinica de los subtipos histolégicos en diferentes ensayos clinicos ha
permitido la adaptacion de la ICR para una mejor estratificaciéon de los tumores en

funcioén del riesgo. La ultima clasificacion de tumores de tejidos blandos y huesos de la
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Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicada en 2013 define el actual sistema de
clasificacién. Las modificaciones introducidas por la OMS radican, por un lado, en la
distinciéon de la variante embrionaria esclerosante junto con el subtipo de células
fusiformes como un nuevo grupo diagnoéstico y, por otro lado, en la eliminacién del
subtipo botrioide, quedando éste englobado dentro del subtipo embrionario. En
consecuencia, la actual categorizacién histologica contempla los subtipos de RMS

embrionario, alveolar, fusiforme/esclerosante y pleomorfico (Ilustracion 31) (15).

Los dos subtipos histoldgicos principales diagnosticados en la poblacion pediatrica son
los RMS embrionarios y alveolares, mientras que el resto de los subtipos tienen mayor

incidencia en la poblacion adulta (16).

Ilustracion 2. Patrones histologicos representativos de los diferentes subtipos de RMS. A.
Embrionario, B. Alveolar, C. Fusiforme/Esclerosante, D. Pleomérfico. Imagenes de tinciones de
hematoxilina-eosina obtenidas de Parham DM and Barr FG, 2013.
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1.1.1.RMS embrionario

El RMS embrionario (RMSe) es el subtipo mas frecuente, aparece a edades tempranas
y tiene un pronostico favorable (Tabla 1). Histologicamente, estos tumores estan
formados por una combinaciéon de células redondas y ahusadas con nucleos
hipercromaticos y abundante citoplasma eosinoéfilo, condensadas o aisladas, dentro de
un estroma mixoide laxo, que recuerdan a rabdomioblastos en diferentes fases de la
miogénesis (11,12). La variante botrioide aparece practicamente de manera exclusiva
en organos huecos, donde forma particulares masas poliploides en forma de uva, con
gran condensacién celular subepitelial y abundante estroma mixoide, que protruyen

dentro de la cavidad del 6rgano (17).

1.1.2.RMS alveolar

Los tumores alveolares conforman el subtipo menos diferenciado y mas agresivo. A
nivel histologico, se caracterizan por la presencia de agregados de células tumorales
redondas con nucleos hipercromaéticos y nucleolos prominentes separadas alrededor
de estructuras septales fibrosas, que recuerdan a los alveolos pulmonares. No obstante,
también existe una variante solida de RMS alveolar (RMSa) que carece de septos
fibrosos, pero mantiene las caracteristicas citologicas y el pronostico de la variante
alveolar clasica (11,12). El actual criterio de clasificacién histolégico del RMSa requiere

que mas del 50% del tumor muestre una histologia alveolar (18).

1.1.3.RMS fusiforme/esclerosante

El subtipo fusiforme/esclerosante comprende lesiones causadas por células fusiformes
separadas por fibras de colageno. Ambos subtipos fueron previamente considerados
variantes embrionarias y se asocian a un mejor prondstico en la poblacién pediatrica.
Por un lado, el RMS de células fusiformes tiene predileccién por la regién paratesticular
de hombres jovenes. Morfologicamente, se caracteriza por la presencia de células
fusiformes dispuestas en fasciculos y separadas por un estroma con un grado variable
de enriquecimiento de coldgeno. Frecuentemente, es posible distinguir una poblacién

minoritaria de rabdomioblastos inmaduros con estrias cruzadas citoplasmaticas (19).
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En cambio, la variante esclerosante fue descrita por primera vez en adultos y tiende a
aparecer en la regién de cabeza y cuello. Microscopicamente, se caracteriza por un
denso y abundante estroma de colageno que confiere un patrén pseudovascular con

una prominente esclerosis hialina (20).

1.1.4.RMS pleomorfico

Los tumores con histologia pleomorfica representan alrededor del 10% de todos los
RMS y surgen en la edad adulta. Se caracterizan por la presencia de células fusiformes
irregulares con grandes nucleos atipicos y abundante citoplasma eosindfilo, que

muestran focos de diferenciacién miogénica (21,22).

Las caracteristicas histolégicas definitorias de cada subtipo pueden ser difusas en
algunos casos y, por ende, el diagnéstico diferencial se complementa con otros factores
como la edad y el sitio de presentacion (Tabla 1). Asimismo, la inmunohistoquimica
representa una herramienta esencial no solo en el diagnéstico diferencial con otros
tumores de células redondas, sino también en la propia clasificacién del RMS.
Ciertamente, las tinciones nucleares de MyoD1 y miogenina fueron finalmente
incorporadas al panel diagnéstico de marcadores musculares, donde destacan por su
alta sensibilidad y especificidad. Si bien la mayoria de las muestras de RMS expresan
MyoD1 y miogenina, existen patrones de expresion diferenciales que facilitan la
distincion de los diferentes subtipos. Especificamente, ambos marcadores muestran
una expresion mas amplia y fuerte en el subtipo alveolar, en comparacién con el
subtipo embrionario, donde presentan un patréon de tincién heterogéneo y poco
uniforme (23,24). Los RMS esclerosantes, en cambio, manifiestan un débil marcaje de
miogenina, que se contrarresta con una fuerte tincion de MyoD (25). El perfil de tinciéon
pleomorfico, aunque débil para ambos marcajes, es de gran utilidad en la distincion

con otros sarcomas del adulto (22,26).
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Subtipo Embrionario
(élulas redondas y/o
Histologia ahusadas con estroma
mixoide laxo
(ab ]
Localizacién ezt y e

Tracto genitourinario

MyoD: Focal

Inmunohistoquimica o o ]

Alveolar
(élulas primitivas

redondas separadas
por septos fibrosos

Extremidades

MyoD: Difusa
Miogenina: Difusa

Fusiforme/Esclerosante

(€lulas fusiformes con un
estroma enriquecido en
coldgeno

Regién paratesticular
Cabeza y cuello

MyoD: Difusa
Miogenina: focal

Pleomérfico

(élulas fusiformes

eirregulares con

grandes nicleos
atipicos

Extremidades

MyoD: Focal
Miogenina: Focal

<10 60-80
o < _
Edad (afios) 10 10-25 40
% del total de RMS 60% 20% 10% 10%
L. Favorable (nifios)
Prondstico Favorable Desfavorable Desfavorable

Desfavorable (adultos)

Tabla 1. Caracteristicas relevantes para la tipificacion de los subtipos histolégicos de RMS.
(11,12,17,19,20,22-28)

1.2. Clasificacion y caracteristicas moleculares

Los avances realizados en la caracterizacién molecular de las enfermedades
constituyeron una nueva fuente de informaciéon con grandes expectativas de mejora en
la categorizacion de los pacientes y las terapias dirigidas. En esta linea, los ultimos
estudios publicados por el Children’s Oncology Group (COG) y el European Paediatric Soft
Tissue Sarcoma Study Group (EpSSG) apuntan por la caracterizacién molecular del RMS
como herramienta de clasificacion y factor prondstico (29,30). Las principales
caracteristicas genéticas observadas entre los subtipos de RMS incluyen la presencia
de translocaciones y amplificaciones en los tumores alveolares y las ganancias
cromosomicas, pérdidas alélicas y mutaciones puntuales, generalmente asociadas al

subtipo embrionario (Ilustracién 32 3) (Tabla 2, Tabla 3) (12).

Los estudios citogenéticos demostraron la existencia de dos translocaciones
cromosomicas especificas presentes en aproximadamente un 80% de los tumores
alveolares (31). La presencia o ausencia de translocacion, permite la distincion

molecular entre RMS fusién positivos (RMS-FP) y RMS fusién negativos (RMS-FN). La

28



INTRODUCCION

mejora respecto a la clasificacion histologica reside en la subcategorizacién del subtipo
alveolar, dada la evidencia de un perfil genético y pronostico de los RMSa fusién
negativos indistinguible del subtipo embrionario y significativamente diferente al de los

RMS-FP (Ilustracion 32) (32,33).

RMS fusidn positivos RMS fusidn negativos

Histology|
PAX3-FOXO1
PAXT-FOXO1

Alternate PAX fusion

NRAS
KRAS
HRAS
NF1
Fexw?
PIK3CA
FGFR4
BRAF
PTEN
MET
IGF2
IGFIR

8us1s
CTNNB1

TPS3

MOM2

MYCN

CCND1
CCND2
COKN2A

COK4

BCOR
MIR-17-92
JUN

IGF2 Chr11p15 5|
TP53 Chet7p|
CDKN2A Chrop)
Chr2)

Che8|

Chr13]

Hisd PAX Fusion Mutation Number
Alveolar PAX3-FOXO1 fusion Missense Gain
Embryonal PAX7-FOXO1 Indel or Nonsense Loss
Moed ARMS/ERMS Alternative PAX fusion Loss of Heterozygosity

RMS NOS

Ilustracion 3. Panorama genomico del RMS pediatrico segun el estatus de fusion. Imagen
adaptada de Shern JF et al. 2014.

Recientemente, tanto el EpSSG como el COG han confirmado la importancia
pronostica del estatus de fusidén y, en consecuencia, la caracterizaciéon genética se
incluy6 en el actual ensayo clinico del COG (NCT02567435) iniciado en 2015 y se ha
incluido recientemente en el nuevo estudio del EpSSG, iniciado en Noviembre de 2020
y denominado FaR-RMS (NCT04625907), como herramienta para la estratificacion de

riesgo y la asignacion del tratamiento (29,30,34).

1.2.1.RMS fusién positivos

La translocaciéon mas frecuente, t(2;13)(q35;q14), afecta al 70% de los RMSa y fue

descrita por primera vez en 1986 (34,35). Posteriormente, en 1991, se identific6 una
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variante minoritaria de esta translocacion, t(1;13)(p36;q14), presente en un 10% de los
pacientes con RMSa (36). Estudios de mapeo fisico y clonaciéon determinaron cémo
estas translocaciones yuxtaponen el gen FKHR (FOXO!) del cromosoma 13 con los

genes PAX3 o PAX7 de los cromosomas 2 y 1, respectivamente (Ilustracion 33) (37,38).

FOXO1 pertenece a la familia de los factores de transcripcion FoxO (del inglés Forkhead
box protein O), encargados del control de numerosos procesos clave en la homeostasis
celular, tales como, el metabolismo energético, la resistencia al estrés oxidativo y la
proliferacién y viabilidad celular. La caracteristica estructural de esta familia es la
presencia de un dominio de unién al ADN Forkhead (FD) altamente conservado (39).
Entre las diversas funciones descritas, FOXO1 desarrolla un papel critico en la

diferenciacion del musculo esquelético y la especificacion de las fibras musculares (40).

PAX3y PAX7son miembros de la familia de factores de transcripcién PAX, reguladores
transcripcionales esenciales durante la embriogénesis. Ambos presentan un dominio
de unién al ADN caracteristico y altamente conservado en los genes del desarrollo,
formado por un motivo Paired Box (PB), un octapeptide y un Homeodomain (HD)
completo (41). A nivel funcional, PAX3 y PAX7 desemperian un papel fundamental en
el desarrollo del sistema nervioso y del musculo esquelético (42). Concretamente,
durante el desarrollo del musculo esquelético han sido relacionados con la
supervivencia y proliferacion celular de los progenitores miogénicos, asi como, con la
entrada de éstos en el proceso de diferenciacién muscular. Cabe destacar, la estrecha
relacion de ambos aspectos con el presunto origen del RMS (Ver apartado

INTRODUCCION 1.3.) (43).
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T(2;13)q35:q14)  T(1;13)p36;914)
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Ilustracion 4. Representacion esquematica de la translocacion cromosomica entre los genes
PAX3 o PAX7y FOXO1. llustracion basada en Barr F. G. 2001.

Los puntos de corte de t(2;13) y t(1;13), afectan consistentemente al séptimo ex6n de
los genes PAX, separando el dominio de unién al ADN de éstos —localizado en los
exones 2-6— del dominio transactivador —codificado por los exones 6-8—. En cuanto al
gen FOXOI, el punto de ruptura de ambas translocaciones disocia el dominio FH
situado entre los exones 1 y 2 del dominio transactivador, codificado integramente en
el exén 2. Larecombinacién del exén 7 de PAX3/PAX7y el exdn 2 de FOXO! mantiene
el marco de lectura y genera dos factores de transcripcion quiméricos funcionales,
PAX3-FOXO1 y PAX7-FOXO1, formados por la fusiéon del dominio N-terminal de
uniéon al ADN de PAX3/PAX7 y el dominio transactivador C-terminal de FOXO1
(Ilustracion 34). Por ende, las nuevas proteinas de fusiéon conservan los genes diana
naturales de PAX3/PAX?7 y la potencia transactivadora de FOXO1 (41,42). Esta fusién
incrementa la actividad biolégica de los factores de transcripciéon PAX, no solo a nivel
funcional, elevando su potencia transactivadora, sino también a nivel transcripcional,
aumentando sus niveles de expresion. En consecuencia, se produce una expresion
descontrolada de los genes regulados por PAX3/PAX7, que estimula procesos
celulares como el crecimiento y la motilidad celular e inhibe mecanismos como la
apoptosis y la diferenciacion miogénica, contribuyendo notablemente a la progresiéon

tumoral del RMS (12,41).
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Ilustracion 5. Representacion esquematica de la fusion entre los dominios proteicos de unién al
ADN de PAX3 o PAX7 y el dominio transactivador de FOXO1. DBD, por sus siglas en inglés: DNA-
Binding Domain, TAD, por sus siglas en inglés: Transcriptional Activation Domain. Imagen basada en Barr F.
G. 2001.

La extremada baja carga mutacional presente en los RMS-FP (0,1 cambios en la
codificacion de proteinas por megabase), evidencia la importancia de la fusiéon de los
genes PAX como impulsores oncogénicos principales de este subgrupo (33). Estudios
de expresion génica han permitido la identificacion de diversas dianas de la
translocacion con un importante papel en la patogénesis del RMS, tales como MYOD,
ALK, FGFR4, IGFIR y MYCN (44,45). Sin embargo, multiples modelos genéticos han
demostrado que la fusién por si sola, es incapaz de causar RMS sin ayuda de un evento
genético cooperante. Las alteraciones genéticas cooperantes més frecuentes son las
amplificaciones genéticas de MYCN, la regién 12q13-15 cuyos genes mas relevantes
son GLI1/SAS/MDM2/CDK4 y MIR-17-92 o la delecion de CDKN2A/B (Tabla 2)
(33,46-50).

Ademas de la translocacién ya conocida con el gen FOXOI, recientemente se han
observado otros reordenamientos poco frecuentes del gen PAX3 en tumores con
histologia alveolar, que, por sus perfiles genéticos, han sido incluidos en el subgrupo
de RMS-FP (51). En primer lugar, Frederic G. Barr identific6 en 2002 una nueva
variante de translocacion, t(2;X)(g35;q13), que fusionaba el gen PAX3 con el también

factor de transcripcion forkhead, FOXO4 (52). En 2004, Marco Wachtel et al.
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descubrieron la translocacién t(2;2)(q35;p23), que fusiona el gen PAX3 y el receptor
coactivador nuclear NCOA! (53). Afios mas tarde, Shern et al. reportaron 2 nuevos
casos de tumores PAX3-NCOA! positivos y una nueva translocacién producto de
multiples reordenamientos en el cromosoma 2, que causa la fusién de PAX3 con la
subunidad del complejo remodelador de cromatina dependiente de ATP, INO80D (33).
Andlogamente, todos los nuevos productos quiméricos conservan el DBD de PAX3y
el TAD del nuevo gen de fusion, incrementando la capacidad de transactivaciéon de
PAX3 del mismo modo que en la fusién PAX3-FOXO1(51). Sin embargo, debido al
pequeiio numero de casos detectados hasta el momento, su valor clinico es aun
desconocido (34). A diferencia de las dos translocaciones principales, cuyo estudio
durante las ultimas décadas ha permitido concluir que la mera presencia de
translocacion PAX3/7-FOXO1 se asocia a un peor prondstico y mayor agresividad,

siendo la variante PAX3-FOXO1 la de peor pronoéstico (31,54,55).

Gen Alteracion Cromosoma/Locus Fretu.encm

aproximada

PAX3-FOXO01 Translocacion (2;13)q35;q14) 60%
PAX7-FOX01 Translocacion (1;13)p36;q14) 20%
PAX3-FOX04 Translocacion (2:X)q35;q13), Un caso
PAX3NCOA]  ronslocadidn (2:2)q35:p23) Rara

Translocacié

PAX3-INOGOD ooocon (2:2)435:033) Un caso
GLIT/SAS/MDM2/ . o
(DA Amplificacion 12q13-15 32%
MYCN Amplificacion 2p24 28%
miR-17-92 Amplificacion 13¢31 23%
(DKN2A Deleccion 9p21 25%

Tabla 2. Alteraciones genéticas mas frecuentes en RMS-FP (33,35,36,47-49,52,53).
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1.2.2.RMS fusion negativos

Los RMS desprovistos de reordenamientos cromosémicos en los genes PAX carecen
de un marcador genético especifico para su diagnoéstico (11). Sin embargo, presentan
un mayor grado de inestabilidad genética manifiesto en aneuploidias cromosdémicas y

mutaciones puntuales, que facilitan su caracterizaciéon molecular (51).

El evento genético mas frecuente en los RMS-FN es la pérdida de heterocigosidad
(LOH, por sus siglas en inglés: Loss Of Heterozygosity) del locus 11p15.5 materno.
Generalmente, esta pérdida es compensada por una duplicacion del alelo paterno,
causando una disomia uniparental. Aunque no es especifico, este evento es
caracteristico de los tumores fusiéon negativos, pues ocurre en mayor porcentaje en
este subtipo (cerca del 80%) en comparacion con el subtipo fusion positivo (alrededor
del 20%) (56,57). El principal interés de esta region reside en el factor de crecimiento
insulinico tipo 2 (/GF2), un gen normalmente regulado por impronta genética que,
gracias a la coexistencia de la LOH y la disomia paterna, se encuentra ampliamente
sobreexpresado en los RMS-FN, donde, al igual que en otros sarcomas, se asocia con
la progresién tumoral (58—60). La evidencia del papel de /GF2 en el desarrollo del RMS
se patentiza con la consistencia de su sobreexpresion. En el caso de los RMS-FP, donde
la LOH es menos comun, el incremento se asocia a diferentes mecanismos, tales como
la perdida de impronta genética (LOI, por sus siglas en inglés: Loss Of Imprinting) o la

induccién transcripcional mediada por PAX3-FOXO1 (51,60).

Las siguientes aberraciones cromosomicas mas comunes son polisomias en el
cromosoma 8, pequefias ganancias en los cromosomas 2, 7, 11, 12, 13 y 20 y pérdidas

en los cromosomas 1,9y 16 (12,33,61,62).

Por lo que respecta a las mutaciones puntuales, éstas son significativamente mas
frecuentes en los tumores fusién negativos. Las mds recurrentes afectan a genes de la
via de sefializacion RAS (IVRAS, KRAS, HRAS, NF1, PIK3CA, FGFR4), causando una
activacion constitutiva de esta via en aproximadamente un tercio de los RMS-FN

(33,34,63). En efecto, el estatus mutacional de la via RAS es especifico de los RMS-FN
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y se asocia de manera significativa con la estratificaciéon por riesgo de estos tumores.
Concretamente, las mutaciones en esta via son exclusivas de los tumores de riesgo
intermedio-alto —con una presencia del 45-75%, respectivamente— (64). Otras
mutaciones comunes conciernen genes relacionados con el ciclo celular como FBXW?7,
BCOR, CTNNB!y TP53(33,65). Recientemente, se ha descrito una mutaciéon somatica
en el factor de transcripcion miogénico MYOD! (Leul22Arg) asociada a un mal
pronostico, que podria convertirse en un importante biomarcador en los RMS-FN

(34,66).

El estudio de Chen L et al, mediante deep whole-genome sequencing ha permitido
identificar la combinacién de pérdida de heterocigosidad del cromosoma 11p15.5 y las
mutaciones puntuales en la via RAS, como los eventos genéticos iniciadores en la

mayoria de los RMS-FN (58).

A pesar de que en primera instancia las aberraciones cromosémicas caracteristicas de
los RMS-FN no fueron relacionadas con el pronéstico de los pacientes, el estudio
molecular profundo de los RMS-FN ha permitido la identificacion de nuevas
caracteristicas genéticas con posible valor prondstico. Cabe destacar la expresion de
un perfil similar a otros sarcomas no diferenciados —caracterizado por una baja
expresion de los marcadores miogénicos caracteristicos del RMS (MYOD y MYOG)-,
asi como, una elevada expresioén de la firma MG5 (expresion de mRNA ponderada de
los genes EPHA, EED, NELF, CBS'y EPB41L4B), pues ambos rasgos han sido asociados
a un peor pronodstico en los RMS fusién negativos (34,67). Adicionalmente, se ha
propuesto una posible relaciéon entre la presencia de nuevas translocaciones que
afectan a los genes NCOA2 y/o VGLL2 y un pronéstico favorable en el subtipo
histologico de células fusiformes. Sin embargo, debido al pequefio nimero de casos

detectados, su valor clinico es aun incierto (12,27,34).

Pese a la remarcable heterogeneidad genética y molecular expuesta en este apartado,
e independientemente de su clasificacién, més del 90% de los RMSs presentan

alteraciones en el eje genético receptor tirosina quinasa/RAS/PIK3CA (33).
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Tabla 3. Alteraciones genéticas mas frecuentes en RMS-FN. (12,33,34,57,61,62,65,66,68,69)
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Gen

NRAS

KRAS

HRAS

NF1

PIK3CA

FGFR4

FBXW7

BCOR

CTNNBI

P53

MYODI

IGF2

Alteracion

Mutacion puntual

Mutacion puntual

Mutacién puntual

Mutacién puntual

Mutacién puntual

Mutacién puntual

Mutacidn puntual

Mutacidn
puntual/indel

Mutacidn puntual
Mutacion puntual
Mutacién puntual

Pérdida de
heterocigosis

Ganancias
cromosémicas

Pérdidas
cromosémicas

Cromosoma/Locus

Chr1:115256530
Chr1:115258745

Chr12:25398284
Chr12:25398281

Chr11:534289

Multiple

Chr3:178952084-5
Chr3:178936094-6

Chr5:176455020-22

Chr5:176455157-8

Chr4:153247287
Chr4:153249456
Chr4:153251905

Multiple

Chr3:41266101
Chr3:41266124

chr17: exons 5-8

p.Leul22Arg

11p15.5

Chr:2,7,8,11,12,13,20

Chr:1p,6,9,14,16,17

Frecuencia
aproximada

12%

6%

4%

5%

1%

10%

1%

1%

3%
5%

10%

80%

>30%

>25%
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1.3. Célula de origen

Dadas las caracteristicas clinicas y moleculares que presentan estos tumores,
destacando la morfologia (similar a la de los rabdomioblastos), la localizacién
(generalmente en el musculo estriado) y la expresién de diversos factores miogénicos
(PAX3/7, miogenina, MyoD, etc.), el origen del RMS ha sido generalmente asociado a
una disrupcion del crecimiento y la diferenciaciéon de las células precursoras del
musculo esquelético. Por este motivo, es importante conocer este proceso embrionario

para entender la carcinogénesis del RMS.

1.3.1.Histogénesis del musculo

El desarrollo del musculo comienza en una etapa muy temprana del desarrollo
embrionario, la gastrulacién. El musculo esquelético deriva de segmentaciones
epiteliales repetitivas formadas en el mesodermo paraxial, conocidas como somitas. La
formacion de estas estructuras se regula mediante la expresion ciclica de genes
relacionados con las vias Notch y Wnt y la creacion de gradientes de los morfogenos
WNT y FGF. Una vez formadas las somitas, la mayoria de las células pierden su
multipotencialidad y restringen su linaje. La expresion de genes como Sonic hedgehog
(SHH) y WNT-1 por el notocordo y el tubo neural, modula el posicionamiento axial, la
expresion de factores de transcripcion especificos y diferencia dos nuevos
compartimentos dorsoventrales en las somitas; el esclerétomo, formado por células
mesenquimales precursoras de cartilago y hueso, y el dermomiétomo, la regién dorsal
de las somitas que permanece epitelial y dard lugar a la formacién del musculo
esquelético y la dermis (21,70-72). En el miétomo, la estructura muscular mas
primitiva, se diferencian dos poblaciones celulares distintas destinadas a formar el
musculo esquelético. Una poblacién migratoria que se convierte predominantemente
en el musculo esquelético de las extremidades, y una segunda poblacién no migrante,

que forma la musculatura axial del tronco (71).

Las células del dermomiétomo se caracterizan por la expresion de los factores de

transcripciéon linaje-especificos PAX3 y PAX7, claros reguladores miogénicos que
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controlan la proliferacién y la supervivencia de las células progenitoras (Ilustracién 35)
(73). Ambos factores de transcripciéon parecen tener un alto grado de redundancia
funcional. Sin embargo, existen momentos especificos en los que se expresan con
cierta disparidad. Por ejemplo, la expresién de PAX3 desaparece durante la primera
etapa de especificacién, mientras que la expresion de PAX7 se mantiene hasta el inicio
de la diferenciacion. Sin embargo, este orden no ocurre en la poblacién migrante del
dermomio6tomo, que pierde la expresién de PAX7 y sélo mantiene la expresiéon de
PAX3hasta que llega a su destino e inicia el proceso de diferenciacion (74). Las células
miogénicas que escapan de la diferenciacion terminal y retienen la expresion de PAX3
y PAX7 en el musculo, se llaman células satélite y son células progenitoras encargadas
del crecimiento postnatal y la regeneracion muscular. El resto de las células que
finalizan la especificacion del linaje muscular son conocidas como mioblastos y se
caracterizan por la expresion de dos genes clave en la determinacién miogénica, MYF5
y MYOD. En un primer momento, la expresién de MYF5 y MYOD mantiene a los
mioblastos en un estado proliferativo. Sin embargo, mas adelante, MYOD también
colabora con otros factores de transcripciéon miogénica como MYF6 y MYOG, para
promover la diferenciacién y especializacién muscular de los miocitos. El proceso
finaliza con la fusién de los miocitos en miotubos multinucleados maduros, que

finalmente formaran las miofibras del musculo esquelético (72,75).

Determinacién  Proliferacién Diferenciacibn ~ Maduracién

Dermomiotomo (élulas madre musculares
> (no migrantes)
2 ‘ PAX7*
@ -
[

Células mesenquimales j Miocitos
multipotentes Mioblastos  MYOD MYF6 MYOG

PAX3* PAXT+ PAX7* MYF5 MYOD ]

Se_. 8

Células madre musculares Mioblastos

(migrantes) PAX3* MYF5 MYOD
PAX3*

Miotubos

KA

Misculo maduro

Ilustracion 6. Histogénesis muscular. Imagen propia creada con Smart Servier Medical Art
(https://smart.servier.com/).
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En efecto, la mayoria de las vias y factores de transcripcién reguladores de este proceso
aqui mencionados, se expresan en las células del RMS. Sin embargo, la definicién del
RMS como tumor del musculo esquelético genera gran controversia, debido, en parte,
a la gran heterogeneidad fenotipica y anatomica de estos tumores, no siempre

asociados al sistema musculoesquelético (76).

Dado el amplio espectro fenotipico, clinico y molecular existente entre los diferentes
subtipos de RMS, se postulan diversos origenes para cada uno de ellos (76). En el caso
del subtipo embrionario, su origen se asocia a células del linaje muscular, mas o menos
diferenciadas. La teoria mas aceptada, basdndose tanto en la concordancia
transcripcional —destacando la elevada expresion de Pax7- como en la histologia
celular —evidenciando un alto grado de diferenciacién muscular—, propone a las células
madre musculares (células satélite) como las células de origen (74,76,77). Sin embargo,
Brian P Rubin demostré en modelos murinos la capacidad de mioblastos mas
diferenciados de formar eRMS con aproximadamente la misma latencia que las células
satélite, extendiendo, de este modo, el posible origen del RMS a otras poblaciones
celulares mas diferenciadas que participan durante el desarrollo muscular (78).
Respecto a la célula de origen de los RMSa, la principal teoria sefiala a los progenitores
mesenquimales primitivos, aunque no se descarta que células del linaje miogénico
puedan desempefiar un papel importante en su formacién. El origen mesenquimal
explicaria la incipiente diferenciacion miogénica observada en estos tumores, asi como
la existencia de ciertos casos de RMS alveolares cuya presentacién clinica, con
infiltracién tumoral de amplia diseminaciéon en médula 6sea, diverge de un origen
meramente muscular (45,76,79). Del mismo modo, esta teoria también explicaria el
origen de los RMS embrionarios que ocurren en localizaciones desprovistas de
musculo estriado como la préstata, la vejiga urinaria y el arbol biliar (80). Finalmente,
también podria explicar estudios recientes que describen la posibilidad de inducir la
aparicién de RMS a partir de células de origen adiposo y endotelial, mediante la
transdiferenciacion de células progenitoras mesenquimales a través de la modulacién

de la via del desarrollo embrionario Hedgehog (Hh) (80,81).
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Ademas de la gran controversia existente respecto al origen celular del RMS, también
se desconoce hasta qué punto el entorno tisular del tumor primario, el estado de
diferenciacién de las células iniciadoras, los eventos oncogénicos especificos
adquiridos durante la transformacién o las combinaciones de estos factores,

determinan los diferentes fenotipos tumorales del RMS (16).

1.4. Demografia

Aungque globalmente se considera una enfermedad rara, el RMS es una forma comun
de cancer infantil, siendo el tercer tumor sélido extracraneal mas frecuente en la
infancia. Presenta una incidencia anual de 5,3 casos por millén de nifios menores de
15 afios, es decir, en nuestro pais se diagnostican alrededor de 35 nuevos casos anuales
(82).

La incidencia del RMS se ve afectada por diversos factores. Entre ellos cabe mencionar
la edad, el sexo y la histologia del tumor. De esta manera, el RMS puede presentarse
en cualquier grupo etario, siendo muy infrecuente en adultos (menos del 1% de todos
los tumores del adulto) y predominante en varones, con una proporcién hombre:mujer
de 1,4 (83,84). Histolégicamente, mientras que el subtipo embrionario (60-70%),
predomina en varones y presenta su incidencia méxima en menores de 5 afios, la
incidencia del subtipo alveolar (20-30%), no varia en funcién del sexo y es constante
en la totalidad del grupo etario que nos ocupa (84).

La distribucion anatémica comprende cualquier lugar del organismo (Ilustracién 367).
No obstante, las localizaciones mas frecuentes dependen del subtipo histolégico: El
subtipo embrionario tiende a surgir en la oérbita, cabeza y cuello y la regién
genitourinaria, mientras que el subtipo alveolar afecta principalmente a las

extremidades (82,84).
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Grbita
Regién Anatémica Incidencia (%) \ vl
Genitourinaria 24 K
Parmeningeos: 16 | rJ \
Cabezay cuello No parameningeos: 10 “\ ) \
Arhi ' S\,;,/l‘/ ‘ i
Orbita 9 i 1l Extremidades
Extremidades 19 Zona genitourinaria ‘ L~
Otras 2
5

Ilustracion 7. Principales localizaciones anatémicas y porcentajes de incidencia de los RMS.
Imagen adaptada de la Américan Society of Clinical Oncology.

1.5. Etiologia

Definir los factores de riesgo asociados a una enfermedad rara, como es el
rabdomiosarcoma, sigue siendo un gran reto. A pesar de que la etiologia del RMS es
en gran parte desconocida, existen algunas publicaciones que relacionan su aparicién

con la susceptibilidad genética y la exposicién a determinados factores externos.

1.5.1.Predisposicion genética
Se cree que la mayoria de los casos de RMS ocurren de manera esporédica, es decir,
son atribuidos a mutaciones somaticas. Sin embargo, numerosos estudios destacan una
mayor predisposicién a padecer RMS en pacientes con ciertos sindromes familiares.
Destacan la relacién con el sindrome de Li-Fraumeni —mutaciones en el gen supresor

de tumor TP53— (85), el sindrome de Wiedemann-Beckwith —mutaciones en genes
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reguladores del crecimiento localizados en el cromosoma 11— (86), el sindrome de
Costello —-mutaciones en HRAS- (87), el sindrome de Gorlin -mutaciones en genes de
la via de sefializacién Hedgehog— (88) y la neurofibromatosis tipo I —deleciones en el
gen NF1- (89), entre otros, asi como, con diversas anomalias congénitas del desarrollo
(90). Todas estas evidencias sugieren una notable contribucién genética en,
aproximadamente, un 10-33% de los pacientes con RMS (8,91). Curiosamente, los
sindromes de predisposicién a cancer parecen ser mas frecuentes en el subtipo

embrionario que en el alveolar.

1.5.2.Factores de riesgo clinico-ambientales
Dado que la mayoria de los casos de RMS son de naturaleza esporadica, es muy
probable que los factores clinico-ambientales durante los primeros afios de vida
puedan desempeifiar un papel importante en las alteraciones genémicas y epigenéticas

que causan estos tumores.

Gran parte de las hipotesis etiologicas sobre factores ambientales se basan en un
estudio epidemiologico caso-control desarrollado entre 1982 y 1988 por el Intergroup
Rhabdomyosarcoma Study Group (IRSG) y el actual COG, con 322 pacientes y 322
controles. Entre los hallazgos, destacan los riesgos asociados al consumo de marihuana
y cocaina de los padres (92) y la exposicion prenatal a rayos X (93). Por otro lado,
también se establece una posible asociacion inversa con el desarrollo del sistema
inmunitario (94,95). Otro gran estudio realizado en 359 pacientes diagnosticados en
California entre 1988 y 2008, plantea la importancia del ambiente prenatal, aunque
desestima el riesgo relacionado con el sobrepeso del bebé al nacer, propuesto en 2010
por S. Ognjanovic (96,97). Finalmente, un pequefio estudio realizado en 33 familias, por
Grufferman S en 1982, sefiala un elevado Riesgo Relativo (RR) asociado al consumo de
tabaco por los padres (RR = 3.9; p valor = 0.003), pero no por las madres.
Adicionalmente, revela RRs significativos asociados a la exposicién a quimicos (RR =
3.2; p valor = 0.03) y el consumo de visceras (RR = 3.7; p valor = 0.004) por los

pacientes. Por ultimo, este estudio también apunta una mayor tendencia asociada a
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madres mayores de 30 afios, que hayan tomado antibiéticos antes o durante el
embarazo y que hayan tenido partos tardios o asistidos, asi como, a familias de bajo

nivel socioeconémico (98).

1.6. Presentacion clinica

Los sintomas del RMS son variados e inespecificos. Aparecen cuando el tumor crece y
oprime las estructuras adyacentes, por lo que dependen de la localizacion anatémica y
de la presencia o no de diseminacién tumoral (91). A menudo, el primer signo clinico
suele ser la aparicién de una masa asintomatica, de rapido crecimiento, localizada en
partes blandas. Algunos de los posibles sintomas anatémico-especificos se describen

en la Tabla 22 (82,99).

Region Anatémica Localizacién Manifestacion Clinica
L Vejiga y préstata Obstruccion o frecuencia urinaria / Hematuria / Estrefiimiento
Genito-urinaria o .
Vagina y Gtero Sangrado vaginal / Tumor vulva
Parmeningeos Epistaxis / Masa fosa nasal

Cabeza y cuello No parameningeos  Masa palpable o visible

Orbita Orbita Exoftalmos / Oftalmoplejia
Extremidades Extremidades Masa palpable dolorosa o hinchazén visible con o sin eritema
i Via biliar Masa abdominal e ictericia

ras Pared tordcica Masa tordcica / Derrame pleural

Tabla 4. Manifestaciones clinicas mas relevantes en funciéon de la localizacion del tumor
primario. (82,99).

Menos del 25% de los pacientes presentan diseminaciéon metastasica al momento del
diagnostico. Los lugares mas frecuentes son pulmones, huesos, médula 6sea y nédulos
linfaticos (99). Los pacientes con enfermedad metastésica tienden a presentar sintomas

generales, como son cansancio, pérdida de peso y anemia (91).

1.7. Diagnoéstico

Los pacientes con sospecha de RMS requieren un examen clinico completo previo al
tratamiento que permita conocer tanto la clasificacion, localizacion y extension del

tumor primario, como la presencia o ausencia de enfermedad metastasica. En primer
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lugar, se realizan pruebas rutinarias de laboratorio como el conteo sanguineo completo,
los analisis de electrolitos en suero y de orina y las pruebas de funcién renal y hepatica

(82).

Los estudios de imagen del tumor primario se realizan mediante resonancia magnética
(RM) o tomografia computarizada (TC) (100). La RM proporciona mejor definicién del
tumor primario y las estructuras adyacentes en lesiones pélvicas, paraespinales y de
extremidades, mientras que la TC es ventajosa en la evaluacion de la erosion 6sea, la
adenopatia abdominal y la enfermedad distante (101). Paralelamente, se debe realizar
una evaluacion clinica y radiolégica de la diseminacién linfatica, incluyendo una
evaluacién quirdrgica en los tumores con evidencia de afectacién ganglionar y en los
tumores de extremidades sin evidencia, ya que estos presentan una elevada incidencia

de propagacion regional.

La evaluacion de la enfermedad metastdsica incluye aspirado bilateral y biopsia
medular, escéner 6seo, TC cerebral, pulmonar y hepatico y, en el caso de lesiones
parameningeas, el analisis del liquido cefalorraquideo (100). Las técnicas de imagen
metabolicas, como la tomografia por emisién de positrones con F- fluorodesoxiglucosa
(FDG-PET, por sus siglas en inglés: F-fluorodeoxyglucose-Positron Emission Tomography),
aunque con limitada experiencia en la poblacion pediatrica, se proponen, cada vez mas,

como posibles nuevas técnicas de imagen diagnoéstica (102,103).

El diagnostico definitivo del RMS requiere el estudio histolégico y molecular del tumor,
mediante muestra de biopsia incisional o, preferiblemente, tru-cut (82). En la
evaluacion histologica, se debe diferenciar al RMS de otros tumores pertenecientes al
grupo de tumores pediatricos de células pequeiias, redondas y azules. Para ello, se
emplean técnicas inmunohistoquimicas y microscépicas que corroboran la presencia
de las caracteristicas miogénicas asociadas al RMS (ver apartado INTRODUCCION
1.1.) (99). Cabe destacar que, debido a la gran heterogeneidad del tumor, es posible
realizar el diagnoéstico con la presencia de soélo una pequefla minoria de células

positivas para los marcadores musculares (104). El estudio molecular permite la
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clasificacién del tumor en funcién de la presencia o ausencia de translocacién (ver
apartado INTRODUCCION 1.2.), mediante las técnicas de hibridacién fluorescente in
situ (FISH, por sus siglas en inglés: Fluorescence In Situ Hybridization) y la reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés:

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) (105).

1.8. Estratificacion del RMS: estadiaje y factores
prondsticos

Los esfuerzos realizados, por grandes grupos cooperativos norteamericanos
(principalmente el IRSG, actual COG) y europeos (principalmente la International
Society of Pediatric Oncology (SIOP) y el Malignant Mesenchymal Tumor Group (MMT)
actualmente englobados en el European Paediatric Soft Tissue Sarcoma Study Group
(EpSSQ)), para llevar a cabo grandes ensayos clinicos en pacientes con RMS, han
permitido la evaluacion pronodstica de numerosas variables clinico-biologicas y
protocolos terapéuticos. El objetivo comun de estos estudios es la mejora de las
estrategias de tratamiento. En el caso de los pacientes con peor pronodstico, esta mejora
radica en la busqueda de terapias mas eficaces, mientras que en los pacientes de
pronostico mas favorable, el proposito es la reduccién de la toxicidad y de los efectos

adversos asociados a los tratamientos actuales, sin comprometer la supervivencia (67).

Los principales factores pronodsticos conocidos son la histologia, el estadio, la
localizacién, la edad y el tamafio tumoral al diagnostico. El estadio es un fuerte factor
prondstico, por lo que se han desarrollado numerosas metodologias dedicadas a su
correcta determinaciéon. Las mas mas usadas son el modelo Tumor-Nédulos-
Metastasis (TNM) creado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la
International Union Against Cancer (UICC), de uso estandarizado en la evaluacién de
numerosos tipos de cancer (Tabla 5) y el sistema de agrupacién clinica postquirturgica
desarrollado por el IRSG (Tabla 6) (82). Por un lado, la clasificacion TNM es previa al

tratamiento y se basa en la localizacion y el tamafio del tumor primario, el grado de
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invasion tumoral, la afectaciéon ganglionar y la presencia o ausencia de enfermedad

metastasica (106).

Clasificacion TNM
Factor Clasificacion Descripcion
10 Sin evidencia de tumor
Tl Tumor confinado al érgano o tejido de origen
Tla Tumor < 5 cm en su mayor dimension
fomor T1b Tumor > 5 en su mayor dimension
12 Tumor no confinado en el tejido u drgano de origen
120 Tumor < 5 cm en su mayor dimensién
12b Tumor > 5 en su mayor dimension
X Sin informacién sobre el tamafio o la extension
NO Sin afectacion
Ganglios Linfdticos N1 Afectacion de ganglios regionales
NX Sin informacion
MO Sin evidencia de metdstasis o de afectacion de ganglios no regionales
Metdstasis M1 Metdstasis o afectacion de ganglios no regionales
MX Sin informacién

Tabla 5. Sistema de estadiaje TNM pretratamiento. (82).

Por otro lado, el protocolo de clasificacién del IRSG permite la agrupacion de los
pacientes en 4 categorias en funciéon del remanente tumoral después de la cirugia
inicial, teniendo en cuenta también la diseminacién de la enfermedad en el momento

del diagnéstico (107).

46



INTRODUCCION

Grupos IRSG

GRUPO |

* Enfermedad localizada, completamente resecada

* Enfermedad confinada al mdsculo v drgano de origen

* Afectacion contigua-infiltracion mas alld del mdsculo u drgano de origen

GRUPO II

* Reseccion macroscopica con evidencia de diseminacion regional

* Tumor resecado con restos microscopicos

* Enfermedad regional con afectacion ganglionar, completamente resecada sin
microscopicos

* Enfermedad regional con afectacion ganglionar, completamente resecada, pero con
evidencia de restos microscapicos y/o evidencia histolégica de afectacion ganglionar a
distancia

GRUPO IlI

* Reseccion incompleta

*  Restos macroscapicos

* Biopsia solo después de la reseccion del primario

GRUPO IV
* Metdstasis a distancia

Tabla 6. Clasificacion postquirurgica segun el IRSG. (82).

Finalmente, todos estos factores se usan para la estratificacién de los pacientes en

grupos de riesgo y la posterior asignacion de un tratamiento adecuado. La estrategia

de estratificacion adoptada en el ultimo ensayo clinico realizado por el EpSSG para

RMS no metastasicos (RMS2005 - NCT00379457) identificaba 4 grupos de riesgo (bajo,

estandar, alto y muy alto) con un total de 8 subgrupos (A-H), definidos segtn la edad,

el tamafio del tumor, la histologia, el estadio posquirturgico del IRSG y la afectacion

ganglionar, de la siguiente manera (108):

Histologia:

Favorable: subtipo embrionario, de células fusiformes y botrioide

Desfavorable: subtipo alveolar
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Estadio Post-quirargico (Clasificacién IRSG):

e Grupo I: reseccién primaria completa

e Grupo II: residuo microscédpico o reseccién primaria completa con afectacion
ganglionar

e Grupo III: residuo macroscoépico

e Grupo IV: tumor con metastasis a distancia
Localizacién:

e Favorable: orbita, cabeza y cuello no parameningeos y region genitourinaria
excepto vejiga y prostata
e Desfavorable: resto de localizaciones (parameningea, extremidades, vejiga y

prostata y otras)
Estadio ganglionar (Clasificacion TNM):

e NO = sin afectacion ganglionar clinica ni histoldégica

e N1 = con afectacién ganglionar clinica o histologica
Tamaiio y edad:

e Favorable: tamafio del tumor < 5 cm y edad < 10 afios

e Desfavorable: todos los demas (tamafio > 5 cm o edad > 10 afios)

El andlisis reciente de los datos de este estudio clinico ha confirmado una
discriminacioén eficaz de la supervivencia de estos subgrupos. No obstante, el nuevo
ensayo clinico vigente desde noviembre de 2020, denominado FaR-RMS
(NCT04625907) y dirigido a nifios y adultos con RMS de primera linea y recidivante,
estudiara el uso del estatus de fusién versus la subtipificacién histopatologica en los
criterios de estratificacién (Tabla 23). Adicionalmente, otros cambios afiadidos
respecto al protocolo RMS2005 incluyen la tipificacién de las localizaciones
genitourinarias (vejiga y proéstata) y biliares como sitios favorables y la incorporacion

de los pacientes con enfermedad metastasica en el grupo de muy alto riesgo (109).
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Grupos de Riesgo del FaR-RMS

. Estatus de L., Estadio .
Grupo de Riesgo Subgrupo Fusién Grupo IRS  Localizacion e Tamaiio y Edad
Bajo Riesgo A Negativo | Cvalquiera NO Favorable
B Negativo | Cualquiera NO Desfavorable
Riesgo estdndar ) )
( Negativo 11, 11 Favorable NO Cualquiera
D Negativo 11, 11 Desfavorable NO Cualquiera
Alto Riesgo E Negativo I, 11 Cualquiera N1 Cualquiera
F Positivo 10 Cualquiera NO Cualquiera
6 Positivo I, 1 Cualquiera N1 Cualquiera
Muy Alto Riesgo . . . .
H Cvalquiera |} Cualquiera Cualquiera Cualquiera

Tabla 7. Grupos de riesgo del FaR-RMS. (Protocolo FaR-RMS - NCT04625907).

En el caso de los pacientes con RMS metastésico, los principales factores de riesgo
descritos son la localizacién del tumor primario en las extremidades y otros sitios poco
frecuentes, la edad (pacientes menores de 1 afio y mayores de 9 afios), la presencia de
metastasis en hueso o medula 6sea y la presencia de multiples metastasis o multiples
lugares de metastatizacion (110,111). Actualmente, tanto en Europa como en Estados
unidos, se utiliza la puntuacién de Oberlin para su estratificacion por riesgo. Esta
puntuacion distingue dos subgrupos de pacientes con pronoésticos claramente
diferenciados: los pacientes con menos de dos factores de riesgo desfavorables, que
presentan una supervivencia sin complicaciones (SSC) a 5 afios del 40% y los pacientes
con dos o mas factores desfavorables, que tienen una SSC a 5 afios de menos del 10%

(112,113).

1.9. Tratamiento y supervivencia

El tratamiento de primera linea actual para el RMS consiste en una estrategia
multimodal que combina cirugia, radioterapia y quimioterapia con el fin de controlar el
avance local y sistémico de la enfermedad. El momento adecuado y la intensidad de
cada una de estas modalidades terapéuticas varian en funcién de la estratificacién por

riesgo del paciente y de los posibles efectos adversos del tratamiento, que van desde
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la infertilidad y cardiotoxicidad debida a los agentes alquilantes y antraciclinas, hasta
el retraso en el desarrollo de los tejidos irradiados o la aparicion de segundas neoplasias

(67,82).

La aproximacién terapéutica fundamental para todos los grupos de riesgo de RMS es
la quimioterapia. Los regimenes mas comunmente administrados incluyen Vincristina,
Actinomicina D y Ciclofosfamida (VAC) en Norteamérica, e Isofosfamida, Vincristina y
Actinomicina D (IVA) en Europa (112). El control local se realiza mediante cirugia y/o
radioterapia. La necesidad y la intensidad del tratamiento local se determinan en
funcion de la reduccién tumoral lograda por la quimioterapia. No obstante, un
tratamiento local 6ptimo sigue siendo esencial en el tratamiento del RMS, pues la
progresion local o la recurrencia siguen siendo las causas principales del fracaso del

tratamiento (67).

La instauracién de esta estrategia terapéutica multimodal durante la década de los 70
revolucioné el cuidado de los pacientes con RMS pediatrico e incrementé
significativamente la supervivencia global tras cinco afios hasta el 70% actual
(Ilustracion 378), con unas tasas de supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios del
86%, el 80%, el 68% y el 25% para los pacientes en los estadios I, 1I, III y IV,
respectivamente (16,91,112,114). Desde entonces, los esfuerzos de los ensayos
pediatricos colaborativos han permitido el aumento de las tasas de supervivencia hasta
el 90% y la reduccion de los efectos adversos del tratamiento en los pacientes de bajo
riesgo. Sin embargo, el tratamiento para los pacientes con RMS de alto riesgo no ha
experimentado avances significativos y las tasas de supervivencia para los pacientes

con enfermedad recurrente o metastdsica permanecen alrededor del 25% (112).

La caracterizacion molecular no solo supone una mejora de precisiéon en la
estratificaciéon por riesgo de los pacientes, sino que abre la ventana a la identificacién
de nuevas dianas moleculares y, por lo tanto, al empleo de nuevas terapias dirigidas
que permitan incrementar las tasas de supervivencia actuales, especialmente, en los

pacientes de alto riesgo (115). Las principales dianas terapéuticas estudiadas para el
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tratamiento del RMS se basan en las dependencias moleculares de estos tumores.
Siendo, el factor de transcripcién quimérico PAX-FOXO1 la principal diana especifica
para los RMS-FP, el eje RTK/RAS/PI3K para los RMS-FN y la via del desarrollo
embrionario Hedgehog, los reguladores del ciclo celular, la apoptosis y la respuesta al

dafio en el ADN, estrategias plausibles en ambos subtipos (112,116).

Desgraciadamente, la aplicacion de este conocimiento se ha visto limitada debido a la
falta de recursos en el desarrollo de fArmacos para enfermedades raras, como es el
caso del cancer infantil y mas concretamente, del RMS. Hasta el momento, la mayoria
de los ensayos clinicos abiertos para el RMS exploran medicamentos desarrollados

para otros cénceres con mayor prevalencia (112).

Dadas las particularidades de los cénceres infantiles respecto a los canceres comunes
en adultos y el impasse evidente en las tasas de supervivencia, las esperanzas
terapéuticas actuales residen en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas mediante la

identificacién de las vias responsables de la aparicién y progresiéon de estas neoplasias
(117).

Uso de farmacos dirigidos a vias
genética y epigenéticamente
modificadas en RMS

—— Riesgo bajo-medio

— Riesgo alto (RMSfp y metastdsicos)

"""" Mejora de la tasa de supervivencia con las _
terapios dirigidas (objetivo futr) e

Mejorade la tasa de supervivencia debido aun

Tasa de supervivencia a 5 afios (%)

Tasa de supervivencia estancada

1970 1990 2018

mejor diagndstico y estratificacion del riesgo

Terapia actual: cirugia, radiacién y farmacos quimioterdpicos

Ilustracion 8.- Evolucion de la tasa de supervivencia a 5 afios del RMS desde 1970 hasta 2018.
Imagen adaptada de Pal A, et al. 2019.
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La filosofia general de esta tesis doctoral, enmarcada dentro de este contexto de
necesidad, es la generacién de conocimiento biolégico-molecular que permita el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el RMS. En concreto, el proyecto
se centra en el estudio de la via del desarrollo Hh, citada previamente por su
importancia en el posible origen del RMS (ver apartados INTRODUCCION 1.3.y 1.5.1.)

y como posible diana terapéutica en este mismo apartado.

La realizacion de esta tesis incluye la identificacién de una nueva diana molecular con
un potencial anti-oncogénico excepcional y el desarrollo y evaluacién preclinica de un
nuevo compuesto experimental —actualmente en fases nacionales en USA, UE y Japon—
, como posible terapia dirigida contra el RMS. Complementando, de esta manera, el
estudio molecular con una perspectiva mas traslacional, que pretende abordar, no sélo
el impasse en la supervivencia, sino también los inconvenientes asociados a las terapias

actuales.

2. Via de senalizacion Hedgehog

La seiializacion Hh fue descrita por primera vez en 1980 como una via crucial para la
regulacion de la morfogénesis embrionaria en la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster. El origen del nombre Hedgehog (erizo) derivoé del fenotipo puntiagudo —
similar a las puas de un erizo— presente en la cuticula de las larvas con mutaciones en
un nuevo locus identificado por Christiane Niisslein-Volhard y Eric Wieschaus (118).
Estudios posteriores caracterizaron molecularmente el gen Hh, y revelaron una
sorprendente conservaciéon evolutiva de este gen, considerado por Michael J. Fietz
como el primer factor de sefializaciéon que regula procesos analogos en especies de
diferentes filos (119-124). Este descubrimiento supuso un hito en la biologia del

desarrollo e inaugurd un nuevo campo de investigacién que permanece vigente.

Actualmente, la sefializacion Hh se estima como una via fundamental en la regulacion,
no soélo de procesos del desarrollo embrionario como el patrédn, la proliferacion y la
diferenciacién de numerosos tejidos, sino también en el mantenimiento de las células

madre, la reparacién y la regeneracion de los tejidos adultos en una multitud de
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organismos (125). Dada la importancia de todos estos procesos, no es sorprendente
que una sefializacién Hh aberrante sea la base de una gran variedad de enfermedades
que van desde trastornos del desarrollo hasta multiples tipos de cancer. Sin embargo,
a pesar del evidente potencial terapéutico, siguen existiendo brechas sustanciales en

nuestra comprension de los mecanismos que median su sefializaciéon (126,127).

La gran cantidad de funciones diversas asociadas a la sefializaciéon Hh y su elevada
conservacién evolutiva insindan la alta complejidad de la via. Uno de los principales
impedimentos en su comprensién, ademads del alto grado de interaccién habitual entre
las vias del desarrollo embrionario, es su capacidad para modular las sefiales y
transducirlas en respuestas distintas dependiendo tanto de la ubicacién espacial y el
tipo de célula receptora, como del gradiente y la duraciéon de la exposicién al ligando.
El mecanismo de respuesta celular, a su vez, incorpora multiples ciclos de
retroalimentacién que ajustan el nivel de sefial en las células receptoras, complicando

aun mas el entendimiento de esta sefializacién (126,128-131).

Como la mayoria de las sefializaciones moleculares, la via Hh puede descomponerse
en sus componentes principales —inicialmente identificados en Drosophila—, incluyendo
el ligando hedgehog (HH), el receptor transmembrana inhibidor Patched (PTC), el
receptor transmembrana Smoothened (SMO) y el factor de transcripcion Cubitus
interruptus (CI). Brevemente, la sefializaciéon comienza con la uniéon de HH a su receptor
PTC, activando una cascada de sefializacién que origina la activacion de SMO vy finaliza
con la translocacion de CI al nucleo y la posterior activacién transcripcional de sus

genes diana (132-134).

2.1, Evoluciéon y componentes de la via en mamiferos

En general, el mecanismo de sefializacion de la via Hh se conserva entre las especies
metazoarias, desde la mosca al mamifero. Sin embargo, existen algunos aspectos
claramente divergentes. En primer lugar, cabe destacar la expansién de diferentes
genes de la via debido al fenémeno evolutivo de duplicacion del genoma acaecido en

los vertebrados. De este modo, los mamiferos presentan multiples genes ortélogos de
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varios componentes, incluidos tres genes homologos del ligando Hh: Sonic (SHH),
Desert (DHH) e Indian (IHH) Hedgehog, dos receptores: PTCH! y PTCH2 y tres
ortologos del factor de transcripcién Ci: GLI1, GLI2 'y GLI3. En segundo lugar, existen
genes homologos con funciones discordantes no conservadas en mamiferos como, por
ejemplo, la proteina quinasa Fused (FU). Finalmente, ademas de genes homoélogos a los
descritos en Drosophila, los mamiferos presentan componentes especificos como GAS!?

y HHIP, no presentes en invertebrados (128,135-137).

Para entender mejor el funcionamiento de esta compleja sefializacién, introduciremos
en primer lugar las bases estructurales y funcionales de sus componentes principales

(resumidos en la Tabla 24) y sus genes diana.

2.1.1.Ligandos Hh

La existencia de los genes Hh en vertebrados fue descrita por primera vez en 1993 en
raton (Mus musculus), pez cebra (Danio rerio) y pollo (Gallus gallus) (123,138,139).

Posteriormente, en 1995, su presencia fue reportada en humanos (124).

Aves y mamiferos poseen tres genes parélogos: Sonic, Desert e Indian, los cuales
representan tres subfamilias diferentes que en algunas especies han vuelto a
expandirse de nuevo. Como es el caso del pez cebra, que posee tres genes Hh extra:
un miembro divergente de la subfamilia Shh llamado Tiggywinkle (Twhh) y dos
miembros pertenecientes a la subfamilia /xh, Echidna (Ehh) y Qigihar (Qhh) (140). Existe
un alto grado de homologia entre todos ellos, conservado incluso entre las diferentes
especies. Sin embargo, las subfamilias Shh e Ihh tienen una relaciéon filogenética mas
estrecha, mientras que la subfamilia Dhh es mds cercana al gen Hh inicialmente descrito

en Drosophila (121,141).

A nivel funcional, las proteinas Hh actian como morfégenos controlando multiples
procesos del desarrollo. Dado el alto grado de identidad de secuencia, se cree que
todas ellas poseen efectos fisioldgicos similares, siendo las diferencias funcionales, el
resultado de diversos patrones de expresién. De este modo, SHH es la proteina Hh

mas ampliamente expresada y estudiada. Controla el patréon de los ejes izquierdo-
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derecho y dorso-ventral del embrién mediante su expresion en tejidos de la linea media
como el nodo, la notocorda y la placa del suelo del tubo neural, participa en el patron
de los ejes distales de las extremidades gracias a su expresién en la zona de actividad
polarizante (ZPA, por sus siglas en inglés: Zone of Polarizing Activity) y finalmente, se
expresa y afecta al desarrollo de la mayoria de los tejidos epiteliales. IHH regula el
desarrollo de huesos y cartilagos mediante su expresién —en ocasiones parcialmente
redundante con SHH- en el endodermo primitivo, el intestino y los condrocitos
prehipertroficos de las placas de crecimiento de los huesos. DHH, cuya expresion se
limita en gran medida a las génadas —incluidas las células de Sertoli de los testiculos y
las células de la granulosa de los ovarios—, es esencial para el desarrollo de las células

germinales y la formacion de la vaina nerviosa periférica (126,128).

A nivel estructural, los ligandos Hh son sintetizados como péptidos precursores no
funcionales (~45kDa) (Ilustracién 38). Contienen dos dominios: un dominio amino-
terminal (~19 kDa) con actividad de sefial biolégica y un dominio autocatalitico
carboxi-terminal (~25kDa), que escinde la proteina en dos y permite una serie de
modificaciones postraduccionales del fragmento funcional amino-terminal -
contenedor de la sefial biologica—, necesarias para su correcta actividad, secrecion,
distribucién y recepcién en los tejidos deseados. Estas modificaciones, incluyen la
adicion de un resto de colesterol al extremo carboxilo catalizada por el dominio
autocatalitico y la palmitoilacién de su extremo amino por la aciltransferasa Hedgehog

(HHAT, del inglés: “Hedgehog Acyltransferase”) (141-145).
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a)
Dominio de sefial biolégica ~ Dominio autocatalitico

N-terminal (-terminal

b) Colesterol

Notermingl  Dominio de sefial biolégica

HOW

Acido Palmitico

(-terminal

Ilustracion 9. Caracteristicas estructurales de las proteinas HH. a) Péptido Hh precursor no
funcional. b) Péptido Hh funcional bilipidado. Imagen basada en Varjosalo M, et al. 2008.

El primer componente en interactuar con los ligandos Hh funcionales es la proteina
transmembrana multipaso de la familia de transportadores RND (Resistance-Nodulation-
Division) denominada Dispatched (Disp). Su existencia fue reportada en 1999 en las
células de Drosophila emisoras de sefial Hh, donde su expresion era requerida para la
correcta secrecién de las proteinas Hh lipidadas y su correspondiente sefializacion a
larga distancia (146). Se han descrito 3 homologos en humanos: Disp!, Disp2 y Disp3,
siendo Disp! el mas estudiado (147,148). A nivel estructural, es una proteina
transmembrana que consta de un dominio intracelular N-terminal; 12 hélices
transmembrana, entre las que se encuentra un dominio sensor de esterol (SSD, por sus
siglas en inglés: Sterol-Sensing Domain) implicado en la homeostasis del colesterol; dos
dominios extracelulares abiertos y un dominio intracelular carboxi-terminal (145,149).
La reciente caracterizaciéon de DISP1 con microscopia crioelectronica ha revelado la
unién del ligando Hh bilipidado a los dominios extracelulares de DISP1, asi como la
presencia de restos de colesterol en su dominio transmembrana, confirmando asi, su
funcién como transportador Hh y remarcando la importancia de la modificacién

lipidica de los ligandos en este proceso (145).

Otra proteina cooperante con DISP en la secrecion y el trafico de los ligandos Hh es

una glicoproteina presente en la superficie celular, SCUBE. Existen tres genes SCUBE
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en humanos, siendo SCUBE?2 el mas estudiado. A nivel estructural, SCUBE2 consta de
nueve repeticiones similares a EGF, tres dominios ricos en cisteina y un dominio CUB,
el cual se requiere para la unién al colesterol del extremo carboxilo de los ligandos Hh.
Es importante destacar que DISP y SCUBE reconocen diferentes aspectos estructurales
del colesterol, hecho que apoya el modelo actual de secreciéon de los ligandos Hh

dependiente de la interaccion entre DISP y SCUBE (127,149).

2.1.2.Mediadores de la sehalizacion Hh de membrana
Antes de introducir las principales moléculas involucradas en mediar la sefializacion
Hh a nivel de membrana, es preciso introducir el cilio primario, estructura requerida

para la correcta interaccién de muchas de ellas.

La sefializacién Hh en mamiferos —a diferencia de la sefializacién en Drosophila—
depende notablemente del cilio primario; un compartimento celular especializado con
alta capacidad sensorial, debido al trafico y la co-localizaciéon dindmica de muchos de
los componentes de la via, entre los que destacan PTCH y SMO. Estructuralmente, los
cilios primarios son estructuras no moviles basadas en microtubulos que se proyectan
desde la superficie en la mayoria de las células de los vertebrados (143,150). Su
importancia en el desarrollo fue revelada mediante experimentos genéticos de cilios
mutantes que evidenciaron una funcién indispensable para la supervivencia y el patron
de los embriones de ratéon. El andlisis fenotipico, genético y bioquimico de estos
mutantes demostré que la causa fenotipica real era la interrupcién de la sefializacién
Hh (151). Actualmente se postula una posible co-evolucion de la sefializacion Hh y el
cilio primario con el fin de concentrar los componentes de la sefializacién y permitir,

de este modo, respuestas mas eficientes con niveles de ligando menores (152).

Una vez secretados, el receptor principal de los ligandos Hh es Patched (Ptc en
Drosophila y PTCHI-2 en humanos) (136,153). Ingham et al. fueron los primeros en
describir el inusual mecanismo de inhibicién dependiente de ligando que ejercen las
proteinas HH en el receptor PTCH, quien, a su vez, es un regulador negativo de la via

(129). PTCH ejerce su antagonismo de dos maneras: la primera es ligando
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independiente, pues en ausencia de ligando, PTCH inhibe la actividad de SMO, un
efector clave de la via que introduciremos madas adelante; la segunda es ligando
dependiente y ocurre debido a la regulacién positiva de la expresion de PTCH por la
sefializacion Hh, tras lo cual las altas cantidades de PTCH secuestran el ligando y

median su internalizaciéon endosomal (154,155).

Estructuralmente, PTCH1 es una proteina con doce segmentos transmembrana, dos
dominios extracelulares que interactian entre si y un dominio C-terminal. La region
transmembrana contiene un SSD -topolégicamente similar al de DISP y otros
transportadores RND—, lo cual permite anticipar su capacidad de interacciéon con
esteroles como el colesterol (127,156). En efecto, estructuras derivadas de la
microscopia crioelectrénica confirman la interaccion esterol-dependiente entre los
ligandos Hh y el sitio de unién del SSD de PTCH y, adicionalmente, describen un nuevo
sitio de acoplamiento —formado por la aproximacién de los dos dominios
extracelulares— encargado de la recepcién del ligando (157). Por el contrario, se ha
descrito que los dominios citoplasmaticos de PTCHI1 facilitan la interaccién con otras
proteinas involucradas tanto en la sefializacién candnica, como no canénica, de la via
Hh. En concreto, destaca el dominio C-terminal, el cual es necesario para la correcta e
indispensable localizacién de PTCH1 en el cilio primario y la consecuente inhibicién

de SMO (156,158,159).

PTCH2 conserva una homologia del 54% con PTCH1. Siendo las diferencias mas
obvias la perdida de parte del dominio C-terminal citoplasmatico y la divergencia en el
dominio N-terminal y algunas regiones del dominio transmembrana (156,160-162). A
nivel funcional, existe gran discusion entre ambos homologos. Si bien estudios
bioquimicos han demostrado la capacidad de ambos de unirse a los ligandos Hh con
una afinidad similar y de regular la localizaciéon y actividad de SMO, existe una gran
disparidad en el patrén de actividad y de expresion de ambos genes. Mientras PTCH !
tiene una amplia expresion en todo el embrién, la expresion de PTCH2 es menos ubicua
—so6lo abundante en la piel y los espermatocitos— y, ademas, podria estar limitada a las

células secretoras de las proteinas HH. Estos resultados restringirian la funcion de
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PTCH?2 a tejidos concretos e incluso, a la regulacion de la sefializacién autocrina,
sugiriendo a PTCHI como el mediador principal de la sefializacién Hh (141,161). En
cuanto a la disparidad funcional, ésta es claramente remarcable en los estudios de
deficiencia genética, en los cuales los ratones deficientes en PTCH?2 tienen un
desarrollo normal, en contraposicién al fenotipo letal de los ratones que carecen de
PTCH]1. Estos estudios revelan un papel soslayable de PTCH2 en el desarrollo
embrionario, asi como, su incapacidad para compensar las funciones de PTCH1 (156).
Sin embargo, varios articulos demuestran que en ausencia de PTCH1, PTCH2 juega un
papel critico en la regulacién de SMO, reivindicando de esta manera, el papel de
PTCH2 como un receptor funcional de los ligandos Hh que coopera con PTCH1 en la

regulacion de las respuestas celulares adyacentes (163,164).

En vertebrados existe un antagonista de la sefializacion Hh de membrana adicional,
denominado Hedgehog Interacting Protein (HHIP). HHIP es una glicoproteina que se une
a los ligandos HH con una afinidad comparable a la de PTCH (165). Su mecanismo de
inhibicién es ligando dependiente, pues secuestra fisicamente el ligando en la superficie
celular (154,166). Estructuralmente, se ha descrito la superposicion de los lugares de
unién a ligando de HHIP y PTCH, indicando una competicion entre ambas moléculas

por la unién de ligando (137).

En contraposicion con los efectos inhibitorios de PTCH y HHIP, existen tres proteinas
de membrana que funcionan como receptores accesorios o correceptores de los
ligandos HH y promueven su sefializacién. Estos correceptores incluyen los genes
Interference Hedgheog (Ihog) y Brother of Ihog (Boi) en Drosophila melanogaster y sus
respectivos ortologos en vertebrados: Cell Adhesion Associated, Oncogene Regulated
(CDO o CDON, segun se refiera a la proteina o el gen) y Brother of CDO (BOC), asi como
el gen Growth Arrest Specific 1 (GASI), el cual carece de equivalente en Drosophila

(126,167-170).

CDO y BOC, junto con sus ortélogos en Drosophila, constituyen una nueva familia de

glicoproteinas de membrana conservadas, pertenecientes a la superfamilia de las
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inmunoglobulinas. Ambas son proteinas de membrana de un solo paso y contienen una
region extracelular que consta de cuatro (BOC) o cinco (CDO) repeticiones de
inmunoglobulina y tres repeticiones de fibronectina tipo III (FNIII). Curiosamente, el
modo de unién a los ligandos Hh no se ha conservado entre especies, difiriendo tanto
en el dominio de unién —el primer dominio FNIII de IHOG y el tercer dominio FNIII
de CDO-, como en la dependencia a diferentes cofactores —la interaccion HH-IHOG

requiere heparina, mientras la interaccién HH-CDO es calcio-dependiente (171).

GAS1 es una proteina anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés:
Glycosylphosphatidylinositol) con un dominio extracelular homélogo a los receptores del
Glial Cell Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (126,170). A pesar de las diferencias
estructurales con CDO y BOC, GAS1 recapitula sus propiedades de unién a los ligandos
HH y optimiza su sefializacién (172). Ademas, todos ellos forman complejos homo- y

heteroméricos con PTCH (173).

A nivel funcional, estudios recientes han demostrado que tanto BOC, CDO y GAS],
como sus homoélogos en Drosophila, /hog y Boi, son componentes necesarios para la
transduccion de la sefial HH durante la embriogénesis (167,174). Sin embargo, en
vertebrados existen diferencias entre las dependencias de cada tejido, por ejemplo;
BOC y GAS1 parecen tener un papel redundante durante el desarrollo del cerebelo;
BOC, GAS1 y CDO desempefian papeles esenciales y superpuestos durante el patrén
del tubo neural y la especificacion de diferentes progenitores neuronales; CDO y BOC
regulan conjuntamente la especificacion y diferenciacién de los miocitos esqueléticos
y, de manera individual, BOC media la guia de los axones de las células ganglionares
de la retina y CDO tiene un papel fundamental durante la formacién de los ojos

(167,173,175).

Finalmente, el ultimo paso de la sefializacion HH de membrana es la activacién de
Smoothened (SMO), una proteina transmembrana de la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR, del inglés: G Protein-Coupled Receptor). A nivel

estructural, contiene un dominio extracelular rico en cisteinas (CRD, del inglés:

60



INTRODUCCION

Cystein-Rich Domain), un dominio transmembrana de 7 hélices y un dominio
intracelular carboxi-terminal (176). A pesar de los primeros estudios realizados en
Drosophila y de su papel esencial en la sefializacién Hh, SMO es incapaz de unirse a
los ligandos HH y su regulacion depende de PTCH (133,153). Sin embargo, el
mecanismo de inhibicién y posterior activaciéon de SMO permanece sin dilucidar.
Actualmente se diferencian dos requerimientos para su completa activacién: el primero
es su localizacion y acumulacion en el cilio primario, hecho que, de la misma manera
que en el caso de PTCH, depende del dominio C-terminal citoplasmatico; el segundo,
propuesto por analogia con los modelos cinéticos de los GPCR, podria consistir en una
activacion alostérica dependiente de la uniéon a pequefias moléculas endogenas
mediada por PTCH (159,177,178). La hipotesis principal sobre el mecanismo de
regulacion de SMO mediado por PTCH rechaza una posible interaccion fisica —
propuesta en articulos previos— y propone una regulacion catalitica, en la cual PTCH-
dada su homologia con las bombas de expulsion de la familia RND- actuaria como un
transportador a través de la membrana citoplasmatica de pequefias moléculas
activadoras (oxiesteroles, colesterol) o represoras (Vitamina D3), que se unirian al
dominio CRD de SMO induciendo cambios conformacionales que activarian o
inactivarian su funcion (178-182). La activacion de SMO desencadena una cascada de
transduccion de sefiales intracelulares que, en dltima instancia, promueven el trafico y

el procesamiento de los factores de transcripcion GLI en el cilio primario (182).

2.1.3.Reguladores citoplasmaticos Hh
Los estudios genéticos en Drosophila permitieron la identificaciéon de varias moléculas

reguladoras del factor de transcripcion CI, entre las cuales se encuentran Costal2

(Cos2), Fused (Fu) y Suppressor of Fused (Sufu) (136).

FU es una serina/treonina kinasa indispensable en la sefializacion Hh en Drosophila,
donde media la fosforilaciéon de COS2 y SUFU y es esencial para la activacion de Cl en
respuesta a los ligandos HH. Sin embargo, su relevancia funcional no ha sido

conservada en la sefializacién Hh en mamiferos (151).
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SUFU es uno de los principales reguladores negativos de la sefializaciéon Hh. Se trata
de una proteina con dominio PEST, que impide la translocacién nuclear y activacién
transcripcional de GLI mediante la formacién de complejos inhibitorios en el
citoplasma, la prevenciéon de las modificaciones postraduccionales requeridas para la
activacion de GLI y el reclutamiento de la maquinaria de ubiquitinacién responsable
tanto del procesamiento de la forma represora de GLI, como de su completa

degradacién (183-185).

COS2 (KIF7 en vertebrados) es una proteina relacionada con las quinesinas —aunque
carente de un dominio motor funcional— esencial para la sefializacién Hh en Drosophila.
Presenta funciones duales: en ausencia de ligando participa en el procesamiento
proteolitico de CI en su forma represora mediante el reclutamiento de multiples
quinasas, tales como la Proteina Quinasa A (PKA, por sus siglas en inglés: Protein Kinase
A), la Caseina Quinasa 1 (CK1, por sus siglas en inglés: Casein Kinase 1) y la Glucdégeno
Sintasa Quinasa 3 Beta (GSK3B, por sus siglas en inglés: Glycogen Synthase Kinase 3
Beta); mientras que en presencia de ligando favorece la sefializacion Hh mediante la
inhibicién de SUFU. KIF7 conserva ambas funciones duales. Sin embargo, a pesar de
las similitudes funcionales, existen diferencias en sus mecanismos de accion. Por un
lado, COS2, a diferencia de KIF7, interacciona directamente con SMO y FU. Por otro
lado, KIF7, quien a diferencia de COS2 conserva el dominio motor funcional, ha sido
relacionado con el trafico especifico de la sefializacién HH en el cilio primario

(151,186).

2.1.4.Factores de transcripcion Hh
La activacién transcripcional de los genes diana de la sefializacién Hh esta mediada
directamente por la familia de proteinas de unién al ADN con dedos de zinc, GLI,
formada por los genes GLII, GLI2 y GLI3 en mamiferos y su homoélogo ancestral en
Drosophila, Cubitus interruptus (Ci). Los genes GLI fueron hallados por primera vez

debido a la amplificacién de GLI! en glioblastoma —hecho del cual deriva su nombre,
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Glioma-associated oncogene-y, posteriormente, fueron relacionados con la sefializacién

Hh (187,188).

Todos presentan una estructura similar (Ilustracién 39): comparten diferentes dominios
C-terminal transactivadores; un dominio de unién al ADN formado por cinco dedos de
zinc C2H2 en tdndem que reconoce la secuencia consenso 5'-GACCACCCA-3' en el
promotor de los genes diana, un dominio que contiene la sefial de localizacién nuclear
y, todos excepto GLII, contienen un dominio represor N-terminal (126,182,189,190).
Debido a esta diferencia estructural, los factores de transcripciéon Ci, GLI2 y GLI3
pueden funcionar como activadores o represores de la sefializacién, mientras que GLI1
funciona exclusivamente como un activador transcripcional (143,191,192). Varios
estudios genéticos en ratones definieron como indispensables las funciones de GLI2 y
GLI3 durante la embriogénesis y, en consecuencia, actualmente son considerados los
mediadores principales de la sefializacién HH. Sin embargo, la expresion de GLI1,
controlada directamente por GLI2 y GLI3, es prescindible durante el desarrollo, y por

ello se postula como mero autorregulador de la sefializacion (191,193-196).
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Ilustracion 10. Estructura de los factores de transcripcion GLI. Rep, Dominio represor; NLS, Sefial
de localizacién nuclear (del inglés: Nuclear Localization Sequence); Sufu BS, Sitio de unién a Sufu (del inglés
Sufu Binding Site); Zn, Dominio de unién al ADN de dedos Zinc; PC, Lugar de fosforilacion (del inglés
Phosphorylation Cluster); *, lugar de fosforilacién de PKA; TAD, Dominio transactivador (del inglés
Transcription Activacion Domain). Imagen adaptada de Niewiadomski P et al. 2019.

De este modo, las proteinas GLI2 y GLI3 (denominadas conjuntamente GLI2/3)
pueden existir en tres estados funcionales: represores transcripcionales procesados

proteoliticamente (GLI2/3-R), factores de transcripcién de longitud completa inactivos

63



INTRODUCCION

(GLI2/3-FL) (FL, del inglés: Full-lenght) y factores de transcripcién de longitud
completa activos (GLI2/3-A) (192). La transiciéon entre estos estados depende de las
modificaciones postraduccionales y la localizaciéon celular de estas moléculas

(Ilustracién 40) (126,190).

La activacién de los factores de transcripcion GLI tiene lugar en el cilio primario (197).
En ausencia de ligando, la forma inactiva GLI2/3-FL es fosforilada de manera
secuencial, en primer lugar, por PKA y consiguientemente por GSK3B y CK1. Esta
hiperfosforilacion de GLI2/3-FL es reconocida por el complejo E3 ubiquitina ligasa
Cul1/BTrCP, comportando la ubiquitinacién y degradacion proteosomal del dominio
transactivador C-terminal y dando lugar a la forma represora GLI2/3-R. Sin embargo,
este procesamiento es extremadamente ineficiente en GLI2, donde la
hiperfosforilacion tiende a inducir la degradaciéon completa, y no parcial, de la proteina.
En consecuencia, GLI2 actua principalmente como activador transcripcional, mientras
que GLI3 constituye el represor fundamental de la via (143,198,199). Cuando la via se
activa, las formas GLI-FL son liberadas del complejo represor formado por SUFU,
permitiendo la translocacion de las formas GLI2/3-A al nucleo y la consiguiente
activacion de su actividad transcripcional. Las formas transcripcionalmente activas,
GLI2/3-A y GLI2/3-R, son menos estables y una vez en el nucleo, su degradacién
depende del complejo E3 ubiquitina ligasa Cul3/Spop. En definitiva, el equilibrio entre
las formas GLI2/3-A y GLI2/3-R determina el programa transcripcional de la
sefializacion HH de manera gradual (190,200,201).

A pesar de la evidente divergencia evolutiva, la actividad transcripcional de GLI1
también esta regulada por diferentes modificaciones postraduccionales asociadas a la
seflalizacién HH, como la fosforilacién inhibitoria, aunque no proteolitica, de PKA y las
fosforilaciones activadoras de aPKC y DYRKI1A, entre otras (126,202-204).
Paralelamente, la activacion transcripcional de GLI1 también puede ser independiente
de Hh y estar regulada por numerosas vias de sefializacion (199). Finalmente, en
discordancia con GLI2/3, la degradacién proteosomal de GLI1 estd mediada por

NUMB y la E3 ubiquitina ligasa, ITCH (205).
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Ilustracion 11. Modulacion de la actividad transcripcional de GLI2/3. Imagen adaptada de Kong
JH, et al. 2019.

2.1.5.Genes diana Hh

Los genes diana de la sefializacion Hh varian en funcién del contexto celular y el
organismo (135,140). Para facilitar su identificacién, se han llevado a cabo diferentes
analisis genémicos que han revelado numerosos posibles genes diana directos de GLI

(206-208).

Los genes diana mas documentados son componentes propios de la via, encargados
de la retroalimentacién positiva o negativa de la sefializacién en la mayoria de células,
como es el caso de GLII, PTCH y HHIP. Mientras el incremento de expresion de PTCH
y HHIP proporciona una retroalimentacion negativa, la activacion de GLII genera un

bucle de regulacién positivo (136,209,210).

Posteriormente, se han identificado también como dianas de la via otros genes
relacionados con funciones celulares tan diversas como la proliferaciéon y
diferenciacion (CCND1, CCND2, CCNE1, CCNA2, CCNB1, CDK1, CDKN1A, CDKN2A,
MYCN, WNT, SFRP1, NEUROGI1, NEUROD, ASCL1, PDGFRA, IGF2, FOXM1, FOXA2,
NKX2-2, FOXF1, PAX6, PAX7, PAX9, RUNX2, MYF5, HES1, IGFBP3, E2F1, CDC45,
TGFBI), la supervivencia (BCL2, CFLAR), la angiogénesis (VEGF, ANGPT2), la
transicién epitelio-mesénquima (BMI1, NANOG, SOX2, SNAIL, SIP1, ELKI! y MSX2,
ZEB1) y la invasion (SPP1, NCAM, CDH1) en diferentes tejidos (209,211-214).
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2.2. Mecanismo de accion

La activacion de la via Hh puede ocurrir de manera canénica, mediante la activacion
ligando-dependiente de sus receptores, o no canodnica, a través de mecanismos

alternativos de algunos de sus componentes.

2.2.1.Via Hh canoénica

El primer paso de la sefializacién canonica de la via Hh es la sintesis y maduracién de
los ligandos. Después de la traduccién, las proteinas Hh entran en la via secretora y
experimentan una escision autoproteolitica y dos modificaciones lipidicas —la adicion
de un resto de colesterol en el extremo carboxilo y la palmitoilacién del extremo
amino-terminal- (Ilustracién 389), que originan la liberaciéon de un péptido de
sefializacién bilipidado de 19kDa (127,212). Ambas modificaciones lipidicas, confieren
una alta hidrofobicidad a los ligandos HH, provocando su retencién en la membrana
plasmatica (141,215). Una vez en la membrana, DISP interacciona con la fraccién de
colesterol del ligando HH y, a través de un mecanismo de desplazamiento de la unién
del colesterol, transfiere los ligandos Hh a la proteina SCUBE secretada en el espacio
extracelular, quien, posteriormente, solubiliza y libera los ligandos Hh (145,149,215).
En el espacio extracelular, las distancias a recorrer por estos ligandos hasta las células
receptoras de la sefial difieren entre los tejidos, pero pueden llegar hasta 300um.
Durante estos largos recorridos, las modificaciones lipidicas son esenciales para la

estabilidad y movilidad de las proteinas HH solubles (128,210).

El trafico de los ligandos hasta el receptor de membrana PTCH de la célula destinataria
es un mecanismo poco clarificado, en el que participan varias proteinas de membrana
involucradas en la recepcién de HH, como CDO, BOC, GAS1 y HHIP. Particularmente,
los correceptores CDO, BOC y GAS1 interactuan con el ligando mediando su unién a
PTCH de una manera esencial para la sefializacién (127,143,215). Por el contrario,
HHIP funciona como un mero antagonista de PTCH, compitiendo con éste por la unién

a los ligandos.
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VIA HH INACTIVA

Ilustracion 12. Sefalizacion Hedgehog inactiva. En ausencia de ligando, PTCH bloquea la
localizacién ciliar de SMO. Los factores de transcripcion GLI se encuentran en la base del cilio primario,
inhibidos por el complejo represor formado por SUFU. Finalmente, KIF7 atrae a las quinasas PKA, CK1y
GSK3B, quienes fosforilan las formas inactivas de GLI y median su degradacion proteosomal. GLI1 es
completamente degradado por el proteosoma gracias a la ubiquitinacion mediada por NUMB e ITCH. GLI2
y GLI3 son ubiquitinados por el complejo CUL1/BTrCP pueden ser degradados completa o
incompletamente por el proteosoma. La degradacién incompleta de GLI2/3 da lugar a las formas GLI-R,
las cuales son translocadas al nucleo e inhiben la transcripcion de los genes diana. Imagen propia creada
con Biorender (BioRender.com).

PTCH es un inhibidor constitutivo de la via dado que en ausencia de ligando bloquea
la actividad de SMO (Ilustracién 41). La unién de los ligandos Hh a PTCH, conlleva su
traslado del cilio primario a la membrana plasmaética y su posterior degradacion
endosomal. La inhibicién funcional de PTCH permite la activacion de SMO y su
acumulacién en el cilio primario, dando comienzo a la transduccién de la sefializaciéon
HH en la célula receptora, la cual finaliza con la transcripcion de los genes diana de la
via (Ilustracion 42). La actividad transcripcional de la sefializaciéon HH est4 mediada
por el equilibrio entre las formas represoras (GLI-R) y activadoras (GLI-A), de los

factores de transcripcién GLI (Ilustracién 40). De este modo, en ausencia de ligando
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GLI-FL y SUFU forman un complejo represor que viaja hasta la punta del cilio primario.
Alli, KIF7 promueve la hiperfosforilacién secuencial de GLI-FL por PKA, CK1 y GSK3B,
provocando la degradacién proteosomal de su dominio transactivador y permitiendo
la liberacién de la forma represora GLI-R, la cual es rapidamente translocada al ntcleo
para reprimir la expresion de los genes diana de la via (Ilustracién 12). En cambio, la
activacion y translocacién de SMO al cilio primario tras la recepcién de los ligandos
Hh, modula el papel de KIF7, quien en lugar de promover la protedlisis de GLI-FL,
causa su disociacién del complejo represor formado por SUFU y permite su
translocacion a nucleo y la consiguiente activacion transcripcional de los genes diana

Hh (Ilustracion 42) (143,152,209,216,217).

VIA HH ACTIVA

il |/ \

Endosoma

Ilustracion 13. Sefalizaciéon Hh activa. La union de los ligandos HH (esfera morada) a PTCH, provoca
la translocacién de PTCH fuera del cilio primario y la internalizacion y posterior degradacién endosomal
de ambos. SMO se traslada y acumula en el cilio primario, donde libera a la familia de factores de
transcripcién GLI del complejo represor, permitiendo su activacion y translocacién a nucleo, donde
estimulan la transcripcion de los genes diana de la via. Imagen propia creada con Biorender
(BioRender.com).
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Finalmente, la fuerza y duracion de la sefializacion Hh se regula a través de un complejo
mecanismo de retroalimentacion que actua a nivel de ligando y que depende de
gradientes espacio-temporales (Ilustracion 43). El modelo propuesto, describe que las
células cercanas a una fuente de ligandos Hh expresan los correceptores GAS1, CDO
y BOC, encargados de estimular y amplificar la sefializacién, para garantizar la
transmision de la sefial incluso a bajas concentraciones de ligando. A medida que
aumentan las concentraciones de HH, la activacién de la via induce la expresion de
PTCH y HHIP, los cuales secuestran los ligandos HH y restringen la continuacién de
la sefializacion. Por el contrario, la expresion de GAS1, CDO y BOC, generalmente esta
regulada negativamente por la sefializacién HH. Por lo tanto, el mecanismo de
retroalimentacién reside en el aumento de la concentracion de proteinas de unién a
ligando inhibidoras y la reduccion de las proteinas de union a ligando estimulantes tras
una activacién prolongada de la via, modulando asi, las posibles respuestas celulares

posteriores (166,170,175).
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Ilustracion 14. Regulacion de la sefializacion Hh mediante el gradiente espacio-temporal de los
ligandos y la expresion controlada de las proteinas reguladoras de union a ligando. A Antes de
que comience la sefializacién, tanto las células cercanas (izquierda), como las distantes (derecha) a la fuente
de ligandos, expresan el receptor PTCH1 y los correceptores GAS1, CDO y BOC en la membrana. La
acumulacién de los ligandos provoca una fuerte sefializacién Hh en las zonas cercanas, mientras las células
distantes no disponen de suficiente ligando como para iniciar la sefializacién. B Con el tiempo, la fuerte
sefializacion experimentada en las células cercanas provoca la pérdida de expresion de los correceptores
GAS1, CDO y BOC y aumenta la expresién de los inhibidores de ligando PTCH1 y HHIP, inhibiendo la
sefializacion. Por el contrario, las células distantes, mantienen la expresién de los correceptores, los cuales
permiten la deteccion de pequefias cantidades de ligando y desencadenan la sefializacion Hh. Imagen
adaptada de Kang JS, et al. 2007.

2.2.2.Via Hh no canénica
Recientemente, se han descrito diferentes mecanismos de sefializacién Hh,
denominados no canénicos, que involucran funciones alternativas de los componentes

principales de la via y que clasificaremos en tres grupos (218):

1. Grupo 1: Mecanismos dependientes de PTCH
2. Grupo 2: Mecanismos dependientes de SMO

3. Grupo 3: Mecanismos dependientes de GLI

2.2.2.1. Mecanismos dependientes de PTCH

El primer grupo incluye funciones de PTCH alternativas a la inhibicién de SMO. Por
un lado, PTCH puede actuar como receptor de dependencia, desencadenando
respuestas apoptéticas en ausencia de ligando Hh (219). Concretamente, el mecanismo
de muerte celular propuesto depende de la activacién de la Caspasa 9 (CASP9) a través
de la interacciéon de PTCH con un complejo de proteinas, entre las cuales se encuentra
la proteina adaptadora DRAL (Down-regulated in rhabdomyosarcoma LIM protein) (220).
Por otro lado, PTCH también es capaz de regular el ciclo celular. En este caso, en
ausencia de ligando, PTCH interacciona con la Ciclina B1 (CCNB1) fosforilada,

impidiendo su translocacion nuclear y, por ende, reduciendo el indice mitético (221).

2.2.2.2. Mecanismos dependientes de SMO

El segundo grupo comprende las actividades mediadas por SMO independientes de
GLI. La mayoria de estas funciones alternativas se asocian a su condiciéon de GPCR.

Entre ellas, destaca la capacidad de remodelacién citoesquelética a través de la
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activacion de las GTPasas RhoA y Racl o de la familia de quinasas Src. Ambos
mecanismos son esenciales durante el desarrollo embrionario, pues permiten la
regulacion de la migracién celular en fibroblastos y la guia de axones en neuronas,
respectivamente (222). Otra de las funciones no canénicas de SMO ampliamente
descrita, es la regulacién del flujo de calcio durante el desarrollo de la médula espinal.
Concretamente, la activacion de SMO dependiente de ligando produce un pico de
acumulacién de este ion, encargado de la regulacién de una cantidad de procesos
celulares tales como la proliferacion, la diferenciacién, la apoptosis y la migracién
neuronal (223). De hecho, curiosamente, la elevaciéon de los niveles de calcio
intracelular ha sido asociada a un aumento de expresion de los ligandos Hh, por lo que
este mecanismo no canoénico podria incluso contribuir positivamente a la sefializaciéon

canénica (221).

2.2.2.3. Mecanismos dependientes de GLI

Finalmente, el tercer grupo hace referencia a los mecanismos de activaciéon de GLI
ligando-independientes y, por lo tanto, también independientes de PTCH y SMO. Este
tipo de sefializacion Hh no canodnica se investiga principalmente en el contexto de
neoplasias y enfermedades malignas (ver apartado INTRODUCCION 2.3.1.4.) (224).
Las principales moléculas y/o vias de sefializacion capaces de eludir el eje de
activacion ligando-dependiente de Hh descritas son RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K, TGFB
y PKC (224-226).

Brevemente, el primer indicio de una regulacién positiva de la via HH por la
sefializacion RAS-RAF-MEK-ERK provino de un estudio que demostré que la expresion
constitutiva de MEK1 induce la expresion y actividad de GLI1. Adicionalmente, se
describié el mismo efecto tras la expresion constitutiva del mutante KRAS oncogénico,
asi como, un aumento de la estabilizaciéon de GLI2 mediado por la activacién del eje
EGF-ERK1/2. La via PI3K-AKT también promueve la estabilizacion de GLI2, evitando
las fosforilaciones por PKA y GSK3B que median la degradaciéon proteosomal.

Respecto a TGFB, diferentes estudios describen una rapida induccién transcripcional
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de GLI2 y posterior activacién de GLI1, mediada por la cooperacién de SMAD3 y B-
Catenina con el promotor de GLI2. Paralelamente, dado que TFGB es uno de los genes
diana de GLI3-R, recientemente se ha planteado la hipdtesis de una posible
retroalimentacion negativa entre la activacion de GLI1 y GLI2 dependiente de TGFB y
la regulacién negativa de éste, mediada por GLI3-R. Finalmente, existe cierta
controversia respecto al control que ejercen las isoformas PKCa y PKCS sobre la
actividad transcripcional de GLI1, pues, en ambos casos existen estudios
contradictorios que defienden tanto una regulacién positiva como negativa de

GLI1(225-227).

El motivo por el cual todas las evidencias previamente descritas regulan inicamente la
activaciéon de GLI1 y GLI2, y no GLI3, es que la mayoria de los estudios realizados han
centrado sus investigaciones en los entonces considerados como principales
activadores transcripcionales de la via, GLI1 y GLI2, obviando el posible papel de GLI3
(225,226). Sin embargo, recientemente se han descrito posibles mecanismos de
regulacién de la actividad transcripcional de GLI3 independientes de HH como, por
ejemplo, el que tiene lugar en las células de cancer de prostata, donde la uniéon de GLI3
a receptores de androgenos reprime el procesamiento proteolitico necesario para la

formacion de GLI3-R y, por lo tanto, favorece la sefializacién de GLI3-A (226,228).

2.3. Senalizacion Hh en cancer

La importancia de la via Hh en el desarrollo es notoria dadas las consecuencias
fenotipicas de su desregulacién. La inactivacion de la via provoca deficiencias
cerebrales, faciales y distales de las extremidades, tales como, holoprosencefalia,
microcefalia, ciclopia y polidactilia, asi como, varias malformaciones congénitas, entre
las que se incluyen el sindrome de cefalopolisindactilia de Greig, el sindrome de Gorlin

y el sindrome acrocalloso (199,218).

Los avances de la biologia del desarrollo permitieron identificar numerosas similitudes,
biolégicas y moleculares, entre el desarrollo embrionario temprano y la tumorigénesis

con respecto a la coordinaciéon de los comportamientos celulares proliferativos,
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invasivos y transformativos. Esta vision favoreci6 la interseccién entre la biologia del
desarrollo y la biologia del cancer, proporcionando una nueva perspectiva en la

investigacion oncologica (229).

Una de las vias del desarrollo embrionario convertida posteriormente en una
importante diana terapéutica de interés contra el céncer, es la via Hh (182).
Concretamente, la activacién aberrante de la sefializacién Hh puede promover la
tumorigénesis regulando mecanismos tan importantes como la transformacion y
progresion tumoral, la metdstasis y la resistencia a farmacos (218). El primer indicio
que relacion¢ la via Hh y el céncer fue la asociacién entre el sindrome de Gorlin y el
carcinoma de células basales esporadico (BCC, por sus siglas en inglés: Basal Cell
Carcinoma) con mutaciones en el gen PTCH 1. El sindrome de Gorlin, también conocido
como sindrome de carcinoma nevoide de células basales, es un trastorno autosémico
dominante que predispone tanto al cancer como a defectos en el desarrollo. Los
pacientes afectos de este sindrome presentan una alta incidencia de BCCs y
meduloblastomas (MB), asi como, un mayor riesgo de padecer otros tumores como
RMSs, fibrosarcomas, fibromas ovaricos y cardiacos, etc. (230,231). Desde entonces,
la via Hh ha sido relacionada con numerosos tipos de cancer, incluyendo tumores
cerebrales, cancer de pancreas, mama, colon, ovario, cénceres hematolégicos y
carcinoma de pulmoén de células pequefias, entre otros. De hecho, segun las ultimas
estimaciones, la via Hh contribuye al desarrollo de al menos un tercio de todos los

tumores malignos (209,214).

En concreto, se han descrito tres funciones principales de la via Hh durante el
desarrollo del cancer: iniciadora del desarrollo tumoral, promotora oncogénica y factor
de resistencia al tratamiento. De este modo, la desregulacién de la via Hh por si sola,
puede impulsar la aparicién de BCC, MB, RMS y tumores del estroma gastrointestinal,
actuando, por lo tanto, como iniciadora del desarrollo tumoral. Sin embargo, en el
cancer de pulmén de células pequefias, la activacion de la via Hh aumenta la
agresividad del tumor, pero no es capaz de originar su aparicién, por lo que, en este

caso, la via tiene un papel pro-oncogénico. Finalmente, en otros tumores como la
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leucemia mieloide aguda, la via Hh estd involucrada en la supervivencia de las células
tumorales residuales, responsables de la recurrencia del cancer después de la terapia

(224).

2.3.1.Modelos de activacion aberrante de la via Hh en

cancer
La desregulacién de cualquier componente de la via puede desencadenar su activaciéon
aberrante, promoviendo la transformaciéon maligna en diferentes tipos de canceres. En

concreto, se han propuesto tres mecanismos de activacion aberrante de la sefializacién

Hh en céncer (Ilustracién 4415) (209,214,218):

e Tipo I: Activacion independiente de ligando (Ilustracion 44 a)
e Tipo II: Activacion autocrina/yuxtacrina dependiente de ligando (Ilustracién
15 b)

e Tipo III: Activacion paracrina dependiente de ligando (Ilustracion 15 c-d)

a) PICH SMO

SCUBE Célula tumoral

Célula tumoral
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Ilustracion 15. Mecanismos de activacion aberrante de la via Hh. a) Activacién de tipo I: activacién
constitutiva de la via independiente de ligando, causada por la presencia de mutaciones inactivadoras
(estrella roja) o activadoras (estrella verde) en diferentes componentes de la via. b) Activacion de tipo II:
activacion auténoma de las células mediante la secrecién autocrina de ligando. ¢) Activacion de tipo III:
activacién paracrina de las células del estroma dependiente de la secrecion de ligando por las células
tumorales y la consiguiente reestimulacién tumoral mediante el envio desde el estroma al tumor de otras
sefiales de crecimiento o supervivencia dianas de la via Hh. d) Activacion de tipo IIlb: activacién paracrina
inversa, en la cual las células del estroma secretan el ligando Hh y activan la sefializacion en el tumor.
Imagen propia creada con Biorender.

2.3.1.1. Tipo I: Activacion independiente de ligando
El modelo de activacién tipo I estd causado por mutaciones en componentes
principales de la sefializacion Hh que suscitan una activacion constitutiva de la via
independiente de ligando (Tabla 25). Esta activacién aumenta la actividad
transcripcional de GLI, incrementando la expresion de los genes diana de la via Hh y

promoviendo la tumorigénesis (Ilustracion 44 a) (232).

Los desencadenantes mas frecuentes de este tipo de activacién son mutaciones
inactivadoras de PTCH1 o mutaciones activadoras de SMO. También se han descrito
mutaciones de pérdida de funcién en SUFU y amplificaciones y ganancias de funcién

de los factores de transcripcion GLI(88,187,209,230,233-235).

Los principales tumores asociados a este tipo de activacién aberrante son los BCC y
MB. De hecho, cerca del 90% de los BCC y mas del 30% de los MB esporadicos
presentan una activacién aberrante de la via Hh causada principalmente por
mutaciones en PTCH1 o, en menor medida, por mutaciones en SMO (214,218).
Curiosamente, en MB se ha reportado una gran heterogeneidad molecular dependiente
de la edad. Siendo la pérdida de PTCH1 comun en todas las edades, la de SMO en
adultos y la de SUFU mé&s comun en nifios (236,237). El papel de SUFU en céncer se
ha vuelto cada vez méas claro gracias a las nuevas publicaciones que describen el
impacto de las mutaciones de este gen en la salud. Recientemente, alrededor del 5%
de los casos de Sindrome de Gorlin han sido asociados a mutaciones en SUFU
(232,238). Sin embargo, su implicacién como desencadenante en algunos tumores,
incluyendo MB y RMS, es compartida, dado que los ratones heterocigotos (SUFU*"),

al contrario que lo ratones (PTCH*"), requieren otra mutacion cooperadora, como la
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pérdida de P53 (P537), para iniciar el desarrollo tumoral (239). Finalmente, en cuanto
a los factores de transcripcion GLI, desde la identificacion de GLI1 en glioblastoma, la
implicacién de GLI1 en cancer ha sido la mas estudiada (187). Se han descrito
amplificaciones, aunque poco frecuentes, en diversos tipos de sarcomas y tumores
cerebrales infantiles (240,241). Las amplificaciones en GLI2 han sido principalmente
descritas en el carcinoma de células escamosas (242). Sin embargo, dado que estos
amplicones involucran otros posibles oncogenes, es dificil confirmar un papel
oncogénico directo de las amplificaciones en GLI (243). Posteriormente, estudios
genéticos han permitido la identificaciéon de nuevas mutaciones en los genes GLI1 y
GLI3, probablemente asociadas con ganancias de funcién en cancer de mama y
pancreas, asi como polimorfismos en GLI3 que predisponen a la aparicién de cancer
colorrectal (244-246). Adicionalmente, se ha reportado la presencia de una nueva
variante de splicing de GLI1, asociada con una mayor motilidad y capacidad invasiva
en glioblastoma y cancer de mama (247,248). Una lista mas completa de las mutaciones
en estos genes asociadas a céncer puede encontrarse en bases de datos como por

ejemplo COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).
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Gen

Tipo de Mutacién

Tumores afectados

Referencias

PTCHI

PTCH2

SMO

SUFU

6LI

6LI2

6LI3

Pérdida de funcidn

Pérdida de funcidn

Ganancia de funcion

Pérdida de funcidn

Metilacion

Amplificacion

Mutacion sin sentido *

Variante splicing

Amplificacion

Mutacion sin sentido *
Polimorfismo

Ganancia de funcion

BCC

MB

RMS
Gdstricos
Leucemia
Leucemia

BCC

MB

BCC

MB
Préstata

RMS
Leucemia

Glioblastoma
Glioblastoma
RMS y Osteosarcoma
MB
Mama
Pdncreas
Glioblastoma
Mama

Carcinoma de células
escamosas

MB
Pdncreas
Colorrectal

Leucemia

Han H et al. 1996

Wolter M 1997

Han H et al. 1998
Wang X et al. 2013
Burns MA et al. 2018
Dagklis a et al. 2015
Reifenberger J et al. 1998
Reifenberger et al. J 1998
Reifenberger J et al. 2005
Taylor MD et al. 2002
Sheng Tet al. 2004
Tostar U et al. 2006
Burns MA et al. 2018
Liv X etal. 2014
Kinzler KW et al. 1988
Roberts WM et al. 1989
Wasson JC et al. 1990
Sjoblom T et al. 2006
Jones S et al. 2008
Lo HW et al. 2009
Cao X et al. 2012

Snijders AM et al. 2005

Kool M et al. 2014
Jones S et al. 2008
Lascorz J et al. 2010
Burns MA et al. 2018
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2.3.1.2. Tipo II: Activacion autocrina dependiente de

ligando
El mecanismo de activacion aberrante tipo II se basa en la sobreexpresion de los
ligandos HH en las células tumorales (Ilustracion 44 b). Una vez secretado, el ligando
es captado en la misma célula tumoral (activacion autocrina) o en las células tumorales
cercanas (activacion yuxtacrina). Este tipo de activacién es comun en cancer de
prostata, de colon, de pancreas, de ovario, de mama, de pulmoén de células no pequerias
y en carcinomas hepatocelulares, melanomas y gliomas. Ademas de la sobreexpresion
de los ligandos HH, la mayoria de estos tumores se caracterizan por mostrar una

expresion ectopica de PTCH1 y GLI (214,232).

2.3.1.3. Tipo III: Activacion paracrina dependiente de

ligando
Finalmente, en el modelo de activacién tipo III las células tumorales secretan los
ligandos para estimular la activacion de la via en las células del estroma. Esta activacion
en el estroma desencadena la expresién de los genes diana Hh y el envio de sefiales y
factores pro-oncogénicos a las células tumorales, para promover su crecimiento o

supervivencia (Ilustracién 44 c) (232,249).

Los cénceres con este tipo de activacion muestran altos niveles de expresion de los
ligandos Hh, pero, sin embargo, no presentan expresioén de los genes diana de la via
(GLI1, GLI2 y PTCH1), cuya expresién solo es detectable en las células del estroma.
Entre los tumores con este tipo de activacién destacan los canceres de prostata,

péncreas y colon (214,250).

Existe una nueva variante de este mecanismo de activacion, conocida como la
sefializacion paracrina inversa de tipo IIIb (Ilustracién 44 d). En este caso, el estroma
secreta los ligandos HH y activa la sefializaciéon en las células tumorales. Este
mecanismo so6lo ha sido descrito en neoplasias hematoldgicas, como linfomas de

células B, mielomas multiples y leucemias, en los que los tumores reciben el ligando

79



INTRODUCCION

HH secretado directamente por las células del estroma de la médula ésea o de los

ganglios linfaticos (214,250).

Los tres tipos de activacion aberrante de la via Hh descritos previamente involucran la
sefializacion candnica de la via. Sin embargo, la activacién no canédnica de los factores
de transcripcién GLI (ver apartado INTRODUCCION 2.2.2.3.) también ha sido descrita

como mecanismo de activacion aberrante en muchos cénceres (232).

2.3.1.4. Activacion Hh no candnica en cancer

De este modo, la interaccién de la via Hh con otras vias, es capaz de promover la
tumorigénesis. Por ejemplo, en cancer de mama, la activacién de GLI2 mediada por
TGFB provoca la aparicién de metéstasis 6seas (251). Adicionalmente, la activacién de
la via Hh mediada por TGFB es notoria en cancer de pancreas, cadncer gastrico y cancer
de colon (232). En el caso concreto del cancer de pancreas, la activaciéon no canénica
de GLI1 y GLI2 a través de TGFB y KRAS promueve la transformacién maligna y la
supervivencia celular (252). Ademas de contribuir al cancer de pancreas, la activacion
no canénica dependiente de KRAS también ha sido observada en melanoma, cancer
gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén y mielomas multiples, entre muchos otros

(232).

La via PI3K-AKT induce un aumento de expresion de GLI1 y GLI2 asociado con el
crecimiento y la progresion tumoral en el cancer renal y la leucemia linfocitica cronica.
Asimismo, la interaccion entre la via PI3K y la sefializacién HH se ha relacionado con
la resistencia terapéutica en cadncer de mama (225). Por el contrario, en neuroblastoma

la via PI3K/AKT?2 inhibe la actividad transcripcional de GLI1 (227).

Por ultimo, destaca el crosstalking existente entre las otras dos vias principales del
desarrollo embrionario, Notch y Wnt. Del mismo modo que Hh, Notch y Wnt tienen un
papel fundamental en el control de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia en
multitud de tejidos. Estudios recientes muestran un complejo mecanismo de regulacién
entre estas vias, a diferentes niveles, que afecta la regulacion transcripcional en funcién

del contexto celular y que, en algunos casos, se han descrito como mecanismos pro-
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oncogénicos (253,254). Por ejemplo, se ha descrito la capacidad del factor de
transcripciéon de la via Notch, HES1, de promover la resistencia terapéutica en
Glioblastoma, mediante la modulaciéon de GLI1 (253). Adicionalmente, también se ha
descrito un papel significativo de la interacciéon entre Hh y Notch en la biologia del
céancer y la resistencia a la quimioterapia de las células madre tumorales, en céncer de
prostata y en adenomas pituitarios (254). Finalmente, la activacién aberrante de la via
Hh dependiente de la via Wnt/{-Catenina, ha sido descrita en diversos tumores,
destacando el BCC, el cancer intestinal, de colon, leucemias, tumores cerebrales y el

céancer de ovario (232).

2.3.2.Los componentes de la via Hh en cancer

Dada la relevancia de la via en cancer, se ha descrito un papel para practicamente
todos los componentes principales de la via como supresores tumorales o
protooncogenes. De esta manera, los reguladores positivos de la via tales como los
ligandos HH, SMO y los factores de transcripcién GLI, son habitualmente considerados
protooncogenes, mientras que los inhibidores de la via, PTCH y SUFU, frecuentemente
son contemplados como supresores tumorales (230,232,239,255). Sin embargo, la
regulacién de estos componentes varia en funcién del tipo de cancer, tal y como
podemos apreciar en los resultados del metaandlisis de perfiles de expresiéon génica de

la sefializacion Hh realizado por S Fattahi et al. (Tabla 26) (256).

Inesperadamente, a pesar de que la mayoria de tumores se asocian a una activacién
ligando dependiente de la via, la mayoria de investigaciones oncolégicas han
desestimado el papel de los interactores directos de los ligandos, a excepcién de
PTCH, en la progresién tumoral. Recientemente, se ha revelado un gran potencial
antioncogénico tras la sobreexpresion de HHIP en céncer gastrico y de pulmoén,
reafirmando la posible funciéon de este inhibidor de la via como supresor tumoral
(257,258). El papel de GAS1 en céncer si ha sido relativamente estudiado, aunque
existe cierta controversia en la literatura. Mientras la mayoria de los estudios

relacionan GAS1 con funciones de supresor tumoral, como la detenciéon de la
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proliferacién y la induccién de la apoptosis, otros autores han reportado su actuacion
como represor de la apoptosis y, por lo tanto, impulsor de la supervivencia celular.
Finalmente, todos estos estudios han promovido la consideracion de GAS1 como una
proteina pleiotropica, que puede ejercer diferentes funciones e interactuar con
diferentes efectores moleculares dependiendo del contexto celular (259). Los
correceptores CDO y BOC son los menos estudiados. Por un lado, en 2014 se
publicaron dos articulos que relacionaron la expresién de BOC con la progresién del
meduloblastoma. Concretamente, ambos defienden que la sefializacion Hh mediada
por BOC causa altos niveles de dafio en el ADN, lo cual promueve la pérdida de
heterocigosidad de PTCH1 y, en consecuencia, la progresion del meduloblastoma
(260,261). Adicionalmente, Mille et al. reportaron la presencia de altos niveles de
expresion de BOC en estos tumores, asi como una marcada reduccion de la
proliferacién de las células iniciadoras del tumor tras su inactivacién (260). Por otro
lado, el primer indicio que relacioné la expresiéon de CDO con la progresién tumoral
fue publicado en 2011. Hayashi T et al. identificaron la sobreexpresion de CDO en un
83% de las muestras analizadas de cancer de préstata. Ademas, la inhibicién de CDO
in vitro indujo la apoptosis y redujo la capacidad de invasion de la linea celular DU145,
sugiriendo un gran potencial terapéutico de CDO en cancer de préstata (262).
Posteriormente, Leem et al. asociaron la sobreexpresion de CDO a canceres de pulmén
de alto grado y reportaron una reduccién de la proliferaciéon y tumorigenicidad tras el
silenciamiento genético de CDO mediante siRNA (263). Finalmente, Mathew et al.,
reportaron la expresion de los tres correceptores GAS1, CDO y BOC, en los fibroblastos
asociados al cancer de pancreas, siendo éste un modelo de gran interés en el estudio
de la via Hh, dado el fallo clinico de los inhibidores actuales. Adicionalmente,
descubrieron una sorprendente dependencia de los niveles Hh en el crecimiento y la
angiogénesis de estos tumores. Mientras la reduccion de la sefializacion Hh mediante
la deleciéon simultdnea de los correceptores GAS1 y BOC provoca una mayor

vascularizacién y crecimiento tumoral in vivo, la abrogacién casi completa de la via
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mediante la delecién de los tres correceptores (GAS1, BOC y CDO) ocasiona una

reduccién de la tumorigénesis del cadncer de pancreas (264).

Componentes

SHH

IHH

DHH

DISP1

SCUBE2

PTCHI

GASI

GSK3B

GLI

GLI2

GLI3

Tipo de regulacién

Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Sobreexpresado
Infraexpresado
Sobreexpresado
Sobreexpresado

Infraexpresado

Cancer
Ovario, Cerebral
Renal, Pulmén
Suprarrenal
Cabezay cuello, Pulmdn
Ovario
Renal, Pdncreas
Cerebral
Ovario, Pulmén
Ovario, Cerebral
Colorrectal, Cabezay cuello
Ovario
Renal
Cerebral
Mama, Renal, Préstata
Leucemia
Préstata
Renal
Cerebral
Pancreas

Colorrectal, Mama, Pulmdn

Tabla 8. Metaanalisis de perfiles de expresion génica de los componentes de la seiializacion
Hh realizado mediante CancerMA. Tabla basada en Fattahi S, et al. 2018.
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2.3.3.Senalizacion Hh en el RMS

Volviendo la atencion al cancer que nos ocupa, tal y como hemos comentado al
principio de este apartado, la desregulacién de la via Hh por si sola puede impulsar la
aparicion de RMS (224). Concretamente, se cree que los RMS-FN muestran una mayor
activacion de la via en comparacion con los RMS-FP y, ademas, esta hiperactivacion

se correlaciona con un peor prondstico (265).

El primer indicio sobre esta relacion fue el aumento de la incidencia de RMS en los
pacientes afectos del sindrome de Gorlin, siendo a su vez, uno de los primeros indicios
que asentaron el papel de la via Hh en céncer (230,231). En 1998, Hahn et al. establecio
el primer modelo murino de RMS dependiente de la via Hh. Los autores demostraron
que los ratones haplodeficientes en Ptchl recapitulan la incidencia de RMS observada
en los pacientes con sindrome de Gorlin (88). En consecuencia, todos los RMS
derivados de los ratones Ptch*’- mostraron una sobreexpresion de Glil y de Igf2 —siendo
este dltimo un gen sumamente relevante en RMS, cuya importancia fue descrita
previamente (ver apartado INTRODUCCION 1.2.) y cuya epistasis con Ptch ha sido
confirmada en estudios posteriores— (265). Desde entonces, se han reportado
numerosos modelos murinos disefiados genéticamente para el estudio de la relacién
entre el RMS y la via Hh (266). Por ejemplo, la eliminacion genética de 7p53 en ratones
Ptch*’- aumenta la incidencia de RMS observada en los ratones Ptch*, en
contraposicién con la combinacién de la pérdida heterocigota de Sufu, tras la cual no
se observa un efecto significativo en la frecuencia de RMS, hecho que descarta una
participaciéon genética cooperante entre Sufu y Ptch. Por si sola, la pérdida alélica de
Sufu provoca la aparicion de lesiones cutaneas microscépicas. Sin embargo, la pérdida
de Tp53 favorece la capacidad tumorigénica de Sufu, ocasionando que los ratones
Tp53" Sufu*’- desarrollen RMS con una frecuencia similar a la de los ratones Ptch*/-
(209,239,265). Otro componente de la via cuya haploinsuficiencia genética en ratones
ha sido relacionada con una baja frecuencia de RMS, es el inhibidor de la via, Hhip
(267). Finalmente, el modelo murino de RMS esporadico mas eficiente es el propuesto

por Mao et al., en el cual la expresién ubicua de una forma constitutivamente activa de
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Smo, denominada SmoM2, genera la apariciéon de RMS en ratones con una penetrancia
del 100%. De manera similar a los RMSe, los tumores derivados de la expresién de
SmoM2 mostraron un marcado aumento de la expresion de MyoD, Myogenina y, de
nuevo, [gf2. Adicionalmente, los autores analizaron el efecto de la regulacion positiva
de la sefializacion Hh en el musculo posnatal mediante el marcaje de Ki67, como
indicador proliferativo, y de miogenina, como marcador de diferenciacién. Sin
embargo, a diferencia de las células tumorales, las células musculares analizadas no
expresaron ninguno de los dos marcadores, sugiriendo que la activacion constitutiva
de Smo en células musculares mas diferenciadas no es suficiente para generar un
fenotipo proliferativo, ni para revertir el nivel de diferenciacién celular (268). En
concordancia, recientemente Rajurkar et al. proporcionaron informaciéon similar
referente al vinculo entre la activacion aberrante de la via Hh y el contexto celular
responsable de la tumorigénesis del RMS. En este estudio, los autores concluyeron que
los RMSe inducidos por la via Hh surgen de poblaciones no miogénicas. Esta
conclusiéon concuerda con el estudio de Mark E. Hatley et al., en el cual la expresion de
SmoM2 en células progenitoras de adipocitos desencadena el desarrollo de RMSe y
con el resto de los indicios que apoyan el origen mesenquimal del RMS expuestos en
el apartado INTRODUCCION 1.3. (80,265,269). Tal y como comentamos previamente
en ese apartado, en contraposicién con estos estudios, Rubin et al. demostraron que la
inactivacion de Ptchl junto con la pérdida de Tp53 origina la aparicién de RMS en una
amplia gama de células del linaje muscular, incluyendo células satélite, mioblastos
tempranos y mioblastos mas diferenciados (78,265). En conjunto, a pesar de las
discrepancias expuestas respecto al contexto celular, todos estos hallazgos revelan la

trascendencia de la via Hh en la tumorigénesis del RMS.

Sin embargo, a pesar de ser uno de los primeros tumores asociados con la via Hh y de
la consistencia del papel de esta via en el RMS, existen pocos estudios y grandes
controversias respecto al mecanismo de activacién aberrante de la via en RMS
(209,270). Apoyados en el modelo murino de Hahn ef al., diversos estudios defienden

una activacién de la via de tipo I, es decir, ligando independiente, destacando la
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pérdida de la region cromosémica de PTCH (chr9) comun en los RMS-FN (Tabla 21),
la perdida de SUFU en un 18% de los RMSe, la deteccién de pequefias amplificaciones
en GLI2 en un gran porcentaje de RMSs, asi como la identificacién de la amplificacién
en la region 12q13-15, contenedora de GLI1, como una de las alteraciones genéticas
cooperantes mas frecuentes en los RMS-FP (Tabla 2) y también presente en los RMS-
FN (61,62,88,271,272). Sin embargo, estas alteraciones sélo representan a un pequefio
subgrupo de RMS y numerosos estudios rechazan la implicacién de mutaciones en los
componentes de la via. En concreto, los estudios discrepantes con esta teoria describen
que la mayoria de los casos de RMS esporadicos carecen de eventos mutacionales,
pero, sin embargo, presentan altos niveles de expresion de GLI1 y PTCH, descartando
asi, una activacién de la via Hh de tipo I (209,273,274). Del mismo modo, la activacion
autocrina, o de tipo II, fue rechazada tras el anélisis de expresiéon de SHH, indetectable
en la mayoria de los pacientes analizados (271,274). No obstante, nuestro grupo fue el
primero en confrontar esos estudios y confirmar una activacion de la via ligando
dependiente, enmascarada hasta el momento por la subestimacién de los ligandos Hh
alternativos, IHH y DHH. De esta manera, fuimos los primeros en reportar una
expresion preponderante de los ligandos DHH e [HH, tanto en lineas celulares como
en tumores de pacientes de RMS (Ilustracion 45). Ademads, también confirmamos su
papel oncogénico, mostrando una clara reduccién del crecimiento tumoral en

xenoinjertos murinos tras el silenciamiento genético de cada uno de los ligandos.

86



INTRODUCCION

A i] B RH30 BH4 HTBB2 RD RH{1B8 HEK

<3 . —_ ""’.' ﬂ-ﬂ SHH

A P L1

Eg clinsal === e =

a8 * A0 =

% E —-20 R ® AH1E —-ﬂﬁd DHH

«g . - —
ol ——— .

SHH IHH DHH

Relative mANA
exprassion (-ACH)
N
=

SHH IHH DHH

Ilustracion 16. Expresion de los ligandos Hh en lineas y pacientes de RMS. A y C: Expresién
relativa de ARNm mediante RT-qPCR en lineas celulares y tumores de pacientes, respectivamente. B y D:
Expresién de proteina mediante Western Blot en linas celulares y tumores de pacientes, respectivamente.
Figura de Almazan-Moga A, et al. 2017.

2.4. Inhibidores de la sefializacion Hh

La importancia de la via Hh en la biologia tumoral ha convertido a esta via del
desarrollo embrionario en un atractivo objetivo para el disefio terapéutico,
desencadenando el desarrollo de numerosos inhibidores para el tratamiento del cancer
(275). Sin embargo, a pesar de los numerosos esfuerzos, actualmente solo existen 3
inhibidores de Hh aprobados tanto por la Agencia europea de medicamentos (EMA,
por sus siglas en inglés European Medicines Agency) como por la Administracién de
drogas y alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés Food and Drug
Administration), el Vismodegib, el Sonidegib y el Glasdegib (276,277).

Los inhibidores de la via Hh existentes actualmente pueden clasificarse en tres grupos

en funcién de su nivel de actuacion en la via (227):

1. Inhibidores de SMO
2. Inhibidores de la interaccion HH-PTCH

3. Inhibidores de los factores de transcripcion GLI
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Esta clasificacién, junto con el conocimiento del mecanismo de activacion aberrante
de la sefializacion Hh del tumor (ver apartado INTRODUCCION 2.3.1.), es de extrema
importancia en la asignacion del tratamiento. De esta manera, podemos predecir que
los farmacos inhibidores de SMO no seran eficaces en los tumores con activacién de
la cascada de sefializacion por debajo de SMO (209). Un claro ejemplo que refleja esta
prediccion es el caso de los meduloblastomas. Mientras la mayoria de los pacientes
adultos albergan mutaciones en PTCH1 y SMO (alrededor del 80%) y muestran una
gran sensibilidad a los inhibidores de SMO, los MB infantiles con frecuencia presentan
mutaciones en componentes que actiuan por debajo de SMO (alrededor del 40%),
provocando la resistencia intrinseca de estos pacientes a los farmacos dirigidos contra
SMO (237). A parte de esta evidencia, se ha observado que los canceres dependientes
de ligando tienen requisitos diferentes de los canceres de tipo I. Por lo tanto, durante
la evaluacion preclinica de estos inhibidores, en primer lugar, es importante seleccionar
el modelo de tumor adecuado para realizar los experimentos. Por ejemplo, la
naturaleza paracrina de las lineas colorrectales provoca una clara respuesta a los
antagonistas de Hh in vivo, indetectable, sin embargo, en los experimentos in vitro.
Adicionalmente, también se ha detectado una mayor sensibilidad de los antagonistas
de Hh en tumores con activacion de tipo [ respecto a los tumores ligando dependientes,
para los cuales se plantea una estrategia terapéutica combinada con otros farmacos

como herramienta mas eficaz (250).

2.4.1.Inhibidores de SMO
Actualmente, la mayoria de las terapias dirigidas contra la via Hh se han centrado en
el desarrollo de inhibidores de SMO (278). De hecho, el primer inhibidor de la via HH
fue descubierto mucho antes que la propia via. En 1968 identificaron la ciclopamina,
un compuesto alcaloide presente en la planta Veratrum californicum que causaba un
fenotipo muy severo de holoprosencefalia, denominado ciclopia, en la descendencia
de las ovejas que ingerian esta planta. Casi tres décadas después, se descubrié que la
ciclopamina es un inhibidor de SMO, asociando la ciclopia observada en los corderos

con la infraregulacién de la sefializacion HH (279).
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Desde entonces, la ciclopamina ha sido usada ampliamente en el estudio de la via Hh
en cancer, mostrando una inhibicién del crecimiento tumoral en multiples modelos in
vitro e in vivo. Sin embargo, la ciclopamina no es adecuada para la aplicacién clinica
debido a su escasa solubilidad oral y baja especificidad y potencia farmacolégica (227).
Este hecho ha potenciado el desarrollo de numerosos compuestos inhibidores de SMO
con mejores propiedades farmacologicas. Destacan el Vismodegib (GDC-0449) y el
Sonidegib (LDE225), ambos aprobados por la EMA y la FDA para el tratamiento del
BCC recurrente, localizado avanzado o metastasico y el Glasdegib (PF-04449913),
recientemente aprobado para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (276,280-
282). Vismodegib y Sonidegib también han demostrado cierta eficacia terapéutica en

ensayos clinicos del subtipo SHH-MB y de otros tumores solidos avanzados (283,284).

Siguiendo la l6gica usada en la asignacién del tratamiento en funcién del mecanismo
de activacion aberrante de la via en el tumor, los inhibidores de SMO han sido
empleados en tumores con una activacién canénica ligando-dependiente de la via,
tales como el cancer de pancreas, de ovario y el céncer colorrectal. Sin embargo, a
pesar de las grandes esperanzas depositadas en estos inhibidores, los ensayos clinicos
realizados en estos tumores han fracasado, en algunos casos, incluso empeorando la
respuesta del placebo (285-288). Ademas, gran parte de los tumores sensibles a los
inhibidores de SMO adquieren resistencia al tratamiento. Los principales mecanismos
de resistencia descritos son: la mutacién D473H en SMO -la cual impide la unién de
SMO a Vismodegib—, la amplificacién de genes diana de la via Hh como GLI2, MYCN
y CCND1,lapérdida de SUFU y la sobreexpresiéon de otras sefializaciones oncogénicas,

como la via PI3K/AKT (237,289).

2.4.2.Inhibidores de la interaccion HH-PTCH

Diversos modelos preclinicos han demostrado la inhibicién de la sefalizacion Hh
mediante la privacién de interaccién entre los ligandos HH y el receptor PTCH. A pesar

de que este tipo de inhibidores aun no han alcanzado el interés suficiente para su
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desarrollo clinico, cabe mencionar la existencia de dos anticuerpos monoclonales, 5E1
y MEDI-5304, capaces de bloquear esta unién con baja afinidad (nano y picomolar,
respectivamente). El anticuerpo E51 ha demostrado capacidad antitumoral en modelos
de raton de cancer de mama y de péancreas, disminuyendo el tamafio del tumor
primario y de las metastasis. Adicionalmente, también fue eficaz como monoterapia en
un modelo murino de meduloblastoma, inhibiendo el crecimiento tumoral y
prolongando la supervivencia, asi como en combinacién con radiacién y quimioterapia
en modelos derivados de pacientes (PDX, por sus siglas en inglés Patient-Derived
Xenograft) de céanceres esofigicos y de cuello uterino. El MEDI-5304, aunque
desarrollado mas recientemente, también ha manifestado cierta actividad antitumoral
mediante la inhibicion paracrina de la sefializacion Hh en modelos de raton
(227,250,290,291). Recientemente, se ha desarrollado la caracterizacion preclinica de
un nuevo anticuerpo Ab 1C11-2G4, dirigido contra el extremo C-terminal de SHH, que
ha manifestado una reduccién de la viabilidad en 7 lineas de cancer y una inhibicion

significativa del crecimiento tumoral in vivo en un modelo de cancer de pulmoén (292).

Adicionalmente, también se han desarrollado dos moléculas pequefias; un inhibidor del
ligando SHH, denominado robotnikinin y RU-SKI, un inhibidor de la HHAT que
dificulta la palmitoilacién de los ligandos, impidiendo su correcta maduraciéon. Atn no
se ha descrito ningun efecto antitumoral del robotnikinin en modelos preclinicos. Sin
embargo, algunos estudios han evidenciado una reduccién de la proliferacion celular y
el crecimiento en suspensién de células de cancer de mama y del crecimiento tumoral

de tumores pancreaticos tras el tratamiento con el inhibidor RU-SKI (227,290).

2.4.3.Inhibidores de los factores de transcripciéon GLI
Los primeros inhibidores de GLI desarrollados, GANT58 y GANT61, son capaces de
bloquear la unién al ADN de GLI1 —y GLI2, en el caso de GANT61—, exhibiendo una
reduccién de la proliferacién y el crecimiento tumoral (293). A pesar de la multitud de
modelos preclinicos que demuestran un claro efecto antitumoral de GANT61, ninguna

de estas moléculas ha entrado en un ensayo clinico (290).
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Posteriormente, se identificé la Glabresciona B (GlaB), una isoflavona naturalmente
presente en las semillas de Derris glabrescens (Leguminosae), con capacidad de inhibir
la interaccion de GLI1 con el DNA. El fuerte efecto inhibidor de GlaB sobre la actividad
de GLI1, conllevé a la inhibicién del crecimiento tumoral de tumores dependientes de
Hh y redujo la capacidad de autorrenovaciéon y clonogenicidad de células madre

tumorales en estudios in vitro e in vivo (294).

Otro compuesto natural capaz de inhibir la actividad de GLI1 es la Genisteina. La
Genisteina es también, al igual que GlaB, una isoflavona aislada de Genista tinctoria que
se encuentra ampliamente disponible en legumbres y vegetales. A pesar de que se
desconoce el mecanismo de inhibicion que ejerce sobre GLI1, muchas de sus
propiedades antitumorales han sido atribuidas a la supresién de la via Hh. Su efecto
antitumoral ha sido, y esta siendo, evaluado en varios ensayos clinicos de fase I y II.
Hasta ahora, el tratamiento con Genisteina ha mostrado eficacia en cancer de prostata
y ha tenido resultados mixtos en céncer de pancreas. Sin embargo, como suele ser el
caso de los compuestos naturales, frecuentemente se evalua como un agente de

prevencion (290).

Otros inhibidores preclinicos de GLI son los Inhibidores de la Via Hedgehog 1-4 (HPI1-
4, por sus siglas en inglés Hedgehog Pathway Inhibitors), los cuales afectan, mediante
diferentes mecanismos, el procesamiento o activacion de GLI. HPI1 inhibe la actividad
endégena y exdgena de GLI1 y GLI2. HPI2 y HPI3 bloquean la capacidad de
conversion de GLI2-FL en GLI2-A y HPI4 impide la ciliogénesis necesaria para el

trafico y la sefializacién Hh (232).

Por ultimo, recientemente se ha demostrado la capacidad del triéxido de arsénico
(ATO, del inglés Arsenic Trioxide), un compuesto aprobado para el tratamiento de la
leucemia promielocitica aguda, de inhibir la actividad transcripcional de GLI1 en el
nucleo y reducir la capacidad de transito y acumulacién de GLI2 en el cilio primario.
En consecuencia, varios estudios han demostrado su capacidad de incrementar la

apoptosis, reducir el crecimiento tumoral y disminuir los genes diana Hh in vitro e in
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vivo en diversos tumores asociados a Hh (227,295). Sin embargo, ATO no es un
inhibidor especifico de la via Hh y presenta algunas contraindicaciones graves, como
es el caso de la prolongacién del intervalo QT (pardmetro visible en el
electrocardiograma que representa la duracion total de las fases de despolarizacién y
repolarizacién del corazén y es usado como indice marcador de arritmias ventriculares)

(290,296).

Por lo tanto, a pesar de las grandes expectativas y recursos dedicados a la inhibicién
de la via Hedgehog como tratamiento antitumoral, por el momento, s6lo los inhibidores
de SMO estan aprobados para su uso clinico. Sin embargo, tanto la rapida aparicion de
resistencia terapéutica asociada a estos inhibidores, como la falta de eficacia en los
tumores ligando-dependientes o con mutaciones por debajo de SMO, evidencian la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias de inhibicién de la via Hh que consigan
reproducir los efectos preclinicos antioncogénicos observados y esperados tras la

inhibicion de la via (232,270).

2.5. Inhibicion de la via Hh en el RMS

Numerosos grupos han descrito estudios preclinicos con inhibidores de Hh en RMS,
sin embargo, estos trabajos han resultado ser desafiantes dada la heterogeneidad de

las respuestas observadas.

Un estudio realizado por Ridzewski et al. compararon el grado de inhibicion de la via
Hh y el potencial de inhibicién de la proliferacion, la induccién de apoptosis y la
modulacién de la diferenciacion, de cuatro inhibidores Hh a nivel de SMO
(Vismodegib, Sonidegib, Hhantag y ciclopamina) en cuatro lineas de RMS (dos RMSe
y dos RMSa). Los resultados demostraron un efecto antitumoral de los inhibidores de
SMO muy diverso e independiente del grado de inhibicion de la via Hh.
Paradojicamente, algunas de las concentraciones testadas del Vismodegib y la
ciclopamina, aun siendo muy superiores a las concentraciones requeridas para la
inhibicién de SMO, aumentaron la proliferacion celular y los niveles de expresién de

GLI1 (270,297). Nuestro grupo también estudié el efecto del tratamiento con
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Vismodegib en lineas de RMS in vitro e in vivo. Sorprendentemente, el Vismodegib
promovié la invasién celular de manera independiente de Hh (Ilustracién 17),
suscitando un posible efecto adverso inespecifico asociado a este inhibidor, compatible
con la posterior asociacién de efectos no especificos a altas concentraciones de
ciclopamina y de otras moléculas relacionadas, supuestamente también dirigidas

contra SMO (292,298).

En conjunto, estos datos casan con la falta de eficacia de los inhibidores de SMO
observada en los tumores ligando-dependientes. Sin embargo, el consenso emergente
de los estudios realizados con el inhibidor de GLI1, GANT61, impulsa el analisis clinico

de este tipo de inhibidores en el RMS (299,300).
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Ilustracion 17.- Efecto del tratamiento con Vismodegib en la invasividad de las células de RMS
en un modelo murino de metastasis. Figura obtenida de Almazan-Moga et al. 2017.

A pesar de los poco alentadores antecedentes previos, pacientes con RMS han sido
reclutados en varios estudios clinicos de inhibidores de SMO: un estudio de seguridad
y determinacién de dosis fase I del Sonidegib combinado con un estudio fase II para
evaluar la eficacia preliminar en MB recurrentes o refractarios (NCT01125800) y un
ensayo clinico de fase 1/1I del Vismodegib en combinacién con el inhibidor de la via
de sefializacion Gamma-secretasa/Notch, RO4929097 en pacientes con sarcoma

avanzado o metastasico (NCT01154452) (301).
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Las tasas de supervivencia de las neoplasias pediatricas han mejorado
considerablemente en las ultimas décadas con una supervivencia global cercana al 80%
en los paises desarrollados (3,5). Sin embargo, algunos de los tumores so6lidos maés
frecuentes, como el Rabdomiosarcoma, muestran todavia un pronostico adverso en un
elevado porcentaje de pacientes. De hecho, a pesar de la aplicacién de las terapias mas
agresivas, la tasa de supervivencia del grupo de alto riesgo no ha mejorado durante

décadas y se mantienen alrededor del 25% (112).

Actualmente, la mayoria de los canceres pediatricos son tratados con quimioterapia
convencional. De modo que, la investigaciéon para mejorar la eficacia o reducir la
toxicidad de estos compuestos es un area con alta probabilidad de éxito (302). No
obstante, por el momento, so6lo los cénceres del adulto se han beneficiado de los
avances punteros en el desarrollo de nuevos tratamientos molecularmente dirigidos, a
excepcion de muy pocos ejemplos exitosos en el céancer infantil (302,303). Los
principales obstéaculos en el desarrollo de firmacos oncolégicos pediatricos son la gran
heterogeneidad existente entre los diferentes subtipos y la baja incidencia del cancer
infantil, aspectos que en la industria farmacéutica se traducen en una mayor necesidad
de inversién en la investigacién molecular previa y en una menor rentabilidad
econdmica del producto, respectivamente. Adicionalmente, la baja incidencia también
dificulta la caracterizaciéon molecular y la disponibilidad de modelos preclinicos
adecuados para su estudio, asi como el reclutamiento de pacientes para la realizacién
de los ensayos clinicos. En conjunto, estas limitaciones han propiciado que la
aprobaciéon de nuevos medicamentos contra el cancer infantil dependa de la
investigacion molecular y aprobacion previas en canceres del adulto, incentivando, aun
mas, la falta de terapias especificamente disefiadas para los diversos tipos de canceres

en la infancia (304,305).

Dadas las particularidades de los canceres infantiles, las esperanzas terapéuticas
actuales residen principalmente en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas mediante
la identificacion de las moléculas responsables de la aparicién y progresion de estas

neoplasias. El desarrollo de estas terapias especificas podria mejorar no solo la
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supervivencia del grupo de alto riesgo, sino también las toxicidades asociadas al
tratamiento de todos los pacientes. Sin embargo, tanto el origen como los mecanismos
moleculares encargados de la progresién tumoral del RMS son temas controversiales,

que aun no han sido del todo clarificados.

Nuestro grupo, creyendo firmemente que una mejor caracterizacion molecular sorteard
los desafios asociados a la investigaciéon oncolégica pediatrica y consciente de las
diferencias abismales entre la biologia molecular de los canceres del adulto y los
canceres pediatricos, se ha centrado en el estudio del papel de las tres vias del
desarrollo embrionario principales, Notch, Hedgehog (Hh) y Wnt, como dianas
terapéuticas potenciales en el RMS. La contribucién de estas vias en la tumorigénesis
del rabdomiosarcoma y de otros tumores del desarrollo, puede no ser casualidad, y
estar estrechamente relacionada con el posible origen de este tipo de tumores,
entendidos segun algunos autores, como una consecuencia infrecuente y
desafortunada del proceso de desarrollo normalmente controlado por estas vias

(306,307).

Las hipotesis planteadas en esta tesis parten de un trabajo previo de caracterizacion
molecular de los ligandos Hh en el RMS, en el que confirmamos por primera vez una
activacion ligando dependiente de la via en estos tumores (298). Concretamente, la
primera hipotesis se basa en la elevada expresion de los ligandos IHH y DHH y en el
efecto oncogénico asociado a su deplecién genética para plantear el desarrollo de una
nueva estrategia de inhibiciéon peptidomimética que impida la interaccién entre estos
ligandos y su receptor principal, PTCH. La segunda hipoétesis propone la continuacion
de la caracterizacion molecular de la via Hh a nivel de ligando como herramienta de
busqueda de nuevas dianas moleculares en el RMS y, por ende, de nuevas estrategias
terapéuticas plausibles. Particularmente, dados el gran desconocimiento sobre el papel
de los correceptores Hh, BOC y CDO, en cancer, su implicacién en la activacién
ligando-dependiente de la via y su alta relacion con la correcta diferenciacion muscular,

planteamos un posible papel oncogénico de estos correceptores en el RMS.
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Siendo nuestro objetivo principal el desarrollo de nuevas estrategias de inhibicién de

la via Hh con potencial terapéutico en RMS, nuestras hipoétesis seran evaluadas a través

de los siguientes objetivos parciales:

1.

Codesarrollo y evaluacién preclinica de nuevos compuestos peptidomiméticos
disefiados para inhibir la uniéon de los ligandos Hh al receptor PTCH.

Andlisis de la expresién de los correceptores BOC y CDO en tumores de
pacientes y lineas celulares de RMS.

Estudio funcional y molecular de la deplecién genética de BOC y CDO en RMS
in vitro e in vivo.

Codesarrollo y evaluacién de la capacidad antiproliferativa in vitro de nuevos
compuestos inhibidores del correceptor CDO.

Estudio funcional y molecular del mejor compuesto evaluado previamente in
Vitro € in vivo.

Estimacion de la relevancia de CDO en sarcomas 6seos.
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1. Muestras tumorales humanas

Las muestras tumorales de 58 pacientes diagnosticados de RMS fueron obtenidas de
nuestra coleccion privada (ISCIII C.0002311) inscrita en el Registro Nacional de
Biobancos para fines de investigacién biomédica. Todas ellas fueron recogidas tras la

cirugia e inmediatamente criopreservadas a -80°C hasta su procesamiento.

Acorde a la declaracion de Helsinki, se obtuvo el consentimiento informado de todos
los pacientes o de sus tutores legales (ANEXO 1.). Consecuentemente, su estudio fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall

d’Hebron.

2. Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo (Tabla 11) y sus condiciones de cultivo se
detallan a continuacion. Todas las lineas de RMS, la linea de Sarcoma de Ewing (SE)
SKES]1, y la linea de osteosarcoma (OS) MG63, fueron cultivadas en Minimum Essential
Medium with Earle’s Balanced Salts (MEM, Biowest). Las lineas de SE TC71 y CADOES1
fueron cultivadas en Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco) y Roswell Park
Memorial Institute (RPMI, Gibco), respectivamente. La linea de OS U20S fue cultivada
en McCoy’s 5a (LGC Standards) y finalmente, la linea inmortalizada de rifién
embrionario, HEK293T fue cultivada en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Biowest). Todos los medios fueron suplementados con suero fetal bovino (FBS, Sigma-
Aldrich) al 10%, 100U/mL de penicilina y 0.lmg de estreptomicina (Biowest).
Adicionalmente, los medios MEM, IMDM, RPMI y McCoy’s 5a fueron suplementados
con 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio y 1x de aminoacidos no esenciales
(todos de Biowest). Todas las lineas celulares fueron mantenidas a 37°C y en una

atmosfera al 5% de CO, en incubadores de camisa de agua.
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Lineas Celulares

Tipo Nombre Histologia Translocacion Adquisicién
RH4 Alveolar PAX3-FOX01 ATCC
RH30 Alveolar PAX3-FOX01 ATCC
(w9019 Alveolar PAX7-FOX01 Dr. Jaclyn Biegel
RH28 Alveolar PAX3-FOX01 Dr. Oscar M. Tirado
RS RH18 Alveolar - Dr. Beat Schiifer
RD Embrionario - Dr. Beat Schiifer
RH36 Embrionario - Dr. Oscar M. Tirado
RUCH2 Embrionario - ATCC
SKES1 - EWS-FLIT Dr. Javier Alonso
SE 171 - EWS-FLIT Dr. Javier Alonso
CADOES1 - EWS-ERG Dr. Javier Alonso
MG63 - - Dr. René Rodriguez
0 U20$ - - Dr. René Rodriguez

Embrionarias

- HEK293T ’ ’ ATCC
de rifién

Tabla 9. Caracteristicas de las lineas celulares usadas.

2.1. Subcultivo celular

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en adherencia, realizando subcultivos al
alcanzar una confluencia del 80%. La disgregacion celular se realiz6é mediante la
incubacién con tripsina-EDTA al 0.05% (Gibco) a 37°C durante 5 minutos. La actividad
enzimatica de la tripsina fue bloqueada mediante la adicién de medio de cultivo y la
suspension celular fue centrifugada durante 5 minutos a 1500rpm. El pellet celular fue
resuspendido en el medio de cultivo correspondiente y sembrado a la dilucién deseada

en un nuevo soporte de plastico para la continuacién de su cultivo.
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2.2. Criopreservacion y descongelacion de lineas celulares

Todas las lineas celulares fueron amplificadas y criopreservadas para mantener un
stock continuo de células. La criopreservacién es el proceso en el cual las células son
congeladas a muy bajas temperaturas (entre -80°C y -196°C) para reducir las funciones
vitales y, de este modo, mantener la viabilidad durante largos periodos de tiempo,
evitando el deterioro celular debido a fenémenos osméticos o a la formacion de hielo
intracelular. Para asegurar la integridad celular, la conservacién de las lineas celulares
se realiz6 por congelacién progresiva (-1°C/min), mediante el uso de un contenedor
Nalgene Mr. Frosty Freezing (Thermo Fisher Scientific) relleno de isopropanol (Fisher
Scientific). Adicionalmente, tras la disgregacién y posterior centrifugacién de las
células en cultivo, el pellet fue resuspendido en medio de cultivo suplementado con el
agente crioprotector Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) al 10% y dividido en
crioviales (1mL/criovial). Los crioviales permanecieron en el frosty a -80°C durante
24h y posteriormente fueron trasladados a un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) para

su almacenamiento a largo plazo.

En el momento de su uso, las células fueron descongeladas rapidamente y diluidas 1:6
en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés: Phosphate
Buffered Saline), para evitar dafios asociados a la toxicidad del DMSO a temperatura
ambiente. Posteriormente, fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1500rpm y

sembradas en un nuevo frasco con medio de cultivo.

2.3. Recuento celular

La determinacion del numero de células en cultivo fue realizada mediante el contador
celular automatico EVE (NanoEntek). Tras su disgregacion y centrifugacion, las células
fueron resuspendidas en un volumen de medio de cultivo conocido. 10uL de la
suspension celular fueron mezclados con 10uL de azul de tripano al 0.4% (Fisher
Scientific). El azul de tripano es un colorante azoico empleado para evaluar la viabilidad
celular por exclusién de captacion, ya que no es capaz de penetrar y tefiir las células

vivas con membranas integras, pero si las células muertas. Finalmente, 10uL de la
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mezcla fueron afiadidos en la cAmara de contaje e introducidos en el aparato. Los datos
proporcionados por el contador celular fueron: el n° de células totales/mL, el n° de
células vivas/mL, el n° de células muertas/mL y el % de viabilidad. Se realizaron dos

recuentos por cada suspension celular.

3. Tratamientos celulares

La mayoria de los compuestos empleados en este trabajo son experimentales, por lo
que no pueden ser adquiridos comercialmente. En todos ellos, el DMSO fue usado
como disolvente, por lo que las células de las condiciones control fueron tratadas con

volumenes de DMSO equivalentes a los respectivos tratamientos.

3.1. Inhibidores peptidomimeéticos

Los inhibidores peptidomiméticos de la unién de los ligandos HH a PTCH fueron
cedidos por Iproteos. Las concentraciones usadas fueron: 100, 500 y 1000nM, en el

caso de los dos primeros péptidos testados (IP3 e IP4) y 1000nM, en el resto (IP5-IP16).

3.2. Quimioteca privada de IUCT

Las moléculas priorizadas en el cribado virtual de compuestos capaces de interaccionar
con componentes de la via Hh fueron cedidas por IUCT para su validacion in vitro.
Todas ellas fueron testadas a la concentracién de 10pM. Adicionalmente, el compuesto
seleccionado, SLT-0463, fue empleado a 1, 2, 5, 10 y 50uM, para la realizacién de
curvas dosis-respuesta. El resto de los experimentos se realizaron a la concentracién
de 10pM, excepto en el estudio de apoptosis de la linea RD, en el cual la concentraciéon
del compuesto usada fue 20uM. Adicionalmente, en el estudio de apoptosis se empled
el quimioterapéutico Cisplatino (Sigma-Aldrich) a 50uM durante 24h para la induccién

de apoptosis en la condicion de referencia de muerte.

3.3. Inhibidores de referencia de la via Hh

Empleamos los inhibidores de SMO, Vismodegib y Sonidegib, ambos adquiridos en

Selleckchem y empleados en el estudio de curvas dosis-respuesta del compuesto SLT-
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0463, como inhibidores de referencia de la via Hh. Las concentraciones testadas

fueron: 1, 2, 5, 10 y 50pM.

3.4. Antibioticos de seleccion

Para la seleccion de las células transducidas correctamente con los diferentes vectores
empleados se usaron los antibidticos de seleccién puromicina (Sigma-Aldrich) y
blasticidina (Thermo Fisher Scientific). Las concentraciones de selecciéon fueron

1pg/mL y 10pg/mL, respectivamente.

4. Inhibicion genética mediante shRNA

La infra-regulacion genética de BOC y CDO fue ejercida por interferencia de su acido
ribonucleico (ARN) mediante short hairpin RNA (shRNA). Los shRNA son moléculas
artificiales de ARN bicatenario con una longitud tipica de 80 pares de bases, cuyo
disefio contiene una region interna de hibridacién que crea una estructura de horquilla
y una secuencia complementaria al ARN mensajero (ARNm) del gen diana, que impide
su traduccion por complementariedad de secuencia. Concretamente, generamos lineas
celulares con infra-regulacion genética estable mediante la integracién de los shRNA
en su genoma. Una vez integrados, los shRNA son transcritos en el nucleo y
posteriormente exportados al citoplasma de las células transducidas, donde son
procesados por la ribonucleasa DICER, la cual degrada la estructura de horquilla del
shRNA y genera un ARN pequefio de interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés:
Small interfering RNA) de doble cadena. El siRNA es capaz de unirse al complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés: RNVA Induced Silencing
Complex), el cual degrada la hebra codificante del siRNA y usa la cadena antisentido
como molde para la deteccién e inactivacion del ARNm diana. Dependiendo de la zona
y el modo de unién entre ambos, la inhibicién se produce mediante la degradacion o

el bloqueo de la transcripcion del ARNm diana (Ilustracion 47).
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P Citoplasma .
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Ilustracion 18. Mecanismo de infra-regulacion génica mediante integracion lentiviral de
shRNA. Los shRNA son integrados en el genoma de la célula diana mediante particulas viricas lentivirales.
Una vez transcritos gracias a la polimerasa III (Pol III), los shRNA son exportados del nucleo al citoplasma.
En el citoplasma son procesados por DICER, generando los siRNA. Finalmente, el complejo RISC degrada
la hebra del siRNA codificante y utiliza la cadena antisentido para la deteccion y degradacion o bloqueo
de la transcripciéon del ARNm diana.

La integracion de los shRNA utilizados en este trabajo fue llevada a cabo mediante dos
vectores de transferencia lentivirales: pGIPZ (GE Healthcare Dharmacon) y pRFP
(OriGene), de segunda y tercera generacion, respectivamente (Tabla 10). En ambos
casos empleamos la misma metodologia para la generacién de las particulas viricas:
ambos vectores fueron co-transfectados con dos vectores adicionales (psPAX2 y
pMD2G) —que proporcionan los componentes viricos ausentes en los vectores de
transferencia—, en una linea celular capaz de producir las particulas lentivirales (HEK

293T).
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shRNA
Vector Aplicacion Adquisicion
pGIPZ Control shBOC Dharmacon - RHS4531
pGIPZ-sh19 shRNA contra BOC Dharmacon - V3LHS_ 405219
pGIPZ-sh64 shRNA contra BOC Dharmacon - V3LHS_ 337564
pGIPZ-sh65 shRNA contra BOC Dharmacon - V3LHS 337565
pRFP Control sh(DO OriGene - TR30032
pRFP-shA shRNA contra (DO OriGene - HC107992A
pREP-shB shRNA contra (DO OriGene - HC1079928

Tabla 10. Aplicacion e identificacion de los vectores shRNA empleados.

4.1. Transfeccién y produccion lentiviral

Los componentes usados para la transfeccion fueron:

1.

El vector de transferencia (Ilustracién 48): contiene el shRNA de interés y
diferentes elementos necesarios para la infeccién viral y la transferencia del
shRNA (Tabla 29).

El vector psPAX2: codifica las secuencias Gag, Pol, Rev y Tat, necesarias para
el empaquetamiento de las particulas viricas, asi como para la
retrotranscripcién e integracion del ARN.

El vector pMD2G: codifica la secuencia de la glicoproteina del virus de la
estomatitis vesicular (VSVg, por sus siglas en inglés: Vesicular Stomatitis Virus
glycoprotein) para la envoltura del virus. La proteina VSVg presenta un amplio
tropismo que permite la transduccién de una gran variedad de células.

Células productoras: La linea celular usada, HEK 293T, se trata de una variante
de las células embrionarias de rifion HEK 293 que expresa de manera

constitutiva el antigeno T largo del virus SV40. Elemento que activa la
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replicacion episomal de los pldsmidos que contienen el origen de replicaciéon
de dicho virus, permitiendo la expresion de las proteinas recombinantes
previamente mencionadas y finalmente, produciendo las particulas lentivirales

capaces de infectar las células de interés.

hCMV
1GFP — IRES —E4ILTK WPRE ~
2 - shRNA %
Ampt pUC ori SV40 ori
U6 sV40 MV
tRFP — WPRE ~
shRNA v
o pRFP §

Cam® p15A ori g SV40 ori

Ilustracion 19.Representacion esquematica de los vectores de transferencia pGIPZ y pRFP.
Imégenes adaptadas de https://horizondiscovery.com y https://www.sanpgene.com, respectivamente.
A continuacion, se detalla el protocolo empleado para la generacion de las particulas
lentivirales de cada uno de los shRNA utilizados. Se sembraron 4 millones de células
HEK293T en placas de cultivo de 100mm recubiertas con gelatina al 0.1%. A las 24
horas, las placas con una confluencia celular del 70% fueron transfectadas con los
vectores gracias al reactivo Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific). La
Lipofectamina es un agente soluble cationico lipidico capaz de formar liposomas
cargados positivamente y de albergar los 4cidos nucleicos en su interior, ocultando su
carga negativa y permitiendo la interaccién con la membrana celular y la endocitosis

del material genético. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se diluyeron 12pg
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del vector de transferencia, 8ug de psPAX2 y 4ug de pMD2G con medio Opti-MEM
(Gibco). Posteriormente, la mezcla de plasmidos fue incubada con la Lipofectamina
2000 durante 20 minutos con tal de permitir la formacién de los complejos liposoma-
ADN y afiadida a las HEK293T en cultivo, junto con medio Opti-MEM suplementado
con FBS al 5%. 4 horas después de la transfeccién, el Opti-MEM fue retirado y
reemplazado por el medio de cultivo de las futuras células diana, en este caso MEM
sin antibiético. Tras 36 horas de incubacion, las particulas viricas producidas fueron
recogidas junto con el medio y centrifugadas a 1500rpm durante 5 minutos para
eliminar los deshechos y restos celulares. El sobrenadante, que contenia las particulas
viricas, fue filtrado con un filtro de 0.45pym (VWR). En este punto, el sobrenadante fue

usado para realizar la infeccién de las células diana o fue conservado a -80°C.

4.2. Infeccion de las células diana

Para la infeccion, las células diana fueron sembradas en placas de cultivo de 60mm
(2x10° células/placa). Al dia siguiente, con una confluencia celular del 40%, se
reemplazé el medio de cultivo por una dilucién 1/2 del sobrenadante con las particulas
viricas en medio MEM sin antibiotico. Tras 24 horas, se retir6 el medio con los virus y
se afiadié medio de cultivo fresco sin antibiético. 72 horas después de la infeccion, las
células transducidas con el vector fueron seleccionadas segun la resistencia aportada
por el vector de transferencia: puromicina (1ug/mL) en el caso del vector pGIPZ y
blasticidina (10pg/mL) en el caso del vector pRFP. Adicionalmente, la eficiencia de la
transduccion fue comprobada bajo el microscopio (Nikon eclipse TE2000-S) mediante
la expresiéon de la proteina fluorescente contenida en cada vector: GFP (Green

Fluorescent Protein) o RFP (Red Fluorescent Protein).
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Elementos comunes

Elemento Descripcion Funcion
RRE Rev response elements ~ Aumenta la eficienciu de empaquetamiento del genoma viral
MV Promotor citomegalovirus Permite una fuerte expresion del transgen
shRNA Short hairpin RNA Permite la infra-regulacién del gen diana
Woeodchuck hepatifis
WPRE Posttranscriptional Incrementa la expresion del transgén en las células diana
requlatory element
J'SINLTR .?';e/f-.rm';'m'yarfing oy Impide lo transcripcion completa del virus en las células diana
terminal repeat
5'LTR 3" long terminal repeat Permite la integracian y transcripcion del genoma retfroviral
W Sewen[i[.] e ) Permite el empaquetamiento del genoma retroviral
empaquetamiento ps/
Elementos pGIPZ
Elemento Descripcion Funcién
tGFP TurboGFP Permite la visualizacién de las células transducidas
IRES /ﬂfema/rf}i?;ama/mfry Permite la expresién de tGFP y PURO® en un Gnico trédnscrito
PURQ? Resistencia a la puromicina Permite la seleccion de las células transducidas
Elementos pRFP
Elemento Descripcion Funcion
ué Promotor U6 Permite lo sintesis del shRNA mediante la Pol IlI
SV40 Promotor del virus simio 40 Permite lo expresion de BSD*
BSDR Resistencia a la blasticidina Permite la seleccion de las células transducidas
tREP TurboRFP Permite la seleccion de las células transducidas

Tabla 11. Elementos presentes en los plasmidos pGIPZ y pRFP y su funcién en la produccion

lentiviral.
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5. Ensayos de proliferacion y/o viabilidad celular

5.1. WST-1

El reactivo WST-1 (Sigma-Aldrich) fue usado para la evaluacion de la viabilidad celular
de las lineas de RMS tras el tratamiento con peptidomiméticos. El ensayo se basa en la
reduccién de la sal de tetrazolio WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitro-phenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzene sulfonate) a formazan por las deshidrogenasas mitocondriales
implicadas en la produccién glicolitica de NADPH. Por lo tanto, la generacién de
formazan tras la adiciéon del reactivo WST-1 estad directamente relacionada con el
numero de células metabdlicamente activas. La cantidad de formazan, de color

amarillo oscuro, es facilmente detectable mediante espectrofotometria a 440nm.

Las células fueron sembradas a baja densidad (1x10°- 2x10° células/pocillo) en placas
de 96 pocillos a diferentes concentraciones de los peptidomiméticos. El medio fue
renovado cada dos dias. Para cada una de las condiciones, el efecto en la viabilidad
celular se determino tras tres tiempos de incubacién diferentes. Para ello, se afiadieron
10uL del reactivo WST-1 (dilucién 1:10) en cada pocillo y tras 3 horas de incubacién
se determiné la absorbancia en el espectrofotémetro Epoch Microplate (Biotek) a
440nm, para la deteccién del formazan y a 690nm, como control de referencia. Los
resultados se muestran como la diferencia entre ambas lecturas. Cada ensayo contenia

5 réplicas por condicion y fue repetido al menos tres veces.

5.2. Cristal violeta

El efecto sobre la proliferacion celular de los diferentes compuestos inhibidores de la
via Hh se testé mediante la tincion de las células con cristal violeta (Sigma-Aldrich).
Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a baja densidad (1x10%- 2x10?
células/pocillo) durante 24 horas para asegurar su adhesion. A continuacién, el medio
fue aspirado y renovado con los respectivos tratamientos de las diferentes condiciones
a comparar. Durante el experimento, el medio de cada condicién fue renovado cada

dos dias. Tras 5 dias de incubacion, se realizé un lavado con PBS y se agregé cristal
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violeta al 0.5% durante 15 minutos. El exceso de tinte fue eliminado de las placas
mediante continuos lavados con agua destilada. Una vez secos, los cristales fueron
disueltos mediante 4cido acético (Sigma-Aldrich) al 10% y se midié6 la densidad 6ptica
de cada pocillo a 570nm en el espectrofotometro Epoch Microplate. Cada ensayo

contenia 5 réplicas por condicién y fue repetido al menos tres veces.

5.3. Recuento de células

Las cinéticas de crecimiento de las lineas celulares transducidas con los diferentes
shRNAs fueron medidas mediante el recuento de células bajo el microscopio. 2.5x10*
células pertenecientes a cada condicion fueron sembradas por triplicado en placas de
6 pocillos durante 5 dias. Se realizaron fotos bajo el microscopio con la cdmara digital
DXM1200P (Nikon) a 10 aumentos, los dias 0, 3 y 5 posteriores a la siembra. Se
tomaron fotos de 5 campos por pocillo. Finalmente, las células vivas de cada foto
fueron contadas mediante el programa Image J y representadas como el porcentaje de

células respecto al recuento del dia 0 de cada condicion.

6. Analisis de la expresion génica mediante RT-qPCR

La expresion génica fue evaluada en lineas celulares y muestras de tumores de RMS
mediante la cuantificacién del ARNm por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR,
por sus siglas en inglés: Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction). La

metodologia empleada consta de las siguientes etapas:

6.1. Preparacion de las muestras

Para la evaluacion de la expresion génica en lineas celulares, las células en cultivo de
las diferentes condiciones fueron recogidas, lavadas con PBS y centrifugadas a
1500rpm durante 5 minutos. Los pellets fueron conservados a -80°C hasta el momento
de la extraccién del ARN. En el caso de las muestras de tumores de pacientes, el dia
de la extraccién una pequefia porcién del tumor fue disgregada manualmente en un

mortero colocado sobre nieve carboénica, para evitar la degradacion del ARN.
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6.2. Extraccion y purificacion del ARN

La extraccién del ARN total se realiz6 mediante el kit RNeasy Mini (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. El procedimiento se basa en la combinacién de un
proceso de lisis y homogenizacion de las muestras tras la adicion de isotiocianato de
guadina y la posterior purificacion del ARN mediante columnas con membrana de
silice. La elucion del ARN total se realizé con agua libre de ARNasas. Finalmente, el
ARN extraido fue cuantificado mediante el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo

Fisher Scientific) y conservado a -80°C.

6.3. Retrotranscripcion del ARN

La retrotranscripciéon consiste en la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir
de ARN monocatenario, catalizada por la enzima retrotranscriptasa. Para ello, se
incubaron 2ug del ARN extraido y purificado previamente, con 1pg de random primers
(Invitrogen) durante 5 minutos a 70°C. Los random primers son una mezcla de
oligonucleétidos, generalmente formados por 6 nucledtidos, capaces de unirse de
manera aleatoria a lo largo de la secuencia de ARN y permitir el inicio de la
retrotranscripcién. Esta primera incubacién permitié la desnaturalizacion del ARN y la
hibridacién de los random primers. Rapidamente, las muestras fueron puestas en hielo,
para evitar la formacion de estructuras secundarias. Posteriormente, se afiadieron los
reactivos necesarios para la retrotranscripcion: 200U de la retrotranscriptasa del virus
de la leucemia murina de Moloney (M-MLV, por sus siglas en inglés: Moloney Murine
Leukemia Virus) (Promega), 5puL del Buffer de reaccion 5x (Promega) y 1.25uL de
desoxirribonucleétidos trifosfato 10mM (dNTPs) (Thermo Fisher Scientific).
Finalmente, la elongacion del ADNc tuvo lugar tras la incubaciéon de todos los
componentes durante 1 hora a 37°C. El ADNc fue conservado a -20°C. Ambas
incubaciones fueron realizadas en el termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied

Biosystems).
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6.4. Cuantificacion mediante RT-qPCR

La RT-gPCR es una PCR que permite la amplificacién y cuantificacion de una secuencia
de ADN especifica, de manera simultadnea. Para ello utilizamos la metodologia TagMan
(Applied Biosystems), basada en la adicién de sondas disefiadas especificamente para
hibridarse con una region concreta de cada gen (Tabla 12), marcadas con un fluoréforo
(en adelante referido como reporter) en el extremo 5’ y un inhibidor de la fluorescencia
(en adelante referido como quencher) en el extremo 3’ (Ilustracion 20). De este modo,
la fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el quencher y no puede ser
detectada. No obstante, durante la amplificacion del ADN, la Taq polimerasa es capaz
de hidrolizar el extremo 5’ de la sonda, liberando el reporter de la inhibicion ejercida
por el quencher y permitiendo la deteccién de la fluorescencia de manera proporcional
a la cantidad de ADN amplificado. Por lo tanto, el ciclo de amplificacién en el que es
posible detectar la fluorescencia (Ct, por sus siglas en inglés: Cycle Threshold), es un

valor inversamente proporcional a la concentracién inicial del ADN diana presente en

la muestra.
Sondas TagMan

Gen Sonda

6L Hs01110766_m1
6LI2 Hs01119974_ml
PTCHI Hs00181117_ml
BOC Hs00949520_m]
(D0 Hs00610901_ml
TBP Hs00172424_m]

Tabla 12. Ensayos TaqMan utilizados para la cuantificacion de la expresién génica.
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primer sonda

Pol F @

ADN diana
F
primer sonda
TITTTTT ®
ADN diana

Ilustracion 20. Representacion de la metodologia TagMan. A. La sonda TagMan unida a un
fluoréforo (F) y a un quencher (Q) se hibrida en el extremo 5’ de la cadena de ADN diana. En el extremo 3’
se hibridan un primer y la Taq polimerasa (Pol). B. La Taq polimerasa inicia la sintesis de la nueva cadena
de ADN hasta alcanzar la sonda. Entonces, gracias a su actividad exonucleasa hidroliza la sonda, liberando
el fluoroforo del quencher y permitiendo la emisién de fluorescencia.

La reaccion se realizé en placas de 384 pocillos (Applied Biosystems), realizando
triplicados para cada sonda y muestra, en un volumen final de 10uL por pocillo. En
cada pocillo se afiadieron 0.5uL de ADNc, 5uL de TagMan Universal Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), 0.5uL de la sonda TagMan correspondiente y 4pL. de H,O
DEPC (Thermo Fisher Scientific). Se realizaron 40 ciclos de amplificacion en el
termociclador con deteccion de fluorescencia ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems). El gen TATA-binding protein (7BP) fue usado como control interno para
la normalizacién de la expresién. Los datos fueron analizados mediante los softwares
7900HT Sequence Detection System 2.3 y RQ Manager 2.2 y expresados como niveles

-AACE

relativos de expresion, mediante el método comparativo 20**Y descrito por K.J. Livak

y T.D. Schmittgen (308).

7. Analisis de bases de datos de pacientes

Analizamos el perfil de expresién de CDO, GLI1, GLI2 y GLI3 mediante la plataforma

de visualizacion y andlisis genémico R2 (http://r2.amc.nl), en diferentes bases de datos

de microarrays publicas (Tabla 13).
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Bases de Datos

Muestras Identificador R2 Avutor (aiio) Andlisis
ps_avgpres_rmstrichel147_ul33a Daviccioni E. (2000)
ps_avgpres_gse92689geol86_ul33a Heiskanen M. (2016)
RMS ps_avgpres_gse66533ge058_u133p2 Barr FG. (2016)
ps_avgpres_rmsschafer30_ul33a Schafer B.W. (2008) Expresion ARNm

ps_avgpres_gsel14621geot101_huex10t Skapek S.X. (2018)

, ps_avgpres_xtmusclehofman121_u133a Hofman E.P (2005)
Misculo sano

ps_avgpres_dmdmuscle36_u133a Pescatori M. (2006)

SE y tejido sano ps_avgpres_gsel7679geol17_ul133p2 Savola S. (2011) Expresion ARNm
y Andlisis de
supervivencia

0S y tejido sano | ps_avgpres_osteosarcomal27_ilmnhwgév2 Kuijjer M.L. (2012)

Tabla 13. Bases de datos de microarrays utilizadas para el estudio de los perfiles de expresion
de varios genes de interés en muestras de pacientes.

El perfil de expresion de CDO en las bases de datos de RMS publicadas por E.
Daviccioni y M. Heiskanen fue comparado con la expresion de las bases de datos de
musculo sano publicadas por E.P. Hofman y M. Pescatori En cambio, la expresién de
CDO en las muestras tumorales de SE y OS publicadas por S. Savola y M.L. Kuijjer,
respectivamente, fue comparada con muestras sanas de referencia incluidas en las
susodichas bases de datos. De manera adicional, ademéas de estudiar el perfil de
expresion de las muestras de SE y OS, también realizamos el andlisis de supervivencia

de Kaplan-Meier en funcion de los niveles de expresion de CDO.

La expresion de GLI1, GLI2 y GLI3, fue analizada y comparada en todas las bases de
datos de RMS disponibles en la plataforma R2.

8. Analisis de la expresion proteica por Western blot

El Western blot (WB) es una técnica que permite la identificaciéon y cuantificacién de
proteinas especificas presentes en una mezcla compleja de proteinas extraidas de las

células. Para ello, las proteinas son separadas en funcién de su peso molecular

118



MATERIALES Y METODOS

mediante electroforesis, transferidas a una membrana y finalmente, las proteinas de
interés son detectadas mediante el uso de anticuerpos especificos. La metodologia

empleada consta de las siguientes etapas:

8.1. Extraccion de proteinas

Los extractos proteicos se obtuvieron de células en cultivo. Se realizé un lavado con
PBS y posteriormente, las células fueron recogidas con ayuda de un scrapper y
centrifugadas a 6000 rpm durante 3 minutos. El pellet fue resuspendido en tampén de
lisis RIPA (Thermo Fisher Scientific) suplementado con inhibidores de proteasas
(Complete Tablets Mini EASYpack, Roche) y fosfatasas (Halt™ Protease and Phosphatase
Inhibitor Single-Use Cocktail, Thermo Fisher Scientific) e incubado durante 20 minutos
en hielo. Para descartar los restos celulares, las muestras fueron centrifugadas a 13000
rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, el extracto proteico contenido en el

sobrenadante fue conservado a -20°C.

8.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon proteica se realiz6 mediante el kit DC Protein Assay (Bio-Rad),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se trata de un ensayo colorimétrico
basado en el método Lowry. Los extractos de proteina fueron diluidos 1/5 0 1/10 en
agua para su cuantificacién. Adicionalmente, se prepararon muestras patrén con
diferentes diluciones de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés: Bovine
Serum Albumin) en agua (0-2mg/mL). La cuantificaciéon se realiz6 en placa de 96
pocillos, afiadiendo 5uL de cada muestra diluida por pocillo (por triplicado), 25uL de
la mezcla de los reactivos S (solucién surfactante) y A (solucién alcalina de tartrato de
cobre) en proporcion 1/50 y 200uL del reactivo B (reactivo de Folin). Tras 15 minutos
a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 750nm en el espectrofotémetro y
se determiné la concentracién de proteina de cada muestra mediante la extrapolacion

de los valores de absorbancia en la recta patrén.
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8.3. Preparacion de las muestras

Tras la cuantificacién, entre 20 y 40pg de proteina fueron preparados para la
electroforesis mediante la adicién del tampén de carga Laemmli (250mM Tris pH 6.8,
10% SDS, 50% glicerol y 0.5% bromofenol azul) al 10% de ditiotreitol 1M (DTT) (Sigma-
Aldrich) y la desnaturalizacion de las proteinas mediante su incubacion a 70°C durante
10 minutos. Estas condiciones permiten que las proteinas adquieran una carga global
negativa directamente proporcional a su tamafio y garantizan que su movilidad durante

la electroforesis sea exclusivamente proporcional al peso molecular.

8.4. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE, por
sus siglas en inglés: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) es una
técnica de separacion de proteinas contenidas en un soporte solido (gel) por accién de

un campo eléctrico.

La preparacion de los geles se basa en la reaccién de polimerizacion de la acrilamida
entrecruzada con bisacrilamida, utilizando la tetrametiletilendiamina (TEMED) y el
persulfato amoénico (APS) como iniciadores de la polimerizaciéon. Adicionalmente, se
afiade el SDS para garantizar las condiciones desnaturalizantes. El porcentaje total de
acrilamida/bisacrilamida determina el tamafio de poro del gel, de manera que un
menor porcentaje implica un tamafio de poro mayor. El porcentaje de
acrilamida/bisacrilamida, normalmente entre el 5 y el 12%, se adecua en funcién del
tamarfio de las proteinas de interés, requiriendo un mayor tamafio de poro las proteinas
de mayor tamarfio. Para aumentar la resolucion de la separacion, se emplean dos
composiciones diferentes en un mismo gel: una regién concentradora (stacking) y una
region separadora (resolving). El stacking se caracteriza por tener poros de mayor
tamafio y un pH mas acido y su funcién es la concentraciéon de todas las proteinas en
una banda, para asegurar que todas entren al mismo tiempo en la regién separadora.
Un elemento fundamental en este proceso es el tampon de electroforesis (250nM Tris,

1.92M glicina, 1% SDS), el cual permite la conduccién eléctrica y contiene dos
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componentes fundamentales en la separacién: la glicina y los iones Cl". Ambos forman
un gradiente electroquimico que migra a diferentes velocidades en funcién del pH,
permitiendo la focalizacion de las proteinas en el stacking gracias al pH &cido de éste,
y liberando a las proteinas en el resolving para su separacion en funciéon del peso

molecular.

Las muestras previamente preparadas, fueron cargadas en los pocillos situados en el
stacking. Para inferir su peso molecular, uno de los pocillos del gel fue cargado con el
marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Colo Standards (Bio-Rad). La
electroforesis se llevo a cabo en las cubetas Mini-PROTEAN (Bio-Rad) cubiertas con el

tampon de electroforesis, aplicando un amperaje constante de 35mA/gel.

8.5. Electrotransferencia

Para que las proteinas fueran accesibles a la deteccién por anticuerpos, tras su
separacion mediante SDS-PAGE, éstas fueron transferidas a una membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés: Polyvinylidene Fluoride) con poros de
0.45pum (GE Healthcare Life Sciences), previamente activada con metanol (Fischer
Scientific). La transferencia se realizé en cassette, apilando sucesivamente una esponja
plana, 2x papel Whatman (Fisher Scientific), el gel, la membrana de PVDF, 2x papel
Whatman y finalmente otra esponja. La transferencia se llevd a cabo en las cubetas
Mini Trans-Blot (Bio-Rad) cubiertas con el tampén de transferencia (10% tampoén
Tris/glicina (25mM Tris y 192mM glicina), 20% metanol y H,0), aplicando un amperaje

constante de 200mA durante 2 horas a 4°C.

8.6. Deteccion de proteinas

Una vez inmovilizadas en las membranas, las proteinas de interés fueron detectadas
mediante el uso de anticuerpos especificos. En primer lugar, las membranas fueron
bloqueadas en BSA o leche, ambas al 5% en tampén Tris salino con Tween-20 (TBS-T,
del inglés Tris-Buffered Saline and Tween-20) (20mM Tris-HCl, 150mM NaCl y 0.1%

Tween-20) durante 1 hora en agitacion. El bloqueo es necesario para evitar la uniéon
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inespecifica de los anticuerpos. A continuacién, las membranas fueron incubadas en
agitacion a 4°C durante toda la noche con los respectivos anticuerpos primarios segun
las condiciones especificadas en la Tabla 146. Al dia siguiente, se realizaron tres
lavados de 10 minutos con TBS-T en agitacion para eliminar el exceso de anticuerpo
primario de las membranas y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 157) durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios reconocen los anticuerpos primarios y estan conjugados a la
enzima peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés Horseradish Peroxidase). De
nuevo, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-T en agitacién para eliminar
el exceso de anticuerpo secundario. Finalmente, las membranas fueron incubadas con
los dos reactivos del Kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection (GE Healthcare
Life Sciences), constituidos por una solucion de peréxido y una solucion de luminol. La
enzima HRP conjugada al anticuerpo secundario es capaz de oxidar el luminol en
presencia de peréxido mediante una reaccién quimioluminiscente. La luz emitida
durante la reaccién fue captada por los SuperRX Fuji Medical X-RAY Films (Fujifilm) y
revelada en la Curix 60 (AGFA). Las imagenes obtenidas tras el revelado fueron
escaneadas, permitiendo la generacion de las figuras de WB. Adicionalmente, se realizo

una cuantificacién densitométrica relativa mediante el uso del software Image J.
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Proteina  Peso molecular Especie Dilucién Casa Comercial Referencia
(D0 190 KDa Oveja 1:1000 (BSA 5%) R&D Systems AF4384
BOC 150 KDa Cabra 1:1000 (BSA 5%) R&D Systems AF2036
GLI 150 KDa Conejo 1:1000 (BSA 5%) Abcam ab134906
6LI2 220 KDa Conejo 1:1000 (BSA 5%) Cell Signaling #1585
GLI3 150 - 85 KDa Cabra 1:200 (BSA 5%) R&D Systems AF3690
pRB 110 KDa Conejo 1:1000 (BSA 5%) Cell Signaling #8516

CCNBI 58 KDa Ratén 1:6000 (BSA 5%) Merck 05-373
CASP9 47-37-35 KDa Ratén 1:1000 (BSA 5%) Cell Signaling #9508
CASP3 33-19-17 KDa Conejo 1:3000 (Leche 5%) Abcam ab3251
PARP1 116-89 KDa Conejo 1:2500 (BSA 5%) Cell Signaling #9542
MYOD1 45 KDa Ratén 1:1000 (BSA 5%) Abcam ab16148
MYOG 34 KDa Ratén 1:250 (BSA 5%) BD Pharmigen 556358
SG(G 32 KDa Ratén 1:1000 (Leche 5%) Abcam ab203112
ACTINA 43 KDa Ratén 1:10000 (BSA 5%) Santa Cruz sc-47778

Tabla 146. Caracteristicas y condiciones de uso de los anticuerpos primarios utilizados para la
deteccion de proteinas.

Anticuerpos Secundarios

Anticuerpo Dilucién Casa Comercial Referencia
Anti-lg Oveja 1:2500 Sigma-Aldrich A3415
Anti-lg Cabra 1:2000 Dako P0449
Anti-lg Conejo 1:10000 Sigma-Aldrich A0545
Anti-Ig Ratén 1:2000 Dako P0260

Tabla 157. Caracteristicas y condiciones de uso de los anticuerpos secundarios utilizados
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9. Modelos in vivo

Los modelos de xenoinjerto ortotépico fueron realizados mediante la inyeccion de la
linea celular de RMS humana, RH4, en el musculo gastrocnemio de ratones
inmunodeprimidos de entre 4 y 6 semanas de edad. Los ratones fueron adquiridos en
Charles River Laboratories y estabulados en condiciones libres de patoégenos
especificos (SPF, por sus siglas en inglés: Specific Pathogen Free) con agua y comida ad
libitum. Todos los protocolos utilizados fueron previamente aprobados por el Comité

de Etica de Experimentacion Animal del VHIR (CEEA 39/19).

9.1. Modelo tumoral con infraregulacion genética de CDO

La linea celular RH4 fue transducida de forma estable con el vector control pRFP o con
el shRNA contra CDO seleccionado en los experimentos in vitro, shB. 4 dias después
de la infeccidn, se inyectaron 3 millones de células viables en el musculo gastrocnemio
de la extremidad posterior izquierda de 8 ratones SCID-Beige por condicién. Una
porcion de estas células fue de nuevo cultivada in vitro durante 12 dias para el analisis
de expresion de CDO mediante WB. Los ratones SCID-Beige (CB17-Cg-
Prkdcs““Lyst"¢/Crl) son ratones congénicos que poseen mutaciones autosémicas
recesivas en los genes Prkdc y Lyst. Por un lado, la mutacién SCID provoca una
inmunodeficiencia combinada grave en linfocitos B y T. Por otro lado, la mutacién
Beige causa la deficiencia de las células Natural Killer (NK). El alto grado de
inmunodeficiencia de estos ratones facilita el crecimiento de xenoinjertos. El
crecimiento tumoral fue evaluado una o dos veces por semana empleando un pie de
rey digital. El volumen tumoral fue calculado aplicando la férmula del volumen de una
esfera: V = gnr3, donde el radio (r) corresponde a la suma de la longitud y la amplitud
del tumor dividida entre 4. El valor resultante de cada medicién fue normalizado
respecto al volumen promedio de las dos primeras medidas realizadas a cada ratén. El
sacrificio de los ratones fue realizado mediante dislocacién cervical, cuando el volumen
tumoral alcanzo el volumen méximo fijado como criterio de punto final (500mm?). Los

tumores fueron reseccionados, pesados y medidos. Finalmente, un fragmento de cada
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tumor fue conservado a -80°C y otro fue fijado en formalina y embebido en parafina.
Las muestras criopreservadas fueron usadas posteriormente para la evaluacién de la

expresion de CDO mediante WB.

9.2. Modelo tumoral con tratamiento del compuesto SLT-
0463

Para evaluar el efecto del compuesto SLT-0463 en el crecimiento tumoral del RMS, 1
millén de células de la linea RH4 fueron inyectadas en el musculo gastrocnemio de la
extremidad posterior derecha de 10 ratones. El crecimiento tumoral fue evaluado una
o dos veces por semana mediante palpacion y medicién con un pie de rey digital. El
volumen tumoral fue calculado del mismo modo que en el modelo in vivo con
infraregulacion genética, aplicando la formula del volumen de una esfera. Tras 31 dias,
los ratones con tumores confirmados mediante palpacién (n=9) fueron aleatorizados
en dos grupos de igual volumen tumoral medio para comenzar la administracién del
tratamiento. Los ratones fueron tratados diariamente con el vehiculo (Tabla 16) (n=4)
o con 20mg/kg del compuesto SLT-0463 (n=5) mediante inyeccion intraperitoneal
hasta el final del experimento. El peso de los ratones fue medido diariamente. Todos
los ratones, a excepcién de un raton del grupo control que fue sacrificado 6 dias antes,
fueron eutanasiados tras 31 dias de tratamiento. Los tumores fueron reseccionados,
pesados y medidos. Finalmente, un fragmento de cada tumor fue conservado a -80°C

y otro fue fijado en formalina y embebido en parafina.

Componentes Vehiculo SLT-0463

Compuesto Porcentaje Casa Comercial
DMSO 5% Sigma-Aldrich
PEG-400 45% Merck
Tween-80 4% Sigma-Aldrich
H20 46% Versol

Tabla 16. Componentes del vehiculo usado para diluir el compuesto SLT-0463 para su
administracion in vivo.
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10. Representacion tridimensional de la estructura de CDO

La prediccién de la estructura tridimensional de CDO (AF-Q4KMGO0-F1) fue generada
mediante un método computacional de machine learning que incorpora conocimientos
fisicos y biolégicos para la prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas a
partir de su secuencia aminoacidica, accesible a través de la base de datos AlphaFold
(309). Adicionalmente, a través del Protein Data Bank (PDB) pudimos acceder a las
estructuras cristalinas del complejo cuaternario formadas entre el dominio FNIII de
CDO y cada uno de los ligandos Hh (SHH: 3D1M, DHH: 3N1Q e IHH: 3N1F), resueltas

mediante difraccion de rayos X por J.M. Kavran et al. (310).

11. Cribado in silico de moléculas experimentales

La evaluacion bioinformatica de moléculas candidatas como posibles inhibidores de la
via Hh fue realizada por el Instituto Universitario de Ciencia y Tecnologia (IUCT) del
grupo InKemia (actual SELABTEC del grupo Leitat). Los componentes de la via Hh
seleccionados como dianas del cribado fueron: los ligandos SHH, DHH, e IHH; el
receptor PTCH1 y los correceptores CDO, BOC y GAS1. La busqueda de las moléculas
candidatas para atacar las dianas previamente mencionadas se llevé a cabo en la
Quimioteca privada de I[UCT y en el repositorio de moléculas aprobadas para su uso
farmacolégico en Estados Unidos y Canada, DrugBank (311). La evaluacién se realizo
mediante el uso de un software basado en el estudio de acoplamiento molecular, en
adelante referido como docking, accesible desde la plataforma Mind the Byte: [tzamma.
Brevemente, Itzamma corresponde a un docking de alto rendimiento disefiado para la
identificacién de compuestos activos. En primer lugar, estudia la proteina de interés y
determina las tres mejores cavidades. A continuacién, analiza la probabilidad de
interacciéon de toda la biblioteca de compuestos contra estas tres cavidades. La
puntuacion de los compuestos corresponde a la media de las tres energias de
interaccion. Para poder realizar los experimentos de docking, son necesarias las
estructuras cristalinas de las proteinas de interés (Tabla 17). Estas fueron recopiladas

a través del PDB, excepto en el caso de PTCH1 y GAS1, cuyas estructuras no estaban
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disponibles en esta plataforma y fueron modelizadas a partir de su secuencia primaria
mediante Swiss-model. En total se evaluaron mas de 12.000 moléculas en cada
experimento, realizdndose mas de 120.000 comparaciones moleculares y mas de
150.000 dockings. Finalmente, se priorizaron 33 compuestos procedentes de la

quimioteca privada de IUCT para su validacion in vitro.

Estructuras Cristalinas

Proteina Base de Datos Identificador
SHH PDB 3MIN
3K76
IHH PDB
3N10
2WFQ
DHH PDB
2WER
PTCH Swiss-model Uniprot (Q13635)
(DO-IHH PDB 3NTF
INTM
BOC-IHH PDB
3NTP
GASI Swiss-model Uniprot (P54826)

Tabla 17. Estructuras cristalinas seleccionadas para realizar los experimentos de docking.

12. Representacion tridimensional de 1la estructura del

compuesto SLT-0463

El nombre del compuesto SLT-0463 segun la nomenclatura quimica de compuestos
orgéanicos recomendada por la Uniéon Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, por sus siglas en inglés: International Union of Pure an Applied Chemistry) es: N-
[1-[2-Fluoro-4-(2-methoxyphenyl)phenyl]-2-oxopiperidin-3-yl]-5-pyridin-2-ylthiophene
-2-sulfonamide. La estructura tridimensional del compuesto SLT-0463 fue generada

mediante esta nomenclatura a través de la aplicacion web MolView v2.4

(http://molview.org). Finalmente, la representacién tridimensional de la posible
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interaccion entre el dominio FNIII de CDO y el compuesto SLT-0463 fue producida a

través de la plataforma de descubrimiento de farmacos mcule (http://mcule.com).

13. Analisis del ciclo celular

El andlisis del ciclo celular fue determinado mediante la cuantificacién del contenido
de ADN celular por citometria de flujo. El principio basico de la citometria de flujo es
la medicion de diversas propiedades individuales de una suspension de particulas, en
nuestro caso células, que se desplazan en un sistema de flujo en un periodo muy corto
de tiempo. La medicién de las caracteristicas celulares reside en la alteraciéon de la
longitud de onda emitida por un laser que impacta en cada una de las células de la
suspension al pasar por un punto concreto. Finalmente, las variaciones en la longitud

de onda son captadas e interpretadas por un programa informatico.

El empleo de la citometria de flujo para el andlisis del ciclo celular se basa en la
deteccion de la cantidad de ADN. Concretamente, la variacién en la cantidad de ADN
celular es uno de los principales parametros que permite diferenciar facilmente las
principales fases del ciclo: G1, S y G2. Durante la fase G1, las células sélo tienen una
copia de cada cromosoma, durante la fase S el material genético se duplica hasta llegar
ala fase G2, donde cada cromosoma esta duplicado. Por lo tanto, el contenido de ADN
en la fase G2 es el doble que en la fase G1 y las cantidades de ADN intermedias
corresponden a las células en la fase S. Por otro lado, la cuantificacion de ADN
mediante citometria de flujo se basa en la tincién con fluorocromos de unién
estequiométrica al ADN, los cuales, tras ser excitados por el laser del citdbmetro,
permiten la evaluacion proporcional del contenido de ADN mediante la deteccién de
la fluorescencia emitida. En nuestros experimentos, la tincién del ADN fue realizada
con yoduro de propidio (PI, por sus siglas en inglés: Propidium Iodide), colorante
impermeable a la membrana celular, que tifie de manera indiscriminada tanto el ADN
como el ARN. Por lo tanto, para poder inferir la cantidad de ADN a partir de la tincién
con PI, se requieren la permeabilizacién de la membrana celular y la degradacién del

ARN. La metodologia empleada en este trabajo consta de las siguientes etapas:
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13.1.  Fijacion de las células

El medio de las células en cultivo fue recogido y éstas fueron desenganchadas, lavadas
con PBS y contadas. 1 millén de células de cada condiciéon fueron separadas y
resuspendidas en 300uL de PBS. A continuacién, las células fueron fijadas mediante la
adicién, bajo vértex continuo para evitar agregados, de 700uL de etanol (Fisher
Scientific) al 100% previamente enfriado a -20°C. Las muestras fueron almacenadas a
-20°C hasta su andlisis en el citometro. Ademdas de conservar las células, el etanol
también permeabiliza la membrana, permitiendo la entrada del PI en el interior de las

células.

13.2. Tincion del ADN

Las células previamente fijadas, fueron centrifugadas a 5000rpm durante 5 minutos. Se
realizé un lavado con PBS, seguido de un nuevo centrifugado, tras el cual, el
sobrenadante fue decantado cuidadosamente. Las células fueron resuspendidas e
incubadas durante toda la noche a -4°C en 1mL de la solucién de tincién, la cual
contenia: 30puL de una solucién con PI (Sigma-Aldrich) a 500ug/mL y citrato de sodio
(Sigma-Aldrich) a 38mM; 30uL de ARNasa A (Panreac) a 10mg/mL y PBS.

13.3. Determinacion por citometria de flujo

El numero de células y su contenido de ADN fue determinado mediante el citometro
FACS Calibur (BD Biosciences). Las primeras mediciones realizadas en las células
corresponden a la dispersion frontal (fordward scatter) y 1a dispersion lateral (side scatter)
de la luz emitida por el laser. La primera se relaciona con la morfologia y el tamafio,
mientras que la segunda es proporcional a la granulosidad celular. Ambas fueron
usadas para la discriminacién de dobletes y otros agregados celulares (Ilustracién 50).
La deteccion del PI se realizé mediante la seleccion del laser de excitacién de 488nm
(laser azul) y el detector FL2 y fue utilizada para la segregacién de las células en las
diferentes fases del ciclo celular. Los resultados fueron analizados con el software FCS

Express 4 Flow Cytometry (De Novo Software).
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Ilustracion 21. Ejemplo de la seleccion celular a analizar en funcion del fordward scatter (FSC)
y del side scatter (SSC).

14. Analisis de la apoptosis

El andlisis de la apoptosis fue realizado mediante la deteccién de Anexina V conjugada
con APC por citometria de flujo. Este ensayo se basa en los cambios estructurales de
la membrana celular acontecidos en las primeras fases de la apoptosis y previos a la
pérdida de integridad completa. La Anexina V es una glucoproteina dependiente de
calcio con una elevada afinidad por los residuos de fosfatidilserina. En condiciones
normales, la fosfatidilserina se encuentra en la superficie citoplasmatica de la
membrana celular. La induccién de la apoptosis provoca la pérdida de asimetria de la
membrana celular, ocasionando la exposicién de la fosfatidilserina en la superficie
celular, facilitando asi su deteccién y, por consiguiente, la discriminacién entre las
células apoptéticas y las sanas. Concretamente, empleamos la Anexina V conjugada
con APC para el marcaje de las células apoptoéticas y la tincién con Sytox Blue
(impermeable a la membrana celular integra) para el marcaje de las células muertas.
Ambos marcajes nos permiten distinguir entre las diferentes etapas de la apoptosis,
siendo las células apoptoéticas tempranas, aquellas con marcaje positivo de Anexina V,

pero negativas para la tinciéon con Sytox Blue (Ilustracion 22).
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Ilustracion 22. Poblaciones celulares distinguidas en funcién de su tincién con Anexina y Sytox
Blue.

Para ello, el medio de las células en cultivo fue recogido y éstas fueron desenganchadas
y contadas. 100.000 células de cada condicién fueron separadas y resuspendidas en
100uL de Binding Buffer 1X (BD Biosciences) e incubadas durante 15 minutos con 5uL
de Anexina V-APC (BD Biosciences). A continuacion, se afiadieron 400pL de Binding
Buffer 1X y 0.5uL de Sytox Blue (Thermo Fisher Scientific). Cada condicién fue
analizada por triplicado. Adicionalmente, se afiadieron condiciones extra para el ajuste
correcto de las diferentes poblaciones: células sin tincién, células con cada uno de los
marcadores por separado y células tratadas con cisplatino a 50uM durante 24 horas
(tefiidas con anexina o con ambos marcadores), como control positivo de apoptosis.
Finalmente, las muestras fueron analizadas en el citémetro LSRFortessa (BD
Bioscience). De nuevo, el andlisis comenzé con la discriminacion de dobletes y otros
agregados celulares mediante el fordward y el side scatter. La deteccion del Sytox Blue
se realizé6 mediante la seleccion del laser de excitacién de 405nm (l&ser violeta) y el
detector F-Violet. El APC conjugado a la Anexina-V fue excitado con el laser de 640nm
(laser rojo) y detectado con el C-red. Los resultados fueron analizados con el software

FCS Express 4 Flow Cytometry (De Novo Software).
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15. Ensayo de formacion de colonias

La capacidad de las células para crecer de manera independiente, es decir, sin los
estimulos paracrinos de las células vecinas, fue evaluada mediante su siembra a baja
densidad. Para ello, 1.000 células de cada condicion fueron sembradas en placas de
100mm e incubadas en medio sin tratamiento durante 11 (RH4 y RD) o 14 dias (RH30).
A continuacion, las células fueron tefiidas con cristal violeta al 0.5% durante 15
minutos. El exceso de tinte fue eliminado de las placas mediante continuos lavados con
agua destilada. Una vez secas, las placas fueron escaneadas y las colonias fueron

contadas mediante el software Image J.

16. Ensayo de invasion celular

La capacidad de invasién de las células fue determinada in vitro mediante ensayos
Transwell. Este ensayo pretende simular los pasos previos a la formacién de metéstasis
realizados por las células tumorales in vivo: la degradacion de la matriz extracelular, la
migracién y la invasion de otros tejidos. Técnicamente, el Transwell consiste en un
sistema de 2 cdmaras separadas por una membrana porosa recubierta por una capa de
Matrigel, mimetizando la matriz extracelular. Las células tumorales son sembradas en
la camara superior. La invasion de estas células hacia la camara inferior es promovida
mediante quimiotaxis, afiadiendo FBS en el medio. De este modo, las células capaces
de degradar el Matrigel y migrar a través de los poros de la membrana hasta invadir la

camara inferior, podrén ser tefiidas y cuantificadas (Ilustracion 23).

En nuestros experimentos, utilizamos insertos de Transwell con membranas de
policarbonato con poros de 8um en placas de 24 pocillos (Corning). Las membranas
fueron recubiertas con 25uL de Matrigel Growth Factor Reduced (Corning) diluido 1/3
en medio sin suero. Todo el material empleado en contacto con el Matrigel fue
previamente enfriado (liquidos a 4°C y so¢lidos a -20°C) para evitar la polimerizacién
del matrigel. Una vez dispuesto de manera uniforme en las membranas de los Transwell,
se mantuvieron durante 20 minutos a temperatura ambiente para su solidificacién. Se

afiadieron 600uL de medio suplementado con FBS al 10% en las camaras inferiores y
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se sembraron 100.000 células en las cadmaras superiores en 100uL de medio sin FBS.
Los tratamientos correspondientes fueron afiadidos en ambos medios. Tras 24 (RH4 y
RH30) o 48 horas de incubacion en las condiciones normales de cultivo, se aspiraron
los medios de ambas camaras y se fijaron las células con paraformaldehido (Fisher
Scientific) al 4%, afiadiendo 100uL en las cdmaras superiores y 600uL en las cdmaras
inferiores. Se realizaron tres lavados con PBS y se eliminaron los restos de Matrigel y
de células de la camara superior con ayuda de un bastoncillo. Las células que habian
migrado a la camara inferior fueron tefiidas con Hoechst-33342 (Thermo Fisher
Scientific) a una concentracion final de 5ng/mL durante 10 minutos. Los restos del
colorante fueron eliminados mediante tres lavados con PBS. A continuacion, se
realizaron 5 fotos de cada inserto con un microscopio de epifluorescencia (Nikon
Eclipse TE2000-S) y finalmente, las células de cada foto fueron contadas mediante el
software Image J. Cada condicion fue evaluada por triplicado y se realizaron tres

réplicas independientes de cada ensayo.

(dmara superior

matrigel —

+10%FBS pps CAE NG SRS

Cdmara inferior /‘

Recuento de las células
tefiidas con Hoechst

Ilustracion 23. Representacion del ensayo transwell para la determinaciéon de la invasién
celular in vitro. Ilustraciéon creada con Biorender.
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17. Analisis estadistico

De manera general, las figuras y los andlisis estadisticos fueron generados con el
software GraphPad Prism 8. A menos que se indique lo contrario, los resultados se
muestran como la media * la desviacion estandar de las réplicas de un experimento
representativo. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t de
Student de dos colas en las comparaciones entre dos grupos, o la prueba ANOVA de
un factor, en las comparaciones entre mas de dos grupos. Adicionalmente, las
comparaciones realizadas a lo largo del tiempo, como la proliferacion celular in vitro y
el crecimiento tumoral in vivo, fueron analizadas mediante la prueba ANOVA de dos

factores. La prueba aplicada para las comparaciones multiples fue el test de Dunnett.

En todos los andlisis la significancia estadistica empleada sigui6 el siguiente criterio:

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0,001; **** p<0.0001.
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1. La estrategia de inhibicion peptidomimética no muestra un

efecto antioncogénico relevante

Alentados por los resultados publicados recientemente en el British Journal of Cancer,
los cuales enfatizaron por primera vez la importancia de los ligandos Hh en la
oncogenicidad del RMS e incluyeron a este tumor dentro del grupo de neoplasias con
activacion de la via Hh dependiente de ligando (298), colaboramos con la compafiia
biotecnoloégica Iproteos —especializada en la investigacién y el desarrollo de farmacos
de tercera generacién basados en peptidomiméticos— en el desarrollo de nuevos

compuestos inhibidores de la activacién canénica de la via Hh.

Los peptidomiméticos son compuestos que recapitulan la estructura 3D de péptidos o
proteinas naturales, conservando la capacidad de interactuar con sus dianas biolégicas
y producir el mismo efecto o inhibirlo (312). En este caso, Iproteos, mediante
herramientas de modelaje in silico, disefié y sintetizé una primera bateria de 4
compuestos peptidomiméticos (IP-1, [P-2, IP-3 e 1P-4) basados en la estructura 3D de
los ligandos Hh. Concretamente, con el propoésito de provocar una inhibicion
competitiva de la activacién ligando-dependiente de la via, su disefio se centrd en el
dominio responsable de la interacciéon con el receptor PTCH (Figura 1). Los
compuestos IP-1 e IP-2 fueron desestimados para los siguientes experimentos debido
a que poseian un perfil de solubilidad muy bajo, que habria complicado su posible

futura administracion in vivo.

En primer lugar, se evalu6 la capacidad antitumoral in vitro de los peptidomiméticos
[P-3 e P-4 mediante estudios de viabilidad WST-1 tras 2, 4 y 8 dias de tratamiento a
diferentes concentraciones en la linea celular de RMSe, RD, y tras 2, 4 y 7 dias en la
linea celular de RMSa fusién PAX3-FOXO1 positiva, RH4 (Figura 2). El compuesto IP-
3 fue el que mostré una mayor eficacia en ambas lineas celulares, consiguiendo una
reduccion de la viabilidad celular dosis-dependiente tras 8 y 7 dias de tratamiento de

hasta el 50% en la dosis mas alta testada (1000nM).
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Ligandos
(SHH, DHH, IHH)

Figura 1. Prototipos 3D de los peptidomimeéticos disefiados computacionalmente para inhibir la
interaccion ligando-receptor de la via Hh. Imagen cedida por Iproteos.

A continuacioén, gracias a la informacioén funcional obtenida de los experimentos in vitro,
se disefi6 una nueva bateria de péptidos estructuralmente relacionados con el mejor
compuesto de la primera fase, el IP-3, hasta disefiar un total de doce nuevos
peptidomiméticos. En esta ocasion, la actividad antitumoral se evaludé mediante el
ensayo de proliferacion celular por tincién con cristal violeta tras 5 dias de incubaciéon
de las lineas celulares RD y RH4 con los respectivos peptidomiméticos a 1000nM. Sin
embargo, ninguno de ellos demostré un efecto consistente sobre la inhibicién de la
proliferacién, motivo por el cual desestimamos la continuacion de su caracterizacion

preclinica (Figura 3).
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Figura 2. Efecto de los peptidomiméticos IP3 e IP4 sobre la viabilidad celular in vitro de dos
lineas celulares de RMS. Ensayo de WST-1 en las lineas celulares RD (panel superior) y RH4 (panel
inferior) tras 2, 4 y 8 o 7 dias, respectivamente, de incubacién con los correspondientes compuestos
peptidomiméticos, IP3 (izquierda) o IP4 (derecha), a 100, 500 y 1000nM (lineas naranjas). La condicion
control (linea marron) fue tratada con la cantidad equivalente de DMSO. El grafico muestra el incremento
de la absorbancia media (SD) de 5 réplicas por condicién referidas a la condicién control del dia 2. La
significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de dos factores, donde * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0,001; **** p<0.0001.

Paralelamente al cribado funcional de los nuevos compuestos y con el fin de determinar
la capacidad del compuesto IP3 de modular la activacion de la via, se realizé un estudio
de los niveles de transcripcion de los componentes y dianas de la via Hh: GLI1, GLI2'y
PTCH1, mediante RT-gPCR, en las lineas celulares RD y RH4 tras 3 dias de incubacion
con el compuesto IP3 a 1000nM (Figura 4). En congruencia con los resultados de la
Figura 3, no se observo ningtin cambio de expresién en los componentes de la via Hh

analizados.
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Figura 3. Efecto de los peptidomiméticos basados en el IP3 sobre la proliferacion celular in vitro.
Ensayo de proliferacién en las lineas celulares RD (izquierda) y RH4 (derecha) tras 5 dias de incubacién
con los correspondientes nuevos compuestos peptidomiméticos IP5-16 (barras de color naranja) y con el
compuesto de referencia IP3 (barra de color blanco con bordes naranjas) a 1000nM. La condiciéon control
(barra de color blanco con bordes grises) fue tratada con la cantidad equivalente de DMSO. Los valores
corresponden a la media (SD) de la absorbancia del cristal violeta a 590nm de 8 réplicas por condicion
referidas a la condicién control, tomada como 100%. La significacion estadistica usada corresponde a la
prueba ANOVA de un factor, donde * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0,001; **** p<0.0001.

RD RH4

1.5+ 1.5- .
2 u i 2 "] = conTroL
o= e =i
© O I E 2 l -
s 3 1.0 = ™ oo 1.0 B 1 1P3
e e
:UQ, § :gg
E a 0.51 E o 0.51
o< s <
x >
w w

0.0 0.0

GLIM GLI2 PTCH1 GLIH GLI2 PTCHA1

Figura 4. El péptido IP3 no modula la expresion de los componentes y dianas de la via Hh.
Expresion relativa del ARNm de GL/1, GLI2 y PTCH1 en las lineas celulares RD y RH4 tras 3 dias de
incubacioén con el compuesto IP3 (barras de color naranja). La condicién control (barras de color gris) fue
tratada con la cantidad equivalente de DMSO. Los datos fueron normalizados con la expresion del gen
enddgeno TBP, referidos a la expresion de la condicion control y finalmente, expresados como 22, Los
resultados representan la media (SD) de 3 réplicas por condicion. La significaciéon estadistica fue analizada
mediante la prueba t de Student, donde * p<0.05.
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2. CDO es el correceptor Hh predominante en lineas celulares y

tumores de RMS

Con la intencion de caracterizar la implicacion de los correceptores de la via Hh en el
desarrollo y la progresion del RMS, analizamos la expresién de BOC y CDO en un

amplio panel de lineas celulares y tumores.

Los niveles de expresion génica de BOC y CDO fueron analizados mediante RT-qPCR
en un total de 8 lineas celulares de RMS —tres correspondientes al subtipo alveolar con
translocacion PAX3-FOXO1 (RH4, RH30 y RH28), una con translocacién PAX7-FOXO!
(CW9019), una alveolar sin translocacion (RH18) y tres del subtipo embrionario (RD,
RH36 y RUCH2)- y 58 muestras de tumores de pacientes (Figuras 5 y 6 A-B). Ambas
aproximaciones indicaron una expresion de los genes BOC y CDO mayor en las
muestras de RMS que en las muestras no cancerosas usadas como referencia:
fibroblastos en el caso de la expresion en lineas celulares y muestras de tejido muscular
adulto en el caso del andlisis en pacientes. No obstante, la diferencia hallada fue méas
relevante y significativa en el caso de CDO, donde algunos pacientes mostraron una
expresion del orden de 150 veces mayor que la del musculo adulto sano (Figura 6 B).
Asi mismo, el analisis realizado nos permitié escrutar las diferencias de expresién entre
los dos subtipos histolégicos mayoritarios de RMS, siendo el RMSe el que presenté una
expresion preponderante de ambos correceptores. De nuevo, la disparidad observada
se acentuo en el estudio de la expresion de CDO en muestras de pacientes, donde la

diferencia entre ambos subtipos fue estadisticamente significativa (Figura 6 B).

Adicionalmente, complementamos el andlisis en pacientes mediante la utilizacion de
perfiles de expresion de microarrays publicos. Para ello, exploramos, a través de la

aplicacion de visualizacién y andlisis gendémico R2 (http://r2.amc.nl), los perfiles de

expresion de las dos bases de datos de RMS que incluian un mayor numero de
pacientes: ps_avgpres_rmstriche147_ul33a publicada por Elai Davicioni en el afio 2000
y ps_avgpres_gse92689ge0186_ui133a publicada en el afio 2016 por Mervi Heiskanen. En

ambos estudios la expresién fue estimada mediante la plataforma U133A de Affymetrix
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y los datos fueron normalizados mediante el método MASS5.0, lo cual permite la
comparacion de ambas en un mismo analisis. De este modo, nos descargamos y
unificamos los datos de expresién de CDO (sonda 207230_at) de ambas bases de datos,
obteniendo un tamafio muestral de 254 pacientes, y los comparamos con 32 perfiles
de expresion de CDO de musculo esquelético sano adquiridos de dos bases de datos
creadas con las mismas condiciones (plataforma U133A, normalizacion MASS5.0):
ps_avgpres_xtmusclehofmani21_uil33a publicada por Eric P. Hoffman en 2005 y
ps_avgpres_dmdmuscle36_ul33a publicada por Mario Pescatori et al. en 2006 (Figura 6
C). El andlisis corroboré las diferencias observadas en las muestras de pacientes
analizadas por RT-qPCR entre el musculo sano y los tumores de RMS.
Lamentablemente, esta aproximacién no pudo ser realizada con la expresién de BOC,

debido a la falta de una sonda especifica para este gen en la plataforma U133A.
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Figura 5. El correceptor BOC se expresa ampliamente en lineas celulares y tumores de RMS. A,
Expresién relativa del ARNm de BOC en un panel de 8 lineas celulares de RMS, 5 RMSa (barras en tonos
rosados) y 3 RMSe (barras en tonos azules). Los datos fueron normalizados con la expresion del gen
endégeno TBP, referidos a la expresion en fibroblastos y finalmente, expresados como 2(%2%, Los
resultados representan la media (SD) de 3 réplicas por condicién. B, Expresion relativa del ARNm de BOC
en un panel de 58 muestras de tumores de pacientes y en tejido de musculo fetal sano. Los datos fueron
normalizados con la expresion del gen endégeno TBP, referidos a la expresion promedia de muestras de
musculo adulto sano y finalmente, expresados como 224, Los resultados representan la media (SD) de
las muestras analizadas en cada grupo: Musculo Adulto (n=4); Musculo Fetal (n=4); RMSa (n=20); RMSe
(n=38). La significacién estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de un factor, donde * p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.
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Figura 6. El correceptor CDO esta sobreexpresado en lineas celulares y tumores de RMS. A,
Expresion relativa del ARNm de CDO en un panel de 8 lineas celulares de RMS, 5 RMSa (barras en tonos
rosados) y 3 RMSe (barras en tonos azules). Los datos fueron normalizados con la expresion del gen
endogeno TBP, referidos a la expresion en fibroblastos y finalmente, expresados como 222, Los
resultados representan la media (SD) de 3 réplicas por condicion. B, Expresion relativa del ARNm de CDO
en un panel de 57 muestras de tumores de pacientes y en tejido de musculo fetal sano. Los datos fueron
normalizados con la expresién del gen endégeno TBP, referidos a la expresion promedia de muestras de
musculo adulto sano y finalmente, expresados como 2t%2%, Los resultados representan la media (SD) de
las muestras analizadas en cada grupo: Musculo Adulto (n=4); Musculo Fetal (n=5); RMSa (n=19); RMSe
(n=38). C, Los datos de expresiéon de CDON (207230_at) fueron extraidos de la plataforma de andlisis de
datos gendmicos R2 (http://r2.amc.nl). En la gréfica se representan la expresion individual y la media (SD)
de 32 muestras de musculo esquelético humano sano (puntos en gris) procedentes de la unién de las bases
de datos de Hofman y Pescatori, 131 muestras de RMSa (cuadrados morados) y 123 muestras de RMSe
(puntos azules) procedentes de la unién de las bases de datos de Davicioni y Heiskanen. La significacién
estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de un factor, donde * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;
*xxk 5<0.0001.

Finalmente, el analisis de expresion proteica de BOC y CDO por WB en el panel de
lineas celulares de RMS (Figura 7), fue concordante con los datos obtenidos mediante
el andlisis de la expresion génica. La cuantificacién de los WB confirmé tanto la

expresion preponderante de CDO sobre BOC, como la tendencia a una mayor
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expresion de ambos correceptores en el subtipo embrionario (Tabla 20).
Concretamente, respecto al panel de lineas celulares analizadas, las lineas con mayor
expresion de BOC fueron RD y RH36, ambas pertenecientes al subtipo embrionario.
Ademas, estas dos lineas junto con las lineas de RMSa RH4 y RH30, fueron las que

presentaron una mayor expresién de CDO.

A B
RMSa RMSe

RH4 RH30 CW RH28 RD RH36 RUCH2

[
2
©
e
D0 » 5 o 3
RS p.val = 0.0652
BOC » s 7 .
z 1
ACTINA > s e o
v T 1
© CcDO BOC

Figura 7. CDO es el correceptor mas expresado en lineas celulares de RMS. A, Western Blot (WB)
mostrando los niveles de proteina de CDO y BOC en un panel de 7 lineas de RMS, 4 lineas del subtipo
alveolar y 3 lineas del subtipo embrionario. Leyenda: CW (CW9019). La actina fue usada como control de
carga. B, Cuantificacion relativa de la intensidad de las bandas del WB (A) de CDO (puntos verdes) y BOC
(puntos marrones) de cada linea celular referida a su control de carga. La intensidad de cada banda fue
medida mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Las barras del gréfico muestran la
media (SD) de la expresién de todas las lineas analizadas. La significacién estadistica usada corresponde a
la prueba t de Student

Diferencias de expresion entre los subtipos histolégicos de RMS

PROTEINA SUBTIPO MEDIA DIFERENCIA MEDIAS p-valor
+ SEM

RMSa 1,989

O)) 07310% 1,575 0,6620
RMSe 2,720
RMSa 0,324

BOC 07514 04787 02544
RMSe 1,073

Tabla 18. El subtipo embrionario tiende a expresar niveles mas altos de los correceptores Hh
que el subtipo alveolar. Anélisis estadistico (prueba t de Student) de las diferencias de expresion de las
proteinas CDO y BOC, usando los valores cuantificados en la Figura 3. Leyenda: SEM (Error Estdndar de
la Media, por sus siglas en inglés Standard Error of the Mean)
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3. La deplecion genética de BOC tiene un efecto leve en la

proliferacion de las células de RMS in vitro

Con el proposito de determinar las propiedades oncogénicas de BOC en el RMS,
generamos dos lineas celulares con infraregulacion genética estable de BOC mediante
shRNA. Para ello, infectamos las lineas celulares RD y RH4 con el vector lentiviral
pGIPZ vacio, o con hasta 3 shRNA independientes disefiados especificamente contra
BOC, denominados sh19, sh64 y sh65. En ambas lineas, los shRNA que mejor
inhibieron la expresién de BOC tanto a nivel de proteina como de ARNm, fueron el

sh19 y el sh65 (Figura 8).

A RD RH4
pGIPZ sh19 shé4 shé5 pGIPZ sh19 sh64 shés
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3 oo 1| : 0.0 . ,

RD RH4 RD RH4

Figura 8. Los shRNA sh19 y sh65 reducen los niveles de ARNm y de proteina de BOC. A, Western
Blot (WB) mostrando los niveles de proteina de BOC en las lineas celulares RD (izquierda) y RH4 (derecha)
transducidas con el vector control pGIPZ y tres shRNAs contra BOC (sh19, sh64 y sh65). La actina fue
usada como control de carga. B, Cuantificacion relativa de la intensidad de las bandas del WB de BOC (A).
La intensidad de cada banda fue medida mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Los
valores de intensidad fueron normalizados con los niveles del control de carga y posteriormente referidos
a la condicion control (pGIPZ), en blanco. C, Expresion relativa del ARNm de BOC en las lineas celulares
RD y RH4 transducidas con el vector control pGIPZ y tres shRNAs contra BOC (sh19, sh64 y sh65). Los
datos fueron normalizados con la expresion del gen endégeno TBP, referidos a la expresion de la condicion
control (pGIPZ) y finalmente, expresados como 2(2%, Los resultados representan la media (SD) de 3
réplicas por condicién. La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de dos factores,
donde ** p<0.01; **** p<(0.0001.
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Una vez generada la herramienta de deplecién genética en las lineas celulares de RMS,
procedimos a comprobar el efecto de la pérdida de expresion de BOC en la
proliferacién celular (Figura 9). De manera consistente, los shRNA asociados a una
mayor disminucion de la expresion de BOC, el sh19 y el sh65, fueron los mas efectivos
inhibiendo la proliferacién. No obstante, la reduccién de la proliferaciéon observada fue
moderada, so6lo se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto a la
condicién control tras 5 dias de incubacién, que, en el mejor de los casos, supusieron

una disminucion del incremento de células de menos de la mitad.

RD RH4
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8 sh19 8 sh19
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Figura 9. La inhibicién genética de BOC tiene un efecto leve sobre la proliferacién celular del
RMS. Curvas de proliferacion celular de las lineas celulares RD (izquierda) y RH4 (derecha) transducidas
con el vector control pGIPZ y tres shRNAs contra BOC (sh19, sh64 y sh65). El numero de células de cada
condicion fue evaluado a 0, 3 y 5 dias post-siembra en el caso de la linea RD, y a 0, 2 y 5 dias en el caso
de lalinea RH4. Los valores muestran la media (SD) de 3 réplicas por condicién. La significacién estadistica
usada corresponde a la prueba ANOVA de dos factores, donde * p<0.05; **** p<0.0001.

4. La deplecion genética de CDO reduce los niveles de GLI3 y
compromete la proliferacion de las células de RMS

4.1. La inhibicién de CDO compromete drasticamente la
proliferacion celular in vitro

Del mismo modo que en el estudio realizado sobre BOC, con la intencién de determinar
las posibles propiedades oncogénicas de CDO en el RMS, generamos lineas celulares
con infraregulacién genética estable de CDO mediante shRNA. En este caso,

infectamos tres lineas celulares de RMS (RD, RH4 y RH30) con el vector lentiviral pRFP

vacio, o con 2 shRNA independientes disefiados especificamente contra CDO,
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denominados shA y shB. El vector que redujo de manera mas eficiente los niveles de
proteina y ARNm de CDO en las lineas celulares testadas fue el shB. Consistentemente,
la proliferacién celular fue comprometida de manera acorde al grado de inhibicién de
CDO (Figura 10). De esta manera, en la linea RH4 donde la privacion de CDO
conseguida fue practicamente total, el crecimiento celular fue inhibido tan
drasticamente que imposibilité el cultivo celular prolongado de las células transducidas
con el vector shB. Consecuentemente, en las lineas RH30 y RD, donde la privacién de
CDO fue parcial, la reduccion de la proliferacion celular fue menos dréstica. Siendo, la

linea de mayor expresién de CDO, RD (Figura 7), la méas resistente a la inhibicién

genética de CDO.
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Figura 10. La inhibicion genética de CDO compromete la proliferacion celular del RMS. A,
Western Blot (WB) mostrando los niveles de proteina de CDO en las lineas celulares de RMSa RH4 y RH30
y la linea de RMSe RD, transducidas con el vector control pRFP y dos shRNAs contra CDO (shA y shB).
La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacién relativa de la intensidad de las bandas del
WB de CDO (A). La intensidad de cada banda fue medida mediante el programa de procesamiento de
imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron normalizados con los niveles del control de carga y
posteriormente referidos a la condicién control (pRFP), en blanco. C, Expresion relativa del ARNm de CDO
en las lineas celulares RH4 y RD transducidas con los vectores pRFP, shA y shB. Los datos fueron
normalizados con la expresion del gen endogeno TBP, referidos a la expresién de la condicién control
(pRFP) y finalmente, expresados como 222, [os resultados representan la media (SD) de 3 réplicas por
condicién. D, Curvas de proliferacion celular de las lineas celulares de RMS transducidas con los vectores
PRFP, shA y shB. El nimero de células de cada condicién fue evaluado a 0, 2 y 4 dias post-siembra en el
caso de lalinea RH4 y RH30,y a0, 3y 5 dias en el caso de la linea RD. Los valores muestran la media (SD)
de 3 réplicas por condicion. La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de dos
factores, donde * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

4.2. La inhibicion de CDO reduce los niveles del efector de
la via Hh mas expresado en RMS, GLI3

A continuacién, dada la falta de informacion sobre la sefializacion desencadenada por
CDO, decidimos comprobar el estado de activacion de la via Hh tras la deplecion
genética de CDO. En la Figura 11 se muestran los niveles de proteina de los factores
de transcripcién GLI1 y GLI3. La cuantificacion de los WB realizados en las tres lineas
celulares nos permitié obtener un valor de expresién y una significacion estadistica de
las diferencias, ademaés de aportar consistencia biolégica a los resultados. En resumen,
concluimos que la inhibicién genética de CDO provoca una disminucion del factor de
transcripciéon GLI3, tanto de su forma activa (GLI3-A) como de su forma represora

(GLI3-R), consistente en las tres lineas celulares de RMS testadas.

Interesados por el claro efecto observado en GLI3, otro componente de la via Hh cuyo
papel en RMS permanece inexplorado, comparamos los niveles de expresion de los
tres factores de transcripcion GLI en todas las bases de datos de pacientes con RMS,
accesibles desde la plataforma R2. En total, en la Figura 12 se muestra la expresion de
GLI1, GLI2 y GLI3 en las siguientes cinco bases de datos de pacientes:
ps_avgpres_gse66533geo58 ul33p2  publicada por F.G. Barr en 2016,
ps_avgpres_rmsschafer30_ul33a  publicada por B.W. Schafer en 2008,
ps_avgpres_gsel 14621geot101_huex10t publicada por S.X. Skapek en 2018 y las
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publicadas por E. Davicioni y M. Heiskanen, previamente mencionadas. A pesar de las
diferentes plataformas y metodologias de andlisis, en todas las bases de datos el factor
de transcripcion mas expresado fue GLI3, seguido de GLI2 y, por ultimo, el menos

expresado, GLI1. Sugiriendo un posible papel preponderante de GLI3 en el RMS.
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Figura 11. La inhibicion genética de CDO disminuye los niveles de expresion del factor de
transcripcion GLI3. A, Western Blot (WB) mostrando los niveles de proteina de GLI1 y GLI3 (GLI3-Ay
GLI3-R) en las lineas celulares RH4, RH30 y RD, transducidas con el vector control pRFP y dos shRNAs
contra CDO (shA y shB). La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacion relativa de la
intensidad de las bandas del WB del apartado A. La intensidad de cada banda fue medida mediante el
programa de procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron normalizados con los
niveles del control de carga y posteriormente referidos a la condicién control (pRFP), en blanco. Las barras
representan la media (SD) de la cuantificacién relativa de las tres lineas celulares analizadas (circulos). La
significacién estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA, donde * p<0.05; *** p<0,001.
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Figura 12. GLI3 es el efector de la via Hh mas expresado en tumores de RMS. Datos de expresion
de los factores de trancripcion GLI1, GLI2 y GLI3 en tumores de RMS, extraidos de la plataforma de
andlisis de datos genomicos R2: Genomics Analysis and Visualization Platform (http://r2.amc.nl). Los
graficos representan la expresion (Log2) de cada una de las bases de datos de de RMS disponibles en la
plataforma R2: A, Graficos en rojo mostrando los datos obtenidos de la base de datos de Davicioni; B,
Graficos en verde mostrando los datos obtenidos de la base de datos de Heiskanen; C, Graficos en azul
oscuro mostrando los datos de la base de datos de Barr; D, Graficos en morado mostrando los datos
obtenidos de la base de datos de Schafer; E, Graficos en azul claro mostrando los datos obtenidos de la
base de datos de Skapek.
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4.3. La inhibicion genética de CDO reduce el crecimiento
tumoral del RMS in vivo

Por ultimo, esperando corroborar los resultados anti-proliferativos obtenidos in vitro,
decidimos comprobar el efecto de la deplecion genética de CDO in vivo mediante la
realizacion de un modelo de crecimiento tumoral ortotopico (Figura 13). Para ello, la
linea celular RH4 fue infectada con el vector control pRFP o con el vector shB. Cuatro
dias después de la infeccidn, se inyectaron 3 millones de células viables en el muasculo
gastrocnemio de 8 ratones inmunodeprimidos (SCID-Beige) por grupo. Una porcioén de
estas células fue de nuevo sembrada in vitro para la evaluacion de la expresion de CDO
por WB tras 5 y 12 dias después de la inyeccién. Pudimos comprobar que, en estas
células, la expresion de CDO permanecié infraregulada durante, al menos, los 5
primeros dias después de la inyeccion de las células en los ratones. Sin embargo, el
analisis por WB mostré como tras 12 dias de la inyeccioén, los niveles de proteina de
CDO fueron restaurados. Paralelamente, el crecimiento tumoral fue evaluado
semanalmente. En la Figura 13 B-C, se muestra la evolucién del volumen de los
tumores hasta el dia 50, dia en el que el primer ratén del grupo control fue sacrificado
segun el criterio de punto final de volumen maximo establecido (>500mm?®). Ambos
graficos confirmaron una reducciéon estadisticamente significativa del crecimiento
tumoral en los ratones del grupo shB. Sin embargo, debido a la restauracién de los
niveles de CDO observada en las células in vitro, decidimos alargar el estudio hasta que
todos los tumores alcanzaran el criterio de punto final de volumen maximo. Las
diferencias entre los dos grupos se magnificaron en el dia 53, momento en el cual mas
de la mitad de los ratones del grupo control y ningun ratén del grupo con
infraregulacién de CDO, fueron sacrificados. No obstante, al final del estudio todos los

ratones desarrollaron tumores con un volumen igual o superior a 500mm?.
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Figura 13. La infraregulacion genética de CDO causa una reduccion del crecimiento tumoral
ortotopico en ratones SCID-Beige. A, Esquema del protocolo usado para la realizacién del modelo de
deplecién genética de CDO in vivo. B, Cinética del crecimiento tumoral ortotépico de la linea celular RH4
transducida con el vector control pRFP (gris) o el shRNA anti-CDO shB (verde) y posteriormente inoculada
en el musculo gastrocnemio posterior izquierdo de los ratones. El grafico representa el volumen tumoral
promedio (media * SEM) de 8 ratones SCID-Beige por grupo. La significacion estadistica usada
corresponde a la prueba ANOVA de dos factores, donde * p<0.05; **** p<0.0001. C, Volumen de los
tumores del grupo pRFP (circulos grises) y del grupo shB (circulos verdes) en el dia 50 del estudio. Las
barras del grafico muestran la media + SEM de cada grupo. La significacion estadistica usada corresponde
a la prueba t de Student con correccion de Welch, donde * p<0.05. D, WB mostrando los niveles de
proteina de CDO en las células cultivadas in vitro tras la inoculacion (panel superior) y en los tumores de 4
ratones de cada grupo. E, Cinética de crecimiento tumoral individual de cada ratén del grupo control
(circulos grises) y del grupo shB (circulos verdes). El gréfico representa el volumen tumoral de cada ratén,
hasta el momento en el que alcanza o excede el volumen determinado como criterio de punto final.
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5. El compuesto priorizado por su probabilidad de interaccion
con CDO (SLT-0463) mejora la potencia antiproliferativa de los

inhibidores de referencia de la via Hh in vitro

Una vez postulado el plausible potencial terapéutico de la inhibiciéon de CDO en RMS,
focalizamos nuestros esfuerzos en el desarrollo de nuevos compuestos inhibidores que
recapitularan el efecto antiproliferativo observado mediante la infraregulacién
genética.

Uno de los primeros aspectos fundamentales que tuvimos en cuenta para la
identificacién de posibles nuevos compuestos inhibidores fue la accesibilidad a datos
estructurales y funcionales sobre la diana de interés. Gracias a las bases de datos
AlphaFold y PDB pudimos conseguir un modelo tridimensional (3D) tanto de la
estructura proteica de CDO completa, como de la estructura mas especifica encargada
de interaccionar y formar un complejo cuaternario con los ligandos HH (Figura 14)
(313,314). Tal como comentamos previamente (INTRODUCCION 2.1.2.) y podemos
observar en la Figura 14, el dominio FNIII de CDO es el responsable de interaccionar
con HH de manera calcio-dependiente. A pesar de que en la figura sélo se muestre la
estructura cristalina formada con IHH, las estructuras cristalinas de los otros dos

ligandos también han sido resueltas y estan disponibles.

A continuacion, dada la inexistencia de ningin compuesto inhibidor de CDO en fase
clinica ni preclinica, contactamos con IUCT (actual SELABTEC del grupo Leitat) para
la identificacion de nuevos compuestos antagonistas de CDO. Fruto de esta
colaboracién, se realizé un cribado virtual de més de 12.000 moléculas pertenecientes
tanto a la quimioteca privada de IUCT, como al repositorio publico DrugBank,
focalizado en la identificaciéon de moléculas capaces de inhibir la via a nivel de ligando
(315) (Figural5). Para ello, con la intencién de no ser demasiado restrictivos a pesar de
que el objeto de interés era CDO, se seleccionaron como posibles dianas otros
componentes de la via Hh: SHH, DHH, IHH, PTCH, BOC y GASI1. En el cribado se

utilizaron diversas herramientas bioinformaticas de docking estructural. En primer
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lugar, se recopilaron los cristales de las proteinas de interés disponibles en la base de
datos PDB y en dos casos, se modelizaron las posibles estructuras proteicas mediante
Swiss-model partiendo de la secuencia primaria de las proteinas obtenida a través de
Uniprot (316,317). En el caso concreto de CDO, se utilizé el cristal de CDO unido a
[HH disponible en el PDB (Identificacién PDB: 3N1F) y representado en la Figura 14
B. Los estudios de docking proporcionaron una lista de posibles moléculas con gran
probabilidad de interaccién para cada una de las dianas seleccionadas, que
posteriormente fueron testadas in vitro. En la Figura 15 B, se muestran las moléculas
con mayor probabilidad de interaccion con CDO, es decir, cuyas interacciones

requieren menos energia, que fueron priorizadas para los experimentos in vitro.

Figura 14. El dominio FNIII de CDO forma un complejo cuaternario con los ligandos Hh. A,
Prediccién de la estructura proteica 3D de CDO a partir de su secuencia aminoacidica (AF-Q4KMGO0-F1)
producida por la base de datos de estructuras proteicas AlphaFold. B, Estructura cristalina del complejo
cuaternario formado entre el dominio FNIII (posiciones 826-924) de CDO vy el ligando IHH, obtenida del
PDB (Identificacion PDB: 3N1F). Las bolas verdes representan moléculas de calcio.
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Figura 15. Cribado virtual de moléculas capaces de interaccionar con componentes de la via Hh
a nivel de ligando. A, Esquema del protocolo empleado para el cribado virtual de compuestos
procedentes de la quimioteca privada de IUCT o de la base de datos DrugBank, con alta probabilidad de
interaccion con 7 componentes de la via Hh: SHH, DHH, IHH, PTCH, BOC, CDO y GAS1. B, Lista de los
compuestos priorizados con mayor probabilidad de interaccion (menor energia de interaccion predicha)
con CDO.

En total, se realizd un cribado de la capacidad antiproliferativa in vitro de 33
compuestos priorizados por sus altas probabilidades de interacciéon con los diferentes
componentes de la via Hh escogidos como dianas (Figura 16). El ensayo de
proliferacién realizado en las lineas celulares RH4 y RD tras 5 dias de incubacion con
los correspondientes compuestos a 10uM, determiné al compuesto I[UCT-0463 (en
adelante referido como SLT-0463) —priorizado por su alta probabilidad de interaccion

con CDO—-, como el compuesto mas eficaz impidiendo la proliferacion in vitro de ambas

lineas celulares.
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Figura 16. IUCT-0463 es el compuesto que posee mayor capacidad antiproliferativa in vitro.
Ensayo de proliferacién en las lineas celulares RH4 y RD, tras 5 dias de incubacién con los
correspondientes compuestos (barras de color gris) a 10uM. El compuesto mas efectivo, se muestra en
color azul. La condicion DMSO fue usada como control (barras de color blanco). Los valores corresponden
a la media (SD) de la absorbancia del cristal violeta a 590nm de 8 réplicas por condicion referidas a la
condicién control, tomada como 100%. La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA
de un factor, donde * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0,001; **** p<0.0001.

El nombre del compuesto SLT-0463 segtin la nomenclatura internacional IUPAC es: N-
[1-[2-Fluoro-4-(2-methoxyphenyl)phenyl]-2-oxopiperidin-3-yl]-5-pyridin-2ylthiophene-
2-sulfonamide. En la Figura 17 se muestra la estructura 3D generada mediante esta
nomenclatura a través de la aplicaciéon web MolView v2.4, asi como datos quimicos
relevantes sobre el compuesto SLT-0463 y su numero de identificacién en la base de
datos de moléculas perteneciente a la biblioteca nacional de medicina estadounidense,
PubChem. Finalmente, en el apartado B también se muestra una imagen representativa

de la posible interaccion entre el dominio FNIII de CDO y el compuesto SLT-0463
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generada mediante la plataforma de descubrimiento de fAirmacos mcule, cuyo centro

de union es el acido aspartico numero 874.

A
N-[1-[2-Fluoro-4-(2-methoxyphenyl)phenyl]-2-oxopiperidin-3-yl]-5-pyridin-2-ylthiophene-2-sulfonamide

SLT-0463
Formula C(,;H,4FN,0,S,

Peso molecular 5376u

Idgﬂg?ﬁgﬁ]ﬂ“ 151461574

SLT-0463

Figura 17. Modelo de interaccién virtual entre el compuesto SLT-0463 y el dominio FNIII de
CDO. A, Estructura e informaciéon molecular del compuesto SLT-0463 obtenidas mediante la aplicacion
web MolView v2.4 (http://molview.org). B, Imagen de un posible docking representativo de la interaccién
entre el dominio FNIII de CDO y el compuesto SLT-0463 obtenida mediante la plataforma mcule
(https://mcule.com).

Posteriormente, evaluamos la sensibilidad de las lineas celulares RH4, RH30 y RD al
compuesto SLT-0463 mediante la realizacién de curvas dosis-respuesta tras 5 dias de
tratamiento (Figura 18). Ampliamos el experimento afiadiendo las curvas dosis-

respuesta de los actuales farmacos inhibidores de la via HH de referencia, el
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Vismodegib y el Sonidegib. Los resultados concordaron con los obtenidos previamente
mediante la deplecién genética de CDO, siendo la linea celular mas sensible al
tratamiento la RH4 y la més resistente la RD. Adicionalmente, comprobamos que el
compuesto SLT-0463 demuestra un mayor potencial anti-proliferativo en las tres lineas

celulares de RMS, que los dos inhibidores HH de referencia analizados.
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Figura 18. El compuesto SLT-0463 mejora la potencia de contencién de la proliferacién celular
in vitro de los inhibidores Hh de referencia. Curvas dosis-respuesta de los compuestos Vismodegib
(gris), Sonidegib (negro) y SLT-0463 (azul) en las lineas celulares RH4, RH30 y RD. Se evalu¢ la
proliferacién celular tras 5 dias de tratamiento de los respectivos compuestos a 0, 1, 2, 5, 10 y 50 uM. Los
valores corresponden a la absorbancia media (SD) del cristal violeta a 590nm de 5 réplicas por condicién
referidas a la concentracién 0, tomada como 100%.

Una vez comprobada la capacidad funcional del compuesto SLT-0463 y dada su
propiedad quiral, comprobamos si existian diferencias funcionales entre el compuesto
SLT-0463 seleccionado (también referido como #463-S) y su enantiomero R (también
referido como #463-R). Las dos formas de una molécula quiral denominadas
enantiomeros, también llamados isémeros o6pticos, son un tipo de estereoisdémeros
cuyas imagenes son especulares. A pesar de conservar una composiciéon quimica
idéntica, su quiralidad produce diferencias significativas en la interaccién con otras
moléculas, hecho que puede ser muy relevante en los ambitos farmacocinéticos y
farmacodinamicos (318). En efecto, el andlisis de la actividad antiproliferativa de ambos
enantiomeros, reveld una mayor efectividad del compuesto SLT-0463-S, a pesar de

que el enantiomero R también comprometié el crecimiento celular de manera

significativa (Figura 19). Adicionalmente, estudios posteriores realizados por
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SELABTEC descartaron la conversion quiral o epimerizacién del compuesto SLT-0463-

S tanto in vitro como in vivo en rata y ratéon (resultados no mostrados).

150
*kkk ,—l**** *kkk
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Figura 19. El enantiomero S (#463-S) presenta mayor actividad antiproliferativa que el
enantiomero R (#463-R). Ensayo de proliferacion celular en las lineas celulares RH4, RH30 y RD, tras 5
dias de incubacién con el compuesto SLT-0463 (#463-S) o con su isémero optico (#463-R) a 10uM. La
condicion DMSO fue usada como control. Los valores corresponden a la media (SD) de la absorbancia del
cristal violeta a 590nm de 5 réplicas por condicion referidas a la condicién control, tomada como 100%.
La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de dos factores, donde **** p<0.0001

6. El tratamiento con el compuesto SLT-0463 recapitula los

efectos de la inhibicion genética de CDO.

6.1. El compuesto SLT-0463 reduce los niveles de proteina
de CDO y GLI3

Tras comprobar el efecto antiproliferativo del compuesto SLT-0463 y con la intencién
de relacionarlo con su alta probabilidad de interacciéon con CDO, analizamos el estado
de activacion de la via Hh mediante WB. En la Figura 20 se muestran los niveles de
proteina de los correceptores CDO y BOC y de los factores de transcripcién GLI1-3,
tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento en las lineas celulares RH4, RH30 y RD. De esta
manera, mediante la cuantificacién de la intensidad de las correspondientes bandas del
WB, comprobamos que el compuesto SLT-0463 provocd una reduccion significativa
de los niveles de CDO en las tres lineas celulares testadas. Adicionalmente, se observo
una ligera tendencia de disminucién de los niveles de BOC. Respecto a los efectores
finales de la sefializacién Hh, no se observaron diferencias consistentes en los niveles

detectados de GLI1, ni GLI2. No obstante, recapitulando los cambios producidos tras

159



RESULTADOS

la inhibicion genética de CDO, el tratamiento con SLT-0463 también produjo un
descenso significativo del factor de transcripcién GLI3, reivindicando de nuevo su

relevancia en la sefializacién de la via Hh dependiente de CDO.
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Figura 20. El compuesto SLT-0463 reduce los niveles de proteina de CDO y del factor de
transcripcion GLI3. A, WB mostrando los niveles de proteina de componentes de la via Hh en las lineas
celulares de RMS RH4, RH30 y RD, tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) durante 24,
48y 72 horas. La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacién relativa de la intensidad de las
bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada banda fue medida mediante el programa de
procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron normalizados con los niveles del
control de carga y posteriormente referidos a la condiciéon control DMSO del tiempo de tratamiento
correspondiente. Las barras representan la media (SD) de la cuantificacion relativa de las tres lineas
celulares analizadas (circulos). La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA, donde
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0,001; **** p<0.0001.
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Seguidamente, dado el remarcable efecto sobre la proliferacion celular, realizamos
diferentes ensayos funcionales y moleculares adicionales, para concretar los efectos
antioncogénicos del tratamiento con el compuesto SLT-0463. Asimismo, con la
intencion de comparar las dos estrategias inhibitorias de CDO empleadas, se muestran
duplicados de los ensayos moleculares realizados en las células con deplecién genética

de CDO.

6.2. El compuesto SLT-0463 provoca el arresto del ciclo
celular in vitro

En primer lugar, determinamos, mediante citometria de flujo, un arresto significativo
del ciclo celular en fase G1 tras 24 horas de tratamiento en las lineas RH4 y RH30.
Hecho que concuerda con una disminucion de las células dispuestas a duplicarse (fases
G2 y M) y, por lo tanto, con el efecto antiproliferativo observado previamente (Figura
21). En la linea RD, se produjo una ligera acumulacion de células en fase G1 tras 72
horas de tratamiento, que, sin embargo, no resulté significativa. No obstante, si fue
significativa la reduccién de células en fase S. Lo cual, del mismo modo que en las otras
lineas, denota una disminucién de las células que se preparan para la divisién
proliferativa y, por lo tanto, coincide con la reducciéon moderada de la proliferacion

observada en esta linea celular.

Reforzando el andlisis funcional, se analizaron los niveles de proteina de dos
marcadores clave para la progresién del ciclo celular, pRB y CCNB1, tras 24, 48 y 72
horas de tratamiento con el compuesto SLT-0463 (Figura 22). Brevemente, la proteina
retinoblastoma (pRB) es un inhibidor de la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular, por lo que el avance del ciclo durante la fase tardia G1, requiere la
hiperfosforilacién y consecuente inactivacién de pRB. La inactivacién no regulada de
pRB ha sido ampliamente asociada a fenotipos malignos, con un alto grado de
proliferacién celular (319,320). En efecto, las tres lineas celulares de RMS mostraron
niveles muy altos de pRB fosforilada, los cuales, de manera concordante con el arresto

del ciclo celular en G1 observado en el ensayo funcional, disminuyeron progresiva y
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drasticamente tras la incubacién con el compuesto SLT-0463. Adicionalmente, la
severa reduccion observada en los niveles de la ciclina B1 (CCNB1), ciclina encargada
de la progresiéon de G2 a mitosis y cuya expresion se incrementa progresivamente a
medida que las células avanzan hacia el proceso de duplicacién, de nuevo confirmé a
nivel molecular el arresto del ciclo celular de las células tratadas con el compuesto

SLT-0463 en su fase mas incipiente, G1 (321).

De forma concordante, el analisis de los niveles de CCNB1 en las tres lineas celulares
con deplecion genética de CDO, mostro cierta tendencia a la reduccién de los niveles
de esta ciclina, principalmente en las lineas mas sensibles a la inhibicion de CDO, RH4

y RH30 (Figura 23).
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Figura 21. El compuesto SLT-0463 provoca el arresto del ciclo celular in vitro. El estudio del ciclo
celular se realizo mediante citometria de flujo y tincion de yoduro de propidio. A, Histogramas mostrando
el numero de células en funcién de la sefial de deteccién de yoduro de propidio (FL2-H), equivalente al
contenido de ADN presente en cada célula. Se delimitan como M1 las células en la fase G1, como M2 las
células en la fase S y como M3 las células en G2. El andlisis se realizo en las lineas RH4, RH30 y RD,
tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) a 10uM durante 24 horas, en el caso de RH4 y
RH30, y 72 horas en el caso de la linea RD. B, Graficos de barras representando la media (SD) de la
proporcion de células (referida como porcentaje del total de células de cada condicién) en las diferentes
fases del ciclo (G1, S y G2), de dos experimentos independientes. La significacién estadistica usada
corresponde a la prueba t de Student, donde * p<0.05; *** p<0,001; **** p<0.0001.

163



RESULTADOS

RH4 RH30 RD

24h  48h 12h 24h  48h  T72h 24h  48h  T72h
DMS0#463 DMS0#463 DMSO#463 DMS0#463 DMSO#£463 DMSO#463 DMS0#463 DMS0#463 DMS0#463
A L T T T LT

e = (== |[eeese=]
T e e | [ ——| e =]

B

157 - pmso
0 H#A63 srxx

RVE [=== zez 000 ae 00G 000

Kkkk *k kK

0.54 wokwk| |

"

24h  48h 72h 24h  48h  72h
pRB CCNB1

Cuantificacion relativa
WB

Figura 22. El compuesto SLT-0463 reduce los niveles de proteina de los marcadores de
progresion de ciclo pRB y CCNB1. A, WB mostrando los niveles de proteina de pRB fosforilada y
CCNBI1 en las lineas celulares de RMS RH4, RH30 y RD, tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-
0463 (#463) durante 24, 48 y 72 horas. La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacién
relativa de la intensidad de las bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada banda fue medida
mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron
normalizados con los niveles del control de carga y posteriormente referidos a la condicién control DMSO
de cada uno de los tiempos de duracion del tratamiento (24, 48 y 72 horas). Las barras representan la
media (SD) de la cuantificacion relativa de las tres lineas celulares analizadas (DMSO en circulos grises y
#463 en circulos azules). La significacion estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA, donde ****
p<0.0001.
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Figura 23. La inhibiciéon genética de CDO reduce los niveles de proteina del marcador de
progresion de ciclo y diana de la via Hh, CCNB1. A, WB mostrando los niveles de proteina de CCNB1
en las lineas celulares de RMS RH4, RH30 y RD, transducidas con el vector control pRFP y dos shRNAs
contra CDO (shA y shB). La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacién relativa de la
intensidad de las bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada banda fue medida mediante el
programa de procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron normalizados con los
niveles del control de carga y posteriormente referidos al vector pRFP (barras blancas). Las barras
representan la cuantificacién relativa de cada condicién (pRFP en blanco y shRNAs contra CDO en tonos
verdes) para cada linea.

6.3. El compuesto SLT-0463 induce la muerte celular
apoptotica in vitro

Otro efecto funcional relacionado con una reduccién de la proliferacién y examinado

mediante citometria de flujo, fue la muerte celular por apoptosis. Para ello, las células

fueron doblemente tefiidas con Anexina V (conjugada con APC) y Sytox Blue tras 24,

48 y 72 horas de tratamiento Figura 24. La Anexina V se une a la fosfatidilserina

presente en las células apoptéticas tanto en etapas tempranas como tardias, mientras

que el Sytox Blue, s6lo marca las células en etapas tardias de la apoptosis o necrosis,
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dado que es incapaz de atravesar la membrana celular de las células vivas. La
cuantificaciéon del porcentaje de células positivas para Anexina V de cada condicién
demostr6 un incremento progresivo de células apoptéticas en las lineas RH4 y RH30
tratadas con el compuesto SLT-0463 a 10uM. Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en la linea RD, incluso tras doblar la concentraciéon del compuesto SLT-

0463 a 20uM.

Los marcadores moleculares analizados por WB para confirmar la apoptosis fueron los
niveles de las caspasas 9 y 3 y la escision proteolitica de PARP. Las caspasas son
mediadores cruciales de la apoptosis. Diferentes estimulos extra e intracelulares
pueden desencadenar la activacién de las caspasas consideradas iniciadoras —como es
el caso de la caspasa 9-, cuya activacion provoca la activacion de las caspasas
efectoras, entre las que destaca por su papel determinante, la caspasa 3. Las caspasas
efectoras catalizan la escision especifica de varias proteinas claves, que ocasionan los
cambios celulares caracteristicos de la apoptosis. Concretamente, PARP es uno de los
sustratos més conocidos de las caspasas ejecutoras (322). En la Figura 25 se muestran
los niveles de expresiéon de las proteinas apoptoéticas mencionadas. Dadas las
diferencias funcionales, los resultados de la linea RD se analizaron de manera
independiente. Respecto a las caspasas 9 y 3, a pesar de que no fuimos capaces de
detectar las formas activas, si pudimos comprobar un descenso de las formas inactivas,
denominadas pro-caspasas, en las lineas RH4 y RH30. Consecuentemente, en estas
lineas, detectamos tanto un descenso de los niveles totales de PARP como un
incremento de la forma fragmentada, tras 24 y 48h de tratamiento. Como era de
esperar, ninguno de estos cambios fue apreciado en la linea RD, donde el compuesto
SLT-0463 no indujo un incremento apoptético. Sin embargo, el andlisis de los
marcadores apoptoticos en las células con inhibicién genética de CDO mostré cambios
en las tres lineas celulares Figura 26. En todas ellas se produjo una bajada consistente,
aunque no significativa, de los niveles de las pro-caspasas 9 y 3. En cambio, las
alteraciones observadas en PARP difirieron en funcién de la linea celular. Mientras la

linea mas sensible a la inhibicion genética, la RH4, mostré una drastica disminucién de
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los niveles de PARP total y unos niveles indetectables de su escisién proteolitica, las
lineas RH30 y RD exhibieron un ligero incremento de la forma fragmentada, sin

variacion en los niveles de la proteina total.
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Figura 24. El compuesto SLT-0463 induce la apoptosis in vitro. La apoptosis se determin6 mediante
citometria de flujo y la doble tincién de Anexina V conjugada con APC y Sytox Blue. A, Gréficos
representativos que dividen a las células en funcién de la intensidad de marcaje de Anexina V (eje de
abscisas) y de Sytox Blue (eje de ordenadas) tras 72 horas de tratamiento. El andlisis se realizo en las lineas
RH4, RH30 y RD, tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) a 10uM en el caso de RH4 y
RH30, y 20puM en el caso de la linea RD, durante 24, 48 y 72 horas. B, Gréaficos de barras representando
el porcentaje de células apoptéticas en cada condicion. La significacion estadistica usada corresponde a la
prueba t de Student, donde * p<0.05; *** p<0,001; **** p<0.0001.
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Figura 25. El compuesto SLT-0463 provoca la activacion de la cascada de sefalizacién
apoptoética. A, WB mostrando los niveles de proteina de las formas precursoras de las Caspasas 9 y 3
(panel superior) y de las formas total y clivada de PARP1 (panel inferior), en las lineas celulares de RMS
RH4, RH30 y RD, tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) durante 24, 48 y 72 horas (6,
24 y 48 horas en el caso del WB de PARP en la linea RH4). La actina fue usada como control de carga. B,
Cuantificacién relativa de la intensidad de las bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada banda
fue medida mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron
normalizados con los niveles del control de carga y posteriormente referidos a la condicion control DMSO
respectiva de cada uno de los tiempos de duraciéon del tratamiento. En el primer grafico (panel superior
izquierdo), las barras representan la media (SD) de la cuantificacion relativa de las caspasas 3 y 9 en las
lineas celulares RH4 y RH30 (DMSO en circulos grises y #463 en circulos azules). El resto de graficos
expresan la cuantificacion relativa de manera individual para cada linea de las proteinas CASP9, CASP3,
PARP1 y PARP clivado en el caso de la linea RD (panel superior derecho) y PARP1 y PARP clivado en las
lineas RH4 (panel inferior izquierdo) y RH30 (panel inferior derecho). La significacion estadistica usada
corresponde a la prueba t de Student, donde ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 26. La inhibicién genética de CDO provoca la activacion de la cascada de seiializacion
apoptotica. A, WB mostrando los niveles de proteina de las formas precursoras de las Caspasas 9y 3y
de las formas total y clivada de PARP1, en las lineas celulares de RMS RH4, RH30 y RD, transducidas con
el vector control pRFP y dos shRNAs contra CDO (shA y shB). La actina fue usada como control de carga.
B, Cuantificacion relativa de la intensidad de las bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada
banda fue medida mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad
fueron normalizados con los niveles del control de carga y posteriormente referidos al vector pRFP (barras
blancas). Las barras representan la media (SD) de la cuantificacion relativa de las respectivas proteinas
para cada condicién (pRFP en blanco y shRNAs contra CDO en tonos verdes) en las tres lineas celulares.
La cuantificacion de PARP1 clivado en la linea RH4 no se muestra debido a la falta de banda en el WB.
Para comprobar la significacién estadistica de los datos se realizé una prueba ANOVA, donde * p<0.05.

6.4. El compuesto SLT-0463 induce la diferenciacion
celular in vitro
Adicionalmente, el tratamiento con el compuesto SLT-0463 también provoc6 cambios
morfologicos, perceptibles mediante la observacién directa bajo el microscopio, que
nos instaron a comprobar el efecto del tratamiento sobre la diferenciacién celular

(Figura 27). En la Figura 27 B se muestran imagenes de microscopia de la linea celular
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con una histologia alveolar més clara, la RH4. Tras tres dias de tratamiento, las células
exhibieron una morfologia ahusada y una tendencia al alineamiento, rememorando a

los miocitos en las ultimas etapas de diferenciacién y maduracién de la miogénesis.

Seguidamente, comprobamos la pérdida de capacidad de autorrenovacién de estas
células —cualidad inversamente asociada al grado de diferenciacién celular— mediante

un ensayo de formacién de colonias. En este caso, para evitar que los efectos
antiproliferativos del compuesto SLT-0463 interfirieran en el ensayo, lo llevamos a
cabo en ausencia de farmaco, con células pretratadas durante 4 (RH4 y RH30) o 7 dias
(RD) (Figura 27 A). Pese a ello, las tres lineas celulares sufrieron una reduccion

significativa del nimero de colonias formadas.

La confirmacién molecular de estos resultados se realizé mediante la comparacién por
WB de tres marcadores musculares asociados a diferentes etapas de la diferenciacién
miogénica: MYOD1, MYOG y SGCG (Figura 28). Brevemente, MYOD1 y MYOG son
dos factores de transcripcién claves durante el proceso de miogénesis a los que hicimos
referencia en el apartado INTRODUCCION 1.3.1.. En cambio, el sarcoglicano gamma
(SGCG) es un componente del complejo sarcoglicano, cuya expresion es exclusiva del
musculo estriado maduro (323). Por lo tanto, para simplificar, asociamos el marcador
MYOD1 a los mioblastos de las primeras etapas de la miogénesis, la expresién de
MYOG a los miocitos en las ultimas etapas de diferenciacion y especializacion
muscular, y, finalmente, la expresién de SGCG al musculo estriado maduro. Tal y como
podemos comprobar en la Figura 28, el tratamiento con el compuesto SLT-0463 redujo
la expresion de los marcadores de diferenciacion muscular iniciales, MYOD1 y MYOG,
y, en cambio, incrementé drasticamente los niveles de SGCG, practicamente
indetectable en las células de RMS tratadas con DMSO. No obstante, estos cambios no
se produjeron en la linea RD, donde los niveles de SGCG permanecieron indetectables
incluso después de 72 horas de incubacion con el compuesto SLT-0463.
Adicionalmente, el andlisis en las lineas celulares con depleciéon genética de CDO

corrobor6 la tendencia observada con el compuesto SLT-0463. En la Figura 29 se
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muestran una reduccion leve de los niveles de MYOD1 acompafiado de un incremento
de la expresion de SGCG en las lineas RH4 y RH30 transducidas con el shB, no asi en

la linea RD.
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Figura 27. El compuesto SLT-0463 induce la diferenciacion celular in vitro. A, Estudio de
formacion de colonias. Las células fueron pretratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) a
10uM durante 4 (RH4 y RH30) o 7 (RD) dias y posteriormente sembradas a baja densidad en medio sin
tratamiento. Los graficos muestran la media (SD) del recuento de colonias formadas de 3
réplicas/condicion, referidas a la condicién control DMSO, tomada como 100. La significacion estadistica
usada corresponde a la prueba t de Student, donde * p<0.05; *** p<0.001. B, Imagenes de microscopio
mostrando el cambio en la morfologia y distribucion de la linea celular RH4 tras 72 horas de tratamiento
con el compuesto SLT-0463 (#463).
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Figura 28. El compuesto SLT-0463 reduce la expresion de marcadores de diferenciacion
muscular incipientes y aumenta los niveles de marcadores de musculo esquelético adulto. A,
WB mostrando los niveles de proteina de los marcadores de musculo en desarrollo, MYOD1 y MYOG, y
del marcador de musculo esquelético adulto, SGCC, en las lineas celulares de RMS RH4, RH30 y RD,
tratadas con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) durante 24, 48 y 72 horas. La actina fue usada
como control de carga. B, Cuantificacion relativa de la intensidad de las bandas de WB del apartado A. La
intensidad de cada banda fue medida mediante el programa de procesamiento de imagen, Image J. Los
valores de intensidad fueron normalizados con los niveles del control de carga y posteriormente referidos
a la condicion control DMSO respectiva de cada uno de los tiempos de duracion del tratamiento. Las
barras representan la media (SD) de la cuantificacion relativa de las tres lineas celulares analizadas (DMSO
en circulos grises y #463 en circulos azules). La significaciéon estadistica usada corresponde a la prueba t
de Student, donde * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

172



RESULTADOS

A
RH4 RH30 RD

pRFP  ShA  ShB  pRFP  ShA  ShB pRFP ShA  ShB

el §
socs » [N (N
pcrins - [

B

z 7 RFP

- i o p

S o sha

“ 41 o shB

c 4

© m 24

K-

=

E 1-m | i mﬂ

c

©

=

O o

MYOD1 SGCG

Figura 29. La inhibicion genética de CDO provoca la reduccion de los niveles de MYOD1 y el
incremento de SGCG. A, WB mostrando los niveles de proteina de MYOD1 y SGCG en las lineas
celulares de RMS RH4, RH30 y RD, transducidas con el vector control pRFP y dos shRNAs contra CDO
(shA y shB). La actina fue usada como control de carga. B, Cuantificacion relativa de la intensidad de las
bandas de WB del apartado A. La intensidad de cada banda fue medida mediante el programa de
procesamiento de imagen, Image J. Los valores de intensidad fueron normalizados con los niveles del
control de carga y posteriormente referidos al vector pRFP (barras blancas). Las barras representan la
media (SD) de la cuantificacion relativa de las respectivas proteinas para cada condicion (pRFP en blanco
y shRNAs contra CDO en tonos verdes) en las tres lineas celulares. La cuantificacion de SGCG en la linea
RD no se muestra debido a la falta de banda en el WB. Para comprobar la significacion estadistica de los
datos se realizé una prueba ANOVA, donde * p<0.05.

6.5. El compuesto SLT-0463 reduce la invasion celular in
vitro

El tratamiento con el compuesto SLT-0463 redujo la capacidad invasiva de las tres
lineas celulares de RMS testadas mediante un ensayo Transwell tras 24 (RH4 y RH30)
0 48 (RD) horas de incubacion (Figura 30).
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Figura 30. El compuesto SLT-0463 reduce la invasion celular in vitro. El analisis de la capacidad
invasiva de las células se realiz6 mediante un ensayo Transwell (TW). Las células fueron sembradas en la
camara superior del TW en medio con DMSO o con el compuesto SLT-0463 (#463) a 10uM durante 24
(RH4 y RH30) 0 48 (RD) horas. Las células que migraron e invadieron la superficie inferior de la membrana
del TW fueron teflidas con Hoechst-33342 para facilitar el recuento bajo el microscopio (fotos
representativas). Los graficos muestran la media (SD) del recuento de células de la superficie inferior de la
membrana del TW de 3 réplicas por condicién referidas a la condicién control DMSO, tomada como 100%.
La significacion estadistica usada corresponde a la prueba t de Student, donde ** p<0.01.
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6.6. El compuesto SLT-0463 reduce el crecimiento tumoral
ortotopico in vivo

Finalmente, comprobamos la efectividad del compuesto SLT-0463 mediante la
realizacion de un modelo de crecimiento tumoral ortotépico en ratones NOD-SCID
(Figura 31). Para ello, inyectamos un millén de células de la linea RH4 en el musculo
gastrocnemio de la extremidad posterior derecha de 10 ratones. Tras 31 dias,
aleatorizamos los ratones con tumor confirmado (n=9) en dos grupos con el mismo
volumen tumoral medio y comenzamos la administracién del compuesto SLT-0463. El
tratamiento se realizé mediante inyeccién intraperitoneal diaria del vehiculo (n=4) o
del compuesto #463 (n=5) a una dosis de 20mg/kg, durante un total de 31 dias. El
peso de los ratones fue monitorizado a lo largo de todo el estudio como medida
indicadora de toxicidad y bienestar de los animales. Dado que los ratones tratados
mostraron un incremento de peso incluso superior al de los animales control,
deducimos que el compuesto SLT-0463 administrado intraperitonealmente a una dosis
diaria de 20mg/kg no ocasion6 una toxicidad severa. Por otro lado, la efectividad
antitumoral del compuesto fue confirmada tras la reduccion del volumen y el peso
tumoral en los ratones tratados con el compuesto #463. En las medidas ex vivo del
grupo control se incluyen los datos de un ratén que fue sacrificado 6 dias antes del
punto final, debido a los criterios éticos de volumen maximo. Hecho que, suponiendo
que el volumen y el peso del tumor de ese ratéon habrian continuado aumentando,
probablemente, haya reducido las diferencias existentes entre el crecimiento tumoral
de ambos grupos. A pesar de ello, la reducciéon media conseguida por el compuesto
SLT-0463 tanto en el peso, como en el volumen de los tumores, es de

aproximadamente el 50%.
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Figura 31. El compuesto SLT-0463 causa una reduccién del crecimiento tumoral ortotopico en
ratones NOD-SCID. A, Esquema del protocolo usado para la validacion del efecto antitumoral del
compuesto SLT-0463 (#463) in vivo, mediante la inyeccion de 1x106 células de la linea RH4 en el musculo
gastrocnemio de 10 ratones NOD-SCID. B, Evolucién del peso medio de los ratones tratados con el
vehiculo o con el compuesto SLT-0463 (#463). C, Cinética del crecimiento tumoral ortotépico desde el
inicio hasta el final del tratamiento. El grafico representa el volumen tumoral promedio (media £ SEM) de
4 ratones NOD-SCID en el grupo control (VEHICULO) y 5 en el grupo tratado con el compuesto #463 a
la concentracion de 20mg/kg. La significaciéon estadistica usada corresponde a la prueba ANOVA de dos
factores, donde **** p<0.0001. D, Peso ex vivo de los tumores del grupo VEHICULO (circulos grises) y del
grupo #463 (circulos verdes) en el punto final del estudio. Las barras del grafico muestran la media (SD)
del peso de los tumores pertenecientes a cada grupo. La significacién estadistica usada corresponde a la
Prueba t de Student, donde * p<0.05. E, Comparacién del volumen de los tumores del grupo VEHICULO
(circulos grises) y del grupo #463 (circulos verdes) en el momento de la randomizacién (inicio) y en el
punto final del estudio. Las barras del grafico muestran la media + SEM del volumen de los tumores
pertenecientes a cada grupo en ambas etapas del estudio. La significacion estadistica usada corresponde
a la prueba ANOVA de dos factores, donde ** p<0.01.

7. La expresion de CDO es un indicador de mal pronéstico en
Sarcoma de Ewing y su inhibiciéon reduce la proliferacion in

vitro en sarcomas 0seos

Dada la gran relevancia de CDO en la oncogenicidad del RMS, decidimos evaluar su

papel en otros tumores.

Los sarcomas de Ewing, del mismo modo que los RMS, son sarcomas de origen
embrionario pertenecientes al grupo de tumores de células pequefias, redondas y
azules, llegando, debido a estas semejanzas, incluso a presentar dificultades en su
distincion al diagnostico. Asimismo, también son neoplasias que afectan
principalmente a nifios y adolescentes y, aunque aparecen preferentemente en hueso,
aproximadamente un 15% de los pacientes presentan afecciéon primaria en tejidos

blandos (324,325).

A nivel molecular, la relevancia de la via Hh en los tumores éseos como el SE o el OS,
ha emergido progresivamente a lo largo de la ultima década. Aunque la literatura es
escasa, se ha demostrado una sobreexpresiéon de GLI1 en muestras de tumores de
pacientes y lineas celulares de SE, asi como una relacién entre la expresion de varios

genes de la via Hh con la apariciéon de metéastasis. Respecto al OS, varios estudios
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preclinicos han validado la sobreexpresion de diversos componentes de la via Hh, entre

los que se encuentran los ligandos Hh: SHH, DHH e IHH (326).

Tras corroborar a nivel bibliografico la importancia de la via Hh en estos tumores vy,
por lo tanto, el posible interés del estudio de CDO, decidimos comenzar su

caracterizacion en los sarcomas 0seos.

De la misma manera que en el estudio del RMS, comenzamos por la caracterizacién de
los niveles de expresién. Para ello, analizamos datos de expresion génica de tumores

de pacientes de SE y de OS disponibles a través de la plataforma R2 (http://r2.amc.nl).

En la Figura 32 se muestra el andlisis de expresién de CDO en muestras de SE y de
musculo esquelético disponibles en la base de datos
ps_avgpres_gsel 7679geo117_ul33p2 publicada por Suvi Savola en 2011 y en muestras
de OS comparadas con células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés:
Mesenchymal Stem Cells) y hueso sano, obtenidas de la base de datos
ps_avgpres_osteosarcomal27_ilmnhwg6v2 publicada por Marieke Lydia Kuijjer en 2012.
En el estudio del SE, la expresién de la sonda de CDO (227526_at) fue estimada
mediante la plataforma U133p2 de Affymetrix y los datos fueron normalizados
mediante el método MAS5.0. En cambio, en el estudio de las muestras de OS se analizo
la sonda de CDO (ILMN_1751411) mediante la plataforma Illumina human-6 v2.0
expression beadchip y los datos fueron normalizados mediante el método VST. A pesar
de que la unica diferencia significativa observada fue el incremento de la expresién de
CDO en las muestras de SE versus el musculo esquelético, en ambas neoplasias existe
un subgrupo de pacientes con una sobreexpresion de CDO. Adicionalmente, a
diferencia del RMS, tanto el SE como el OS disponen de datos de supervivencia que
permitieron realizar el analisis Kaplan-Meier en funcion de la expresion de CDO. Los
pacientes fueron divididos segun si su expresién se encontraba por encima o por
debajo de la mediana. De nuevo, so6lo se apreciaron diferencias significativas en el
analisis de las muestras de SE, donde los tumores con mayor expresion de CDO se

asociaron a peores probabilidades de supervivencia.
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Figura 32. La expresion elevada de CDO en tumores de Sarcoma de Ewing se asocia a una menor
probabilidad de supervivencia. A y C, Los datos de expresion de CDO fueron extraidos de la
plataforma de andlisis de datos gendmicos R2: Genomics Analysis and Visualization Platform
(http://r2.amc.nl). En la grafica A se representan la expresion individual y la media (SD) de 18 muestras
de musculo esquelético (puntos en gris) y 44 muestras de SE (puntos granates). La grafica C representa la
expresién individual y la media (SD) de 4 muestras de hueso sano, 12 de MSC (circulos en gris) y 84
muestras de OS (puntos rojos). La significacion estadistica usada corresponde a la Prueba t para datos no
apareados, donde * p<0.05. B y D, Andlisis de Kaplan-Meier en funcion de la expresion de CDO realizado
a través de la plataforma R2. Los pacientes con SE (B) o con OS (D) fueron divididos en el grupo de
expresion alta, o mayor de la mediana (rojo) y en el grupo de expresion baja, o por debajo de la mediana
(azul). Los datos de expresion de la sonda de CDO (227526_at) en SE proceden de la base de datos de
Savola, cuya expresion fue estimada mediante el array de Affymetrix U133A y normalizada mediante el
método MAS5.0. Los datos de expresion de la sonda de CDO (ILMN_1751411) en OS proceden de la base
de datos de Kuijjer, cuya expresién fue estimada mediante la plataforma Illumina human-6 v2.0 expression
beadchip y normalizada mediante el método VST
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Finalmente, comprobamos el efecto del tratamiento del compuesto SLT-0463 en un
panel de tres lineas de SE (SKES1, TC71 y CADOES]1) y dos lineas de OS (MG63 y
U20S) (Figura 33). El compuesto SLT-0463 comprometio el crecimiento in vitro tras 5

dias de incubacién a una concentracion de 10uM de todas las lineas celulares de

sarcomas 6seos testadas.

150 - SARCOMA DE EWING OSTEOSARCOMA

100{ | us 4 ES 1 DMSO

B #463

% Abs

504
EEER
o EREE

o | L

SKES1 TC71 CADOES1 MGE3 U208

Figura 33. El compuesto SLT-0463 compromete la proliferacion in vitro de las lineas celulares
de sarcoma de Ewing y osteosarcoma. Ensayo de proliferacion en las lineas celulares de SE (SKESI,
TC71 y CADOES1) y de OS (MG63 y U20S), tras 5 dias de incubacién con DMSO (barras de color blanco)
o con el compuesto SLT-0463 (#463) (barras de color azul). La condicion DMSO fue usada como control.
Los valores corresponden a la media (SD) de la absorbancia del cristal violeta a 590nm de 5 réplicas por
condicion referidas a la condicion control, tomada como 100%. La significacion estadistica usada

corresponde a la prueba t de Student, donde **** p<0.0001.
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1. Evaluacion de la estrategia de inhibicion de la via Hh mediante
el bloqueo de la interaccion entre los ligandos Hh y el receptor

PTCH

Nuestro grupo fue el primero en describir la implicacién oncogénica de los ligandos Hh
en el RMS. Ademas de demostrar la expresion preponderante de los ligandos [HH y
DHH en lineas celulares y tumores de RMS, vinculamos su presencia con la regulacién
de la viabilidad celular. Por otro lado, relacionamos el ligando menos expresado, SHH,
con la modulacién de la capacidad invasiva de las células de RMS (298). En
concordancia, S. Satheesa et al. reportaron una correlacion positiva entre los niveles de
ARNm de IHH y DHH y la expresiéon de los genes diana de la via (327). Ambos
hallazgos confirman la activaciéon autocrina ligando-dependiente de la via Hh en el
RMS, enmascarada hasta el momento por la subestimaciéon de los ligandos Hh

alternativos, IHH y DHH.

La fuerte dependencia de los ligandos descrita en el RMS insintia el presumible
potencial terapéutico de su inhibicién. Lamentablemente, la infravaloracién de los
ligandos IHH y DHH también ha influido en el desarrollo de los inhibidores de la via a
nivel de ligando, todos ellos especificamente disefiados para el bloqueo de SHH, a
excepcion del anticuerpo MEDI-5304 capaz de inhibir SHH e IHH (290,291). No
obstante, las evidencias de la actividad antitumoral del compuesto MEDI-5304 se
reducen a una publicacién de sus inventores, en la cual confirman su eficacia en cancer
de pancreas a través de la inhibicion de la sefializacion paracrina de Hh (291), y a una
publicacién de nuestro grupo, en la cual comprobamos un efecto antiproliferativo
moderado en las células de RMS in vitro (298). Lejos de cumplir las expectativas
puestas en la inhibicién de los ligandos Hh, quizés, debido a los altos niveles de
expresion de DHH y ante la falta de compuestos alternativos adecuados a la casuistica
de la via Hh en el RMS, decidimos desarrollar una nueva estrategia de inhibicion que

bloqueara la interaccién de los ligandos con su principal receptor, PTCH. Para ello,
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utilizamos una herramienta indispensable en la inhibicién de las interacciones proteina-

proteina, los peptidomiméticos (328).

Nuestros resultados descartan la efectividad antitumoral de los peptidomimeéticos
desarrollados. La falta de actividad se vio reflejada, por un lado, a nivel funcional,
mediante la evaluaciéon de la proliferacion celular in vitro y, por otro lado, a nivel
molecular, mediante el estudio de la expresién de varios genes diana de la via Hh. En
controversia, observamos una reduccion de la viabilidad celular en la primera etapa de
cribado de los compuestos. No obstante, consideramos el ensayo de proliferacién
celular por tincién con cristal violeta como un indicador mas directo que el ensayo de
viabilidad WST-1. En concordancia, cabe mencionar la reciente atenciéon que estan
recibiendo los ensayos de viabilidad celular por su falta de replicabilidad y
reproducibilidad (329). Concretamente, existen publicaciones que hacen referencia a
la toxicidad engafiosa de algunos compuestos observada mediante los ensayos con

WST-1 (330,331).

En conclusion, hipotetizamos que la falta de efectividad de los compuestos
peptidomiméticos podria deberse a un disefio computacional subdptimo. No obstante,
dada la relevancia del correceptor CDO demostrada en este trabajo, la ausencia de
actividad antitumoral también podria deberse a la falta de trascendencia de la

interaccion de los ligandos con PTCH, en la oncogenicidad del RMS.

2. Caracterizacion del papel de los correceptores BOC y CDO en

RMS

Los correceptores BOC y CDO constituyen dos elementos relacionados con la
activacion de la via Hh, cuya implicaciéon en cancer ha permanecido practicamente
inadvertida. Nuestra hipétesis planteaba el posible papel oncogénico de ambos
correceptores en el RMS, basandose en la importancia de éstos en dos procesos clave
en el presunto origen de esta neoplasia: la activacion ligando-dependiente de la via Hh

y la diferenciacién muscular durante el desarrollo embrionario.
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Atendiendo a la bibliografia publicada al respecto (ver apartado INTRODUCCION
2.3.2.) y en sintonia con nuestra hipétesis, la sobreexpresion de BOC ha sido
relacionada con la progresiéon tumoral del meduloblastoma y con una menor
probabilidad de supervivencia de los pacientes afectos de glioblastoma (260,261,332).
En el caso de CDO, varios estudios sostienen un papel oncogénico de este correceptor
en cancer de préstata, pulmén y pancreas (262-264). En discrepancia, dos
publicaciones hacen referencia a un papel pro-apoptotico de CDO en cancer
colorrectal y en neuroblastoma, donde CDO actuaria como un receptor de
dependencia (receptores que inducen la muerte celular programada en ausencia de
ligando) (333,334). Por consiguiente, deducimos que CDO podria tener un papel dual
como proto-oncogén o supresor tumoral dependiendo del tipo de neoplasia, cuyo
marcador predictivo, segun las publicaciones mencionadas, podrian ser los niveles de
expresion: presentando una sobreexpresion ectépica en los tumores en los que actia
como proto-oncogén y una infraexpresién en los que lo hace como supresor tumoral.
Otra deduccién posible es que la actuacién de CDO como supresor tumoral debida a
su condiciéon como receptor de dependencia, sélo podria ocurrir en tumores con baja
expresion de los ligandos Hh y, por lo tanto, quedarian excluidos los tumores con
activacion ligando dependiente de la via Hh, como el RMS, en los cuales la elevada
expresion de los ligandos Hh imposibilitaria la carencia de ligando de CDO vy la
consiguiente induccion de la apoptosis. Sin embargo, el tinico estudio publicado sobre
BOC y CDO en RMS propone una asociacion entre la sobreexpresién de ambos
correceptores y la diferenciacion de la linea celular de RMSe, RD. M. Wegorzewska et
al., confirmaron la induccion de la diferenciacion en células RD con sobreexpresion
estable de BOC o CDO, mediante el aumento de la expresiéon de dos marcadores de
diferenciacién musculares (la Troponina T y la cadena pesada de la miosina) y el
incremento en la formacién de miotubos en cultivo. Adicionalmente, reportaron un
incremento de los niveles de BOC tras la induccién de la diferenciaciéon en la linea RD
wild type mediante su cultivo con medio condicionado, confirmando el posible papel

pro-diferenciador de BOC en RMS. No obstante, de manera inconsistente, la induccion
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de diferenciacién en la linea RD wild type redujo los niveles de proteina de CDO (335).
Dicha observacion relaciona niveles de expresion bajos de CDO con la induccién de
diferenciacién celular y, por ende, permite plantear una posible asociacién entre una
expresion elevada de CDO y un estado celular proliferativo. Dadas las controversias
expuestas, establecer el papel de los correceptores BOC y CDO en el RMS es clave

para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas de inhibicién de la via Hh.

2.1, Determinacion del perfil de expresion de BOC y CDO
en RMS

En este trabajo, se ha caracterizado por primera vez la expresion de los correceptores

de la via Hh, BOC y CDO, en el RMS. Concretamente, hemos demostrado una amplia

expresién en la mayoria de lineas celulares y tumores de RMS, significativamente

mayor que en las muestras no cancerosas usadas como referencia (fibroblastos y tejido

muscular adulto).

La primicia de nuestro analisis impide su comparacién con ningtn estudio previo. No
obstante, cabe resaltar el alcance de nuestra metodologia, disefiada especificamente
con la intencion de reducir las principales limitaciones de la investigacién en tumores
pediatricos: la alta heterogeneidad y la baja incidencia. De este modo, consideramos
que la validacién de los datos de expresion mediante diferentes técnicas, asi como, el
elevado tamafio muestral logrado mediante la inclusiéon de datos provenientes de dos
cohortes de pacientes publicas (sélo disponibles en el caso de CDO) y una propia,
aportan la robustez necesaria para generalizar la sobreexpresiéon de ambos

correceptores en el RMS.

A diferencia del papel pro-diferenciador propuesto por M. Wegorzewska et al. (335), la
expresion alterada de proteinas en cancer, en este caso BOC y CDO, sugiere un
presumible papel en el desarrollo y la progresién tumoral (336). Especialmente, en el
caso de CDO, donde el incremento medio de expresién en pacientes es del orden de

50 veces mayor que en el tejido sano. La sobreexpresion ectdopica de CDO detectada
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en las muestras de RMS concuerda con las observaciones realizadas en los tumores en

los que CDO actua como proto-oncogén.

2.2, El impacto de las inhibiciones genéticas de BOC y CDO

en RMS
La leve reduccion de la capacidad proliferativa observada en las lineas de RMS con
deplecion genética de BOC, lejos de cumplir con las expectativas de nuestra hipoétesis,
provoco que desestimaramos la aplicabilidad terapéutica de la inhibiciéon de BOC en

RMS.

Por el contrario, la inhibiciéon genética de CDO nos permitié confirmar el hallazgo
molecular con mayor implicacién traslacional de este trabajo: la caracterizacion de
CDO como un componente indispensable en la supervivencia y oncogenicidad del
RMS. Gracias a esta aproximaciéon, demostramos que la privaciéon genética de CDO
supone un gran impedimento proliferativo en las tres lineas celulares de RMS testadas
in vitro y ratificamos el efecto antitumoral in vivo, mediante un modelo de crecimiento
tumoral ortotdpico murino. La drastica reduccién de la proliferacion celular, llegando
incluso a imposibilitar el cultivo de las células transducidas con el shRNA anti-CDO, asi
como el efecto antitumoral in vivo, validan nuestra hipétesis y confirman el papel pro-

oncogénico de este correceptor en RMS.

A nivel metodolégico, cabe mencionar la falta de eficacia in vivo del sistema de
inhibicién utilizado. No obstante, considerando la significativa reduccion del volumen
tumoral tras 50 dias de crecimiento ortotépico y el contundente efecto observado in
vitro, justificamos el resultado final del estudio in vivo con la reexpresion de CDO

observada en las células tumorales con deplecion genética de CDO.

A pesar de la alta homologia descrita entre ambos correceptores y de su asociacién
formando complejos receptores, otros autores han descrito previamente una
dependencia de CDO en la actividad de BOC durante la miogénesis (169). Del mismo
modo, el perfil de expresién de ambos correceptores también fundamenta la relevancia

de CDO sobre BOC en RMS.
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3. La implicacion molecular de CDO en el RMS

La funcién biolégica de la proteina CDO es poco conocida. Los resultados de este
trabajo indican su alta implicacién en la progresiéon tumoral del RMS mediante el
control de numerosos procesos alterados en céncer: la proliferacién, la muerte celular,
la diferenciacién y la invasion. El equilibrio entre la diferenciacion, la proliferacion y la
muerte celular sustenta todos los aspectos de la biologia humana, incluidos dos
procesos claves relacionados con la via Hh: la embriogénesis y la tumorigénesis (337).
Por este motivo, hemos centrado la justificaciéon de los diferentes procesos asociados

a CDO en la modulacion de la via Hh.

El patrén de expresion de CDO durante el desarrollo, asociado a regiones del embrion
que requieren una elevada actividad de la via Hh incluso a bajas concentraciones de
ligando y cuya regulacién es altamente dosis-dependiente (338), evidencia la directa
implicacién de CDO en la activaciéon de la via Hh. Consecuentemente, diversos
estudios relacionan la inhibiciéon de CDO con la reduccién de dicha via de sefializacion
(339,340). Concretamente, un estudio sobre mutaciones en CDO revel6 que la
eliminacién de los dominios FNI y FNII —necesarios para la interaccién con PTCH-
redujo la activacién de la via Hh dependiente de ligando en un 85% (341). Por lo tanto,
dadas la estrecha relacion entre CDO y la activacién de la via Hh y las propiedades
oncogénicas atribuidas a la via Hh en el RMS, los efectos anti-tumorales de la inhibicién
de CDO podrian explicarse a través de la inactivacion de esta via. Concretamente, las
publicaciones que describen el papel oncogénico de CDO en péancreas y pulmoén
asocian los efectos terapéuticos de la inhibicién de CDO con la reduccién de la
transcripciéon de GLI1 y PTCH1 (263,264). Sin embargo, a diferencia de estas
publicaciones, no hemos detectado una reducciéon de los niveles del factor de
transcripcion GLI1. En su lugar, identificamos una disminucion de las formas activa y
represora del factor de transcripcién GLI3. Esta observacién, confirma la modulacion
de la via Hh tras la inhibiciéon de CDO y reivindica el papel de GLI3 como mediador de
la respuesta anti-oncogénica en el RMS. Las discrepancias contempladas en la

modulacién de los diferentes efectores de la via Hh, podrian deberse a las diferencias
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de la serializacién asociadas a cada neoplasia. Si bien todos ellos son tumores con una
activacion aberrante de la via Hh ligando-dependiente, los tumores de pancreas y
pulmoén se caracterizan por una expresion preponderante del ligando SHH y del factor
de transcripcién GLI1 (342,343), mientras que nuestros resultados confirman una
expresion preponderante de los ligandos DHH e IHH y del factor de transcripciéon GLI3
en el RMS. De este modo, deducimos que la inhibicién de la via Hh mediada por CDO
podria reducir los niveles de expresion de los componentes de la via Hh activos en
cada neoplasia. No obstante, los niveles de GLI3 no han sido analizados en los estudios
de la inhibicién de CDO en cancer de pancreas y pulmon (263,264), por lo que no
podemos descartar la relacién entre CDO y GLI3 en estas neoplasias. De manera
interesante, existe un articulo que demuestra la expresién subordinada de CDO al
factor de transcripcion GLI3 en la mesénquima de las extremidades (344). Este hecho,
junto con la vinculacién de la inhibicién de CDO y la reduccién de GLI3 observada en
nuestros experimentos, sugieren un posible nuevo mecanismo de retroalimentacién
entre ambos componentes de la via Hh en el RMS, ampliando la extensa lista de
componentes de la sefializacion Hh que estan transcripcionalmente regulados por la
propia sefializacion (Ilustracién 24). Adicionalmente, ha sido descrita la capacidad de
CDO de modular la actividad de los factores de transcripcion GLI1 y GLI2 sin alterar
sus niveles de proteina (338). Por lo que no podemos rechazar que la inhibicién de

CDO en RMS repercuta en la actividad transcripcional de GLI1 y GLI2.

Una vez demostrada la implicaciéon de la via Hh, los diferentes procesos tumorales
asociados a CDO pueden ser explicados en consecuencia (Ilustraciéon 25). De este
modo, justificamos la reduccion de la proliferacién de las células de RMS con un arresto
del ciclo celular debido a la modulacién de las ciclinas descritas como dianas de la
sefializaciéon Hh, como la CCNB1 y probablemente las CCND asociadas a la regulaciéon
de pRB (345-348). A su vez, el arresto del ciclo celular podria fundamentar la induccién
de dos procesos claramente relacionados: la apoptosis mediada por las caspasas 9y 3

(349,350), y la diferenciacién celular, justificada con la infraregulacién de marcadores
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miogénicos iniciales como MYOD y MYOG (23) y la sobreexpresién de proteinas

asociadas al musculo adulto, como SGCG (323).

Via Hh activa

Via Hh inactiva

Ilustracion 24. Modelo del mecanismo de retroalimentacién propuesto entre CDO y GLI3 en
RMS. La activacion ligando-dependiente de la via Hh mediada por CDO permite la acumulacion de la
forma GLI3 activa (GLI3-A). El factor de transcripcién GLI3-A es fosforilado y translocado al nucleo, donde
activa la transcripcion de los genes diana de la via Hh, entre ellos CDO. En cambio, la inhibicién de CDO
impide la activaciéon de ligando-dependiente de la via Hh en el RMS. En consecuencia, el factor de
transcripciéon GLI3 es degradado completamente, deteniendo la transcripcién de los genes diana y, por lo
tanto, provocando la reduccién de los niveles de expresiéon de CDO.

Progresian tumoral
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Ilustracion 25. Propuesta del mecanismo de progresion tumoral del RMS dependiente de la via
Hh. La desregulacion de la via Hh durante el desarrollo embrionario asociada a una sobreexpresién de los
ligandos Hh, CDO y GLI3, provoca la progresién tumoral del RMS mediante el incremento de la
proliferacién, el bloqueo de la diferenciacion y la apoptosis y la estimulacién de la invasién celular.
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No obstante, actualmente hemos comenzado la caracterizacion de otras vias no
canodnicas dependientes de CDO, que podrian contribuir notablemente en todos los

procesos mencionados.

3.1. Vias no canénicas de la senalizacion de CDO

Del mismo modo que otros componentes de la via de sefializacién Hh (ver apartado
INTRODUCCION 2.2.2.), CDO es capaz de interaccionar con otras moléculas ajenas a
la via canénica. A continuacién, adjuntamos un grafico representativo de 12 genes con
evidencia de interaccioén fisica con CDO (Ilustracion 27), disponible en el repositorio
de interacciones biomédicas BioGRID (thebiogrid.org) (351). Sorprendentemente, a
excepcion de la protocadherina PCDHGB]1, la cual actualmente no ha sido relacionada
con ninguna neoplasia y la citoquina TNFSF8, la cual en funcién del contexto tumoral
puede desarrollar un papel pro o anti-oncogénico (352,353), todas las evidencias
cientificas publicadas sobre el resto de genes indican un papel pro-oncogénico en una
gran variedad de tumores (Tabla 21). Este descubrimiento reafirma la estrecha relacion

de CDO con la tumorigénesis, ampliando su interés terapéutico.

La clase proteica mas representada entre los interactores de CDO corresponde a las
moléculas de adhesion celular, destacando diversas cadherinas y proto-cadherinas
implicadas en procesos del desarrollo embrionario (354-359), cuya desregulacién se
ha asociado de forma general con la transformacién maligna del RMS. Concretamente,
han sido involucradas con la proliferacién y la invasion (360,361), dos de los procesos
celulares que nuestros resultados vinculan a la inhibicién de CDO en RMS. Otro
aspecto relevante es la involucracion de la via de Wnt, tanto a través de la interaccion
directa con la B-catenina (362—364), como a través de la via no candénica mediada por
RYK (365-367). La via Wnt constituye una via de sefalizacién del desarrollo
embrionario con alto grado de interaccion con Hh y cuya implicaciéon en RMS ha sido
previamente confirmada. Destacablemente, esta via ha sido asociada a la

diferenciacién del RMS (368,369). Otro de los aspectos claves asociados a CDO, la
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supervivencia celular, esta en gran medida asociado a las funciones descritas de ABL1
y TNFSF8 (352,370,371). Finalmente, destaca la interaccién de CDO con dos
componentes asociados a la respuesta inmune, CTLA4 y PVR, cuya inhibicién esta
relacionada con la respuesta a terapias antioncogénicas (372-374)y, por lo tanto,

podria tener una gran relevancia clinica.

En conjunto, consideramos que el potencial oncogénico de CDO podria explicarse mas
alla de la via Hh, mediante las posibles vias no canénicas derivadas de las interacciones
con los diferentes componentes mencionados. Remarcablemente, la relevancia
oncogénica descrita para la mayoria de estos interactores, aumenta las posibilidades

terapéuticas de CDO.
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Ilustracion 26. Representacion grafica de las proteinas capaces de interaccionar con CDO. Las
lineas amarillas representan asociaciones con evidencia fisica. Un mayor grosor indica una mayor
evidencia. Grafico obtenido de BioGRID (thebiogrid.org).
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Gen Funcién Papel Referencias
AL Tirosina quinasa - Control crecimiento Pro- Chiaretti S 2019; Wang F
y supervivencia oncogeénico 2020
CDH15 Cadherina - Diferenciacion muscular Pro’- . Yamada $ 2007
oncogénico
- (udherinu ;desur'rf)llz del s:fltemu Pro 60§ 2018; Guvakova
nervioso y formacion de cartilago y T MA 2020; Ma T 2016
hueso
Molécula de adhesion celular Pro
CEACAM21 relacionada con el Antigeno ,. . Xia JH 2018
. _ oncogénico
carcinoembrionario
(TLAd Receptor - requludor negativo de Pro’- . Buchbinder EI 2016
células T oncogénico
CTNNBI Catenina - efector final de la via Wnt Pro’- . Wo H 2019; Ye 6 2020;
oncogénico He S 2020
Pro-
EIF4B Factor de iniciacion de la traduccion ro’ . Shahbazian D 2010
oncogénico
KIAA1429 m6A Metlltruns'f'erus’u regulacion Pro-oncagénico lan T 20_] 9; Zhao W 2021;
expresion génica Qian JY 2019
PCDHI2 Proh.)cudhen.lju - migracion e Pro: . Feng X 2020
interaccion celulares oncogénico
PCDHGB1  Protocadherina - conexiones neurales
PVR Molécula de adhesion celular - Pro-oncodénico Sloan KE 2005; Nishiwada
Adhesion y activacion de las células NK ~oneo $2015; Chiv DK 2020
Recfpt.or nrosmu.qm.n'usu del f(fcfor de " Thiele S 2018; Fu Y 2020;
RYK crecimiento - Activacion no candnica de Pro-oncogénico
. Katso RM 2000
la via Wnt
Transportador de Zinc - homeostasis
SLC39AS de Z’mc y regula’u?n t!e la via de la F e Eie Jin J2015; Liv L 2020; Liv
proteina morfogénica 6sea y el factor 12021
de crecimiento transformante beta
TNESFS (itoquina de.I fuctf)'r de nefrosw Dul Jin D 2019; Watanabe M
tumoral - proliferacion de células T 2011

Tabla 19. Elementos de interaccion no-canénica con CDO y su papel en cancer.
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4. El posible papel oncogénico de GLI3 en RMS

El analisis de los niveles de expresion de la familia de factores de transcripcion GLI en
tumores de RMS confirm6 nuestras premisas, demostrando una expresion aventajada
de GLI3, no descrita previamente, en todas las bases de datos de RMS analizadas. La
preeminencia de GLI3 reivindica su papel como factor de transcripcién de la via Hh,
frecuentemente desmeritado frente GLI1 y GLI2. Este hallazgo, junto con la relacion
observada entre GLI3 y CDO, sugiriere su posible implicacién en la oncogenicidad
asociada a la activacién de la via Hh en el RMS. Actualmente, los dos unicos articulos
existentes al respecto estdn en sintonia con este planteamiento: el primero, incluye la
expresion de GLI3 como marcador de activacién de la via Hh y, por ende, de mal
pronostico, en los RMS-FN; el segundo, detalla una reduccién de la proliferacion tras
la infraregulacién genética de GLI3 en lineas celulares de RMSe (299,375).
Notablemente, el papel de GLI3 en cancer ha sido recientemente revisado por S.J.
Matissek. Mientras varios estudios referencian un aumento de la expresién de GLI3 en
las muestras tumorales de pacientes, en comparaciéon con muestras de tejido sano,
otros estudios enfatizan en los aspectos funcionales, relacionando a GLI3 con la
regulaciéon de procesos tan importantes para la progresiéon tumoral como la
proliferacién, la supervivencia, la invasiéon y la migracion celulares (225). De este modo,
las evidencias halladas en otros canceres permitirian explicar los efectos funcionales
observados tras la inhibicion de CDO, mediante la inactivacién de GLI3. De manera
interesante, se han descrito evidencias de la capacidad oncogénica de GLI3 en los
tumores en los que se ha indicado un papel oncogénico de CDO: préstata, pulmédn y
péancreas (376-378), reforzando nuestro modelo de retroalimentaciéon positiva

propuesto entre ambos elementos (Ilustraciéon 24).

En definitiva, nuestros resultados sugieren una posible sefializacién oncogénica a
través del eje CDO-GLI3 en RMS, presumiblemente ampliable a otros tipos de tumores.
Ambos constituyen dos novedosas dianas moleculares con alto potencial terapéutico,
que podrian recobrar las esperanzas puestas en el desalentador paradigma de los

inhibidores de la via Hh.
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5. CDO como diana terapéutica en RMS

El desatendido papel de los correceptores de la via Hh en cancer, convierte a CDO en
una diana terapéutica completamente inexplorada, con todas las ventajas y dificultades

que ello supone.

El descubrimiento y la evaluacién del potencial terapéutico de una diana farmacolégica
se basan, no solo en estudios experimentales y mecanisticos, sino también en la
evaluacién tedrica de la farmacologia molecular y en una evaluaciéon temprana de los
posibles efectos secundarios. Segun I. Gashaw et al., las propiedades de una diana

farmacoldgica ideal son (379):

1. Ladiana modifica la enfermedad y/o tiene una funcioén fisiopatologica probada
en ella.

2. La modulacién de la diana es menos importante en condiciones fisiolégicas o
en otras enfermedades.

3. Sila capacidad farmacolégica no es obvia, se requiere la disponibilidad de su
estructura 3D.

4. El estudio de la diana permite un cribado de alto rendimiento.

5. La expresion de la diana no se distribuye de manera uniforme por todo el
cuerpo.

6. Existe un biomarcador especifico de la diana o la enfermedad, para controlar
la eficacia terapéutica.

7. La prediccion de los posibles efectos secundarios segun datos fenotipicos,
como ratones knockout o bases de datos de mutaciones genéticas, es favorable.

8. La propiedad intelectual de la diana es favorable.

A continuacioén, resumiremos la adecuacién de CDO a cada uno de estos requisitos,
basédndonos en nuestros resultados y en la bibliografia disponible. Por un lado, nuestra
evaluaciéon de la inhibicién genética de CDO demuestra su implicacion directa en
diversas propiedades oncogénicas del RMS: la proliferacion, la regulacién del ciclo

celular, la apoptosis, la diferenciacién y la invasién, confirmando asi la funcién

195



DISCUSION

fisiopatologica de CDO en esta enfermedad. Adicionalmente, la necesidad médica
existente en el RMS incrementa el valor de esta diana, que, segun nuestras hipotesis,
podria ampliar su potencial terapéutico a otros tumores. Por otro lado, la busqueda
bibliografica limita las funciones de CDO al desarrollo embrionario, de hecho, las
Unicas mutaciones patogénicas descritas se asocian a dos enfermedades congénitas de
la linea media, el sindrome de interrupcion del tallo hipofisario y la holoprosencefalia,
ambas comunmente vinculadas a la inactivacién de la via Hh (380,381). En
concordancia, nuestros experimentos demuestran una baja expresién de CDO en los
tejidos sanos usados como referencia en los andlisis de expresién, sugiriendo un papel
menos relevante de CDO en condiciones fisiolégicas posteriores al desarrollo
embrionario. Notablemente, se ha descrito un alto grado de redundancia de CDO con
los correceptores BOC y GAS1 en diversos contextos del desarrollo embrionario (382),
indicando una menor relevancia de las funciones de CDO en condiciones normales.
Respecto al estudio de la diana, tal como detallamos en nuestros resultados, las
estructuras 3D de los complejos formados por el dominio FNIII de CDO y cada uno de
los ligandos Hh son publicamente accesibles mediante la base de datos PDB (ver
apartado MATERIALES Y METODOS 10.). Este hecho, junto con la colaboracion
multidisciplinar con IUCT (actual SELABTEC) nos permitié abordar el estudio de CDO
mediante un cribado de alto rendimiento de las moléculas con alta probabilidad de
interaccion. Asimismo, la validaciéon posterior fue realizada mediante un sencillo
screening de proliferacion in vitro. Considerando la expresion de la diana, el patrén de
expresion de CDO ha sido descrito como altamente dindmico y especifico segun el tipo
celular (168,383). No obstante, J.S. Kang et al. reportaron una expresiéon méaxima del
ARNm de CDO en fibroblastos embrionarios de rata, en contraposicién con una
minima expresién en la mayoria de los tejidos de ratas adultas (168). Sugiriendo, en
consonancia con los datos de su funcién fisioldgica, una expresion diferencial en
funcion de la etapa del desarrollo. Para profundizar en este aspecto, hemos accedido a

la base de datos del proteoma humano, ProteomicsDB (https://www.ProteomicsDB.org)

(384). Los resultados muestran la expresion reducida de CDO en el humor vitreo, los
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testiculos, los ovarios, la vesicula biliar y la glandula tiroides (llustracidn 27). No obstante,
no se ha descrito ninguna funcidn fisiolégica de CDO en estos tejidos. Del mismo modo,
tampoco se ha descrito ninguna diana molecular especifica, pero gracias a los resultados
expuestos en esta tesis, proponemos el uso de GLI3 como biomarcador de la eficacia
terapéutica en RMS. Referente a los posibles efectos secundarios, todos los datos
fenotipicos provienen de estudios durante el desarrollo. El 60% de los ratones knockout
generados por F. Cole no sobrevivieron més de 21 dias post-parto. Ademas, todos ellos
presentaron un retraso en el desarrollo del musculo esquelético y el 50% mostrd
defectos faciales caracteristicos de la holoprosencefalia microforma (una forma
benigna de holoprosencefalia)(385,386). Tales resultados, presuponen la restriccién de
una posible terapia anti-CDO durante la gestacion. Sin embargo, no observamos
efectos secundarios tras el tratamiento diario con el compuesto SLT-0463 en ratones
jovenes en edad de crecimiento (5 semanas de edad), sugiriendo la delimitacién de los
posibles efectos secundarios al desarrollo embrionario. Finalmente, en el inicio de esta
tesis, CDO era una diana terapéutica completamente inexplorada, por lo que no
tuvimos problemas de competitividad y tuvimos total libertad para patentar el

compuesto SLT-0463 (ANEXO 3.).

Expresion de (DO
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Humor vitreo
Testiculo

Ovario
Vesicula biliar

Glandula tiroides e
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 45 50
Log 10 intensidad normalizada al iBAQ

Ilustracion 27. Expresion media de CDO en tejidos humanos. Imagen modificada de ProteomicsDB
(https://www.ProteomicsDB.org). iBAQ: intensity-based absolute quantification
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En conclusién, los experimentos realizados en esta tesis doctoral permiten confirmar
las destacables propiedades de CDO como una diana farmacolégica ideal,
practicamente inexplorada. La idealidad de la diana en el RMS, junto con la posible
ampliacién de su potencial terapéutico a otros tumores, son aspectos clave en la
captacion de interés por la industria farmacéutica que podrian mejorar el impase en el

desarrollo de terapias moleculares especificas contra el RMS.

6. Caracterizacion preclinica de un nuevo compuesto anti-CDO

en RMS

La busqueda de moléculas activas, es decir, moléculas capaces de interaccionar con
CDO y de ejercer una actividad biologica significativa en el RMS que recapitule los
efectos antitumorales observados tras la inhibiciéon genética de CDO, prioriz6 la

selecciéon del compuesto SLT-0463.

Una vez identificado, SELABTEC se encargé de la determinacién de la identidad del
compuesto SLT-0463 y de la optimizacion de su sintesis con una pureza >99%, siendo
ambos aspectos de gran relevancia en las primeras etapas del descubrimiento de
nuevos farmacos (387). Fruto del anélisis de identidad del compuesto, constatamos que
la molécula presenta actividad quiral. Dado que la quiralidad es una propiedad
fisicoquimica que puede afectar directamente a la actividad farmacodinamica y
farmacocinética de las moléculas (318), profundizamos en su estudio. En consecuencia,
determinamos que el enantidmero S del compuesto SLT-0463 tiene un efecto
antiproliferativo in vitro mayor que su isémero R y, por lo tanto, priorizamos la sintesis
especifica de este enantiomero frente a la formulacién racémica (mezcla de ambos
enantiémeros). Adicionalmente, SELABTEC descartd la posible conversiéon quiral o
epimerizacion de este compuesto, con tal de asegurar la pureza quiral en la
administracién in vivo y evitar una posible reduccién de la potencia o eficacia del
compuesto, como ha ocurrido con otras moléculas quirales como, por ejemplo, el

pantoprazol (388). Posteriormente, validamos la especificidad del compuesto por su
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diana mediante la evaluacién de los efectos observados tras la inhibiciéon genética de

CDO.

6.1. El efecto molecular de la inhibicién farmacolégica de
CDO mediante el compuesto SLT-0463 en RMS

Comprobamos que el compuesto SLT-0463 provoca una reduccion de los niveles de
CDO. Aunque desconocemos el mecanismo de interaccién entre el SLT-0463 y CDO,
la reduccion de los niveles de proteina demuestra la capacidad del compuesto de
modular su diana. Esta modulacién, podria ocurrir directamente a nivel de proteina, de
modo que la interaccién entre ambos provoque la desestabilizacion y consiguiente
degradacién de CDO, tal y como ocurre tras la unién de los ligandos Hh al complejo
receptor, y/o a nivel de transcripcion génica, pues, como hemos visto previamente en
la literatura (340,389), CDO participa en complejas redes de retroalimentacion que
podrian regular su expresion tras la inhibicién funcional mediada por el SLT-0463.
Reforzando tanto este ultimo planteamiento, como el nuevo mecanismo de
retroalimentacion propuesto en este trabajo (Ilustracion 24), el tratamiento con el
compuesto SLT-0463 reduce de manera selectiva los niveles del factor de transcripcion

GLI3.

En conclusién, podemos confirmar que el compuesto SLT-0463 es capaz de modular
la via Hh a través de la inhibicién del correceptor CDO. Los efectos moleculares
asociados a los diferentes procesos celulares implicados en el efecto funcional de esta

inhibicién (Ilustracién 25), se discuten a continuacién.

6.2. El efecto de la inhibicion farmacolégica de CDO
mediante el compuesto SLT-0463 en el ciclo celular

El primer proceso celular evaluado tras el tratamiento de las lineas celulares de RMS

con el compuesto SLT-0463 fue la proliferacion in vitro. Remarcablemente, este

compuesto demostré una mayor potencia farmacoldgica in vitro que los inhibidores de

referencia de la via Hh aprobados por la EMA, Vismodegib y Sonidegib (276). En la

discusién de la implicacion molecular de CDO, argumentamos el efecto
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antiproliferativo en base a un arresto del ciclo celular asociado a la via Hh y justificado
mediante la reduccién de los niveles de CCNB1 por WB en las lineas de RMS con
deplecion genética de CDO. Este efecto ha sido confirmado funcional y
molecularmente tras el tratamiento con el compuesto SLT-0463. Concretamente, el

arresto del ciclo celular tiene lugar en la fase G1.

La relacion entre la via Hh y el control del ciclo celular estd ampliamente aceptada.
Existen numerosas evidencias que describen cémo la sefializacion Hh promueve la
proliferacién celular a través de la regulacién del ciclo celular (347,390). Las profundas
implicaciones terapéuticas de esta regulacién han sido exploradas en multitud de
canceres. En concordancia con nuestros resultados, la mayoria de publicaciones
existentes al respecto, asocian la inhibiciéon de la via Hh con una acumulacién de las
células en la fase G1 del ciclo celular (391,392). De la misma manera, a nivel molecular,
diversos estudios describen la modulacion de pRB, uno de los reguladores clave para
la transicién G1/S del ciclo celular, a través de la regulacién de la transcripcién de las
ciclinas dianas de la via Hh: CCND1, CCND2y CCNE (345,392). Adicionalmente, se ha
descrito como en ausencia de ligando, PTCH1 es capaz de inhibir la transicion G2/M

mediante la interaccion con la ciclina B1 (CCNB1) (221,347).

6.3. El efecto de la inhibicion farmacolégica de CDO
mediante el compuesto SLT-0463 en la muerte celular

La muerte celular es un proceso fundamental en la homeostasis fisiologica, altamente
desregulado en céncer. La inhibicién de la via Hh ha sido relacionada con la induccién
de apoptosis en numeros canceres (391-394). Esta asociacion es facilmente explicable
dada la gran cantidad de genes descritos como diana de la via Hh vinculados con la
supervivencia y la inhibicién de la muerte celular (395). No obstante, estudios recientes
proponen que este efecto antitumoral, generalmente asociado a la inactivacion de la
via Hh canonica, se debe principalmente a la actividad proapoptética de PTCH en
ausencia de ligando (ver apartado INTRODUCCION 2.2.2.1.) (218,396). Curiosamente,

uno de estos articulos no sélo menciona el interés de CDO como otro receptor de
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dependencia asociado a la via Hh, sino que propone el desarrollo de nuevos enfoques
terapéuticos que bloqueen simultdneamente la interaccién entre PTCH y CDO con los
ligandos Hh y desencadenen la muerte celular inducida por ambos receptores (396).
En nuestra opinién, el compuesto SLT-0463 podria ser capaz de cumplir con este
enfoque. Por un lado, gracias al uso del dominio de unién de CDO a los ligandos Hh
como estructura cristalina diana en el cribado virtual, la unién del compuesto SLT-0463
a CDO ocurre presumiblemente en este dominio y, por lo tanto, este compuesto podria
ejercer su inhibicién mediante el bloqueo de la unién de los ligandos Hh a CDO,
propiciando simultdneamente, la induccion de la apoptosis. Por otro lado, dado el papel
de CDO como correceptor indispensable en la correcta sefializacion de los ligandos Hh
a través de PTCH, es altamente probable que la inhibicién de CDO mediada por el
compuesto SLT-0463 repercuta negativamente en la interaccién entre PTCH y los
ligandos Hh, pudiendo desencadenar la consiguiente apoptosis mediada por PTCH

(264,380).

A nivel molecular, las vias concretas que median la muerte celular inducida por CDO
y PTCH aun no han sido completamente aclaradas (396). El mecanismo de muerte
celular propuesto en el caso de PTCH implica la formacion de un complejo activador
de caspasas que incluye a DRAL y a la caspasa 9 (220). Asimismo, también se ha
descrito que la actividad proapoptotica de CDO requiere una escision proteolitica en
su dominio intracelular que permite el reclutamiento y la activacién de la caspasa 9y
la posterior activacién de la caspasa 3 (333,334). Consecuentemente, nuestros
resultados muestran una clara disminucién de la forma pre-activa de las caspasas 9 y
3 en las lineas celulares en las que confirmamos el incremento de apoptosis mediante
citometria de flujo, RH4 y RH30. Debido a las limitaciones asociadas a la deteccion
mediante WB, no hemos sido capaces de detectar las formas activas de estas caspasas,

pero si la escision proteolitica de uno de sus sustratos mas conocidos, PARP.

Es especialmente destacable la refractariedad de la linea RD. Tal como dedujimos
mediante la evaluacion del perfil de expresion de BOC y CDO, esta linea de RMSe

presenta unos niveles de expresion basal de ambos correceptores mas elevados que
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las otras dos lineas testadas. En consecuencia, la inhibicién de CDO resultante de las
dos estrategias empleadas en este trabajo ha sido menos eficiente que en las lineas de
RMSa, en las que la expresion de CDO desaparecia practicamente por completo. En
nuestra opinion, la expresién remanente de CDO, junto con la abundante expresion de
BOC presente en esta linea, podrian explicar la reduccién de la eficacia de las
estrategias inhibitorias testadas. Por lo que planteamos la inhibiciéon simultdnea de
ambos correceptores como estrategia terapéutica en esta linea. De manera
concordante, la importancia del grado de activacion de la via Hh en la progresién
tumoral ha sido previamente reportada. Concretamente, E. Mathew et al.
correlacionaron la reduccion parcial de la via Hh conseguida a través de la inhibicion
de los correceptores GAS1 y BOC, con un mayor crecimiento tumoral in vivo. Mientras
que la abrogacion practicamente parcial de la sefializacién Hh mediante la delecién de

los tres correceptores (GAS1, BOC y CDO), redujo la progresion tumoral (219,264).

6.4. El efecto de la inhibicion farmacolégica de CDO
mediante el compuesto SLT-0463 en la diferenciacion

La diferenciacién es, del mismo modo que la apoptosis, un proceso fisiolégico
controlado por la via Hh durante el desarrollo, altamente desregulado en cancer (219).
Curiosamente, a pesar de las claras diferencias funcionales entre ambos procesos, la
apoptosis y la diferenciacion celular comparten ciertas similitudes como, por ejemplo,
el arresto del ciclo celular y la activacién de las caspasas. De hecho, se ha demostrado
que, en muchos modelos de diferenciacion, la activacién de las caspasas esta precedida
por una despolarizaciéon de la membrana mitocondrial y la consiguiente liberacion de
moléculas apoptdgenas. Sugiriendo, por tanto, un proceso intermediario comun en
ambas respuestas celulares en el que el tiempo, la intensidad y la compartimentacién
celular podrian determinar si una célula debe morir o diferenciarse (397,398). En
consecuencia, el tratamiento SLT-0463 ademads de incrementar la apoptosis, es capaz
de inducir la diferenciacion miogénica de las células supervivientes. De hecho,
basandonos en el dogma que propone que la induccién de la muerte celular solo puede

deberse a la ausencia de la sefial adecuada para la diferenciacion celular (219),
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proponemos que la inhibicion de CDO provoca un arresto del ciclo celular, forzando a

las células de RMS a diferenciarse o morir.

A nivel molecular, justificamos la diferenciacién mediante la reduccion de la expresion
de dos marcadores de transcripcién claves durante el programa miogénico en el que
las células de RMS se encuentran estancadas, MYOD y MYOG, juntamente con la
expresion del SGCG, un marcador especifico de musculo esquelético maduro. Los
factores de transcripcion MYOD y MYOG son responsables de coordinar la transicion
de los mioblastos proliferantes hacia la diferenciacién terminal (386). En condiciones
fisioloégicas ambos tienen una funcién pro-miogénica que, en el RMS, dada la elevada
expresion de ambas (23), parece ausente. Interesantemente, se ha descrito un bucle de
retroalimentacion positiva entre CDO y MYOD, que explicaria la inhibicién observada
(399). No obstante, existen discrepancias sobre la induccién de la diferenciacién en
RMS y la modulacién de expresién de los marcadores MYOD y MYOG (400,401),
motivo por el cual las publicaciones mas recientes priorizan el estudio de la actividad
transcripcional de ambos marcadores frente al anélisis de su expresion (402—404). En
nuestro caso, el marcador mas relevante que justifica la inducciéon de la diferenciacién
es la deteccién del SGCG, cuya expresion es exclusiva del musculo estriado maduro

(323) y, por lo tanto, indetectable en las lineas celulares de RMS.

De nuevo, cabe resaltar la refractariedad de la linea RD. Esta linea, ademas de la
elevada expresion de BOC y CDO comentada previamente, también posee una
expresion diferencial de los marcadores miogénicos MYOD y MYOG respecto a las
lineas de RMSa. Concretamente, la linea RD posee niveles més altos de MYOD y més
bajos de MYOG. Estas divergencias evidencian la heterogeneidad entre los dos
subtipos histolégicos de RMS y podrian indicar un estadio de diferenciacién mas
primitivo en la linea RD que en las lineas RH4 y RH30. Recientemente, K. Skrzypek et
al. han propuesto la necesidad de aplicar diferentes requerimientos moleculares para
inducir la diferenciacién en las lineas celulares de RMS, en funcién de la etapa del

proceso de diferenciacién en el que se han originado los tumores de los que se derivan
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(405). Este hecho, junto con el impase en la inhibicién de CDO en esta linea, podria

explicar el fallo en la induccién de la diferenciacion.

6.5. El efecto de la inhibicion farmacolégica de CDO
mediante el compuesto SLT-0463 en las capacidades de
invasion y auto-renovacion del RMS

El control de las capacidades invasivas y de auto-renovacion de las células de RMS por
la via Hh ha sido previamente descrito. Por tanto, la reduccién de ambos procesos tras
el tratamiento con el compuesto SLT-0463 encaja con el fenotipo esperado tras la
inhibicién de la via Hh en las lineas de RMS y difiere profundamente del efecto adverso
descrito tras el tratamiento con vismodegib (ver apartado INTRODUCCION 2.5.)
(298,406). De manera interesante, a pesar de los pocos estudios publicados sobre CDO
y cancer, se ha relacionado el papel de este correceptor con la estimulaciéon de la

habilidad invasiva celular en cancer de proéstata (262).

Lainvasién y la auto-renovacion celulares son aspectos claves necesarios en diferentes
etapas del proceso metastasico. La metastasis constituye el evento tumoral que mas
amenaza la vida de los pacientes afectos de tumores solidos (407). Por ello, aunque
tenemos pendiente confirmar estos resultados mediante la realizacion de un modelo
de metastasis in vivo, los indicios obtenidos in vitro son tremendamente esperanzadores

y relevantes, desde un punto de vista clinico.

6.6. El efecto de la inhibicion farmacolégica de CDO
mediante el compuesto SLT-0463 en el crecimiento tumoral
in vivo

Finalmente, el estudio mas decisivo realizado en la caracterizacion del compuesto SLT-
0463 en este trabajo, es la confirmacion de su capacidad antitumoral in vivo. Dado que
los problemas de absorcién, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad son las
principales causas del fracaso de los compuestos experimentales en los ensayos
clinicos (408), realizamos un pequefio estudio preliminar en colaboracién con la

plataforma de toxicologia experimental (UTOX). A pesar de que los resultados de dicho
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estudio no se muestran en este trabajo, fueron decisivos tanto para la confirmacién de
la aptitud del compuesto a nivel farmacocinético, como para el planteamiento
metodolégico de la prueba de eficacia in vivo del compuesto SLT-0463. Gracias a ellos,
optimizamos el solvente, el modo y la pauta de administracion. La reduccién observada
en el crecimiento tumoral in vivo de aproximadamente el 50% en los ratones tratados
con el compuesto SLT-0463 frente a los tratados con el vehiculo, asi como la falta de
toxicidad aguda observable, sugieren un elevado potencial terapéutico para este
compuesto. No obstante, conscientes del reducido numero de ratones empleados en
el estudio, nos proponemos corroborar estos resultados con un nuevo estudio en el que

aumentaremos tanto el nimero de ratones, como la dosis del compuesto SLT-0463.

En conclusion, el tratamiento con el compuesto SLT-0463, del mismo modo que la
infraregulacién genética de CDO, compromete drasticamente la progresion tumoral
del RMS mediante la regulaciéon de diversos procesos celulares (Ilustracion 28).
Concretamente, proponemos que la inhibicién de CDO a través del compuesto SLT-
0463 reduce la serfializaciéon Hh, provocando un arresto del ciclo celular que fuerza a
las células de RMS a diferenciarse y, por lo tanto, perder sus capacidades de invasién

y autorrenovacion, o morir.

SLT-0463
x o - '-i : ; -  Arresto del Inhibicion tumaral
/ 1 Fine® ciclo celular
/I -éq Induccion de lo w X g
b "3 J‘.‘ difarenciacidn r %:;;"\“ 5
-> = T
\\ f&b{ Incremento de (s
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RMS Inhibicién de lo
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Ilustracion 28. Propuesta del mecanismo antioncogénido del compuesto SLT-0463. La
administracion terapéutica del compuesto SLT-0463 impediria la progresion tumoral gracias a la inhibicion
especifica de CDO y la consiguiente repercusién en los procesos celulares asociados: el ciclo, la
diferenciacion, la apoptosis y la invasion.
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7. El potencial terapéutico de la inhibicion de CDO en cancer

La via del desarrollo embrionario Hh contribuye al desarrollo de al menos un tercio de
todos los tumores malignos (209,214). En concreto, segtn el tipo tumoral es capaz de
actuar como iniciadora del tumor, promotora oncogénica y/o factor de resistencia al
tratamiento (224). En consecuencia, su actividad aberrante esta relacionada con una
plétora de procesos tumorales en multitud de tipos de cancer (218). De los tres posibles
mecanismos de activacién aberrante, solo uno es ligando independiente y éste
representa a una pequefia cantidad del total de neoplasias afectadas por la via Hh
(209,214,218), por lo que asumimos una alta implicacién oncogénica de la sefializacién
ligando-dependiente. No obstante, a pesar de la relevancia de la via Hh en la biologia
tumoral y de los numerosos esfuerzos empleados (275), tan solo existen 3 inhibidores
de Hh aprobados por la EMA, el Vismodegib, el Sonidegib y el Glasdegib (276,277),
todos ellos inhibidores de SMO. A pesar de las grandes esperanzas depositadas en
estos inhibidores, los ensayos clinicos realizados s6lo han demostrado eficacia en el
carcinoma de células basales (BCC), el subtipo Hh del meduloblastoma y la leucemia
mieloide aguda (276,280-282), fracasando en los tumores con una activacién ligando-
dependiente de la via Hh. En los que, incluso se han detectado respuestas pro-
tumorales (285—-288). Del mismo modo que la indeseada respuesta del Vismodegib en
la invasion tumoral del RMS reportada por nuestro grupo (298). Recientemente, Tom
Curran ha compartido su opinién sobre el estrepitoso fracaso de los inhibidores de la
via Hh, culpando la influencia de un sesgo inconsciente, fundado en las altas
expectativas antitumorales de estos inhibidores, que afecté al disefio experimental
(270). No obstante, en nuestra opinion, el mayor culpable es el gran desconocimiento
sobre el mecanismo de la via y el papel de sus componentes. Especialmente, en el caso
de los componentes redundantes, como es el caso de los 3 ligandos Hh, los 2
receptores Hh, los 3 correceptores Hh y los 3 factores de transcripcion efectores finales
de la via. Precisamente, este motivo es el que confiere la novedad a nuestros
resultados. A pesar de que la relacion entre la via Hh y el RMS se establecié a mediados

de la década de los 90 (230,231), la preferencia de SHH frente a [HH y DHH, provocé
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la inclusion del RMS en el grupo de tumores con una activaciéon independiente de
ligando hasta el afio 2017, en el que nuestro grupo demostré la sobreexpresion de los
ligandos alternativos, IHH y DHH y sus propiedades oncogénicas en esta neoplasia
(298). Nuestra hipodtesis, generada en base a este descubrimiento, se centrd en el
estudio de los correceptores Hh, cuyo papel en la activacién ligando dependiente de la
via ha pasado inadvertido en virtud del receptor PTCH y la proteina transmembrana
SMO. Asimismo, la confirmacién del papel oncogénico de CDO en RMS ha
manifestado la relevancia del factor de transcripciéon GLI mas inexplorado, GLI3, cuyo
papel en la oncogenicidad del RMS evaluaremos proximamente. En definitiva, los
resultados de esta tesis enfatizan la importancia de la investigacion basica en la calidad

de la investigacion traslacional.

Respecto a la posible toxicidad asociada a la nueva estrategia terapéutica propuesta,
los inhibidores de la via Hh Vismodegib y Sonidegib, muestran un perfil de toxicidad
bajo similar en la poblacién pediatrica y adulta. No obstante, los pacientes suelen
experimentar al menos un evento adverso asociado a la inhibicién de la via Hh en el
tejido normal, incluyendo alopecia, espasmos musculares, fatiga, vémitos, nduseas y
disgeusia. Adicionalmente, se observé afectaciéon en el desarrollo éseo de 3 pacientes
prepuberes tratados con Sonidegib que requirieron la interrupcién del tratamiento. Sin
embargo, tales efectos no fueron observados tras el tratamiento con Vismodegib en
pacientes pediatricos (409). Atendiendo a las presuntas funciones fisiolégicas de CDO
y a su perfil de expresidn, hipotetizamos que la inhibicion de la via Hh mediante CDO
no afectara a las células normales de un individuo desarrollado puesto que, en general,
carecen de su expresion. Un resultado a favor de esta hipotesis es el seguimiento
realizado en el peso de los ratones tratados diariamente con el compuesto SLT-0463,
los cuales mantuvieron un aspecto saludable durante los 31 dias de tratamiento. En
nuestra opinion, las terapias dirigidas son la piedra angular de la medicina, pues nos
permiten aumentar la especificidad de los tratamientos por las células cancerosas vy,

por lo tanto, reducir la toxicidad de las terapias convencionales.
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Respecto a la aplicabilidad traslacional de nuestros resultados, remarcablemente,
ademas de proponer una prometedora nueva diana molecular, hemos desarrollado y
testado un nuevo compuesto que recapitula de manera especifica los efectos de la
inhibicién genética de CDO. El compuesto SLT-0463 afecta a las principales sefias de
identidad del cancer (Ilustracién 29), las cuales soportan la progresion tumoral y, por
lo tanto, han de ser el principal objetivo de las terapias antitumorales (410).
Destacablemente, el compuesto es efectivo de manera excepcional en las dos lineas
del subtipo de RMS mas agresivo, el RMSa con translocacion PAX3-FOXO1. Con el fin
de aumentar la capacidad de prediccién terapéutica entre los diferentes subtipos de
RMS en la clinica, ademas de realizar los experimentos propuestos para explicar la
refractariedad de la linea celular RD, ampliaremos el estudio de la inhibicion de CDO
a otras lineas celulares de RMS cuyos subtipos no han sido representados en nuestros
experimentos como, por ejemplo, la linea CW9019 con translocacién PAX7-FOXOI, la
linea alveolar sin translocacién RH18 y dos lineas de RMSe con niveles de expresion

de CDO muy elevados o reducidos, RH36 y RUCH2, respectivamente.

Finalmente, la amplia ventana terapéutica de los inhibidores de la via Hh incrementa
el potencial traslacional de las terapias dirigidas contra CDO més alla del RMS. Muy
probablemente, su implicacién serd especifica en las neoplasias con activacion de la
via ligando dependiente, especialmente en los canceres de pulmoén, pancreas y
prostata, donde la implicacion de CDO como protooncogén ha sido previamente
descrita (262—-264). En concordancia, otra de las fortalezas de este trabajo reside en la
presumible aplicabilidad de la nueva estrategia terapéutica en los sarcomas éseos. A
pesar de la escasa la literatura, se ha descrito la relacion de la via Hh con propiedades
oncogénicas en este tipo de sarcomas. Destacablemente, en el caso de los
osteosarcomas (OS), se ha descrito la sobreexpresién de los ligandos Hh(326). Hallazgo
que cumple con las caracteristicas esperadas en los tumores sensibles a la inhibicién
de CDO. Adicionalmente, el andlisis de expresién de CDO en los tumores de pacientes
con sarcomas de Ewing (SE) es claramente indicador del papel oncogénico de CDO,

dado que la expresiéon elevada de CDO en estos tumores se correlaciona con una
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menor supervivencia. En efecto, la espectacular respuesta antiproliferativa observada

in vitro en las lineas celulares de sarcomas 6seos, reafirma nuestra teoria e impulsa la

continuacién de la caracterizacion del papel de CDO en estas neoplasias. Del mismo

modo que los RMS, los SE y los OS son tumores con una alta incidencia en la edad

pediatrica, con una supervivencia global tras 5 afios del 60-70%, que decrece

significativamente en el subgrupo de pacientes de alto riesgo hasta el 20-30%, a pesar

de la agresividad de las terapias multimodales aplicadas (3,411). Por ello, el hallazgo

de nuevas dianas moleculares y el desarrollo de nuevas terapias dirigidas, como las

propuestas en esta tesis doctoral, representan las esperanzas terapéuticas de estos

pacientes.
SLT-0463
() (|
Evitacion de la Evasion
destruccion de supresores SLT-0463

inmunitaria __ de crecimiento

SLT-0463 Senalizacion abllltaclon de la
proliferativa inmortalidad
-= mantenida replicadora

Desre ulacién )
dg la Inflamacion 0
Chgen —
maquinaria p;omotO{a
energética umora

celular

SLT-0463  Resistencia wsg‘:’xggn SL1-U403
P a la muerte celular y las metastasis @

Induccion Inestabllldad genémica
de angiogenia (fenotipo mutador)

Ilustracion 29. Esquema representativo de la influencia del compuesto SLT-0463 en las ocho

sefias de identidad del cancer. Imagen adaptada de Kumar V 2011. Pildora SLT-0463: inhibicion,

Interrogacion: no estudiado.
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Primera. Los compuestos peptidomiméticos desarrollados para inhibir la interaccién
entre los ligandos Hh y el receptor PTCH no modulan la via Hh, ni reducen la
proliferacién de las células de RMS in vitro. Por lo tanto, descartamos esta estrategia

terapéutica.

Segunda. Los correceptores CDO y BOC tienen una expresion preponderante en
lineas celulares y tumores de RMS en comparacién con los tejidos sanos de referencia.
Especialmente, CDO es el correceptor mas sobreexpresado en los dos subtipos
histolégicos analizados, siendo el subtipo embrionario el que presenta una mayor

expresion de ambos correceptores.

Tercera. La deplecién genética de BOC no tiene un efecto relevante en la proliferacion

de las células de RMS in vitro.

Cuarta. CDO es indispensable para el crecimiento y la viabilidad de las células de RMS
in vitro e in vivo. Primordialmente, las lineas celulares mas sensibles a la inhibiciéon de

CDO pertenecen al subtipo de RMSa con translocacion PAX3-FOXO1.

Quinta. A nivel molecular, CDO regula los niveles de expresion del factor de
transcripcién de la via Hh, GLI3. Asimismo, la inhibicién de CDO modula la expresion
de diferentes proteinas involucradas en la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la

diferenciacion celular.

Sexta. GLI3 es el efector de la via Hh mas expresado en tumores de RMS, sugiriendo
su implicacioén en la oncogenicidad asociada a la desregulacién de la via Hh en esta

neoplasia.

Séptima. El compuesto experimental SLT-0463, priorizado por su alta probabilidad de
interaccion con CDO, posee mayor potencia antiproliferativa que los inhibidores Hh de

referencia, Vismodegib y Sonidegib.

Octava. El tratamiento con el compuesto SLT-0463 reduce los niveles de proteina de
CDO y emula los efectos moleculares observados tras su deplecién genética,

confirmando la interaccién especifica entre el compuesto SLT-0463 y su diana, CDO.
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Novena. La inhibicién farmacolégica de CDO compromete drasticamente la
progresion tumoral del RMS in vitro. Concretamente, el SLT-0463 causa el arresto del
ciclo celular, la induccién de la apoptosis, la diferenciacién celular y la reduccion de las

capacidades invasivas de las células de RMS.

Décima. El tratamiento con el compuesto SLT-0463 reduce el crecimiento tumoral in

vivo en modelos murinos ortotopicos de RMS.

Undécima. La expresion de CDO es un marcador de mal prondstico en pacientes con
SE. Adicionalmente, la inhibicién farmacologica de CDO reduce la proliferacién in vitro
de células de SE y OS, confirmando la relevancia de CDO en los sarcomas 6seos y

ampliando el interés terapéutico del compuesto SLT-0463 en estas neoplasias.

Duodécima. CDO constituye una nueva diana molecular contra la via Hh, inexplorada
en la mayoria de los tumores con activacién de esta via. En consecuencia, la terapia
basada en la inhibicion de CDO se posiciona como una interesante estrategia
terapéutica alternativa a los inhibidores de Hh existentes, actualmente frustrados en un

amplio espectro de tumores.
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1. Consentimiento informado pacientes

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN ESTUDIOS
BIOLOGICOS DE TUMORES MALIGNOS INFANTILES

El abajo firmante confirmo que, una vez informado verbalmente y leido el consentimiento informado,
he tenido tiempo para valorar dicha informacién y para poder realizar las preguntas y aclaraciones
pertinentes sobre el mismo.

Comprendo que la participacion en el estudio es voluntaria y que soy libre de retirarme del mismo, o
retirar a mi hijo del mismo sin necesidad de ofrecer una razén para ello y sin que los derechos médicos
o legales que le pertenecen se vean afectados.

Comprendo que los datos médicos deben ser vigilados por los individuos responsables de este
estudio y de todos los organismos autorizados relevantes para mi participacion en este estudio y por
lo tanto doy el permiso para que se tenga acceso a la informacién.

Estoy de acuerdo en participar en los estudios biolégicos y

DOYO NO DOYO

mi consentimiento voluntariamente para que mi muestra se almacene para utilizarla en otros estudios
sobre factores relacionados con la enfermedad de mi hijo/a. Mis muestras se identificaran con un
numero codificado, y mi identidad se mantendra en secreto. Las muestras obtenidas se almacenaran
en el laboratorio de Investigacién Traslacional del cancer en la Infancia y la Adolescencia, y el
responsable de las mismas sera la Dra Soledad Gallego del Servicio de Oncologia y Hematologia
Pediatricas del Hospital Vall d'Hebron.

Nombre del paciente Fecha Firma (si es mayor de 12 afios)
Nombre del Padre/madre/tutor Fecha Firma

Testigo diferente del investigador ~ Fecha Firma

Investigador Fecha Firma
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Paralelamente a la realizacién de esta tesis doctoral, he podido contribuir en otros

proyectos de interés cientifico, algunos de los cuales ya han sido publicados y se

reflejan a continuacion:

1.
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Zarzosa P, Navarro N, Giralt I, Molist C, Almazan-Moga A, Vidal I, Soriano A,
Segura MF, Hladun R, Villanueva A, Roma J, Gallego S. Patient-derived
xenografts for childhood solid tumors: a valuable tool to test new drugs and
personalize treatments. Clinical and translational oncology. 2016;19(1):44-
50. doi: 10.1007/s12094-016-1557-2. Impact Factor (2021): 3.405.
Almazan-Moga A, Zarzosa P, Vidal I, Molist C, Giralt I, Navarro N, Soriano A,
Segura MF, Alfranca A, Garcia-Castro J, Sdnchez de Toledo J, Roma J, Gallego
S. Hedgehog Pathway Inhibition Hampers Sphere and Holoclone Formation in
Rhabdomyosarcoma. Stem Cells International. 2017;2017:7507380. doi:
10.1155/2017/7507380. Impact Factor (2021): 5.443.

Almazan-Moga A, Zarzosa P, Molist C, Velasco P, Pyczek J, Simon-Keller K,
Giralt I, Vidal I, Navarro N, Segura MF, Soriano A, Navarro S, Tirado OM,
Ferreres JC, Santamaria A, Rota R, Hahn H, Sanchez de Toledo J, Roma J,
Gallego S. Ligand-dependent hedgehog pathway activation in
Rhabdomyosarcoma: The oncogenic role of the ligands. British Journal of
Cancer. 2017;117(9):1314-25. doi: 10.1038/bjc.2017.305. Impact Factor
(2021): 7.640.

Molist C', Navarro N?, Giralt I, Zarzosa P, Gallo-Oller G, Pons G, Magdaleno
A, Moreno L, Guillén G, Hladun R, Garrido M, Soriano A, Segura MF, Sanchez
de Toledo J, Gallego S, Roma J. miRNA-7 and miRNA-324-5p regulate alpha9-
Integrin expression and exert anti-oncogenic effects in rhabdomyosarcoma.
Cancer Letters. 2020;477:49-59. doi: 10.1016/j.canlet.2020.02.035. Impact
Factor (2021): 8.679.
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Their Role in Cancer: A Family of Wnt Antagonists with a Dual Role.
Pharmaceuticals. 2021;14(8):810. doi: 10.3390/ph14080810. Impact Factor
(2021): 5.863.

Giralt I', Gallo-Oller G!, Navarro N, Zarzosa P, Pons G, Magdaleno A, Segura
MF, Sébado C, Hladun R, Arango D, Sanchez de Toledo J, Moreno L, Gallego
S, Roma J. Dickkopf-1 inhibition reactivates Wnt/(-catenin signaling in
rhabdomyosarcoma and promotes anti-oncogenic effects in vitro and in vivo.
International Journal of Molecular Sciences. 2021;22:12921. doi:
10.3390/ijms222312921. Impact Factor (2021): 5.923.

Navarro N!, Molist C', Zarzosa P, Gallo-Oller G, Pons G, Magdaleno A, Guillén
G, Hladun R, Garrido M, Segura MF, Hontecillas L, de Alava E, Ponsati B,
Fernadndez-Carneado J, Almazan-Moga A, Vallés-Miret M, Farrera-Sinfreu J,
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as a key therapeutic target to reduce metastasis in rhabdomyosarcoma and
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Medicine. Impact Factor (2021): 14.307.
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3. Patentes

El compuesto experimental desarrollado y caracterizado en esta tesis doctoral,

denominado #463, ha sido patentado en Europa (1) y Estados Unidos (2):

1.

Josep Roma Castanyer, Marta Pascual Gilabert, José Sanchez de Toledo
Codina, Soledad Gallego Melcon, Patricia Zarzosa Martinez, Javier Alonso
Fernandez, Sergio Pérez Ozcariz, Cristina Lépez Gémez, Josep Castells Boliart.
(2020) Compounds for use in preventing or treating cancer. EP3586847. European
Patent Office.
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Fernandez, Sergio Pérez Ozcériz, Cristina Lopez Gomez, Josep Castells Boliart.
(2021) Compounds for use in preventing or treating cancer. US 2021/0230150.
United States Patent and Trademark Office.
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