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Resum

El rabdomiosarcoma (RMS) és el sarcoma de parts toves més comu en la infancia i el seu
origen rau en les cel-lules embrionaries precursores del muscul esqueletic. Histologicament se
subdivideix en dos tipus: I’'embrionari (RMSe) i I'alveolar (RMSa), diferint en presentaci6
clinica, pronostic i resposta a la terapia, i és el RMSa el que presenta pitjor pronostic. El
neuroblastoma (NBL) és el tumor solid extracranial més habitual en la infancia i el tercer
cancer pediatric més recurrent. Representa un 15% de les morts pediatriques per cancer. Hi
ha diversos factors que determinen I’afectacié del tumor: I'edat al moment del diagnostic,

I'estadi, alteracions cromosomiques, la histologia i I'estat de 'oncogen N-MYC.

La supervivencia tant del RMS com del NBL se situa al 70%, pero aquesta es redueix fins al
30% en els casos de RMS amb malaltia metastatica i recidiva, i fins al 20% en els casos de NBL
d’alt risc. Aquests casos s’associen a la disseminacié del tumor a causa de la metastasi, quan
els tractaments regulars no soén efectius. Es en aquest context on existeix la necessitat d’estudi
dels factors que regulen el procés metastatic per tal d’identificar noves dianes terapeutiques

i aixi millorar la supervivencia d’aquest grup de pacients.

Les integrines son receptors transmembrana cel-lulars amb capacitat de transmetre senyal
de V'exterior a I'interior de la cel-lula i viceversa, que en modifiquen la plasticitat, adhesi6 i
invasié cel-lular i estan implicades en processos patologics com la metastasi. Anteriorment a
aquesta tesi doctoral, el nostre grup d’investigacié va suggerir per primera vegada la integrina
981 com una proteina clau en la invasié de les cel-lules de RMS. En aquesta tesi doctoral
es demostra el paper de la integrina o951 en la invasié del RMS tant in vitro com in vivo
mitjancant la seva inhibicié genetica. Es mostra per primera vegada el paper del miR-7 i
el miR-324 com a reguladors de la integrina a951. També es descriu com l'expressio de la
integrina 951 en els tumors de RMS resulta en una tendencia a una menor supervivencia

dels pacients, i posicionen la integrina 9541 com a un marcador de mal pronostic en el RMS.

El caracter invasiu de la integrina 931 es demostra també en el NBL, on 'expressio de la

proteina en les seves linies cel-lulars és molt elevada i contundent.
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En resum, en aquesta tesi doctoral es descriu el paper de la integrina a951 en el RMS i el

NBL i es demostra el rol d’aquesta en la metastasi.

Aixi doncs, es proposa la integrina 941 com una nova diana terapeutica contra el procés

metastatic en el cancer pediatric.
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°C graus Celsius
aa aminoacids
Ab anticos
ADAM A Desintegrin And Metalloprotease
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ANOVA analysis of variance
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ATCC American Type Culture Collection
BIRC5 Baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 5
BMP bone morphogenetic protein
BSA bovine serum albumin
c-MET hepatocyte growth factor receptor
CAF cancer-associated fibroblast
cDNA complementary DNA
cm? centimetres quadrats
COSMIC Catalogue of somatic mutations in cancer
cPep peptid ciclic
Ct treshold cycle
CTC circulating tumour cell
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DEPC Diethylpyrocarbonate
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO dimetil sulfoxid
dNTP desoxiribonucleotids trifosfat
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
dsDNA double strand DNA
DTC disseminated tumour cell
DTT ditiotreitol
EFS event-free survival
EGF epidermal growth factor
EMT epithelial-mesenchymal transition
FBS fetal bovine serum
FD Forkhead domain
FGF Fibroblast growth factor
FN Fibronectina
FOXO1 Forkhead box protein O1
G Gauge
g gram
GAP-43 Neuromodulin
GFR growth factor receptor
GN ganglioneuroma
GNB ganglioneuroblastoma
h hora
HD homeodomain
HD histologia desfavorable
HF histologia favorable
HRP horseradish peroxidase
HVA acid homovanil-lic
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ICCC-3 International classification of chilhood cancer third editon
IGF2 Insulin like growth factor 2
ILK Integrin-linked kinase
IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
INOSOD INOS8O complex subunit D
INPC International Neuroblastoma Pathology Classification
INRG International Neuroblastoma Risk Group
INRGSS International Neuroblastoma Risk Group Staging System
INSS International Neuroblastoma Staging System
IRS Intergroup Rhabdomyosarcoma Study
ITCC Innovative Therapies for Children with Cancer
ITS-G Insulin-Transferrin-Selenium
kg quilogram
LOH loss of heterozygosity
M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus
mA mil-liampere
MAX Muyc-associated factor X
MDM2 Murine doble minute 2
MEM Minimum FEssential Medium with Earle’s Balanced Salts
MET mesenchymal-epithelial transition
mg mil-ligram
MIDAS metalic-ion-dependent adhesive site
min minuts
miRISCs miRNA-induced silencing complexes
miRNA microRNA
MIZ1 Muyc interacting zinc finger-1
MKI mitosis-karyorrhexis index
ml mil-lilitre
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mm mil-limetre
mM mil-limolar
MMP matriz metalloproteinase
mRNA messenger RNA
MSC mesenchymal stem cells
Mut mutat
MYF myogenic factor
MYOD Muyoblast determination protein
N-MYC N-myc proto-oncogene protein
NA no amplificat
NBL neuroblastoma
NCOA1 nuclear receptor coactivator 1
ND no determinat
ng nanogram
NGF Nerve growth factor
NICD Notch intracellular domain
nM nanomolar
nm nanometre
NME1 nucleoside diphosphate kinase 1
ns no significant
NSE Neuron specific enolase
OMS Organitzacié Munidal de la Salut
p p-valor
P53 cellular tumor antigen p53
PAX Paired box protein
PB Paired box
pb parells de bases
PBS phospate buffered saline
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PET positron emission tomography
PHOX2B paired like homeobox 2B
PPM1D Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1D
PSI Plexin-semaphorin-integrin
PTB phosphotyrosine-binding domain
PVDF polyvinylidene difluoride
qPCR quantitative polymerase chain reaction
RAS GTPase HRas
RB Retinoblastoma-associated protein
RETI-SEHOP Registro Espanol de Tumores Infantiles
RMS rabdomiosarcoma
RMSa rabdomiosarcoma alveolar
RMSe rabdomiosarcoma embrionari
rpm revolucions per minut
s segon
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM standard error of mean
SFa9 short form a9 integrin
SHH Sonic hedgehog protein
shRNA short hairpin RNA
SIOPEN International Society of Paediatric Oncology Furopean Neuroblastoma
siRNA small interfering RNA
SNC sistema nervios central
SNS sistema nervids simpatic
SPF specific pathogen free
ssRNA single strand RNA
SyMBS synergistic metal ion-binding site
TAD transactivation domain
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TAM tissue-associated macrophages
TBS-T tris- Buffered Saline and Tween-20
TEMED N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina
TF tissue factor
TGF-3 transforming growth factor beta
TNM T:tumor, N: noduls, M:metastasi
TP53 cellular tumor antigen p53
TSG tumor suppressor gene
U unitat
VCAM vascular cell adhesion molecule
VEGF vascular endothelial growth factor
VIH virus de la immunodeficiencia humana
VMA acid vanililmandelic
VSV-G vesicular stomatitis virus envelope G protein
wt wild type
ug microgram
ul microlitre
uM micromolar
pm micrometre
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1 Introduccio

1.1 Cancer pediatric

El terme cancer pediatric s'usa per descriure aquells casos de cancer que afecten individus
menors de 15 anys. El cancer pediatric representa entre el 0.5% i el 4.6% del total de cancers.
Es una malaltia infregiient, amb una incidéncia anual global d’entre 50 i 200 casos per mili6
de nens [1]. A Espanya, es van diagnosticar un total de 1011 casos durant I’any 2016 [2].
Tot i la seva poca incidencia és la segona causa de mort en infants entre 11 9 anys en paisos
desenvolupats, i la primera son les lesions no intencionades [3]. La supervivencia als 5 anys
després del diagnostic se situa de mitjana al 80% a paisos desenvolupats, com Europa i els
Estats Units [4, 1].

L’OMS (Organitzacié Mundial de la Salut) preveu un increment del 7% de nous casos de
cancer infantil Pany 2035, un increment molt moderat comparat amb el 70% previst per al
cancer d’adults. Aquesta previsié té en compte la mitjana del creixement de la fertilitat de
la poblacié global i la incidencia i la mortalitat estable del cancer pediatric actual [1]. Molts
cancers pediatrics sén altament curables si es diagnostiquen en estadis primerencs i alguns
tractaments son relativament senzills, barats i ben establerts. Malauradament, actualment
menys del 40% dels pacients sén diagnosticats i tractats correctament, sobretot als paisos
subdesenvolupats. La probabilitat de sobreviure al cancer és més baixa a aquests paisos i no

sempre disposen de cures pal-liatives [5].

El cancer infantil engloba un conjunt de diverses neoplasies, que es classifiquen segons la seva
localitzacié anatomica: els cancers hematologics son els que afecten la sang, el moll d’os i
el sistema limfatic. Els tumors cerebrals sén cancers intracranials del SNC (Sistema nerviés
central) i els tumors solids sén extracranials i no hematologics. Aquests tltims, a diferéncia
dels cancers hematologics i els tumors cerebrals, poden provenir de les tres capes germinals

que formen I’embrié: mesoderma, endoderma o ectoderma [6].
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Els cancers pediatrics son neoplasies malignes diferents de les de 'adult pel que fa a la seva
biologia, resposta al tractament i supervivencia. La majoria dels cancers de 'adult sén cancers
epitelials. Les cel-lules epitelials tumorals provenen d’una poblacié de cel-lules mare situades
a I’organ madur que tenen com a funcié fisiologica el reemplacament cel-lular. L’exposicié a
agents externs i mutacions genomiques sén una de les fonts de malignitat per a les cel-lules
tumorals. Per contra, els cancers pediatrics tenen un origen hematologic, mesenquimal o del
sistema nervids i la seva etiologia a vegades és encara desconeguda. El cancer pediatric és el
resultat de mutacions espontanies i es necessiten menys esdeveniments oncogenics comparat
amb el cancer de l'adult pel seu desenvolupament i la progressié tumoral, tan sols dues

mutacions sén suficients per al seu desenvolupament [7, 8, 9].

Alguns cancers pediatrics pertanyen al grup de cancers pediatrics embrionaris o fetals, ja
que s’originen en teixits fetals. Aquests tumors sén diagnosticats majoritariament en nens
menors de 5 anys [5]. S’ha demostrat que s’originen directament d’una cel-lula embrionaria
o bé a partir d’'una cel-lula prenatal més madura que ha adquirit propietats patologiques
que afavoreixen la supervivencia en I'ambient postnatal. Alguns dels tumors embrionaris
fetals amb més evidencia de cel-lula d’origen sén el retinoblastoma, el medul-loblastoma, el
neuroblastoma i el tumor de Wilms. S’ha proposat un model de tumorigenesi embrionaria
que consta de tres esdeveniments (Figura 1.1): excés de proliferacié de cel-lules prenatals,

resistencia a la mort cel-lular i a I'apoptosi i inestabilitat genomica [10].

1r

esdeveniment

2n

esdeveniment

Embriogénesi Excés de

1
I
I
I
I
normal proliferacié I

—>

naixement

Figura 1.1. Model de tumorigénesi embrionaria. Els cancers embrionaris amb evidencia d'origen
prenatal comparteixen les mateixes caracteristiques: excés de proliferacid prenatal en el teixit
d'origen, mecanismes per sobreviure a I'ambient postnatal i inestabilitat genomica [10].

Els cancers pediatrics es poden classificar en dotze grups principals segons la tercera edicié
de la classificacié internacional del cancer pediatric (ICCC-3, International classification of
chilhood cancer third editon) (Taula 1.1) [11]. A la figura 1.2 es mostra la incidencia de cada
grup diagnostic registrat per la RETI-SEHOP (Registro Espaniol de Tumores Infantiles) en
nens de 0-14 anys durant el periode 1980-2016 a Espanya. Els cancers pediatrics més freqiients
soén les leucemies (26.5%), els tumors del SNC (21.2%) i els limfomes (13.1%). Els segueix el
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grup IV, els tumors del sistema nerviés simpatic (SNS) amb un 9.8%, en el qual els casos de
neuroblastoma ocupen el 99% d’aquest grup. El grup IX representa el 6.9% del total de tots

els cancers pediatrics, i en aquest grup un 57% dels tumors sén casos de rabdomiosarcoma
[2].

Taula 1.1. Tipus de cancers pediatrics segons la ICCC-3. Basat en [11].

Grups diagnostics

I leucemies, malalties mieloproliferatives i malalties mielodisplastiques
1I limfomes i neoplasies reticuloendotelials
IIT SNC i neoplasies intracranials i intraespinals
v neuroblastoma i altres tumors de cel-lules nervioses periferiques
(SNS)
A% retinoblastoma
VI tumors renals
VII tumors hepatics
VIII tumors ossis malignes
X sarcomes de parts toves i sarcomes extraossis
X tumors de la linia germinal, tumors trofoblastics i neoplasies de les
gonades
XI altres neoplasies epitelials malignes i melanomes malignes
XII altres neoplasies malignes inespecifiques
X11.9%

X110.2%

vil13% Vil
6.89

Figura 1.2. Distribucio en percentatges dels diferents grups de cancer pediatric registrat per la
RETI-SEHOP a Espanya en nens de 0-14 anys durant el periode 1980-2016. Dades extretes de [2].
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Amb base a les dades de supervivencia després de 5 anys del diagnostic en pacients
diagnosticats en el periode 2000-2007 arreu d’FEuropa segons el grup diagnostic, s’extreuen
les dades mostrades a la taula 1.2, en la qual es reflecteixen els cancers amb millor i pitjor

pronostic durant aquest periode [4].

Taula 1.2. Supervivéncia als 5 anys després del diagnostic segons grup diagnostic. Pacients arreu
d'Europa diagnosticats durant el periode 2000-2007. Basat en [4].

(a) Grups diagnostics amb millor

pronostic (b) Grups diagnostics amb pitjor pronostic
Grup diagnostic i tumor % supervivencia Grup diagnostic i tumor % supervivencia
V: retinoblastoma 96.4% ITIc: tumors embrionaris 57.1%
Ma: limfoma de Hodgkin 95.4% intracranials i intraespinals
IIc: limfoma de Burkitt 90.2% II: SNC i neoplasies 57.5%
intracranials i intraespinals
VIa: nefroblastoma i altres 89.4% —
tumors renals no epitelials Ib: leucemia mieloide 62.7%
aguda
IXa: rabdomiosarcoma 67.7%

1.2 Sarcomes

Els sarcomes sén tumors d’origen mesenquimal provinents del teixit connectiu. Sén tumors
rars, representen 1'1% de tots els tumors de 'adult i el 21% dels tumors solids pediatrics.
Els sarcomes es divideixen en dos grans grups: els tumors ossis malignes i els sarcomes de
parts toves [12]. A causa del seu origen en el mesoderma embrionari, els sarcomes no tenen
un patré de distribucié i poden apareixer en qualsevol part del cos [13]. Els tumors ossis
malignes se solen trobar en os o en cartilag, mentre que els sarcomes de parts toves sovint

s’originen en els musculs, les articulacions, el greix, els nervis i els vasos sanguinis [12].

Els tumors ossis malignes pertanyen al grup VIII de la classificacié internacional del cancer
pediatric. Representen el 6.9% de tots els tumors pediatrics i any 2016 es van detectar 63
nous casos a Espanya [2]. A la taula 1.3 es poden observar els diferents subtipus de tumors
ossis i la seva respectiva incidencia en nens entre 0 i 14 anys diagnosticats a Espanya durant
el periode 1990-2016. El sarcoma d’Ewing i l'osteosarcoma o sarcoma osteogenic sén els dos
tipus de neoplasies malignes pediatriques ossies més comuns. El sarcoma d’Ewing és el tumor

ossi més freqiient en nens de 0 a 10 anys, tot i que apareix preferentment durant la segona
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decada de vida (64%). El 75% de casos de sarcoma osteogenic es presenten entre els 12 i els

25 anys, coincidint amb el creixement puberal [14].

Taula 1.3. Classificacio i incidéncia dels tumors ossis diagnosticats a Espanya en el periode
1990-2016. Dades extretes de [2].

VIII Tumors ossis Incideéncia (%)
VIIIa osteosarcomes 45
VIIIb condrosarcomes 1.5
VIllc Ewing 51.6
VIIId altres ossis especificats 1.5
VIlle altres ossis no especificats 0.4

Els sarcomes de parts toves o de teixits tous engloben un conjunt de més de 50 neoplasies
classificades a nivell histologic segons 'OMS (Taula 1.4). Els sarcomes de parts toves
pertanyen al grup IX de la classificacié internacional del cancer pediatric, el qual representa
el 6.9% del total. Durant 'any 2016 es van detectar 59 nous casos a Espanya [2]. A 'apartat
1.2.1 s’especifica en detall el rabdomiosarcoma, el cancer pediatric de parts toves més comu
i un dels cancers en que s’ha centrat aquesta tesi doctoral. En casos aillats s’ha associat el
desenvolupament dels sarcomes de parts toves amb factors genetics o ambientals, irradiacions,
infeccions virals i deficiencies immunitaries. Per tant, la majoria semblen originar-se de
novo, sense factor aparent de causa. Aix0 no obstant, algunes neoplasies mesenquimatiques

malignes apareixen en el context de sindromes familiars de cancer [15].

Taula 1.4. Classificacid i incidéncia dels sarcomes de teixits tous diagnosticats a Espanya en el
periode 1990-2016. Dades extretes de [2].

IX Sarcomes de teixits tous i altres extraossis Incidencia (%)
IXa rabdomiosarcomes 57.4
IXb fibrosarcomes, tumors de les beines nervioses 8.7

periferiques i altres neoplasies fibroses

IXc sarcomes de Kaposi 0.1
IXd altres sarcomes de teixits tous especificats 28
IXe sarcomes de teixits tous no especificats 5.8
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1.2.1 Rabdomiosarcoma

El rabdomiosarcoma (RMS) és un tumor maligne derivat de les cel-lules mesenquimals
primitives, anomenades rabdomioblasts, la diferenciacié de les quals a muscul estriat madur

és incompleta [16].

1.2.1.1 Epidemiologia

El RMS representa aproximadament el 5% de tots els tumors malignes que afecten a
nens i adolescents, i la seva incidencia anual és aproximadament de 5.3 casos per milié de
nens menors de 15 anys [16]. Es el tercer tumor solid extracranial més comu, després del

neuroblastoma i el tumor de Wilms [17].

El RMS té una certa predisposicio pel sexe masculi, és 1.4 vegades més comu en nens que
en nenes [18, 17]. Existeix una distribuci6 segons l'edat de presentacié de la malaltia amb
un pic dels 2 als 6 anys i un altre entre els 10 i els 18. Aproximadament dos tergos dels
casos de RMS s6n diagnosticats en nens menors de 6 anys [19]. Aquesta distribucié reflecteix
I'aparicié dels dos subtipus histologics de RMS més freqiients: RMS embrionari (RMSe) i
RMS alveolar (RMSa). La incidencia del RMSe és major en nadons i nens perd decreix en
I’adolescencia. Contrariament, la incidencia del RMSa és baixa en infants i augmenta en nens

més grans i adolescents [17].

La supervivencia del RMS ha millorat notablement en els tultims 50 anys. L’any 1970 la
supervivencia als 5 anys després del diagnostic dels pacients amb RMS se situava al 25%.
L’any 1972 es va crear el grup cooperatiu Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS), on
gracies a ’aplicacié de quimioterapia combinada i radioterapia es va observar un increment de
la taxa de resposta completa en nous pacients diagnosticats durant la decada del 1970. A més,
els resultats d’altres grups cooperatius van mostrar 1’eficacia dels tractaments multimodals.
D’aquesta manera s’ha aconseguit augmentar la supervivencia dels pacients amb RMS fins
al 70% [20, 21, 4].

Els pacients amb RMS presenten amb més freqiiencia respecte a la poblacié general
anomalies congenites en el SNC i en 'aparell genitourinari. La majoria dels casos de RMS
es desenvolupen de forma espontania, i presenten una major incidencia de RMS els pacients
amb la sindrome de Beckwith-Wiedemann, la sindrome de Gorlin, la neurofibromatosis tipus

I, la sindrome de Li-Fraumeni i la sindrome alcoholica fetal [16].
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1.2.1.2 Presentacio clinica

El RMS es pot presentar en gairebé qualsevol regié anatomica i, per tant, la forma de
presentacio esta subjecte a la localitzacio del tumor primari. Les regions més freqiients son el
cap i el coll, el tracte genitourinari i les extremitats. A la taula 1.5 s’especifica la freqiiencia
i la localitzacié de les regions dels tumors primaris de RMS. La majoria dels tumors de la
regio genitourinaria pertanyen al subtipus embrionari. Els tumors del cap i el coll pertanyen
també majoritariament al subtipus embrionari i rarament presenten propagacio als noduls
limfatics regionals. En canvi, el 50% dels tumors de les extremitats sén del subtipus alveolar

amb tendencia a propagar-se als noduls limfatics regionals [22].

Taula 1.5. Localitzacio del RMS. Basat en [16].

Regi6é anatomica i freqiiencia Localitzacié i freqiiencia

bufeta i ostata (1
genitourinaria (25%) ufeta i prostata (15%)

vagina i uter (10%)

i (1
cap i coll (25%) parameningi (15%)

no parameningi (10%)

extremitats (20%) extremitats
orbita (10%) orbita
via biliar

altres (20%)
paret toracica

Menys del 25% dels pacients presenten malaltia metastatica al moment del diagnostic. El
pulmé és el lloc més freqiient de metastasi, seguit de 1’os, la medul-la ossia i els noduls
limfatics [22].
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1.2.1.3 Histopatologiai alteracions genétiques

El RMS pertany al grup dels tumors de cel-lules petites rodones i blaves, juntament amb
el neuroblastoma, el sarcoma d’Ewing i el limfoma. La clau pel diagnostic del RMS
és la presencia de marcadors de diferenciacié a muscul esqueletic. Cal una positivitat
immunohistoquimica pels marcadors musculars com: miogenina, MYOD, actina, miosina

especifica de muscul, mioglobina i/o desmina [16, 19].

En la quarta i ultima edici6 de la classificacié dels tumors de teixits tous i ossis presentada per
I’OMS T’any 2013 s’estableixen els quatre subtipus principals de RMS (Taula 1.6): embrionari,

alveolar, pleomorfic i esclerosant o de cel-lules fusiformes.

Taula 1.6. Subtipus principals del RMS: prondostic, edat, freqiiéncia i localitzacio principal

Subtipus Pronostic Edat Freqiiencia® Localitzacié
embrionari intermedi <10 anys 70 cap i coll
alveolar dolent adolescents i 20 extremitats

adults joves

pleomorfic dolent homes adults - extremitats
inferiors
esclerosant/de bo 0-10 anys i un 10 regié
cel-lules segon pic paratesticular,
fusiformes centrat als 50 extremitats,
anys cap i coll

* Freqiiencia de RMS infantil.

El RMS de cellules fusiformes representa el 10% dels casos de RMS infantil, percentatge
que disminueix entre el 3 i 4.4% si es té en compte tots els casos de RMS [23]. Afecta
principalment a homes joves i és el subtipus de RMS amb millor pronostic quan afecta
als nens, amb una superviveéncia als 5 anys després del diagnostic del 83 al 95.5%. La
supervivencia dels pacients adults amb RMS de cel-lules fusiformes se situa al 53% [24, 23].
Una variant del subtipus de RMS de cel-lules fusiformes és el RMS esclerosant. Aquest
afecta preferencialment a adults i els tumors es localitzen principalment a les extremitats
i al cap i al coll. Els tumors de RMS esclerosant es caracteritzen per presentar un grau
elevat de hialinitzacié de la matriu extracel-lular i un patré de creixement pseudovascular,
i comparteixen caracteristiques clinicopatologiques amb els tumors del subtipus alveolar i
embrionari [25, 26].



1.2. Sarcomes

El RMS pleomorfic es presenta predominantment en homes adults de mitjana edat i esta
associat a un mal pronostic, el 50-60% dels pacients presenten metastasi al moment del
diagnostic i la mortalitat és superior al 70%. Els tumors de RMS pleomorfic es localitzen
en el teixit profund de les extremitats inferiors. Histologicament els tumors estan compostos
per cel-lules pleomorfiques i sovint multinucleades, amb un citoplasma eosinofilic abundant i

amb rabdomioblasts tenyits positivament pels marcadors miogenics [27].

Els dos subtipus de RMS més freqiients sén el RMSa i el RMSe. El RMSe representa més
dels dos tercos del total dels casos de RMS i els tumors normalment es localitzen en el cap
i el coll i en el tracte genitourinari. Microscopicament, el RMSe és un tumor de cel-lules
fusiformes ric en estroma [22]. Es presenta en nens menors de 10 anys i la supervivencia
als 5 anys després del diagnostic associada a aquest subtipus és del 80% [18, 28]. El RMS
botrioide és un subtipus de RMSe que sovint es localitza a les visceres recobertes d’epiteli,

com per exemple la bufeta o la vagina, i presenta un pronostic favorable [18].

El RMSa representa aproximadament el 20% dels casos de RMS, les seves ubicacions freqiients
son les extremitats, el tronc i el perineu i té una alta predisposicié a formar metastasi.
Microscopicament, el RMSa esta compost per cel-lules petites i rodones, amb un aspecte
cel-lular dens [22]. El RMSa té tendencia a apareixer en adolescents i adults joves, i la

supervivencia als 5 anys després del diagnostic és del 52% [18, 28].

Els subtipus RMSe i RMSa presenten alteracions citogenetiques completament diferents. El
80% dels tumors de RMSa presenten una translocacié cromosomica especifica associada: la
translocacio t(2;13)(q13;q14), present en un 75% dels casos i la t(1;13)(p36;q14), present en
el 25% restant (Figura 1.3). Aquestes translocacions involucren als gens PAXS3 i PAX7
localitzats als cromosomes 2 i 1, respectivament. Els dos gens estan involucrats en el
desenvolupament embrionari del muscul esqueletic i una disrupcié d’aquests provoca un
desenvolupament muscular anormal. En ambdds casos la translocacié crea un factor de
transcripcié quimeric amb FOXOI, es conserva el domini d’unié al DNA dels gens PAX i
s’adquireix el domini transactivador de FOXOI. La proteina quimerica resultant s'uneix
correctament als gens diana de PAX pero amb un excés d’activacié. Aquesta desregulacid
té efectes sobre la proliferacié, ’apoptosi, la diferenciacié i la mobilitat cel-lular. Els tumors
de RMSa amb la translocacié PAX3-FOXO1 tenen un fenotip més agressiu, associant-se a
tumors d’alt risc i amb un pitjor pronostic. Contrariament, els tumors de RMSa positius
per la translocacié PAX7-FOXO1 tendeixen a apareixer en nens més joves, freqiientment a
les extremitats, en forma de tumors localitzats i presenten millor supervivencia [29]. El 20%
restant dels tumors de RMSa que no presenten translocacié formen un grup heterogeni amb

caracteristiques cliniques similars als tumors de RMSe.
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PAX3/PAX7 FOXO1

1
1

100 aa
t(2;13)(q13;q14)
£(1;13)(p36;q14)

N— PB HD . TAD —C

PAX3/PAX7-FOXO1

Figura 1.3. Representacio de la translocacié PAX/FOXO01 observada en el 80% dels casos de RMSa.
Les translocacions t(2;13)(q13;q14) i t(1;13)(p36;914) involucren als gens PAX 31 7, respectivament,
I FOXO1. La proteina quimérica PAX3/PAX7-FOXO1 conserva el domini d'unié al DNA dels gens
PAX i adquireix el domini transactivador de FOXO1l. Abreviatures: FD (Forkhead domain), HD
(Homeodomain), PB (Paired box), TAD (Transactivation domain).

Aixo no obstant, s’ha descrit noves translocacions en els tumors de RMSa. Una és la
translocacié t(2;2)(q35;p23), que genera una proteina de fusié formada per PAX3 i el
receptor nuclear coactivador NCOA1, i presenta les mateixes propietats transactivadores
que PAX3-FOXOL1 [18]. També s’ha descrit la fusi6 de PAX3 amb INOSOD, tot i que el

comportament clinic d’aquesta variant és encara desconegut [30].

En canvi, no s’ha descrit translocacions especifiques en els casos de RMSe. Aquest subtipus
presenta aberracions cromosomiques amb guanys i perdues de cromosomes. Els guanys més
freqiients es donen en el cromosoma 2, 7, 8, 11, 12, 13g21 i 20; i les perdues en els 1p35-36.3,
6, 9922, 14q21-32 i 17 [31]. Els tumors de RMSe presenten també perdua d’heterozigositat
del cromosoma 11p15.5 o perdua d’imprompta d’aquesta regié. Tals fets provoquen la

sobreexpressié del gen IGF2, la funcié del qual és I'estimulacié del creixement cel-lular [32].

La inactivacié del gen supressor de tumor T'P53 i la sobreexpressié del gen MDM?2 (regulador

de la degradaci6 de p53) s’ha observat tant en el subtipus alveolar com en 'embrionari [33].

10
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1.2.1.4 Etiologiaievolucié molecular

El RMS és un tumor maligne d’origen mesenquimal i es considera que deriva d’una interrupcio

de la regulacié del creixement i diferenciacié del muscul esqueletic [17].

Diferents estudis suggereixen que l'origen del RMSe resideix en les cel-lules satel-lit
musculars. Les cel-lules satel-lit musculars sén precursors mioblastics responsables del
creixement postnatal, la reparacié i el manteniment del muscul esquelétic; on és essencial
Iexpressio de PAXT per 'especificacio i el manteniment d’aquestes. Es creu que els tumors
de RMSe provenen de les cel-lules satel-lit musculars, a causa de 'expressié de PAXT7 i
c-MET en tumors humans de RMSe [34, 35]. Altres autors apunten que les cel-lules satel-lit
no sén les uniques contribuidores al desenvolupament dels tumors de RMS del subtipus
embrionari, aportant que els mioblasts que expressen MYF6 sén també capacos de formar
tumors [36]. Altres autors discuteixen que lorigen del RMSe no pot estar restringit als
progenitors musculars, ja que no explicaria com es produeixen casos de RMSe en llocs on
el muscul estriat no hi és present, tals com la prostata o la bufeta. La transdiferenciacio
de les cel-lules progenitores mesenquimals, incloent-hi els progenitors del llinatge adipds,
podrien ser també la cel-lula d’origen dels tumors embrionaris que apareixen en els teixits
on normalment no presenten muscul esqueletic. Hatley et al. van presentar un model de
RMSe a partir de progenitors d’adipocits marrons, els quals mitjancant 'activacié de la via
promoguda per SHH es transdiferenciaven en llinatge muscular sense donar lloc a muscul
esqueletic madur, i formaven tumors al cap i al coll que mimetitzaven el RMSe huma a nivell

histologic i molecular [37].

Contrariament, es va demostrar que les cel-lules satel-lit PAX7+4+ amb la translocaci
PAX3-FOXO1 no provocaven la formacié de tumors de RMSa [38]. Se suggereix que els
tumors de RMSa provenen de les cel-lules amb diferenciacié del llinatge miogenic que
expressen MYFG6 [39, 38], ja que aquestes s s6n capaces de generar tumors de RMSa amb
Iexpressi6 de PAX3-FOXO1 i la inactivacié de la via p53. Altres autors proposen les
cel-lules mare mesenquimals (MSC, de I'angles mesenchymal stem cells) com a progenitores
dels tumors de RMSa, ja que MSCs que expressen les translocacions PAX3-FOXO1 o
PAX7-FOXO1, conjuntament amb la interrupcié de la via p53/RB/RAS, formen tumors
amb un perfil histologic, immunohistoquimic i genetic similar als tumors humans de RMSa.
L’expressié de la translocacié indueix la miogenesi esqueletica en cel-lules mare mesenquimals
amb 'expressié de MYOD i miogenina, pero no MYF5 [40, 41].
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1.2.1.5 Factors pronosticsi estadificacio

Els factors pronostics més importants en el RMS sén [16]:

e Histologia. Favorable: embrionari. Desfavorable: alveolar.
e Estadi (classificacié IRS). Favorable: grup I. Desfavorable: grups II-1V.
o Afectacié ganglionar. Favorable: no afectacid. Desfavorable: afectacié ganglionar.

e Localitzaci6.  Favorable: orbita, cap i coll no parameningi, genitourinari no

bufeta-prostata. Desfavorable: la resta de localitzacions.
e Tamany. Favorable: < 5em. Desfavorable: > bem.

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

La classificacié més utilitzada per l'estadificacié dels tumors de RMS és la classificacié
postoperatoria per grups de 'IRS (Taula 1.7) [16]. Els pacients sén assignats a un grup
clinic en funcié de D'escissié del tumor i 'evidéencia de metastasi als noduls limfatics o a
organs distants després de 'examinacié patologica o cirurgia [17]. Una segona classificaci6
és la classificaci6 TNM (T: tumor, N: noduls, M: metastasi). Aquesta es basa inicament en
I’avaluacié preoperatoria de la imatge i 'exploracio fisica. Té en compte el lloc i la mida del
tumor primari, el grau d’invasid, l'estat dels noduls i la presencia o absencia de metastasi
(17, 21].

12



1.2. Sarcomes

Taula 1.7. Classificacio clinica dels tumors de RMS segons I'IRS. Basat en [16].

Grup Descripcié

I malaltia localitzada completament extirpada

confinada al muscul o teixit d’origen

b afectacio per contigiiitat, infiltracié fora del muscul o
organ d’origen

11 extirpacié macroscopica total amb evidencia d’extensio
locoregional
a tumor amb reseccié macroscopica total i residu
microscopic
b malaltia regional amb afectacié ganglionar extirpada

completament sense residu microscopic

¢ malaltia regional amb afectacié ganglionar amb extirpacio
macroscopica total pero amb evidencia de malaltia
microscopica residual i/o afectacié al gangli més distal de
la reseccid

111 extirpacié incompleta amb malaltia residual macroscopica

només després de la biopsia

b després de la resecci6 del tumor amb restes >50%

vV malaltia metastatica present al diagnostic (pulmons, fetge,
ossos, medul-la oOssia, cervell, musculs i ganglis a
distancia)

Per tal d’adaptar la intensitat de la terapia a cada pacient, el comite de sarcomes de teixits
tous del Children’s Oncology Group va desenvolupar un sistema d’estratificacié de risc on
s’incorporava 1'estadificacié del pretractament (basada en el lloc anatomic i I'estat TNM) i
I'extensié de la malaltia després de la reseccié quirtrgica (grup clinic), tal com es pot observar
a la taula 1.8 [17]. Els pacients es divideixen en risc baix, intermedi o alt. En el grup de
risc baix s’hi inclouen el 30% dels pacients amb RMS amb una supervivencia després del
diagnostic del 95%. Tendeixen a ser tumors localitzats, d’histologia embrionaria i es troben
en llocs favorables. El grup de risc alt representa el 10% dels pacients amb una supervivencia
després del diagnostic del 25%, en el qual hi ha principalment tumors metastatics d’histologia
alveolar. El160% de casos de RMS pertanyen al grup de risc intermedi, amb una supervivencia
del 50-65% i amb una histologia heterogenia [42].
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Taula 1.8. Estadificacio dels pacients amb RMS basat en el risc. Adaptat de [17].

Grup de risc  Estadi pretractament® Grup clinic Lloc? Histologia

. lo2 Toll favorable o desfavorable RMSe
baix 1

1 IIT orbita RMSe

. 1 II1 favorable RMSe
baix 2

3 Toll desfavorable RMSe

. . 203 11T desfavorable RMSe

intermedi

1-3 I-I11 favorable o desfavorable RMSa

olt 4 IV favorable o desfavorable RMSe

4 IAY favorable o desfavorable RMSa

@ Estadi pretractament depenent del lloc del tumor primari.

b Llocs favorables: tracte genitourinari, tracte biliar, cap i coll no parameningi i orbita.

1.2.1.6 Malaltia metastatica i recidivant

La disseminaciéo metastatica dels tumors dels pacients amb RMS pot ser tant per via
hematogena com limfatica. Els pacients amb malaltia metastatica presenten en general una

supervivencia molt baixa, no superant el 20% [21].

Aproximadament un 30% dels pacients amb RMS experimenten recidives, i entre el 50 i el 95%
d’aquests moren a causa de la progressié metastatica [19]. El temps mitja de supervivéncia
des de la primera recaiguda és de 0.8 anys, i la taxa de supervivencia estimada als 5 anys

després de la primera recidiva és del 17% [43].

Hi ha una correlacié entre la taxa de supervivencia als 5 anys després de la recaiguda i
el subtipus histologic del tumor. La taxa de supervivencia als 5 anys és del 64%, 26% i
5% pels subtipus embrionari botrioide, embrionari i alveolar, respectivament [43]. Dins del
subtipus alveolar, la translocaci6 PAX3-FOXO1 és un factor de mal pronostic: els pacients
PAX3-FOXO1 amb metastasi tenen una supervivencia als 4 anys del 8%, mentre que la
supervivencia als 4 anys augmenta fins al 75% en els pacients amb metastasi que presenten
la translocacio PAX7-FOXO1 [42].

Aixi, la taxa de supervivencia després de la recaiguda esta condicionada també factors al
moment del diagnostic, com el subtipus histologic, el grup i 'estadi. En els pacients amb

RMSa, la taxa de supervivencia als 5 anys després de la recidiva és del 40% pel grup 11 del 3%
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pels grups I, IIT i IV. En els pacients amb RMSe, la taxa de supervivencia als 5 anys després
de la recidiva és del 52% pels pacients que inicialment presenten estadi 1 o pertanyen al grup
I de la malaltia, 20% pels estadis 2/3 o grup II/T111 12% pels pacients del grup IV. Els tumors
de pacients amb RMSe amb estadi 1 o grup I que experimenten una recaiguda local o regional
o bé els tumors de RMSa del grup I (corresponent aproximadament a un 20% dels pacients
que recauen) tenen una supervivencia als 5 anys després de la recaiguda d’aproximadament
un 50%. El 80% dels pacients amb recidiva que no tenen les caracteristiques “favorables”

mencionades, presenten una supervivencia mitjana estimada del 10% [43].

1.3 Neuroblastoma

1.3.1 Epidemiologia

El neuroblastoma (NBL) és el tumor solid extracranial més freqiient en la infancia i el tercer
cancer pediatric més comu. Representa el 7% de tots els cancers pediatrics tot i que causa
el 15% de les morts per cancer en nens. T¢é una incidencia anual de 10.5 casos per milié de
nens a Europa i Nord America en menors de 15 anys i apareix en 1 de cada 7000 naixements.
La distribucié per edat es caracteritza per un pic d’incidencia al primer any de vida, seguit
d’una disminuci6 a la meitat en els segiients anys. Aixi, la mitjana d’edat del diagnostic es
situa als 20 mesos, i el 90% dels casos sén diagnosticats durant els primers 6 anys de vida
[44, 45]. Pel que fa a la distribucié per sexe del NBL, els nens s6n diagnosticats amb taxes

equivalents o lleugerament superiors que les nenes [46].

La supervivencia als 5 anys després del diagnostic varia en funcié del grup diagnostic, i és
superior al 90% en els grups de risc baix i intermedi, mentre que la dels grups d’alt risc és
del 40-50%. La mitjana de supervivencia als 5 anys lliure de malaltia en global es situa al
70% [47, 4].

La gran majoria de tumors de NBL no estan lligats a casos familiars, fet que suggereix una
taxa baixa de mutacions a la linia germinal. Només entre 'l i el 2% dels tumors sén casos
familiars, i es transmeten de forma autosomica dominant amb penetrancia incompleta [47].
S’ha observat una major incidencia de casos de NBL en pacients afectes de neurofibromatosis

tipus I i sindrome de Beckwith-Wiedemann [48].
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1.3.2 Presentacio clinica

El NBL es pot originar al llarg de tota la cadena simpatica, fet pel qual és variable la
localitzacié del tumor primari. La majoria dels tumors de NBL (65%) es localitzen a
I’abdomen, especialment en els casos de nens més grans. Com a minim la meitat dels tumors
de NBL de 'abdomen estan associats a la glandula adrenal o als ganglis simpatics. El 21%
dels casos de NBL s’originen al torax, sobretot en lactants. Altres localitzacions freqiients
son el coll i la pelvis. Un 1% dels casos es diagnostiquen per les metastasis sense que es pugui

arribar a localitzar el tumor primari [44, 48].

Aproximadament el 50% dels pacients de NBL presenten un tumor localitzat, i un 35%
d’aquests tenen dispersié regional als ganglis limfatics al moment del diagnostic. L’altra
meitat dels tumors de NBL es presenten amb evidéncia de metastasi hematogena. Els llocs
més habituals de metastatitzacié son els ossos, la medul-la ossia, el fetge i els noduls limfatics;

i amb menor freqiiencia els pulmons i el SNC [47, 49].

El diagnostic es basa en una biopsia del tumor o aspirat de moll d’os i posterior histopatologia,
i en la determinacié d’un increment dels nivells de catecolamines o dels seus metabolits
en orina i/o serum (dopamina, acid vanililmandelic (VMA) i acid homovanil-lic (HVA))
[50, 47]. Pel 5-10% dels tumors que no produeixen catecolamines, el diagnostic es basa
en la immunohistoquimica positiva dels marcadors de NBL, tals com: neurofilaments,
sinaptofisina, GAP-43, enolasa neuronal especifica (NSE, Neuron specific enolase) i altres
marcadors addicionals que puguin diferenciar el NBL dels altres tumors del grup de tumors

de cel-lules petites, rodones i blaves tipiques del nen [49].

1.3.3 Histopatologiai alteracions geneétiques

L’any 1984 es va establir la classificacié de Shimada, on es relacionava les caracteristiques
histopatologiques dels tumors de NBL amb el comportament clinic d’aquests. Els
tumors es van classificar com a favorables (HF: histologia favorable) o desfavorables
(HD: histologia desfavorable) depenent de diversos factors: grau de diferenciacié
neuroblastica, contingut de cel-lules de Schwann a l'estroma, index de mitosi-cariorrexis
(MKI, mitosis-karyorrheris index) i edat al diagnostic [51]. La classificacié de Shimada
es va modificar i des de l'any 1999 els tumors neuroblastics es classifiquen seguint el
sistema de classificacié patologica internacional del neuroblastoma (INPC, International

Neuroblastoma Pathology Classification). La INPC diferencia els tumors en quatre categories
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morfologiques:  neuroblastoma, ganglioneuroblastoma intermedi, ganglioneuroblastoma
nodular i ganglioneuroma [52]. Les caracteristiques histopatologiques de cadascuna de les

categories es resumeix a la figura 1.4.

MK

Edat

NBL indiferenciat

0% - <50% NBL

Contingut de

cél-lules de
Schwann

al'estroma

Ganglioneuroblastoma
nodular
Noduls
>50% —— neuroblastics visibles

macroscopicament
HETN ———

1 Ganglioneuroblastoma

o intermedi
Absent Focus neuroblastics
microscopics

i ————

Ganglioneuroma
madur o en maduracié

Figural.4. Classificacio patologicainternacional del NBL (INPC). Els tumors de NBL tenen un estroma
pobre encél-lules de Schwanniestan formats per neuroblasts, cél-lules rodones i petites gue sovint no
presenten diferenciacié neural. Es subclassifiqguen en 3 subgrups: NBL indiferenciat, NBL pobrament
diferenciat i NBL en diferenciacié. Els tumors que presenten diferenciacié histologica parcial sdn
el ganglioneuroblastoma intermedi (estroma ric en cél-lules de Schwann) i el ganglioneuroblastoma
nodular (compost, barreja d'estroma ric en cellules de Schwann, estroma dominant i estroma
pobre). El tumor més diferenciat és el ganglioneuroma, subdividit en ganglioneuroma en maduracio o
ganglioneuroma madur. Consisteixen en cel-lules ganglionars en maduracié o madures i un estroma
ric en cellules de Schwann [53, 52, 54]. Abreviatures: HD (histologia desfavorable), HF (histologia
favorable), MKI (mitosis-karyorrhexis index). Imatges obtingudes de [54].

Algunes de les variables biologiques caracteristiques dels tumors de NBL sén les segiients:

e El 20% dels tumors primaris de NBL presenten una amplificacié de I'oncogen N-MYC,
més freqiient en les formes avangades de la malaltia -estadi 4- (33%) i en menor

proporcié als estadis 1, 2, 3 1 4S (9%) [48]. S’associa a un mal pronostic a causa
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de la rapida progressi6 tumoral i al fracas del tractament [44]. N-MYC és un factor de
transcripcié que pertany a la familia de protooncogens MYC| juntament amb ¢-MYC
i L-MYC. N-MYC controla I'expressié de gens diana involucrats en processos cel-lulars
fonamentals relacionats amb la proliferacio, el creixement cel-lular, la sintesi proteica,
el metabolisme, I'apoptosi i la diferenciacié. La proteina N-MYC esta formada per un
domini activador de la transcripcié a I'extrem N-terminal, i a I'extrem C-terminal té
un domini d’unié al DNA i un domini d’interaccié amb proteines. N-MYC s’uneix a
MAX i el complex recluta cofactors de transcripcio i histones acetiltransferases per tal
d’induir la transcripcié. N-MYC també pot reprimir I'expressié de gens involucrats
amb ’adhesié i la diferenciacié quan s’uneix a altres factors de transcripcio, tals com
MIZ1 i SP1 [55].

La delecié del brag curt del cromosoma 1 (1p), present en el 25-35% dels tumors de
NBL. Aquesta deleci6 es correlaciona amb 'amplificacié de N-MYC i amb un estadi
avancat de la malaltia [44]. En els tumors que es presenta de forma aillada esta associat

a un major risc de recidiva local [48].

Les delecions en el brag llarg del cromosoma 11 (11¢23), observades en els 26-44% dels
tumors primaris de nens més grans. Tot i associar-se a un pronostic desfavorable, es

correlaciona inversament amb l'amplificacié de N-MYC [48, 49].

El guany d’'1-3 copies del cromosoma 17q, sovint a través de la translocacid
desequilibrada amb el cromosoma 1 o 11, pot correlacionar també amb un fenotip més
agressiu. Els punts de ruptura de la regié 17q sén variables, pero un guany des del
17922 fins al 17qterminal suggereix el guany d’un o més gens que proporcionen un
avantatge selectiu. Els gens candidats inclouen BIRCSH5, NMFE1 i PPMI1D, els quals

estan sobreexpressats en aquest subgrup de tumors [44].

L’index de DNA és un marcador pronostic en els pacients menors de 2 anys amb
malaltia disseminada. Els tumors triploides tenen millor pronostic que els diploides
o tetraploides, al no presentar aberracions genetiques estructurals. FEls tumors
diploides es caracteritzen per la presencia d’aberracions genetiques i reorganitzacions

cromosomiques que contribueixen a l'agressivitat tumoral [48, 44].

Mutacions germinals del gen ALK en la majoria de pacients amb NBL familiar (1%
dels casos). També s’ha descrit anormalitats d’ALK en tumors esporadics, incloent-hi
I'amplificacié genomica (2-3%) i les mutacions sense sentit (8-12%). De moment, no
hi ha una relacié establerta entre les diferents mutacions descrites i la patogenesi de

la malaltia [49, 56, 47]. Aix0 no obstant, la mutacié somatica més freqiient d’ALK,

18



1.3.  Neuroblastoma

la F1174L, esta associada a una amplificacié de N-MYC, fet que suggereix un efecte
cooperatiu en la formacié del NBL [57]. ALK és una oncoproteina de gran interes com

a diana terapeutica i esta creixent el nombre de terapies dirigides contra ella [56].

e Mutacions en el gen PHOX2B, implicades en casos familiars de NBL. PHOX2B codifica
per un factor de transcripcié que promou la sortida del cicle cel-lular i la diferenciacié
neuronal, i juga un paper important en el desenvolupament de les neurones derivades
de les cel-lules de la cresta neural [58]. Les mutacions en el gen PHOX2B han sigut
descrites només en un 2-6% dels casos familiars de NBL i rarament en NBL esporadics,

fet que indica que no és l’esdeveniment principal iniciador d’aquests tumors [59].

1.3.4 Etiologiaievolucié molecular

Amb base a la localitzacié del tumor primari i les caracteristiques cel-lulars tumorals, esta
ampliament acceptat que les cel-lules tumorals de NBL provenen de les cel-lules del llinatge
simpatoadrenal derivades de la cresta neural durant el desenvolupament embrionari [58, 10].
Les cel-lules tumorals mimetitzen el comportament de les cel-lules del llinatge simpatic en
termes de creixement, migracié i diferenciacié [60]. Per aquest motiu, es vincula el NBL amb

una embriogenesi defectuosa, i es defineix el NBL com un cancer embrionari [10].

Les cel-lules de la cresta neural apareixen a ’embrié entre les setmanes tres i cinc de gestacié
en els plecs neurals del que esdevindra el nou tub neural, precursor del cervell i de la medul-la
espinal. Durant la fusié dels plecs neurals, les cel-lules de la cresta neural perden les seves
unions amb les cel-lules veines i pateixen un procés de transicié epiteli-mesenquima (EMT,
de Dangles epithelial-mesenchymal transition) [61]. Aquestes cel-lules migren al llarg de
I’embri6 i donen lloc a diferents tipus cel-lulars: neurones periferiques, neurones enteriques
i glia, melanocits, cel-lules de Schwann, cel-lules de 1’esquelet craniofacial i cel-lules de la
medul-la adrenal [58] (Figura 1.5). Alguns tipus cel-lulars pateixen una posterior transici6
mesenquima-epiteli (MET, de l'angles mesenchymal-epithelial transition), com és el cas de

cel-lules epitelials que formen el notocordi, els somites o els conductes nefritics [61].
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Cél-lules de la
cresta neural

Tub neural

Ectoderm
no neuronal

Mesoderm

Transicio
epiteli-mesénquima

Y cellula
C . . mesenquimal
. pluripotent

Diferenciacio

proliferacié

esdeveniment

Neurones, melanocits,
cél-lules de Schwann,

Mutacions cél-lules de l'esquelet
N-MYC craniofacial i cél-lules
ALK de la medul-la adrenal

Figura 1.5. Procés de diferenciacio de les cél-lules de la cresta neural i origen del NBL. Les cé&l-lules
de la cresta neural pateixen una transicié epiteli-meseénquima i migren al llarg de I'embrid, donant
lloc a diferents tipus cel-lulars gue esdevindran nous teixits i organs. L'origen embrionari del NBL rau
en les cellules de la cresta neural, que experimenten els tres esdeveniments descrits en els cancers

embrionaris. La mutacid de N-MYC és somatica, mentre que les mutacions dels gens ALK | PHOX2B
sén germinals [10].

La inducci6 de la migracié de les cellules de la cresta neural és un procés complex
que involucra interaccions de la placa neural, l’ectoderma no neuronal i el mesoderma.
Aquestes interaccions activen el procés d’EMT i indueixen a les cel-lules de I'epiteli neural
a desenganxar-se per tal d’esdevenir cel-lules mesenquimatiques pluripotents i que puguin

migrar a altres localitzacions. La delaminacio és el conjunt d’esdeveniments que permeten
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la separaci6 fisica de les cel-lules de la cresta neural del propi tub neural [62]. Pel procés
d’EMT és necessaria la coordinacié de factors de transcripcio i vies de senyalitzacié cel-lulars,
com també canvis en les unions cel-lulars i polaritat, en ’adhesié cel-lular i en la matriu

extracel-lular [63].

Les vies de senyalitzacié implicades en la transicio epiteli-mesenquima de les cel-lules de la
cresta neural son similars a les que s’activen en els processos ’EMT durant la progressio
tumoral [61]. Cal la integracié de senyals extracel-lulars, com components de la matriu
extracel-lular i els lligands secretats, tals com els de les families de TGF3, WNT, FGF i
BMP. Aquests estimuls sén produits per les cel-lules veines: les de la placa neural, ’ectoderma
no neural i el mesoderma [64]. La via WNT indueix 'expressié de N-MYC, protooncogen
necessari per a la migracio, la diferenciacio i la supervivencia [65]. Els factors de transcripcié
implicats sén, entre altres, Snaill, Snail2, Twist, SoxE, FoxD i ETS, els quals sén essencials
pel correcte desenvolupament de la cresta neural i la seva expressio esta augmentada en molts

cancers [62].

Els factors de transcripcié implicats reprimeixen directament la transcripcié de cadherines
dels tipus I (E-cadherina, cadherina 6B i N-cadherina), i es perden tant les unions com la
polaritat cel-lular. S’indueix la transcripcié de les cadherines tipus II, com la cadherina 5
i 7, fet que fa augmentar la perdua d’adhesi6 i confereix una major capacitat de migraci
[66, 62]. Hi ha moltes altres proteines implicades en el procés ’EMT. Per exemple, hi ha un
increment de 'expressié d’algunes MMPs, ADAMs i integrines. Aquestes molecules permeten
la digestié de la matriu extracel-lular en la membrana basal del tub neural, fet necessari per

aconseguir una migracié completa [63].

El delicat equilibri entre mort cel-lular, proliferacio, autorenovacié, migracié i diferenciacié és
crucial per a un desenvolupament neuronal correcte. Defectes en qualsevol dels mecanismes
que controlen aquests processos poden promoure les cel-lules en desenvolupament a la

tumorigenesi [67].
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1.3.5 Factors pronostics i estadificacio

Amb I’heterogeneitat biologica i clinica que presenten els tumors de NBL és essencial definir
estratificacions dels pacients per tal d’obtenir un millor resultat en els tractaments aplicats.
Els factors pronostics clinics i biologics més importants a I’hora de 'estratificacié dels pacients

soén els segiients [47]:

e Estadi (classificacié INSS). Favorable: 1, 2, 4S. Desfavorable: 3, 4.

e Edat. Favorable: <547 dies. Desfavorable: >547 dies.

e Histologia. Favorable o desfavorable segons la classificacié INPC.

e Index de DNA. Favorable: triploide. Desfavorable: diploide, tetraploide.

e Estat N-MYC. Favorable: no amplificat. Desfavorable: amplificat (>10 copies).

e Estat de les zones cromosomiques 1p36, 11q i 17q. Favorable: normal. Desfavorable:

delecio, delecié i guany, respectivament.

Amb l'objectiu d’estandarditzar els elements caracteristics més importants de la malaltia i
facilitar I'intercanvi d’informacié entre diferents institucions, es va formular la classificacio
INSS (International Neuroblastoma Staging System) I'any 1988 [68], posteriorment revisada
I'any 1993 [50]. La classificacié INSS esta basada en parametres clinics, d’imatge i de cirurgia
en la postcirurgia dels pacients i és utilitzada generalment pel pronostic de la malaltia. Segons
aquesta classificacié el NBL es classifica en 4 estadis principals, resumits a la taula 1.9.
L’estadi 1 compren els tumors localitzats amb reseccié completa, mentre que els tumors
localitzats parcialment extirpats amb o sense infiltracié als ganglis limfatics son classificats
en els estadis 2 i 3 depenent de la quantitat de la reseccié del tumor, de la invasio local i la
infiltracié als ganglis limfatics. L’estadi 4 fa referencia a I'existencia d’una disseminacié del
tumor primari a ganglis limfatics distants, altres organs o disseminacié hematogena. Existeix
un cas especial, 'estadi 45 (4Special), on la disseminacié només es limita al fetge, a la pell i/o
a la medul-la ossia amb poca infiltracié. Els tumors de I'estadi 4S tenen un gran potencial de

regressié espontania, al contrari dels tumors de I'estadi 4 que presenten una alta agressivitat

[45].
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Taula 1.9. Classificacié INSS del NBL. Adaptat de [44].

Estadi Descripcié

1 tumor localitzat amb reseccié completa amb malaltia residual
microscopica o sense. Noduls limfatics ipsolaterals negatius per
tumor (els noduls enganxats al tumor poden ser positius)

2A tumor localitzat amb reseccié incompleta, noduls limfatics
ipsolaterals no adjacents negatius

2B tumor localitzat amb o sense reseccié completa amb noduls limfatics
ipsolaterals no adjacents positius per tumor, noduls limfatics
contralaterals negatius

3 tumor unilateral sense possible reseccié, infiltrat a través de la linia
mitja, amb implicacié dels noduls limfatics regionals o sense; o tumor
unilateral localitzat amb implicacié dels noduls limfatics de la regié
contralateral; o tumor en la linia mitja amb extensié bilateral per
infiltracié (impossible la reseccié) o per implicacié de nodul limfatics

4 qualsevol tumor primari amb disseminacié a noduls limfatics
distants, os, medul-la ossia, fetge, pell o altres organs (excepte els
definits en l'estadi 4S)

48 tumor primari localitzat (com esta definit per als estadis 1, 2A o
2B), en infants amb edat inferior a ’any amb disseminacié limitada
a pell, fetge o medul-la ossia (<10% cel-lules malignes)

L’any 2005 es va proposar una classificacio6 més uniforme que la INSS, ja que aquesta
al dependre de parametres quirtrgics no resultava universal a causa de la variabilitat
de les tecniques usades en diversos centres. Es va crear la classificacié internacional del
neuroblastoma per grup de risc, la INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group
Staging System). Es van analitzar 8800 casos compresos entre 'any 1990 i I'any 2002 per
tal de definir un sistema d’estratificacié dels pacients al moment del diagnostic abans de
I'aplicacié del tractament [69, 70]. La classificaci6 es basa en la imatge tumoral en el moment
del diagnostic i els factors de risc sén basats també en la imatge. L’INRG (International
Neuroblastoma Risk Group) divideix els pacients en estadis, tal com es mostra a la taula
1.10. El grup L1 i L2 agrupen els tumors localitzats amb factors de risc basats en la imatge
o sense, respectivament. L’estadi M correspon a la malaltia disseminada, i I’estadi MS inclou
els tumors de NBL de pacients de 0 a 18 mesos d’edat i amb un patré especific de metastasi
[70].
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Taula 1.10. Divisio de pacients per estadis en la classificacio INRGSS. Adaptat de [70].

Estadi Descripcié

L1 tumor localitzat confinat a un compartiment del cos sense afectacid
d’estructures vitals

L2 tumor locoregional amb presencia d’1 o més factors de risc basats en
la imatge

M malaltia metastatica distant, excepte els casos inclosos a ’estadi MS

MS malaltia metastatica en pacients <18 mesos d’edat. Metastasis

presents en pell, fetge i/o medul-la ossia

La classificaci6 INRGSS (Taula 1.11) incorpora aspectes genetics per l'estadificacié dels
pacients. Els factors més rellevants per tal de definir els grups son els segiients: estadi
INRG, edat, categoria histologica, grau de diferenciacié del tumor, estat d’amplificacié de
I'oncogen N-MYC, absencia/presencia d’aberracions al cromosoma 11q i index de DNA. Com
a resultat de la utilitzacié d’aquests criteris s’obtenen 16 grups de pretractament de pacients
estadisticament i/o clinicament diferents (llistats de la A a la R) (Taula 1.11) [69]. Les
categories de risc sén molt baix (A, B, C), baix (D, E, F), intermedi (G, H, I, J) o alt (K, N,
O, P, Q, R). La supervivencia als 5 anys després del diagnostic és de >85%, >75% a <85%,
>50% a <75% i <50, amb una proporcié de pacients del 28.2%, 26.8%, 9% i 36.1%, respectiu

als grups de risc molt baix, baix, intermedi i alt [69].
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Taula 1.11. Classificacié internacional del NBL en grup de risc segons INRG, INRGSS. Adaptat de [69].

Grau de , Pretractament
Estadi  Edat Aberracié Index de
Categoria histologica diferenciaci6 ~ N-MYC de grup de
INRG  (mesos) 11q DNA
tumoral risc
GN en maduracié, GNB
L1/L2 A molt baix
intermedi
. qualsevol excepte GN en NA B molt baix
1
maduracié i GNB intermedi Amp K elevat
qualsevol excepte GN en
no D  baix
<18 maduracié i GNB intermedi NA
si G intermedi
L2
no E  baix
diferenciat NA
si
>18 GNB nodular, NBL H  intermedi
pobrament
diferenciat o NA
indiferenciat
Amp N elevat
<18 NA hiperdiploide F  baix
<12 NA diploide 1 intermedi
M
De 12 a
NA diploide J intermedi
<18
<18 Amp O  elevat
>18 P elevat
no C  molt baix
NA
MS <18 st Q elevat
Amp R elevat
Amp: amplificat; GN: Ganglioneuroma; GNB: Ganglioneuroblastoma; NA: no amplificat; NBL: Neuroblastoma.
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1.3.6 Malaltia metastatica i recidivant

Aproximadament un 50% dels pacients amb NBL presenten metastasi al moment del
diagnostic, i la quimioterapia juga un paper important en el tractament, ja que tals pacients
requereixen un tractament sistemic [49]. Malgrat els recents avengos, molts pacients amb
NBL d’alt risc presenten malaltia refractaria que no respon a la terapia o experimenten
recurrencia de la malaltia, i no hi ha tractaments curatius establerts per a la majoria

d’aquests pacients [47].

El 25% dels pacients amb NBL experimenten recidiva, i la supervivencia als 5 anys després de
la primera recaiguda és del 20% [71]. D’aquests, un 50-60% corresponen a pacients amb NBL
d’alt risc [72]. Els pacients que experimenten recidiva en un temps curt tenen un pronostic
desfavorable, aproximadament un 80% moren en els 2 anys segiients i malauradament la
majoria de recidives es presenten en aquestes condicions. Per contra, si la recidiva apareix

més tard, la supervivencia augmenta [71].

En un estudi recent de tres assaigs clinics dut a terme per la ITCC/SIOPEN (ITCC:
Innovative Therapies for Children with Cancer, SIOPEN: International Society of Paediatric
Oncology Furopean Neuroblastoma) van observar una supervivencia mitjana de 12.5% i
5.7% en pacients amb NBL refractari i recidiva, respectivament. Les taxes de supervivencia
mitjanes eren de 27.9 mesos pels pacients amb malaltia refractaria i 11 mesos pels pacients

amb recidiva, confirmant les taxes baixes en ambdues cohorts de pacients [73].
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1.4 Metastasi

La recerca dels factors que regulen la metastasi va comencar I’any 1889 quan el Dr. Stephen
Paget va analitzar dades post mortem de dones amb cancer i va observar 'alta freqiiencia de
metastasis als ovaris i la diferent incidencia de metastasis ossies associades a diferents tumors
primaris. El Dr. Paget va concloure que la distribucié de les cel-lules metastatiques a 1’organ
a metastatitzar no és casual i va suggerir la hipotesi de la llavor i el sol: les metastasis es
desenvolupen només quan la llavor (de angles seed, referint-se a certes cel-lules tumorals
amb capacitat metastatica) i el sol (de 'anglés soil, referint-se als organs que proporcionen
un microambient favorable al creixement de les llavors) sén compatibles [74]. Des de llavors
i fins ara, diferents autors han validat la complexa interaccié entre les cel-lules tumorals i
el microambient de I'organ hoste com un dels determinants en la disseminacié metastatica
d’un tumor. La hipotesi de la llavor i el sol és ampliament acceptada i citada després de
més de 120 anys, no obstant els termes s’han actualitzat: la llavor s’ha rebatejat com cel-lula
progenitora, cel-lula mare tumoral, cel-lula iniciadora de tumor o cel-lula metastatica; mentre

que el sol es defineix com els factors de 1'organ hoste, 'estroma o el microambient [75].

Una visi6 moderna de la hipotesi de la llavor i el sol inclou els principis segiients [76]:

e Els tumors sén un grup heterogeni de cel-lules amb diferent capacitat invasiva,

metastatica i d’angiogenesi.

e La metastasi és un procés altament selectiu, exclusiu per una petita subpoblacié de
cel-lules que existeixen en la neoplasia heterogenia parental. Aquelles cel-lules que sén
capaces d’envair, sobreviure a la circulacio, extravasar i proliferar a un organ distant

son les uniques que podran metastatitzar.

e El resultat de les metastasis és dependent de la interaccié de les cel-lules metastatiques

-la llavor- i dels mecanismes homeostatics de 1'organ hoste -el sol-.

El procés metastatic representa el producte final d’'un procés de multiples etapes anomenat
la cascada metastatica, que implica la difusié de les cel-lules canceroses a organs distants i la
seva posterior adaptacié al microambient del nou teixit [77]. En el tumor primari, les cel-lules
tumorals incrementen la seva mobilitat intrinseca adoptant programes cel-lulars que els hi
permeten tant la invasié individual com la col-lectiva. La majoria de tumors solids es troben
en xarxes complexes formades per matriu extracel-lular, membrana basal i vasculatura, les

quals construeixen multiples barreres fisiques que les cel-lules tumorals han de superar. Les
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futures DTCs (DTCs, disseminated tumour cells) han de ser capaces de remodelar I'estroma
que les envolta mitjancant la sobreregulacié de proteases extracel-lulars, com la familia
MMP, que digereixen la membrana basal i la matriu extracel-lular. Les integrines també
tenen un paper en la remodelacié de la matriu extracel-lular, augmenten les adhesions focals
i activen la invasié cel-lular. Conseqiientment, 'activacié de quinases com FAK o p-130Cas
promouen l'entrecreuament del col-lagen tipus I, i provoquen la malignitat cel-lular [78]. Per
altra banda, les cel-lules estromals que envolten les cel-lules tumorals contribueixen a la
seva disseminacié induint la seva mobilitat mitjancant senyals paracrins. Els CAFs (CAFs,
cancer-associated fibroblasts) i les cel-lules infiltrades del sistema immunitari exerceixen
funcions protumorigeniques, remodelen la matriu extracel-lular mitjancant enzims i permeten
que el microambient del tumor afavoreixi la invasié cel-lular. Tanmateix, la hipoxia i la
inflamacié també actuen com inductors de la disseminacié del tumor, probablement induint
directament el procés de transicié epiteli-mesénquima de les cel-lules tumorals [79, 80]
(Figura 1.6).

Un cop les cel-lules tumorals han envait I'estroma, han d’accedir al sistema circulatori per
tal de tenir accés a altres organs. Els vasos sanguinis dels tumors presenten caracteristiques
anormals, incloses discontinuitats en la membrana basal i unions fragils entre cel-lules, fet
que facilita la intravasacié de les cel-lules tumorals. Els vasos limfatics no presenten una
membrana basal continua ni unions estretes entre cel-lules, fet que proveeix una ruta accessible
de disseminacié de les cel-lules tumorals als noduls limfatics regionals [77]. La integrina §1
activa CDC-42, i permet la interaccié de les cel-lules tumorals amb les cel-lules epitelials
i facilita aixi la migracié transendotelial [81] (Figura 1.6). Les cel-lules tumorals poden
incrementar la permeabilitat dels vasos sanguinis en llocs on les cel-lules endotelials normals
presenten unions fortes (per exemple cervell o pulmons) per tal de promoure la migraci6
transendotelial. En la intravasacié també hi intervenen cel-lules del sistema immunitari com

els macrofags, que ajuden a les cel-lules tumorals a entrar dins la circulacié sanguinia [79].

Un cop aconseguida ’arribada al torrent sanguini, sigui directament o bé a través del sistema
limfatic, les cel-lules tumorals han de sobreviure al transport i aconseguir parar-se a un
organ distant adherint-se a les parets dels vasos. Les cel-lules tumorals circulants o CTCs
(CTCs, circulating tumour cells) han de vencer als limfocits reactius, que es troben en major
concentracio en circulacié comparat amb el tumor primari. Les CTCs expressen CDA47,
molecula que bloqueja la fagocitosi per part dels macrofags. El receptor TrkB inhibeix
I'anoikis de les CTCs activant la via PI3BK-AKT [80]. Les plaquetes juguen un paper
important en la proteccié de les CTCs, ja que formen agregats protectors amb les cel-lules

tumorals i interfereixen en la fagocitosi per part del sistema immunitari tot impedint el

28



1.4. Metastasi

reconeixement per part d’aquest [79] (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Representacio dels primers passos de la cascada metastatica. La cascada metastatica
consisteix en set etapes consecutives que ha de dur a terme una cel-lula tumoral per tal d'aconseguir
generar un tumor secundari. La invasi¢ local i la disseminaci¢ de les cel-lules tumorals circulants
(CTCs) sOn els primers passos de la metastasi. Les cel-lules del tumor primari degraden la membrana
basal i envaeixen localment la matriu extracel-lulariles capes de cél-lules estromals per tal d'accedir
al sistema circulatori. Les CTCs han de sobreviure en circulacid i aconseguir parar-se a un organ
distant i créixer per esdevenir macrometastasis. A més de les capacitats de les cél-lules tumorals,
s'il-lustra I'ajuda d'altres factors que afavoreixen la progressid tumoral. Figura basada en [80].

Les cel-lules metastatiques surten del torrent sanguini -procés conegut com a extravasacio-
i s’instal-len en el parenquima dels teixits distants. La majoria de DTCs arriben al lloc
metastatic de manera individual i han de reactivar el creixement per generar una nova
colonia i establir metastasi, morir, o bé entrar en l'estat de latencia. Per tant, encara
que les cel-lules tumorals aconsegueixin instal-lar-se a un organ secundari, aquest fet no
assegura la seva supervivencia o expansié. El microambient del lloc secundari pot impedir la
seva supervivencia i creixement cel-lular. Alternativament, les cel-lules poden sobreviure als
mecanismes de defensa i romandre com a micrometastasi latent, persistint a 'organisme al

llarg del temps sense ser detectades [79)].

L’estat de latencia s’ha definit com una parada temporal mitotica i del creixement, que pot
ser deguda a una mala adaptacié de les DTCs al nou estroma, ja que estan privades de les
interaccions d’adhesio i senyalitzacions presents al tumor primari [80]. La lateéncia es divideix
en tres categories: la cel-lular, I’angiogenica i la latencia mediada pel sistema immunitari. En

la latencia cel-lular, les cel-lules tumorals es troben en un arrest a la fase GO-G1. Aquesta
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parada és mediada per senyals del microambient, com les interaccions de les integrines amb
la matriu extracel-lular o la desregulacié de senyals mitogenics i d’estres [79]. Tanmateix,
el creixement als llocs secundaris és dependent de 'establiment d’'un abastament sanguini
adequat. La creacié de nous vasos sanguinis limita el pas de micro- a macrometastasi. La
latencia angiogenica es presenta en els tumors micrometastatics que no creixen més d’1-2mm
de diametre, degut a un balang entre proliferaci6é i apoptosi [79]. Finalment, les cel-lules
tumorals latents poden dur a terme immunoedicid, infraexpressant antigens com MHC-I i
proteines de la familia LMP. D’aquesta manera poden sobreviure a la vigilancia del sistema
immunitari i crear nous tumors en un estat immunosupressor [79, 82]. El periode de laténcia
difereix entre els diferents tipus de cancer: en el cancer de pulmé de cel-lules petites i en
el pancreatic, per exemple, la malaltia metastatica tendeix a apareixer al cap de poc temps
després del diagnostic; mentre que molts pacients amb cancer de mama i prostata, melanoma
o carcinoma de cel-lules renals la malaltia metastatica pot apareixer després d'un periode

molt llarg de latencia [80].

Per la culminaci6 de la cascada metastatica cal que es reiniciin els programes de proliferacio
cel-lulars, 1 es generin creixements macroscopics i clinicament detectables. Durant la
colonitzacié metastatica les cel-lules tumorals sén dirigides a un microambient especific,
conegut com el ninxol premetastatic. Aquest microambient és diferent del teixit normal,
esta enriquit en citoquines i factors de creixement que proporcionen la invasié i ’angiogenesi
en unes condicions hipoxiques. El creixement en aquest microambient unic es considera
un procés autonom en el qual s’involucren interaccions complexes amb el tumor primari
[83]. Les cel-lules tumorals, tant als tumors primaris com a la circulaci6, poden alliberar
factors solubles o microvesicules per convertir els llocs metastatics incipients amb ninxols
premetastatics compatibles. Juntament amb altres tipus cel-lulars, remodelen el nou teixit
per accelerar 'adhesié cel-lular, la invasié i la colonitzacié [80]. Quan la ratio de proliferaci6
supera el d’apoptosi, s’indueix el pas de micro- a macrometastasis, degut a senyals genetics,
epigenetics o del microambient [84]. Els requeriments per la colonitzacié metastatica sén
similars a aquells que s’han identificat pels tumors primaris, incloent-hi la necessitat d’un
estroma i un subministrament sanguini adequat [77, 85]. En el procés de reactivaci6 i
expansié hi intervenen molts factors, a més de la reactivacié de certes vies de senyalitzacio
com la de PI3BK-AKT. Cal que hi hagi una vascularitzacié sostinguda, i el sistema immunitari
i el de coagulacié -amb el paper del factor tissular (TF, tissue factor)- ajuden a les cel-lules
tumorals a expandir-se. Els TAMs (TAMs, Tumor-associated macrophages) ajuden a

I'extravassacié i al creixement metastatic [79].

El procés metastatic és altament ineficient, menys del 0.02% de les cel-lules tumorals que
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entren al sistema circulatori acaben desenvolupant metastasis macroscopiques. Els models
experimentals han servit per estudiar quins passos del procés sén els limitants, i s’ha definit

la colonitzacié metastatica com el pas més ineficient del procés [85, 86].

Mentre que la reseccié quirtrgica i la terapia adjuvant majoritariament és efectiva en els
tumors primaris, no ho esdevé normalment en la malaltia metastatica a causa del caracter
sistemic i la resistencia de les cel-lules tumorals disseminades als agents terapeutics existents.
Aquest fet explica perque la metastasi és la responsable del 90% de les morts, i no la presencia
del tumor primari [87]. La deteccié precog i la millora de les terapies han resultat en un
augment de la supervivencia dels pacients. Tot i aixo, la terapia personalitzada sovint ofereix
uns pocs mesos més de supervivencia als pacients amb cancer avancat, i I’eficacia de la terapia
adjuvant en reduir el risc de metastasi ha arribat a una fase plateau. Es crucial traslladar el
coneixement de les cel-lules metastatiques i la seva interaccié dinamica amb els components
estromals al tractament de pacients [80]. Aixi doncs, és vital la recerca dels factors que
intervenen en el procés metastatic i el desenvolupament d’agents terapeutics contra els passos

claus de la cascada metastatica per intentar frenar el procés.

1.5 Integrines

1.5.1 Estructuraiclassificacio de les integrines

Les integrines pertanyen a una superfamilia de receptors transmembrana glicoproteics tipus I.
Es presenten en heterodimers compostos per una subunitat « i una g enllagades per una unio
no covalent. S’han descrit divuit subunitats « i 8 subunitats 3, que donen lloc a vint-i-quatre
heterodimers diferents en organismes vertebrats. No existeix homologia entre la subunitat «
i la 8, mentre que entre les diferents subunitats a i les diferents subunitats § existeix una
identitat de seqiiencia del 30% i del 45%, respectivament. Els gens codificants per ambdues
subunitats en humans es localitzen en diferents cromosomes [88]. Cada subunitat « i
esta formada per un ectodomini gran (>700 aa), un unic domini transmembrana i una cua
citoplasmatica generalment curta (<70 aa) (Figura 1.7). La part N-terminal del domini
extracel-lular de les subunitats « i § s’uneixen per tal de formar el cap de la integrina, que
és el lloc d'unio al lligand. D’altra banda, els residus dels extrems C-terminals extracel-lulars

de cada subunitat donen lloc a dues cames llargues que suporten el cap de la integrina [89].

La part N-terminal del domini extracel-lular de la subunitat « consta de set repeticions de

60aa de lamines 8 enrotllades formant una estructura d’helix enrotllada, i 'extrem C-terminal
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de l'ectodomini de la subunitat « esta compost pels dominis Thigh, Calf-1 i Calf-2. Es
distingeixen dos subgrups de subunitats «. El primer grup, on s’inclouen nou de les divuit
subunitats « descrites (al, a2, al0, all, aL, aM, aX, aD i aF), es caracteritza per la
presencia del domini I (Inserit o Interactiu) o domini A, d’uns 200aa, entre les repeticions
21 3 de les lamines 8. El domini I és el responsable de la unié amb el lligand en el motiu
anomenat MIDAS (MIDAS: metalic-ion-dependent adhesive site) amb la coordinacié d’un
i6 Mg?*. El segon grup de subunitats « es caracteritza per la presencia d’un punt de tall
proteolitic a I'extradomini a prop de la regié transmembrana. L’escissié posttranscripcional
del precursor de la cadena « dona lloc a dos fragments que resten associats per un pont disulfur
(a excepci6 de 1'ad). El fragment curt inclou una part petita del domini extracel-lular, el
domini transmembrana i el domini citoplasmatic, mentre que el fragment llarg conté la major
part del domini extracel-lular. Aquest grup esta compost per I'a3, a4, ab, ab, a7, a8, av,
allb i aF, tot i que 'ad és processada de forma diferent en dos fragments de la mateixa
mida i aquests no estan units per un pont disulfur. En aquest subgrup on el domini [« és

inexistent, el responsable de la unié amb el lligand és el domini /5 -present en la subunitat

B- 90, 88, 91].
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Figura 1.7. Estructura i dominis de les subunitats « i 5 de les integrines. La part N-terminal de
la subunitat « consta de set repeticions de lamines 8 enrotllades formant una estructura d'helix
enrotllada, i la part C-terminal consta dels dominis Thigh, Calf-1 i Calf-2. Algunes subunitats «
presenten el domini I entre les repeticions 21 3 de I'helix enrotllada. La subunitat g consta del domini
hibrid, el domini PSI, el domini I3, quatre repeticions EGF rigues en cisteina i la cua . Ambdues
subunitats presenten un unic domini transmembrana (TM) i un domini citoplasmatic generalment curt.
Figura basada en [88].
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El domini extracel-lular de la subunitat § esta compost per vuit dominis: el domini PSI
(PST: plexin-semaphorin-integrin), el domini hibrid, el domini I8, quatre repeticions EGF
riques en cisteina i la cua 8. El domini I3 és estructuralment molt similar al domini I
de certes subunitats a, ja que conté un motiu MIDAS flanquejat pel motiu ADMIDAS
(ADMIDAS: adjacent to MIDAS) i el motiu SyMBS (synergistic metal ion-binding site). Tant
el motiu ADMIDAS com el SyMBS lliguen preferencialment ions Ca?*. El motiu ADMIDAS
és considerat un motiu regulador negatiu, ja que inhibeix I'activacié de la integrina reforcant
la forma inactiva d’aquesta. En canvi, el motiu SyMBS té una funcié reguladora positiva, ja

que exerceix una sinergia amb el motiu MIDAS a ’hora de la uni6 amb el lligand [92].

L’area entre el domini I3 i la superficie de I’helix enrotllada de la subunitat o sembla ser
crucial per I’heterodimeritzacié, que es dona dins la cel-lula abans que la integrina sigui
transportada a la superficie. L’especificitat de la selecci6 de les cadenes «v i 5 rau en aquestes
superficies de contacte. Generalment, a la cel-lula hi ha un excés de subunitats 8 i sén les
subunitats « les que determinen la quantitat de receptor que sera transportat a la superficie
cel-lular [90].

Les cues citoplasmatiques d’ambdues subunitats sén curtes, no superant els 7haa excepte
la 54, composta per 1000aa incloent quatre repeticions de fibronectina tipus III. Existeix
un alt grau d’homologia entre les cues citoplasmatiques de les subunitats 3, mentre que
les de les subunitats « difereixen entre elles conservant només el domini GFFKR a prop
de la regié transmembrana, necessaria per a ’associacié amb la cua . La majoria de cues
citoplasmatiques 3 contenen un o dos motius NPXY /F, motiu que forma part de la seqiiéncia
de reconeixement canonica pels dominis PTB (PTB: phosphotyrosine-binding domain, domini
d’unié a fosfotirosines), present en moltes proteines de senyalitzacié i del citoesquelet. La
fosforilacié de la tirosina (Y) en el motiu NPXY/F és una manera de regular les interaccions
de les integrines amb proteines intracel-lulars. Tant la cua citoplasmatica a com la (5 sén
capaces d’'unir-se a proteines intracel-lulars tals com la talina, que es lliga a filaments d’actina
i forma una connexié amb el citoesquelet, essencial per les funcions mediades per les integrines

3.

El lloc d’'unié amb el lligand es forma en la regié de la interseccié entre el domini I3 i la
cadena «, i és aquesta ultima la que determina 'especificitat pel lligand [90]. Es distingeixen
quatre grups principals dins la classificacié de les integrines en funcié de 'especificitat pel
lligand: receptors de RGD, receptors de col-lagen, receptors de laminina i receptors especifics
de leucocits (Figura 1.8). La seqiiencia RGD és la seqiiéncia classica d'unié a les integrines,
i 1/3 del total de les integrines sén capaces de reconeixer-la. Aquesta seqiiencia es presenta

en lligands com la fibronectina, la vitronectina i el fibrinogen. La seqiiencia GFOGER
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(O=hidroxiprolina) és la seqiiencia de reconeixement de diferents tipus de col-lagen [93, 90].
Existeix redundancia en les interaccions entre els lligands de la matriu extracel-lular i les
integrines. Diverses integrines s’uneixen al mateix lligand tot i que amb diferent afinitat,
i al mateix temps un mateix lligand pot ser reconegut per diverses integrines. Tot i aixo,
cada integrina té una funcié especifica i tnica, tal com mostren els models knock-out, i tot
i que la majoria d’heterodimers estan ampliament expressats en molts teixits, alguns tenen
I’expressio restringida a un tipus cel-lular. Per exemple, 'allbB3 es troba només en les
plaquetes, 'a644 només en queratinocits i 'aE37, 'adf7, V'adf1 i la familia de B2 esta

restringida als leucocits [88].

Receptors de col-lagen
(GFOGER)

Receptors
RG
S}DOdNY| apee
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Receptors de laminina

Figura 1.8. Classificacio de la familia de les integrines en funcié del seu lligand. Existeixen un total de
24 heterodimers diferents, els quals agrupats en funcié de I'especificitat al seu lligand es reparteixen
en els quatre grups principals: receptors de col-lagen, receptors de la sequencia RGD, receptors
de laminina i receptors especifics de leucocits. Les 9 subunitats o que presenten el domini I estan
representades en verd, mentre que les que presenten el tall proteolitic estan representades en rosa.
Figura adaptada de [90].
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Les interaccions mediades per les integrines amb la matriu extracel-lular son necessaries per
a l'adhesié, 'organitzacié del citoesquelet, la migracio, la proliferacio, la diferenciacio, la
invasio i la supervivencia de les cel-lules en un context ampli de processos biologics incloent
la fertilitzacid, la implantacié i desenvolupament embrionari, la resposta immune, la resorcié
ossia i 'agregacié plaquetaria. Les integrines participen en processos patologics com la

inflamacid, la cicatritzaci6, 'angiogenesi i la metastasi [94].

1.5.2 Canvis conformacionals, regulacid de la funcio i senyalitzacio
de les integrines

Moltes integrines no sén constitutivament actives, poden estar expressades a la superficie
cel-lular amb un estat inactiu en el qual no transmeten senyal i no estan unides al seu
lligand. Els canvis conformacionals de I’heterodimer de la integrina individual i el clustering
dels diferents heterodimers per tal de formar heterooligomers influencien a la regulacié de
l'activacié de les integrines i a la unié amb el lligand [93]. Els ectodominis de les integrines es
poden presentar en tres estats conformacionals: la conformacié tancada amb el cap doblat, la
conformacio estesa amb el cap tancat i la conformacié estesa amb el cap obert; corresponent a
'estat de baixa afinitat pel lligand, activat i activat i unit al lligand, respectivament [95]. Per
altra banda, el clustering pot ser induit intracel-lularment pel reclutament de complexos
proteics multivalents als dominis citoplasmatics de les integrines o bé extracel-lularment
mitjangant lligands que s’uneixin als ectodominis per homodimeritzacié (8 amb S o a amb
a). El clustering d’integrines és important per a la senyalitzacid, el reciclatge d’integrines
i la transduccié de forces mecaniques. Aquestes estructures inclouen els complexes focals
(adhesi6 transitoria present en la migracié cel-lular i que pot donar lloc a una adhesié focal
més estable), les adhesions focals, les sinapsis immunologiques i la invadopodia de les cel-lules
tumorals [95, 91]. La formaci6 de clusters és essencial per tal que la cel-lula s’adhereixi a la
matriu extracel-lular, fet vital per la viabilitat cel-lular. El patrd cel-lular d’expressio de les
integrines determina a quins components de la matriu extracel-lular es pot unir una cel-lula,

aixi com aquesta pot respondre al seu microambient [96].

Les integrines soén els unics receptors transmembrana que poden passar el senyal de manera
bidireccional, i gracies a aquesta doble comunicacié les integrines actuen com a unitats de
transduccié de forca i coordinen la polimeritzacié d’actina del citoesquelet per regular funcions
biologiques importants com la proliferacid, I'expressié genica, la supervivencia cel-lular i la
motilitat cel-lular [97]. En el context del cancer, els processos mediats per les integrines

son aprofitats per les cel-lules tumorals per promoure la invasio i la supervivencia i crear
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un microambient favorable al creixement tumoral i a la disseminacié metastatica [96]. Aixi,
les integrines no només poden induir canvis a nivell intracel-lular -senyalitzacié anomenada
de fora a dins, out-in signalling-, siné que els senyals intracel-lulars poden causar canvis

extracel-lulars -senyalitzaci6 de dins a fora, in-out signalling- (Figura 1.9).

Senyalitzacid de dins a fora (in-out signalling): La senyalitzacié des de dins la cel-lula
per tal d’activar les integrines és gracies a la interrupcié de la interaccié del domini
transmembrana i del citoplasmatic entre la subunitat « i 5. La talina-1 és capag¢ d’unir-se
a la cua citoplasmatica de la subunitat 8 per dos punts d’'unié per tal de crear aquesta
disrupcio, i és reclutada a la membrana plasmatica per senyals intracel-lulars com RAP1 i
RIAM, proteines de la subfamilia de les proteines GTPases RAS. La proteina kindlina també
té un paper clau en 'activacié de la subunitat 3, coopera amb la talina-1 en I'activacié. S’ha
descrit alguns supressors endogens d’integrines, proteines que poden competir pel lloc d'unié
a la cua citoplasmatica de la subunitat 5 o bé poden reduir I'afinitat de la interaccié entre
la cua citoplasmatica i la talina-1 gracies a fosforilacions que interfereixen en les interaccions
[98, 91]. Les interaccions entre els dominis citoplasmatics de les integrines amb proteines
citoplasmatiques donen lloc a un canvi conformacional de les integrines, i permet 1’activacio

dels receptors i incrementen 'afinitat pels lligands de la matriu extracel-lular [91].

Senyalitzacio de foraadins (out-in signalling): Les integrines sén capaces de transmetre
I’amplia gamma de canvis intracel-lulars un cop sén activades pel seu lligand i agrupades
en clusters. Els canvis immediats (0-10min) a nivell intracel-lular sén un increment de
fosforilacions en tirosines de substrats especifics, i un increment de la concentracié de segons
missatgers lipidics com PIP2 i PIP3. Els canvis a mitja termini (10-60min) consisteixen en
reorganitzacions del citoesquelet que permeten a les cel-lules adoptar la forma especifica per
tal d’iniciar la dispersié, la polaritzacié i la migracié. Els canvis a llarg termini (>60min)
son canvis en vies de senyalitzacié i en I'expressié genica que influeixen en la supervivencia,

el creixement i la diferenciacié cel-lular [97].

L’activacié finalitza quan intracel-lularment es separen les dues cues citoplasmatiques a
conseqiiencia de la unié de la talina a la cua (. La separacio espacial facilita la formacié de
les adhesions focals i els complexos de senyalitzacié necessaris pels efectes downstream [94].
Com que les cues de les integrines no tenen activitat catalitica propia, cal que s’uneixin a
molecules accessories per contribuir a la reorganitzacié de 1’esquelet i a 1'activitat catalitica
de les adhesions focals [97]. Les proteines que es poden unir a les cues citoplasmatiques

estan determinades normalment per les modificacions posttraduccionals dels dominis
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citoplasmatics, i la fosforilacié d’aquestes proteines creen llocs d'unié a proteines addicionals.
Les integrines poden senyalitzar gracies a l’accié de receptors tirosina-quinasa (PTK
receptors) o bé per connexions amb receptors no tirosina quinasa (com és el cas de la
proteina FAK) [77, 99].

La connexié entre les integrines i el citoesquelet és una xarxa d’interaccions transitories i
dinamiques entre les proteines de les adhesions focals i ’actina F, que facilita la connexio6 entre
les integrines relativament estatiques lligades a la matriu extracel-lular i la xarxa dinamica de
I’actina F. La talina és I’enllag entre les integrines i el citoesquelet d’actina. Després de la unio
de la talina a la subunitat [, es produeix el reclutament de proteines per les adhesions naixents
tals com la vinculina, que estabilitza la interaccié talina-actina tot creant un enllag directe
entre ambdues proteines. L’associacié forta de les integrines amb l'actina F transmeten les
forces de traccié cap a la matriu extracel-lular, mentre que una unié més feble dona lloc a la
separacié de l'actina amb les integrines, deixant el cos cel-lular lliscar per adhesi6. Aquest
fet permet una regulacié precisa i local de la motilitat de la cel-lula gracies a la connexié
integrina-actina. Existeixen moltes altres proteines associades al citoesquelet i reguladores
d’aquest com la ILK (integrin-linked kinase), que regula la forca d’adhesié reforgant la
connexié actina-integrina i estabilitzant 'estat de cluster de les integrines. Molecules com

FAK, kindlina, paxilina i tensina modulen la connexié entre les integrines i I'actina [97].

FAK és una proteina tirosina quinasa intracel-lular que participa en les adhesions focals. El
gen codificant per la proteina, PTK2, esta localitzat al cromosoma 8q24.3 en els humans. La
proteina FAK conté un domini FERM a I'extrem N-terminal, un domini quinasa al centre
i el domini C-terminal inclou la seqiiencia FAT (Figura 1.9). La seqiiencia FAT dirigeix
FAK a les adhesions focals, i promou la seva colocalitzacié amb les integrines a través de la
interaccié amb proteines associades a integrines tals com la paxilina i la talina. Els residus
de tirosina situats al llarg d’aquests dominis sén claus per regular les funcions de FAK, ja
que serveixen de lloc d'uni6é d’altres proteines de senyalitzacié i també per regular la propia
activitat catalitica de FAK [95, 100].

Hi ha molts tipus d’esdeveniments senyalitzadors que poden activar FAK. Quan les integrines
s’activen mitjancant la senyalitzacio de fora a dins la cel-lula i les proteines talina i paxilina
s'uneixen a les cues citoplasmatiques de les integrines, recluten i activen FAK. FAK pot
actuar com a quinasa o com a scaffold protein [100]. Quan FAK es troba inactiva, els
dominis FERM i quinasa estan units bloquejant 1’accés al lloc catalitic d’autofosforilacié del
residu Y397. En lestat actiu, el domini FERM és desplacat per una proteina activadora (la
cua citoplasmatica 3 o altres activadors), i permet la rapida autofosforilacié de Y397. Tal
fosforilacié requereix la dimeritzacié de FAK, mediada via FERM:FERM i FERM:FAT en
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posicié trans [100]. Un cop FAK és autofosforilat, s’exposa el lloc d'unié pel domini SH2 de
la familia de quinases SRC, les quals fosforilen tirosines addicionals de FAK (Y526 1 Y527),
i donen lloc a l'activacié completa de FAK. L’activacié mutua del complex FAK/SRC inicia
una cascada de fosforilacions i noves interaccions de proteines que activen multiples vies de

senyalitzacié (Figura 1.9) [95].

La invasio cel-lular requereix la transicié a fenotips mobils assolits gracies a canvis en les
adhesions focals i la dinamica del citoesquelet, alteracions en l’expressi6 de MMPs i a la
induccié de 'EMT. S’ha descrit el paper de FAK en aquests processos, i s’ha confirmat el
caracter proinvasiu de FAK en cancer. Tot i que la via canonica de senyalitzacié de FAK es
relaciona amb la formacié, la maduracio i la renovacié de les adhesions focals, FAK participa
també en diverses vies promovent la supervivencia i el creixement tumoral, la proliferacio, la

migracio, la invasié i I'angiogenesi [100, 101].
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Figura 1.9. Representacid de la senyalitzacid de les integrines. Les integrines son els Unics receptors
que poden passar el senyal de manera bidireccional. Des de dins la cel-lula, s’emet un senyal (senyal
A) que activa la talina i aguesta procedeix a I'activacié de les integrines (senyalitzacié de dins a fora,
in-out signalling). Per altra banda, un lligand extracel-lular pot activar les integrines fent que es
doni el clustering d'aguestes | es passa el senyal a dins la cellula (senyal B, senyalitzacié de fora a
dins, out-in signalling). Es representa I'autofosforilacié de FAK en la tirosina 397, fet que dona lloc a
I'activacié completa de FAK. FAK es localitza en les adhesions focals cel-lulars. A partir d'aquest punt
son activades multiples vies de senyalitzacié que donen lloc als canvis biologics esmentats. Imatge
basada en [91, 96].

A part dels senyals i vies intracel-lulars que poden activar les integrines per elles mateixes,

s’ha descrit la connexié entre la senyalitzacié de les integrines i la de receptors de factors
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de creixement (GFR, growth factor receptor). Les integrines i els GFR poden col-laborar a
diferents nivells: les integrines poden unir-se directament als factors de creixement i promoure
la seva activacio, poden activar els GFR de manera independent de lligand i poden també
confluir a la mateixa via de senyalitzacié augmentant el senyal. Amb aquesta connexio
s'incrementa la multifuncionalitat de les integrines i la complexitat dels senyals iniciats a
la matriu extracel-lular i conseqiientment les vies intracel-lulars que sén capaces d’activar, i

afecta a ultima instancia el control del desti cel-lular [102].

1.6 Integrina o951

La subunitat de la integrina a9 va ser descrita per primera vegada l'any 1993, i es va
identificar la subunitat 1 com la seva parella. Forma una subfamilia amb 1’a4, que dona
lloc a les integrines a951, a4/51 i @4f7 [103]. Les dues subunitats a comparteixen un
39% d’identitat de seqiiencia en els seus aminoacids, i aquesta subfamilia és una de les
més noves i especialitzades de les families d’integrines en termes d’evolucid, i sén presents
exclusivament en organismes vertebrats [93]. El gen que codifica per 'a941 es localitza al
brag curt del cromosoma 3, més concretament al locus 3p21.3. La integrina «941 (altrament
anomenada ITGA9) esta ampliament expressada en les cel-lules dels teixits normals, tals com
les del muscul esqueletic i llis, muscul cardiac, hepatocits, cel-lules epitelials, queratinocits,
neutrofils, osteoclasts i oocits; mentre que generalment no es troba expressada en limfocits
(al contrari de la a4) ni en endoteli [103, 104]. El grup heterogeni de ceél-lules que expressa
la integrina o951 suggereix que té un paper en diferents teixits i remarca la importancia

d’aquesta en l'organisme vertebrat [104].

Com s’ha comentat anteriorment, les integrines es poden presentar en diferents estats
d’activacié a la superficie cel-lular, regulats en part per la conformacié del seu ectodomini.
Fins al moment, s’ha identificat dos estats conformacionals per la integrina a951, i tenen
comportaments cel-lulars diferents: en l'estat d’alta afinitat unit amb el lligand indueix
les adhesions focals, mentre que en l'estat d’activitat activat media ’adhesié cel-lular i la

migracié [105].

S’ha descrit una isoforma truncada de la subunitat a9 anomenada SFa9 (short form a9
integrin) que consta de 632aa, mancada del domini transmembrana i citoplasmatic. Aquesta
s’ha observat coexpressada a la superficie cel-lular en la linia cel-lular de RMS RD juntament
amb la forma sencera de ’a9/31, i actua com a modulador tot promovent ’adhesié depenent

de 'a951 a través del domini citoplasmatic de la forma sencera d’aquesta [106].
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1.6.1 Lligands de laintegrina o951

S’ha descrit multiples lligands de la integrina o931, alguns dels quals sén comuns amb 1’aA4.
Tot i aixo0, els respectius models animals knockout presenten diferents fenotips, i es confirma
que les dues integrines tenen funcions diferents in vivo [104]. A continuacié es llisten els

lligands més estudiats de 'a9/51.

ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease): Les ADAMs sén una gran familia de
proteines transmembrana tipus I, totes elles formades pels dominis pro, metal-loproteasa,
desintegrina, ric en cisteina, FGF-like, transmembrana i la cua citoplasmatica C-terminal.
Presenten tant activitat proteolitica com d’adhesié cel-lular. Es troben implicades en
processos biologics com la remodelacié de la matriu extracel-lular i 'adhesié cel-lular, i en
processos patologics com el desenvolupament tumoral [107]. Existeix redundancia en les
interaccions entre les integrines i les ADAMs: una integrina es pot unir a varies ADAMs i

una ADAM pot ser reconeguda per diferents integrines (Taula 1.12).

Taula 1.12. Interaccions entre ADAMs i integrines. Basat en [107].

a2B1  adfBl  adB7T  abBl  abBl  abBd 981  avBd  avfB3

ADAM2 v v v

ADAMT v v v

ADAMY9 v v v v v
ADAM12 v v
ADAM15 v v v
ADAM17 v
ADAM19 v v
ADAM23 v
ADAM28 v v v
ADAM33 v v v

El domini desintegrina present en les ADAMs és el domini d'unié a les integrines, en el
qual la seqiiencia RGD no hi és present a excepcié de 'ADAMI15. La seqiiencia RGD de
I’ADAM15 és necessaria per unir-se a la integrina av 33, en canvi, la interacci6 ADAM15-a951
és independent de la seqiiencia RGD, ja que és la seqiiencia RXgDLPEF la responsable de la
unié [108]. La seqiiencia RXgDLPEF esta parcialment conservada entre les diferents ADAMs
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que s'uneixen a 'a951 (Figura 1.10), i és el motiu d’interaccié entre les ADAMs i la integrina
a9p1.

hADAM2 437 LFMSKERMCEPSFEEC CNGSSASCPEN 469
hADAM7 452 QIKKAGSICKPAKDEC CTGHSPACPKD 483
hADAMS8 458 KVKPAGELCHPKKDMC CDGRHPECPED 489
hADAM9 465 RFLPGGTLCRGKTSEC CNGSSQFCQPD 496
hADAM12 474 QLKPAGTACKDSSNSC CTGASPHCPAN 505
hADAM15 472 QLRPSGWQCHPTRGDC CPGDSSQCPPD 503
hADAM28 457 QFKKAGMVCEPAKDEC CNGKSGNCPDD 488
hADAM33 467 LLKPAGALCRQAMGDC CTGTSSHCPPD 498

Figura 1.10. Alineament de les seqiiéncies d'aminoacids (BLAST) dels llocs d'unié de les formes
humanes d’ADAMs amb la integrina a951. El motiu de reconeixement conservat entre les diferents
ADAMs es mostra en gris. Els ndmeros corresponen a la posicié dels aminoacids en l'estructura
primaria de la proteina.

Fibronectina (FN): Es una glicoproteina de la matriu extracel-lular, la qual es presenta en
la forma plasmatica (pFN) i la forma cel-lular (cFN). La pFN és secretada pels hepatocits
i circula pel torrent sanguini, mentre que la cFN és present a la matriu extracel-lular dels
teixits. La cFN és produida pels fibroblasts, les cel-lules epitelials i altres tipus cel-lulars.
Conté dos dominis codificats per splicing alternatiu anomenats extra domini A (EDA) i
extra domini B (EDB). S’ha descrit la uni6 de 'a9481 i 'adS1 amb el domini EDA de la ¢cEN
a través de la seqiiencia EDGIHEL [109], i provoca canvis en la morfologia cel-lular com la
formacié de filopodia in vitro [110] i la formacié de les valvules limfatiques [111] quan s'uneix

exclusivament a la integrina a951.

Tenascina-C: Es una proteina de la matriu extracel-lular que s’ha observat sobreregulada
en el procés de cicatritzacio de ferides, en 'estroma de cel-lules tumorals i en melanoma
metastatic. Com a minim set integrines sén capaces d’unir-se a la tenascina-C. En el cas de
la integrina @951, s’hi uneix per la seqiiencia AEIDGIEL, present en la tercera repeticié del
domini tipus III de FN de la tenascina-C, anomenat TNfn3 [112, 104].

Osteopontina: Es una proteina de la matriu extracel-lular implicada en diversos processos
biologics com la cicatritzacié de ferides, la remodelacié de teixits, la resposta immunitaria

i la vascularitzacid; fet pel qual s’ha estudiat el seu paper en condicions fisiopatologiques,
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especialment en cancer, on s’ha proposat com un marcador potencial i una diana terapeutica
contra el cancer [104]. S’ha descrit la interaccié entre 'a941 i la seqiiencia SVVYGLR de

'osteopontina en neutrofils in vivo [113].

Emilin-1 (Elastic microfibril interface-located protein 1): Es una glicoproteina present
a la matriu extracel-lular que s’uneix a I’a951 i a 'a4f1. La seva interaccié amb I'a951 és
necessaria per al manteniment de I’homeostasi de la pell com també juga un paper fonamental
en la formacié i manteniment de les valvules limfatiques [104, 114, 115]. S’ha descrit que
quan s’uneix a I'a4(1 provoca una reduccié en la proliferacié cel-lular in wvitro, i inhibeix la
via de senyalitzaci6 RAS-ERK [116].

VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1): Es una proteina d’adhesié endotelial que
es va identificar com a lligand de 'a951 'any 1999 en els neutrofils, en els quals media
I'extravasacié d’aquests als llocs d’inflamacié [117]. A més, la unié de VCAM-1 i la integrina

a951 provoca un retard en 'apoptosi espontania dels neutrofils [118].

Factors de creixement: S’ha descrit la interaccié entre 'a931 i els factors de creixement
endotelials vasculars (VEGFs, Vascular Endothelial Growth Factor) VEGF-A, -C i -D. La
unié de 'a951 amb el motiu EYP de VEGF-A indueix la migracié de les cel-lules endotelials i
canceroses, a més de presentar un paper en ’angiogenesi. VEGF-C i VEGF-D contribueixen
també a ’angiogenesi i a la limfangiogenesi, fet que explica perque el model knockout de

I'a9/1 presenta un sistema limfatic aberrant [104].

També s’ha descrit la interaccié de 'a951 amb el factor de creixement NGF (NGF, nerve
growth factor), en la qual s’indueixen cascades de senyalitzacié proproliferatives [119]. Es
forma un complex especific entre la integrina «9/31 i el receptor p7bNTR, el qual mostra
una activacié superior de la via de senyalitzaci6 MAPK-Erk 1/2 i la via AKT després de
la induccié amb el factor de creixement NGF, i provoca un augment de la migracié i la

proliferacié cel-lular [120].

Desintegrines: Sén molecules capaces d’inhibir les integrines, obtingudes a partir dels
verins de serp de la familia Viperidae. Es classifiquen en tres families en funcié del motiu
de reconeixement: RGD, MLD i R/KTS; i és la familia heterodimerica MLD especifica per

la subfamilia de 1’951, 'ad4f1 i 'adp7. Les desintegrines son considerades moduladors
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d’integrines, ja que mimetitzen el lloc d’unié a diferents lligands. S’ha descrit les desintegrines
EC3 1 VLOb5 com a reguladors de ’a951, les quals mimetitzen el seu lloc d’'unié amb VCAM-1
en el cas de 'EC3 i amb la tenascina-C, i 'osteopontina i VEGF-A en el cas de VL05 [121].

1.6.2 Integrinaa951icancer

La integrina o931 esta expressada en una gran varietat de tipus cel-lulars i s’ha demostrat que
té un paper important en alguns processos biologics. Conseqiientment, I'expressio aberrant
d’aquesta o els canvis en la seva funcionalitat donen lloc a condicions patologiques com el

cancer.

Tal com s’ha esmentat anteriorment, la integrina 951 esta situada al locus 3p21.3. Aquest
cromosoma té un paper important en cancer, ja que el seu bra¢ curt (3p) conté diverses
regions que inclouen gens supressors de tumors (TSG, tumor suppressor gene). S’han estudiat
les aberracions geneétiques o epigenetiques (delecié i metilacié, respectivament) freqiients
d’aquesta regié. Les aberracions genetiques poden ser causades per perdues d’heterozigositat
(LOH, loss of heterozygosity) descrites en alguns tipus de cancer les quals involucren regions
del cromosoma 3p. La hipermetilacio de les illes CpG localitzades en regions promotores és
una de les causes d’aberracions epigenetiques, ates que la hipermetilacié s’ha observat com un
mecanisme freqiient d’inactivacié dels TSGs, i contribueixen aixi a la transformacié maligne
de les cel-lules tumorals [122]. Gracies a la tecnologia dels microarrays de Notl, on s’analitzen
simultaniament les delecions i metilacions dels cromosomes, s’han pogut identificar alguns
gens supressors de tumors que podrien servir com a marcadors de mal pronostic pels diferents
cancers estudiats. Conseqiientment, entre ells, s’ha proposat el gen de la I TGA9 com un gen
supressor de tumors en algun tipus de cancer. Concretament, s’ha descrit la delecié o la
metilacié del gen de la ITGA9 en el 28% dels tumors de cancer d’ovari [123], en el 30% de les
mostres analitzades de cancer de colon [124] i en el 24% de tumors d’estadis primerencs de
cancer de cap i coll [125]. En concordanga, en un estudi de cancer de mama, es van identificar
un 16% dels tumors sense expressié de la ITGA9, ja que presentaven delecions o mutacions
genetiques; mentre que un 25% dels tumors presentaven una infraregulacié significativa de la
ITGAY, on la hipermetilacié del promotor era la causa de la infraregulacié [126]. També es
va observar la deleci6 o la metilacié de la ITGA9 en el 42% de les mostres de cancer de cervix
[127] i en el 45% de les mostres de cancer de pulmé no microcitic (NSCLC: non small cell
lung cancer) [128], on es va confirmar la metilacié del promotor per seqiienciacié per bisulfit.
Els autors van analitzar els nivells d’expressi6 d’'mRNA de la ITGAY, els quals mostraven

una disminucio respecte als teixits normals en el 89% de les mostres de cancer de ceérvix i un
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85% en les mostres del cancer de pulmé. Les discordances dels resultats podrien ser degudes
a la presencia d’'/RNAs d’interferencia [127]. Finalment, es va identificar també la ITGA9
com un possible gen supressor de tumors en mostres de carcinoma nasofaringi, en el qual es
va observar una infraregulacié de la ITGA9 en les mostres tumorals respecte al teixit control
tant a nivell 'mRNA com de proteina, i es correlacionava amb un estat de metilacié del seu

promotor [129].

S’ha descrit 313 mutacions en tumors humans en el gen de la ITGA9 en la base de dades
COSMIC (COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) (Taula 1.13). Les mutacions
identificades s6n presents en el 0.88% de les mostres analitzades (313 mutacions en un total
de 35658 mostres), fet que suggereix que les mutacions en el gen de la ITGA9 no sén tant
importants per la progressio tumoral comparat amb les delecions o les metilacions.

Taula 1.13. Distribucio de les mutacions somatiques observades en la ITGA9 en tots els tipus de
cancer*

Nombre de mostres % Tipus de mutacié
227 72.52 mutacié amb canvi de
sentit
63 20.13 mutacid silenciosa
11 3.51 mutacié sense sentit
4 1.28 canvi en el marc de
lectura

* Les mutacions somatiques es van comprovar a

www.cancer.sanger.ac.uk/cosmic a data de 26/05/2019.

Contrariament, altres autors descriuen la integrina o941 com un oncogen, el qual presenta
un paper important en la metastasi i en la progressié de fenotips malignes. Es va descriure
la sobreregulacié de la ITGA9 en tumors primaris i linies cel-lulars de cancer de pulmé
microcitic (SCLC, small cell lung cancer) [130]. En un estudi independent del mateix tipus de
cancer, es va correlacionar 1’elevada expressié d’integrina @951 amb una menor supervivencia
dels pacients [131]. De manera similar, 1'expressié de la integrina a951 es correlaciona
significativament amb una menor supervivencia lliure de malaltia i amb una reduccié de
la supervivencia global en el cancer de mama triple negatiu basal [132]. Es va detectar
Iexpressio de la integrina o951 en més del 50% dels tumors primaris d’adenocarcinoma de
colon, mentre que l'expressié d’aquesta era absent en el teixit normal de colon adult [133]. En

un altre estudi amb teixits de cancer de colon es va observar una correlacié inversa significativa
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entre els nivells d’E-cadherina i integrina o951, i es va involucrar la integrina a9341 amb el
fenotip metastatic mesenquimal [134]. També s’ha descrit el paper de la integrina «931
en la progressio del glioblastoma amb la seva interaccié amb el factor de creixement NGF.
L’expressié in vivo de 'a981 en els astrocitomes es correlaciona amb l'increment del grau
d’aquest tumor, i és maxima ’expressié de la integrina @941 en el glioblastoma (’estadi més

avancat d’astrocitoma) [135].

S’ha estudiat el rol de la integrina o951 en I’angiogenesi, descrit tant in vitro com in vivo amb
cel-lules de melanoma. Quan la integrina 951 s’uneix a 1’osteopontina, augmenta ’expressio
de COX-2 i MMP-9 en macrofags, i es modula aixi el creixement i ’angiogenesi del tumor
[136]. S’ha descrit el paper de la integrina «941 en la limfangiogenesi de cel-lules de cancer
de colon: el tractament amb endostatina inhibeix la interaccié entre 'EDA i 1'a951, fet que
causa una reduccié dels nivells d’ambdues proteines i es redueix la limfangiogenesi tant in

vitro com in vivo [137).

La implicacié de la integrina a941 en la invasié també ha estat objecte d’estudi. S’ha
descrit que les cel-lules de cancer de colon amb elevada expressié d’integrina 951 son les
que promouen la transicié epiteli-mesenquima, i presenten una major invasié tumoral [134].
Es va observar com la integrina a951 esta implicada en el procés d’EMT independentment
de l'inductor TGF-3: la integrina 941 forma un complex amb (-catenina i E-cadherina,
que es dissocia quan 1’951 interacciona amb el seu lligand. En conseqiiéncia, es produeix la
fosforilacié de SRC i -catenina, i s’indueix la transici6 epiteli-mesénquima [131]. El paper
de la integrina 91 en invasio va ser descrit en cancer de mama. El bloqueig de la integrina
a9p51 produeix una reduccié de la motilitat cel-lular in vitro i una reduccié de metastasi
als noduls limfatics en un model de xenograft ortotopic [138]. El nostre grup d’investigaci6
també va descriure el paper de la integrina @941 en la invasié cel-lular, més concretament
va identificar la integrina @941 juntament amb la N-cadherina com una de les proteines
proinvasives en el RMS [139]. Finalment, s’ha descrit que la integrina a951 és necessaria per
a la supervivencia i proliferacio de les cel-lules tumorals a llocs secundaris, i es suggereix que la
integrina a941 és necessaria per a I’adhesié de les cel-lules de medul-loblastoma a les meninges
(procés conegut com a disseminaci6 leptomeningea). De manera concordant, es va observar
un increment de 'expressio de la integrina 951 en tumors primaris de medul-loblastoma
amb extensio leptomeningea, comparat amb la baixa expressié de la integrina en el cerebel

normal i en tumors primaris de medul-loblastoma sense infiltracié [140].

45



1. Introduccid

1.7 Terapies contrales integrines

Les integrines estan implicades en molts processos patologics, fet que genera la necessitat de
recerca de terapies dirigides per bloquejar la seva funcié. Fins al dia d’avui, s’han aprovat
a nivell comercial quatre molecules bloquejants d’integrines, indicades per la trombosi i per
malalties autoimmunes. El natalizumab és I’anticos monoclonal humanitzat contra I’a4 Sz per
tractar l’esclerosi multiple i la malaltia de Chron. L’abciximab (anticos monoclonal quimeric),
el tirofiban (molecula petita) i U'intrifiban (peptid ciclic) es dirigeixen contra 'alIb53 i sén
indicats per a la prevencié de complicacions trombotiques després d’intervencions coronaries
percutanies [141, 142].

Bloquejar la funcié de les integrines per tractar el cancer és una area de recerca continua
i s’han desenvolupat una gran quantitat de molecules per tal d’interferir en les interaccions
integrina-lligand. També sén unes molecules interessants pel seu crosstalk amb receptors de
factors de creixement [96]. Estudis preclinics han demostrat que els antagonistes d’integrines
inhibeixen el creixement afectant tant a les cel-lules tumorals com a les associades al tumor,
majoritariament les de 'endoteli angiogenic [96]. Estructuralment, les molecules dirigides

contra les integrines es poden classificar en tres categories principals:

e Molecules petites inhibidores. Tot i que diferents molecules han demostrat la seva

eficacia en estudis preclinics, cap d’elles s’ha traslladat de moment a la clinica [143].

e Anticossos monoclonals (mAb). S’ha desenvolupat el volociximab (Taula 1.14), on
en estudis preclinics es va inhibir I’angiogenesi tumoral mitjancant el bloqueig de la
interaccié entre 'a5f1 i la fibronectina [143]. S’ha completat els assaigs clinics fase
IT amb tumors de melanoma metastatic, cancer de pancrees metastatic, carcinoma de
cel-lules renals metastatic, cancer avancat d’ovari, cancer peritoneal primari i cancer
de pulmé no microcitic. El volociximab va ser ben tolerat tant en monoterapia com
en combinacié amb radioterapia, i va presentar resultats prometedors en tots els
assaigs excepte en els tumors de cancer d’ovari [144]. Tot i aix0, no hi ha assaigs
clinics posteriors previstos de moment. Un altre exemple d’anticos monoclonal és
I'etaracizumab (Taula 1.14), dirigit contra la integrina avf3 i el qual impedeix la seva
uni6 als lligands vitronectina i fibrinogen. S’ha dut a terme assaigs clinics fase II amb
pacients amb melanoma metastatic, carcinoma de cel-lules renals metastatic, cancer
de prostata metastatic independent d’androgen i cancer de colon avancat refractari

a lirinotecan, els quals estan tots finalitzats. S’ha publicat els resultats de 'assaig
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amb els pacients amb melanoma, en el qual no es va observar una millora amb el
tractament de l'anticos [145]. Un tercer anticos monoclonal que ha arribat en fase
IT és lintetumumab (Taula 1.14), dirigit contra 'avB3 i lavp5. Els resultats dels
assaigs clinics duts a terme amb pacients amb cancer de prostata metastatic resistent
a la castracié i amb melanoma estadi IV no han estat positius [146, 147]. Finalment,
també ha arribat a fase II I'anticos abituzumab (Taula 1.14), dirigit contra la integrina
avfz. L’assaig clinic va ser dut a terme amb pacients amb cancer de colon metastatic
amb KRAS wild-type. No es va observar cap millora en la resposta dels pacients que
van rebre 'anticos juntament amb el tractament normal respecte als pacients amb el
tractament normal. Tot i aixo, 'estudi suggereix una possible millora en els pacients
amb alta expressié de la integrina av /36, una observacié que necessita estudis posteriors

pero suggereix una possible millora en 'estadificacié dels pacients [148].

Inhibidors peptidics. L’ATN-161 (Taula 1.14) és un peptid inhibidor que bloqueja el
lloc d'unié entre 'abf51 i la fibronectina (seqiiencia PHSRN). S’ha efectuat assaigs
clinics fase IT amb tumors de carcinoma de cel-lules renals avangat i de glioma maligne
recurrent, i tot i estar finalitzats, no s’ha publicat resultats sobre els assaigs. L’inhibidor
d’integrines més prometedor és el Cilengitide (Taula 1.14), un peptid ciclic basat en
la seqiiencia RGD capag¢ de reconeixer 'avf3 i 'avf5. Es van dur a terme assaigs
clinics fase II sense efectes clinics positius en tumors de cancer de prostata resistent
a la castraci6 [149, 150] i amb pacients amb cancer de pulmé no microcitic avangat
[151]. Tanmateix, es van efectuar assaigs clinics fase III amb pacients diagnosticats
de glioblastoma amb el promotor metilat del gen MGMT. Malauradament, no es va
observar millora clinica quan el Cilengitide es va addicionar a la quimioterapia estandard
dels pacients [152].
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Taula 1.14. Inhibidors d’integrines contra el cancer en assaigs clinics fases II o III. Actualitzat de

[141].
FETS? Dirigit a  Molecula Sinomins Clas\se de Estat®
clinica molecula
avf3, . " EMD 121974, EMD
fase III w5 Cilengitide 85180, NSC-707544 cPep C
abfl ATN-161 - Pep C
abp1 volociximab ~ M-200, EOS-200-4 mAb C
fase 11 MED LM
. ED-522, 609,
avB3 etaracizumab Vitaxin-2, Abergrin mADb C
avﬂxb intetumumab CNTO-95 mAb C
avfz?  abituzumab DII7E6, EMD-525797  hu-mAb C

C: assaigs completats; cPep: peptid ciclic; hu-mAb: anticos humanitzat monoclonal;
mAD: anticos monoclonal; Pep: péptid.
& Lestat dels assaigs clinics va ser comprovat a www.clinicaltrials.gov a data de 27/05/2019.

b Bz indica que va dirigit a totes les cadenes 8 que s’uneixen a la subunitat « indicada.

Aixi doncs, malgrat tots els esforgos per tal de desenvolupar molecules contra ’accié de les
integrines, i els resultats prometedors in vitro i en estudis preclinics, els assaigs clinics han
estat decebedors. A més a més, i al contrari de les molecules petites, tant els anticossos
monoclonals com els inhibidors peptidics de moment han de ser administrats per via
parenteral, fet que limita el seu s com a terapia de llarga durada [143]. Aix{ doncs, continua

existint la necessitat de recerca de noves molecules per tal de bloquejar les integrines.
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2 Hipotesi i objectius

La supervivencia global del rabdomiosarcoma i el neuroblastoma se situa al 70%, pero
disminueix fins al 30% en els casos de RMS amb malaltia metastatica i recidiva, i fins al 20%
en els casos de NBL d’alt risc. Aquests casos s’associen a la disseminacié del tumor a causa
de la metastasi, en els quals els tractaments regulars no son efectius. L'is de nous farmacs
dirigits especificament contra certes dianes moleculars com a complement dels tractaments
actuals podrien fer millorar les taxes de supervivencia, especialment en els casos metastatics

i refractaris a les terapies convencionals.

Es necessaria, doncs, la recerca dels factors que regulen el procés metastatic per tal de
trobar noves dianes terapeutiques i aixi millorar la supervivencia dels pacients amb malaltia
metastatica i recidiva. La integrina o951 és una proteina amb un paper en la invasié i
disseminacié metastatica, i anteriorment a I’estudi que ens ocupa, el nostre grup de recerca ja
havia descrit un paper proinvasiu de la integrina @951 en el RMS. Amb aquestes evidencies,
plantegem la hipotesi que la integrina 951 podria ser una bona diana terapeutica, i que
representaria una nova estrategia per evitar la formacié de les metastasis en el RMS i en

altres tumors pediatrics.

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és obtenir un coneixement més profund del paper
de la integrina o951 en els tumors pediatrics, amb la finalitat d’aconseguir bloquejar-la i
poder arribar a disminuir-ne la carrega metastatica. Per tal d’assolir aquest objectiu, es van

establir els segiients objectius parcials:

1. Analisi de 'expressi6 de la integrina 951 en cel-lules i tumors de RMS i NBL.

2. Estudi de I'efecte de la inhibicié de la integrina 931 a nivell genetic mitjancant sShRNAs

en el creixement 1 invasié cel-lular tant in vitro com in vivo.

3. Estudi de la fosforilacié de la proteina FAK com a possible mecanisme intracel-lular

responsable dels canvis en el comportament cel-lular.



2. Hipotesiiobjectius

4. Screening i posterior seleccié dels miRNAs reguladors especifics de la integrina a941.

Estudi de 'efecte dels miRNAs seleccionats en el creixement 1 invasié in vitro 1 analisi

de la fosforilacié de FAK en les cel-lules amb 'expressio dels miRNAs.
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3.1 Mostres tumorals humanes

Les mostres congelades de tumors primaris de RMS utilitzades en aquest treball provenien
de la nostra col-leccié privada (ISCIIT C.0002311), les quals van ser recollides després del
procediment quirirgic i congelades a -80°C. Les mostres van ser utilitzades per 'extraccio i
analisi I’RNA i proteina, com es descriu als apartats 3.5 1 3.6, respectivament. El procediment
va ser autoritzat amb el consentiment informat d’acord amb la declaracié de Helsinki de tots
els pacients o els seus tutors legals, depenent de I'edat del pacient. L’estudi va ser aprovat

pel Comite Etic d’Investigacié Clinica de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

3.2 Cultius cel-lulars

3.2.1 Liniescel-lulars

A la taula 3.1 es mostra un resum de les caracteristiques del panell de linies cel-lulars de
RMS i NBL utilitzades durant aquest estudi.

Totes les linies cel-lulars de RMS van ser cultivades i mantingudes amb Minimum Essential
Medium with Earle’s Balanced Salts (MEM, Biowest), complementat amb el 10% de serum
fetal bovi (FBS, fetal bovine serum; Sigma-Aldrich), 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvat
sodic, 1x aminoacids no essencials, 100U/ml de penicil-lina i 0.1mg d’estreptomicina (tots
ells de Biowest). Les linies RH30, RH4, RUCH2 i HTB-82 van ser adquirides a I’ American
Type Culture Collection (ATCC), mentre que la linia RD va ser cedida pel Dr. Beat Schéfer
i la linia CW9019 va ser generada al laboratori de la Dra. Jaclyn Biegel.
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Totes les linies cel-lulars de NBL van ser cultivades i mantingudes amb Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM, Thermo Fisher Scientific), complementades amb el 20% de
serum fetal bovi (Sigma-Aldrich), 1% Insulin-Transferrin-Selenium (ITS-G, Thermo Fisher
Scientific), 100U/ml de penicil-lina i 100ug/ml d’estreptomicina (els dos de Thermo Fisher
Scientific) i 5ug/ml de Plasmocin Prophylactic (InvivoGen). Totes les linies cel-lulars de NBL
es van adquirir a ’ATCC.

La linia cel-lular HEK293T, utilitzada per a la produccié de particules lentivirals i per I'assaig
luciferasa, va ser cultivada amb Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Thermo Fisher
Scientific), complementat amb el 10% de serum fetal bovi (Sigma-Aldrich), 1x aminoacids no
essencials, 100U /ml de penicil-lina i 0.1mg d’estreptomicina (tots ells de Biowest). Aquesta

linia també es va adquirir a ’'ATCC.

Tots els cultius es van mantenir a 37°C en incubadors amb camisa d’aire amb una atmosfera

saturada del 95% d’aire i 5% de CO,.

Taula 3.1. Caracteristiques de les linies cel-lulars utilitzades de RMS i NBL

(a) Caracteristiques de les linies cel-lulars utilitzades de RMS

Nom Histologia  Translocacié  Metastatica Localitzacié
RH30 alveolar ~ PAX3-FOXO1 st medul-la Ossia (metastasi)
RH4 alveolar ~ PAX3-FOXO1 st mama (metastasi)
CW9019  alveolar = PAX7-FOXO1 ND ND
RUCH2  embrionari - st vagina (tumor primari)
HTB-82 embrionari - st bra¢ (tumor primari)
RD embrionari - st pelvis (tumor primari)

ND: no determinat.

(b) Caracteristiques de les linies cel-lulars utilitzades de NBL

Nom Estadi Edat Estat N-MYC  Estat p53 Estat ALK
IMR-32 4 2 anys amplificat funcional AP, wt
SH-SY5Y 4 4 anys no amplificat funcional +/- F1174L Mut
CHLA-90 4 8 anys no amplificat no funcional F1245V Mut
SK-N-BE(2) 4 26 mesos amplificat no funcional NA, wt
BE(2)-C 4 26 mesos amplificat no funcional NA, wt

AP: amplificacié parcial; wt: wild type; Mut: mutat; NA: no amplificat.
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3.2.2 Subcultiu cel-lular

Totes les linies cel-lulars utilitzades van ser mantingudes en cultius monocapa, dels quals es
realitzaven subcultius quan aquests presentaven una confluéncia aproximada del 80%. En
tots els casos, els subcultius no es mantenien en circulacié més de dos mesos per tal de

conservar les caracteristiques de la linia cel-lular original.

Per tal de subcultivar les linies, es descartava el medi del flasco i es feia un rentat amb
PBS (phospate buffered saline, Biowest). Tot seguit se 'hi addicionava tripsina-EDTA al
0.05% en DPBS (dulbecco’s phosphate buffered saline, Biowest) per tal de trencar els enllagos
cel-lula-cel-lula de manera enzimatica i desenganxar les cel-lules del plastic. El procés tenia
lloc a I'incubador, ja que a 37°C és la temperatura a la qual la tripsina presenta la seva
activitat maxima. Al cap d’aproximadament 5min, s’addicionava medi complet fresc, inhibint
aixi l'activitat de la tripsina i es recollia la suspensié cel-lular. Després de centrifugar la
suspensié a 1200rpm durant 5min, el pellet compost per les cel-lules, es resuspenia amb el
medi adequat i es sembrava a un nou flascé o placa a la dilucié pertinent. Les dilucions

utilitzades depenien de la linia cel-lular, i van variar des d'una 1/3 fins a una 1/10.

3.2.3 Comptatge de cél-lules

En aquelles ocasions on la sembra requeria un nombre concret i precis de cel-lules per
experiments posteriors, s'usava el comptador automatic cel-lular EVE™ (NanoEnTek). El
pellet cel-lular es resuspenia amb un volum conegut de medi complet i es prenien 10ul, els
quals s’hi addicionava 10ul de blau de tripa 0.4% (NanoEnTek). El blau de tripa és un
colorant que permet diferenciar les cel-lules vives de les mortes, ja que aquest penetra a les
membranes de les cel-lules mortes mentre que les cel-lules viables son excloses de la tincié.
Seguidament es carregaven 10ul de la mescla a la cambra del portaobjectes EVE™. Un cop
optimitzada la imatge que proporcionava l’aparell, on es distingien les cel-lules vives de les
mortes gracies al colorant blau de tripa, la maquina realitzava el comptatge de les cel-lules

presents a la mostra. El procediment es repetia tres vegades per minimitzar errors humans.
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3.2.4 Descongelacidicriopreservacio

Es molt important mantenir un estoc de linies criopreservades per tal de mantenir
les caracteristiques originals de la linia cel-lular i evitar possibles contaminacions. La
criopreservacio té com a objectiu mantenir la viabilitat i funcionalitat cel-lular a temperatures
molt baixes (-80°C o -196°C). El procés és necessari per mantenir totes les linies cel-lulars

sense necessitat de mantenir-les en cultiu cel-lular.

Per tal de criopreservar les linies cel-lulars, a partir del pellet es resuspenien les cel-lules
amb medi de congelaci6 format per medi complet amb un 10% de dimetil sulfoxid (DMSO,
Sigma-Aldrich). El DMSO s’usa com a crioprotector, ja que és un solvent bipolar aprotic,
hidrosoluble i de baix pes molecular. Preveu l'acumulacié excessiva d’electrolits i altres
substancies durant el procés de congelacié i la formacié de cristalls de gel que trenquen
I'estructura de la membrana cel-lular. Tot i aixo, el DMSO resulta toxic a temperatura

ambient, rad per la qual el procés de congelacid i descongelacié cel-lular ha de ser rapid.

1ml de la suspensi6 cel-lular amb medi de congelacié es va transferir dins de criovials (Thermo
Fisher Scientific), els quals es van col-locar al recipient de congelacié Mr. Fosty™ (Thermo
Fisher Scientific) i al congelador de -80°C. El sistema esta dissenyat per aconseguir una
velocitat de refrigeracié de -1°C/min, velocitat optima per a la conservacié de les cel-lules.
Al cap de 24h els vials es van dipositar al tanc de nitrogen liquid, on es conservaren a llarg

termini a una temperatura de -196°C.

El procés de descongelacio de les cel-lules també ha de ser un procés rapid per tal d’obtenir la
maxima viabilitat cel-lular. Aixi, es descongelava el vial al bany a una temperatura de 37°C
i s’hi addicionava medi fresc per tal de diluir el DMSO. La suspensié cel-lular es sembrava

2

a flascons de 7hcm~. El dia segiient es realitzava un canvi de medi amb medi complet per

I’eliminaci6 total del DMSO.
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3.4 Plasmidis, transfeccio, produccio lentiviraliinfeccio

Els shRNAs (short hairpin RNA) estan basats en el mecanisme dels RNA d’interferencia de
degradacié d’'un RNA missatger (mRNA) concret, i provoquen una disminucié de 'expressi6
de la proteina que aquest codifica (Figura 3.1). Els shRNAs son RNAs de doble cadena
transcrits per la cel-lula a partir d’'un constructe de DNA que codifica per la seqiiencia d’'una
cadena d’RNA i la seva complementaria, es pleguen i creen una molecula d’RNA de doble
cadena amb un hairpin loop. D’aquesta manera, I’'shRNA és produit continuament per la
propia maquinaria cel-lular. Els shRNAs son transcrits per la RNA polimerasa III al nucli
de les cel-lules transfectades i processats per la RNAasa DROSHA i la proteina DGCRS, i
es creen els precursors inicials, anomemats pre-shRNAs. Els pre-shRNAs sén estructures de
doble cadena de 19-29pb connectades per una regié d’'RNA de cadena tnica (loop) amb dos
nucleotids penjant al 3’. Sén transportats al citoplasma mitjancant la proteina Ezportin-5.
Un cop al citoplasma, els pre-shRNAs sén tallats per DICER i TRBP/PACT, s’elimina el
hairpin i es crea un siRNA (RNA petit d’interferencia, small interfering RNA) de doble
cadena de 20-25 nucleotids amb dos nucleotids al 3" penjant a cada extrem. L’siRNA actiu
és processat pel complex RISC. La cadena guia de I'siRNA s’uneix al complex RISC amb
I’ajuda de la proteina AGO-2 i altres proteines d’unié a cadenes dobles d’RNA, mentre
que la cadena complementaria de I'siRNA és degradada. Quan existeix una homologia
perfecta entre I'siRNA i 'mRNA diana, s’indueix la degradacié de 'mRNA. En el cas d’una
complementarietat parcial, el complex RISC reprimeix la traduccié de 'mRNA. El resultat

final és 'impediment de la traduccié a proteina d’un determinat gen diana (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Representacié esquematica del mecanisme d'infraregulacio génica mitjangcant shRNAs.
Amb I'ajuda del lentivirus s'introdueix I'shRNA, el qual s'integra al genoma de la cel-lula hoste. L'shRNA
és transcrit i processat per les proteines nuclears DROSHA i DGRS8, i es crea el pre-shRNA. Aquest
es transporta al citoplasma mitjangant la proteina Exportin-5. El pre-shRNA és processat per DICER,
generant I'siRNA, la cadena guia de la qual activa el complex RISC i recluta 'mRNA diana. Finalment
I'mRNA és degradat, ja que s'impedeix la seva traduccid. Abreviatures: dsDNA (double strand DNA,
DNA de doble cadena), mRNA (messenger RNA, RNA missatger), shRNA (short hairpin RNA), siRNA
(small interfering RNA, RNA petit d'interferéncia), ssRNA (single strand RNA, RNA de cadena unica).
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3.4.1 Plasmidis

La infraregulacié genetica de la integrina a931 va ser realitzada mitjangant la transduccié
virica de shRNAs clonats en el vector lentiviral pGIPZ (Thermo Fisher Scientific). Els
vectors lentivirals deriven del virus de la immunodeficiencia humana 1 (VIH-1) i sén una
bona eina gracies a ’alta eficiencia de transduccié tant en cel-lules mitotiques com en cel-lules
no mitotiques, la integracio al genoma i una subseqiient expressié estable dels transgens tan

i vitro com in vivo.

S’han desenvolupat tres generacions de vectors per a la produccié de lentivirus. A cada
generacio s’ha millorat la bioseguretat, ja que s’ha dividit els elements necessaris per
a la formacié dels virus en plasmidis independents. FEn aquest treball es van usar els
vectors lentivirals de segona generacio, que consisteixen en la cotransfeccié de tres vectors,
representats a la figura 3.2. La divisié dels components en un sistema de tres plasmidis
permet el lliurament del gen d’interes sense l'expressié de proteines virals en les cel-lules
diana, i significaria que caldrien com a minim dues recombinacions per donar lloc a un virus

competent VIH-1 durant la produccié del vector.

Els tres vectors cotransfectats a la linia cel-lular HEK293T per la generacié de particules

lentivirals (Figura 3.2) van ser:

e El vector lentiviral, portador de I'shRNA del gen d’interes. Aquest vector conté el
material genetic que es transferira i s’integrara al genoma de la cel-lula diana. Conté el
transgen i elements activadors en posici6 cis: LTR 371 5, W i RRE. Aquests elements
son necessaris per a ’encapsidacié, la transcripcié inversa i la integracié al genoma de
la cel-lula hoste. La capacitat transcripcional de 'LTR es perd un cop el vector és
transferit a la cel-lula, ja que aquest és dependent del gen TAT, que esta localitzat a
un vector independent no integratiu. Aixi, I'activitat promotora del 5’LTR és minima
i el transgen és activat mitjancant un promotor intern (CMV). Aquest fet minimitza
el risc d’aparicié de particules recombinants competents. FEl vector incorpora el gen
de resistencia a ’antibiotic puromicina, necessari per a la seleccié de les cel-lules que

expressin el vector.

e Vector psPAX2, el vector d’empaquetament per la produccié de particules lentivirals.
Conté els gens GAG, POL, TAT i REV sota el control d’'un promotor robust CAG per
I'expressié eficient de les proteines d’empaquetament com també per la transcriptasa

inversa i la integrasa.
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e Vector pMD2.G, que codifica pel plasmidi de la capsida. Aquest vector codifica per a la
glicoproteina G del virus de Uestomatitis (VSV-G, vesicular stomatitis virus envelope
G protein). L'is de la VSV-G augmenta el tropisme respecte a la proteina GP160 del
virus original del VIH-1. A més, es redueix la possible recombinacio, ja que s’eliminen
seqiiencies homologues entre el plasmidis de la capsida i el del vector lentiviral. La

proteina VSV-G es troba sota el control del promotor CAG.

Els vectors psPAX2 i pMD2.G no contenen senyals d’empaquetament ni LTRs, per tal d’evitar
la transmissié de particules virals i reduir la possibilitat de formacié de lentivirus replicatius
competents. A més a més, els elements codificants es troben en posicié trans respecte al

vector portador del gen d’interes.

Genoma del Lentivirus

VIF VPR REV  VPU TAT NEF
>\~ N/
4{ LTR | W/RRE | GAG ‘ POL I ‘ ‘ ‘ ENV ‘ LTR
TAT REV

/ \

VSV-G W/RRE [ promotd LTR

Plasmid de la capsida Plasmid lentiviral integrador

Y
REV TAT

|
promotor GAG H POL |—|:|:|—|:|:|—
- -
TAT REV

Plasmid d'empaquetament

Figura 3.2. Representacio de la segona generacio de plasmidis lentivirals. El genoma lentiviral és
editat i distribuit en els tres plasmidis corresponents al sistema de la segona generacio lentiviral. Les
proteines accessories VIF, VPR, VPU i NEF presents al genoma del lentivirus sén eliminades del plasmidi
d'empaguetament, i el gen lentiviral ENV es substitueix pel codificant de la proteina VSV-G. D'aquesta
manera nomeés queden quatre dels nou gens inicials virals del VIH-1: GAG, POL, TAT i REV. En els tres
plasmidis s'introdueix un promotor robust per assegurar la transcripcié dels gens codificants.

3.4.2 Transfeccioiproduccio lentiviral

Es van sembrar 4x10° cel-lules HEK293T en plaques de 100mm amb un recobriment previ
de gelatina al 0.1% (Sigma-Aldrich) per cada vector. Al cap de 24h, es duia a terme

la transfeccié amb Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) dels diferents plasmidis
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seguint les instruccions del fabricant. Per cada placa la quantitat de vector introduit va
ser: 12ug del vector lentiviral pGIPZ, 8ug del vector psPAX2 i 4ug del vector MD2.G.
Després de 36h, es recollia el sobrenedant de les plaques, el qual contenia els virus. Aquest
es centrifugava bmin a 1200rpm i es filtrava amb un filtre de 0.45um. El sobrenedant amb

els virus es reservava a -80°C o s’utilitzava directament per infectar les cel-lules de RMS o

NBL (apartat 3.4.3).

3.4.3 Infeccio

Per dur a terme la infeccié de les cel-lules diana, aquestes es sembraven en una placa de
60mm per assolir el dia segiient una conflueéncia d’aproximadament el 40%. S’aspirava el medi
i s’addicionava el sobrenedant amb les particules viriques a una proporcié d’1/2 amb medi
MEM o IMDM sense antibiotic per les linies cel-lulars de RMS o NBL, respectivament. A les
24h es canviava el medi amb medi fresc sense antibiotic. L’endema es procedia a la seleccid

de les cellules infectades amb puromicina a la concentracié d’1ug/ml (Sigma-Aldrich).

Per tal de comprovar 'eficiencia de la infraregulacié genetica de la integrina 951 es van
avaluar els nivells d’expressié de 'mRNA de la ITGA9 mitjangant RT-qPCR (apartat 3.5) i
els nivells de la proteina mitjangant Western blot (apartat 3.6) de cada clon obtingut. Els
vectors utilitzats per la infraregulacié genetica de la integrina o951 van ser V3LHS_388097
(shRNA#1), V3LHS_388100 (shRNA#2), V2LHS_ 133447 (shRNA#3) i V3LHS_388097
(sShRNA#4). Tant el vector pGIPZ com els diferents vectors dels shRNAs contra la integrina

961 es van adquirir a GE Healthcare Dharmacon.

Els assaigs funcionals es van realitzar a partir del dia 7 d’infeccid i en absencia de puromicina.
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3.5 Analiside I'expressio genica

3.5.1 Extraccio de I’'RNA total i miRNA

Es va extreure 'RNA total de les linies cel-lulars i dels tumors de pacients amb el kit
RNeasy Mini (Qiagen) seguint les instruccions del fabricant. Aquest kit es basa en la unié
selectiva de ’RNA total a les membranes de silice de les columnes. Primerament, es lisen
i s’Thomogeneitzen les mostres amb un tampd desnaturalitzant ric en guanidina-tiocianat,
el qual inactiva les RNAses. S’addiciona etanol per tal de precipitar el DNA i obtenir les
condicions favorables d’'uni6 de 'RNA a la membrana. Seguidament la mostra es diposita
a la columna, on 'RNA total es lliga a la membrana i els contaminants s’eliminen gracies a
rentats successius. L'RNA s’elueix amb aigua lliure d’RNAases. Aquest kit permet purificar

molecules d’RNA més grans de 200 nucleotids.

Per tal d’extreure els microRNAs (miRNAs) procedent de les linies cel-lulars es va utilitzar
el kit miRNeasy Mini (Qiagen) seguint les instruccions del fabricant. Aquest kit permet
purificar molecules d’RNA total, miRNAs i altres molecules petites d’RNA. En primer lloc,
les cel-lules s’homogeneitzen amb el reactiu de lisi QIAzol. Després de ’addicié de cloroform,
I’homogeneitzat es separa en la fase organica i aquosa per centrifugacié. L’RNA es manté en
la fase aquosa, mentre que el DNA i les proteines resten en la fase organica o la interfase.
Es recull la fase aquosa, s’addiciona etanol i es passa per la columna on 'RNA s’uneix a la
membrana. El fenol i altres contaminants s’eliminen amb rentats posteriors. L’RNA s’elueix

amb aigua lliure d’RNAases.

L’RNA es va analitzar i quantificar amb l’espectrofotometre NanoDrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific). L'RNA es va reservar a -80°C per experiments posteriors.

3.5.2 Retrotranscripcio

La retrotranscripcio o transcripcié inversa és la sintesi de DNA a partir d’'un motlle I’'RNA, és
a dir, la generacié del DNA complementari (cDNA, complementary DNA). La transcriptasa
inversa fa servir encebadors complementaris a I'extrem 3’ de 'mRNA i sintetitza la cadena de
DNA complementaria a 'mRNA. El DNA complementari s’utilitza com a motlle per I’analisi
de D'expressié genica mitjancant qPCR (reaccié en cadena de la polimerasa quantitativa,

quantitative polymerase chain reaction; apartat 3.5.3).
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L’RNA es va retrotranscriure mitjancant la transcriptasa inversa del virus de la leucemia
murina de Moloney (M-MLV, Moloney Murine Leukemia Virus; Promega) seguint les
instruccions del fabricant. 2pg d’RNA es van incubar amb 1pg d’encebadors aleatoris
(random primers, Thermo Fisher Scientific) durant 5min a 70°C, temperatura que permet
la desnaturalitzacié de les estructures secundaries de I’'RNA 1i la hibridacié dels encebadors.
Seguidament les mostres es van dipositar en gel per evitar la formacié de noves estructures
secundaries i es van incubar amb 5ul del tampé de reaccié de M-MLV 5x (Promega), 1.25ul
de desoxiribonucleotids trifosfat 10mM (dNTPs, Thermo Fisher Scientific) i 200U de M-MLV
(Promega) durant 1h a 37°C per ’elongacié del cDNA.

La sintesi del DNA complementari dels miRNAs es va dur a terme mitjancant el kit TagMan
MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Per
assegurar l'especificitat de I'assaig i al contrari de la retrotranscripcié convencional on s’usen
encebadors aleatoris, aquest sistema fa s d’encebadors especifics en stem-loop per cada
miRNA a retrotranscriure (Figura 3.3).
miRNA 5’ 3
FTTTrrrrrrrl encebador
11111 stem-loop

IR EEEE
cDNA 3’ 5

Figura 3.3. Representacio de la retrotranscripcié dels miRNAs amb encebadors en stem-loop.
La retrotranscripcio dels miRNAs extrets de linies cel-lulars es va dur a terme amb encebadors
especifics en stem-loop per cada miRNA a transcriure. Amb aquest sistema s'assegura una major
especificitat respecte a la retrotranscripcié convencional. Abreviatures: cDNA (complementary DNA,
DNA complementari), miRNA (microRNA).

Per a la generacié del DNA complementari dels miRNAs es va utilitzar I'enzim comercial
MultiScribe™, una versié recombinant de la transcriptasa inversa del virus de la leucémia
murina de Moloney (rMoMuLV). La retrotranscripcié dels miRNAs es va obtenir a partir
de 12.5ng d’RNA juntament amb 3ul de 'encebador especific per cada miRNA 5x, 1.5ul
del tampé de la retrotranscripcié 10x, 50U de la retrotranscriptasa MultiScribe™, 3.8U
d’inhibidor de la RNAsa i 0.15ul de ANTPs 100mM (tots els reactius d’Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific). Es van incubar les mostres Smin en gel i posteriorment es van
incubar al termociclador amb el programa segiient: 30min a 16°C, 30min a 42°C i 5min finals
a 85°C.

Totes les reaccions de retrotranscripcié van ser mantingudes a -20°C fins que es van fer servir

per a la reacci6 en cadena de la polimerasa quantitativa (apartat 3.5.3).

61



3.  Material i métodes

3.5.3 Reaccio en cadena de la polimerasa quantitativa

L’analisi de I'expressié dels mRNAs i miRNAs es va realitzar mitjangant PCR quantitativa
(qPCR) amb 'ds de la tecnologia de les sondes TagMan (Thermo Fisher Scientific). La qPCR
permet mesurar mitjancant fluorescencia la quantitat de DNA sintetitzat, ja que ’emissié de
la fluorescencia produida a la reaccié és proporcional a la quantitat de DNA amplificat. Per
cada mostra es calcula el nimero de cicle en el qual el lector comenca a detectar un increment
de la fluorescencia significatiu respecte la fluorescéncia basal, denominat Ct (treshold cycle).

El Ct és inversament proporcional a la concentraci6 inicial de DNA diana present a la mostra.

La tecnologia de les sondes TagMan sén sondes basades en la hidrolisi i transfereixen 1’energia
des d'un donador fluorescent (reporter) a un acceptor (quencher). Les sondes tenen el
reporter a 'extrem 5’ i el quencher a 'extrem 3’, localitzant-se a prop en l'espai. D’aquesta
manera, quan la sonda es manté intacta, la fluorescencia emesa pel reporter és absorbida pel
quencher. Les sondes estan dissenyades per tal que hibridin dins del segment del DNA diana
flanquejat pels encebadors. Quan I’encebador hibrida amb el DNA diana en ’accié de sintesi
del DNA de la Taq polimerasa (polimerasa de Thermus aquaticus), que presenta activitat
5" exonucleasa, s’hidrolitza I'extrem 5’ de la sonda produint-se I’alliberacié del fluorocrom
donador. El reporter i el quencher queden allunyats en 'espai, i la fluorescencia emesa pel

donador no és absorbida per I’acceptor i si per 'equip (Figura 3.4).

Les reaccions de PCR es van dur a terme en plaques de 384 pous amb un volum final de
10pul per pou. En el cas de la qPCR de 'mRNA total les proporcions per pou eren les
segiients: 0.5ul de cDNA, 5ul de Master Mix -conté la DNA polimerasa, els dNTPs, el clorur
de magnesi i el tampo6 de reaccio-, 0.5ul de la sonda TagMan -inclou els encebadors- i 4ul
d’aigua DEPC (tots els reactius de Thermo Fisher Scientific). En el cas de la qPCR dels
miRNAs les proporcions per pou eren: 0.7ul de cDNA, 5ul de Master Miz, 0.5ul de la sonda
TagMan i 3.8ul d’aigua DEPC. Totes les reaccions es van realitzar per triplicat. A la taula
3.2 es mostren les sondes utilitzades per la deteccié dels nivells d’expressié de la ITGAY, on
s’'utilitza el TBP com a control intern; i les sondes per la deteccié de 'expressié del miR-7 i

el miR-324, on s’utilitza en aquest cas 'RNU44 com a control intern.
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Figura 3.4. Representacio de la tecnologia de les sondes TagMan. 1. La sonda TagMan esta formada
per un fluorocrom donador (R, reporter) i un acceptor (Q, quencher), la qual hibrida amb la cadena del
DNA motlle diana. 2. A mesura que la Taqg polimerasa exerceix 'activitat 5’ exonucleasa s'allibera el
reporter. 3. La separacio fisica entre el reporter i el quencher permet la deteccid de la fluorescéencia
per I'equip. 4. Polimeritzacid completa de la cadena de DNA.

Taula 3.2. Sondes TagMan utilitzades

miRNA Sonda

Gen Sonda

hsa-miR-7-5p 000268
hsa-miR-324-5p 000539
RNU44 001094

ITGA9 Hs00979865_m1
TBP  Hs00172424_ml

Es van realitzar 40 cicles d’amplificacié en el termociclador amb deteccié de fluorescencia ABI
PRISM 7900HT (Applied Biosystems) amb el segiient programa d’amplificacié: 50°C durant
3min, 95°C durant 10min i 40 cicles de 95°C durant 15s i 60°C durant 1min. L’analisi de les
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dades es va realitzar amb el programari 7900HT Sequence Detection Systems 2.3 (Applied
Biosystems). Els nivells relatius de cada mRNA o miRNA analitzat es van expressar com a

-ACt o quantificats amb el meétode comparatiu 20446 [153].

3.6 Extracciodideteccio de proteines

3.6.1 Extraccio de proteines

Tant en els casos dels teixits humans com les cel-lules procedents dels cultius cel-lulars,
I'extraccié de proteines es va dur a terme en gel i de manera mecanica per tal d’evitar
la degradacié o modificacions de les proteines, i es va obtenir aixi un extracte proteic
representatiu de les condicions fisiologiques. El tampé de lisis utilitzat en les extraccions
de proteines va ser el tamp6 de lisis i extraccié RIPA (Thermo Fisher Scientific) suplementat
amb el coctel d’inhibidors de proteases (Sigma-Aldrich). En els casos on es volia estudiar
'estat de les fosforilacions de les proteines, es va addicionar inhibidors de fosfatases (Thermo

Fisher Scientific) al tampé de lisis.

En el cas de 'extraccié de proteines a partir de teixits humans congelats, es va fer servir
I'homogeneitzador Pellet pestle (Sigma-Aldrich). Una mostra petita de tumor congelat es
va homogeneitzar amb el tampd de lisis. En el cas de 'extraccié de proteines a partir de
cel-lules en cultiu, es va realitzar un rentat amb PBS i es van disgregar les cel-lules fent s

d’un rascador juntament amb el tampo de lisis.

En tots els casos, els homogeneitzats es van fer passar per agulles de 0.4G i es van incubar
durant 3min a 95°C per facilitar I'homogeneitzacié i inhibir 'activitat de les proteases. Es van
centrifugar durant 10min a 13000rpm i es va traspassar el sobrenedant, contenint ’extracte

proteic cel-lular total, a un tub nou.

Les mostres van ser immediatament congelades a -20°C.

3.6.2 Quantificacio de proteines

La quantificacié de les mostres es va dur a terme amb el kit DC' Protein Assay (Biorad). El
kit consisteix en un assaig colorimetric quantitatiu després de la solubilitzacié de la mostra

amb detergent i en abséncia d’agents quelants. La reacci6 esta basada en 1'assaig Lowry [154],
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que consta de dues reaccions quimiques. La primera reaccié és la reduccié dels ions Cu?*
en condicions alcalines, els quals formen un complex amb els enllagos peptidics (reaccié de
Biuret). La segona és la reducci6 del reactiu de Folin-Ciocalteu pel complex coure-enllagos
peptidics. El desenvolupament del color és degut principalment als aminoacids tirosina i
triptofan. Les proteines es redueixen amb el reactiu Folin i perden entre un i tres atoms
d’oxigen, produeixen una o més especies reduides, i presenten un color blau que es llegeix a

una absorbancia de 750nm.

La quantificacié de proteines es va realitzar mitjancant la comparacié amb una recta de
calibratge amb una soluci6 d’'una proteina estandard seleccionada, en aquest cas BSA
(albumina de serum bovi, de I'angles bovine serum albumin). La recta de calibratge de
BSA comprenia un rang des de 0 a 2mg/ml. Es va fer una dilucié 1/5 de les mostres a
quantificar i es van addicionar 5ul d’aquesta al pou d’una placa de 96 pous (efectuant 3
repliques de cada mostra). Es va afegir a cada pou 25ul de la mescla dels reactius S (soluci6
surfactant) i A (solucié alcalina de tartrat de coure) en una proporcié 1/50. Seguidament es
van afegir 200ul per pou del reactiu B (reactiu Folin) i es va incubar la placa durant 15min
a temperatura ambient. Es va realitzar la lectura de ’absorbancia a 750nm en un lector
d’absorbancies (BioTeK) i es va determinar la concentracié de cada mostra extrapolant els

resultats obtinguts de la recta patré.

3.6.3 Preparacio de les mostres

Després de la quantificacié de les mostres, aquestes van ser preparades per la seva analisi
posterior mitjancant SDS-PAGE (electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat
sodic, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; apartat 3.6.4) i Western blot
(apartat 3.6.5). Entre 20 i 30ug de proteina es van mesclar amb el tampé de carrega Laemmli
(250mM Tris pH 6.8, 10% SDS, 50% glicerol i 0.5% blau de bromofenol) al 10% de ditiotreitol
(DTT) 1M (tots els reactius de Sigma-Aldrich) i van ser desnaturalitzats a 95°C durant 5min.

El DTT és un agent reductor que trenca els ponts disulfur entre els grups tiol dels residus de
cisteina, i permet la separacié de les cadenes polipeptidiques. L’SDS és un detergent anionic
que desnaturalitza les proteines, ja que trenca les interaccions no covalents que determinen
les seves estructures terciaries i quaternaries. L’SDS s’uneix amb fermesa a les proteines i les
fa adoptar una forma cilindrica. La majoria de proteines s’uneixen a ’'SDS amb la mateixa
proporci6, 1.4g d’SDS per cada gram de proteina (corresponent aproximadament a 1 molécula

de SDS per cada 2 residus d’aminoacids). La gran carrega negativa que proporciona 1’SDS
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a les proteines emmascara les carregues proteiques intrinseques, de manera que les proteines
tractades amb SDS tendeixen a presentar relacions carrega/massa identiques i formes similars.
Conseqiientment, la posterior electroforesi de proteines en un gel de poliacrilamida amb SDS
separa les macromolecules tinicament per ordre de les seves masses moleculars per 'efecte de

filtracio per gel.

3.6.4 SDS-PAGE

L’electroforesi és una tecnica basada en la migracié d’ions en un camp electric, i és
ampliament utilitzada per la separacié analitica de molecules biologiques. L’electroforesi en
gel de poliacrilamida en presencia d’SDS (SDS-PAGE) és el metode utilitzat per la separaci6

de proteines en funcio del seu pes molecular en aquest treball doctoral.

Els gels de poliacrilamida es formen a partir de la polimeritzacié de I'acrilamida amb 1’accié
de l'agent entrecreuador, bisacrilamida, ambdds en presencia del 10% d’SDS per garantir
les condicions desnaturalitzants. La reaccié de polimeritzacié s’inicia per un sistema redox:
el TEMED (N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina) catalitza la formacié de radicals lliures que
dirigeixen la reaccié a partir de Ii6 persulfat (S,05%), que s’afegeix en forma d’APS i actua
com a iniciador. La porositat del gel la determina les proporcions relatives d’acrilamida i
bisacrilamida presents (rang de 60:1 a 20:1), on el porus és més petit quant més quantitat de
bisacrilamida vs acrilamida s’usa. El percentatge total d’acrilamida/bisacrilamida determina
el rang de separacié del gel i normalment els gels es denominen en funcié de tal percentatge.
La majoria de proteines es separen bé en un rang del 5-12%. Un menor percentatge correspon
a una mida major del porus, i per tant és indicat per a la separacié de proteines de gran

volum 1 viceversa.

Per tal d’augmentar la resolucié dels gels es va utilitzar el sistema discontinu, en el qual s’usen
dos tipus de gels: un gel denominat concentrador (stacking) amb una mida gran de porus
no restrictiu que es forma sobre un segon gel anomenat separador (resolving). En aquest
sistema cada tipus de gel es prepara amb tampons de diferent pH i forca ionica, i el tampd
d’electroforesi és un tercer tipus de tampd. El gel concentrador esta format per Tris-HCI 1M
pH 6.8, mentre que el separador per Tris-HCl 1.5M pH 8.8, i el tampd6 d’electroforesi per
Tris-glicina-SDS pH 8.3. La mobilitat d'una proteina en el gel concentrador es troba entre
la mobilitat dels ions CI- del gel i la mobilitat de I'ié Gly™ del tamp6 de mostra. Per tant,
entre els dos fronts hi ha una zona de baixa conductivitat i gran diferencia de voltatge, de

manera que les proteines es concentren en una zona molt reduida entre els dos ions. Un cop
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en el gel separador, per contra, el pH basic d’aquest afavoreix la ionitzacié de la glicina de
manera que els ions migren a través dels polipeptids concentrats, just per darrere dels ions
clorur. A partir d’aquest moment les proteines migren a través del gel separador en una zona

de voltatge i pH uniforme de manera que es separen segons la seva mida (Figura 3.5).

Per tal de coneixer el pes molecular de les proteines de la mostra, es va utilitzar el marcador
de pes molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad). Les electroforesis
de gels del 8-12% d’acrilamida/bisacrilamida es van elaborar en cubetes d’electroforesi
Mini-PROTEAN (Bio-Rad) amb el tampé d’electroforesi (250nM Tris, 1.92M glicina, 1%
SDS), a un amperatge constant de 35mA /gel.

A Tgmpé Q’electroforesis B C Proteines separades pel
Tris-glicina-SDS pH 8.3 seu pes molecular
Carrega del gel -)‘ l Anobe © Anooe © Anooe ©

L

Gel concentrador J L J
Tris-HCI TM pH 6.8

Gel separador
Tris-HCI 1.5M pH 8.8
N

—

Catope @ Catope @ Catope @
Tampd d'electroforesis Proteines apilades en el Front glicina/Cl
Tris-glicina-SDS pH 8.3 front glicina/Cl-

Figura 3.5. Representacio de I'electroforesi SDS-PAGE utilitzant el sistema discontinu. A: el gel de
poliacrilamida esta format per dos tipus de gels: el concentrador o stacking i el separador o resolving.
Els dos gels es preparen amb diferents tampons, | presenten diferent pH i forga idnica. Pel tampd
d'electroforesi s'usa un tercer tampd. B: a mesura que s'aplica el corrent eléctric, les proteines
s'apilen en el gel concentrador degut a la baixa conductivitat i a la gran diferencia de voltatge entre el
frontdelsionscloruriglicina. C:uncop les proteines passen al gel separador, presenten més mobilitat
gracies al pH basic i migren en funcié de la seva massa.

3.6.5 Western blot

El Western blot és una tecnica d’'immunodeteccié de proteines. Després de la separacié de les
proteines contingudes en la mostra mitjancant SDS-PAGE, aquestes es transfereixen a una

membrana i les proteines d’interes es detecten mitjancant 1'is d’anticossos especifics.

Aixi doncs, després de 'SDS-PAGE, les proteines presents al gel van ser transferides a
membranes de PVDF (difluorur de polivinilide, de 1'angles polyvinylidene difluoride) amb

porus de 0.45um (GE Healthcare Life Sciences), previament activades en metanol durant
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1min. El sandvitx de I’electrotransferencia es va muntar en cassets en l'ordre segiient: esponja
- 2 papers Whatman - gel SDS-PAGE - 2 papers Whatman - esponja, en presencia del tamp6
de transferencia (10% tampé Tris/glicina (25nM Tris i 192mM glicina), 20% metanol i 70%
H,0). Les transferencies es van realitzar en cubetes Mini Trans-Blot (Bio-Rad) a 200mA
durant 2h a 4°C.

Un cop transferides, les membranes es van bloquejar amb TBS-T (tampé Tris sali amb
Tween-20 (Sigma-Aldrich), de 'angles Tris-Buffered Saline and Tween-20; 20mM Tris-HC],
150mM NaCl i 0.1% Tween-20) al 5% de BSA (Sigma-Aldrich) durant 1h a temperatura
ambient i amb agitacié. El bloqueig de les membranes evita la unié inespecifica dels anticossos
posteriorment utilitzats. Les membranes van ser incubades amb la dilucié indicada d’anticos
primari (Taula 3.3) amb el tamp6 de bloqueig durant tota la nit a 4°C en agitacié. L’endema
es van dur a terme tres rentats de 10min amb TBS-T en agitacié per eliminar 1'excés
d’anticos primari. Posteriorment, les membranes van ser incubades en agitacié durant 1h
a temperatura ambient amb la dilucié pertinent dels anticossos secundaris adequats, els
quals estaven conjugats amb I'enzim HRP (peroxidasa de rave picant, de 'angles horseradish
perozidase) (Taula 3.4). Es van tornar a realitzar tres rentats de 10min amb TBS-T en
agitacid, aquesta vegada per eliminar ’excés d’anticos secundari i pel revelat es van incubar
les membranes amb Amersham ECL Prime Western Blotting Detection (GE Healthcare Life
Sciences) durant bmin sense agitacié. Aquest reactiu esta format per solucions de peroxid
i luminol, les quals reaccionen en presencia de ’'HRP conjugat a ’anticos secundari. Més
concretament, el luminol és oxidat en presencia de I’enzim HRP i dona llum. La llum emesa
va ser detectada mitjancant films fotografics SuperRX Fuji Medical X-RAY (Fujifilm).

Per tal de quantificar els resultats obtinguts en el Western blot, es van escanejar els films i
les imatges van ser quantificades amb el programari Image J (Domini public). Els valors de

la proteina d’interes es van normalitzar als valors d’actina de cada carril.

Taula 3.3. Especificacions dels anticossos primaris utilitzats

Anticos Antigen®* Especie Diluci6 Referencia Casa comercial
anti-Actina 43 kDa cabra  1:10000 sc-1616 Santa Cruz Biotechnology
anti-ITGA9  150kDa ratoli 1:1000 HO00003680-MO01 Novus Biologicals
anti-p-FAK ~ 125kDa conill 1:1000 3283 Cell Signaling Technology

anti-FAK 125kDa conill 1:1000 3285 Cell Signaling Technology

* Pes molecular.
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Taula 3.4. Especificacions dels anticossos secundaris utilitzats

Anticos Diluci6 Referéncia Casa comercial

anti-Ig cabra  1:2000 P044901-2 Agilent Technologies
anti-Ig conill 1:10000 A0b545 Sigma-Aldrich
anti-Ig ratoli  1:2000 P026002-2 Agilent Technologies

3.7 Immunohistoquimica

La immunohistoquimica permet la localitzacié d’epitops proteics en seccions de teixits
mitjancant 1'is d’anticossos especifics. La immunohistoquimica la va realitzar el grup de
Patologia Molecular dels sarcomes i altres tumors de l’'Hospital Universitari Virgen del Rocio
de Sevilla. Es va dur a terme a partir d'un tissue microarray de trenta-dos tumors de RMS,

provinents del Biobanc de 'Hospital Universitari Virgen del Rocio.

Les mostres es van fixar en formol i es van incloure en parafina. Per eliminar l'excés de
parafina, seccions de 5um dels blocs es van dipositar durant tota la nit en una estufa a
65°C. Posteriorment, es van desparafinar submergint-les en xile i etanol al 100% i es van
hidratar submergint-les en concentracions decreixents d’etanol. Després de rentats amb
PBS al 0.5% de trit6 per a la permeabilitzacid dels teixits, es va dur a terme la recuperacio
antigenica. La fixacié i inclusio dels teixits altera 1’estructura tridimensional de les proteines,
fet que provoca que no siguin reconegudes pels anticossos utilitzats. Mitjangant tecniques
de desemmascarament s’aconsegueix restaurar la conformacié dels epitops. En aquest
cas, es va realitzar la recuperacié antigenica amb l'olla a pressi6 amb tampd citrat pH
6. Les seccions es van submergir en una solucié aquosa d’H,O, al 3% per tal d’esgotar
lactivitat peroxidasa endogena del teixit, d’aquesta manera s’evita interferencies al revelat.
Posteriorment, les seccions van ser cobertes amb una solucié bloquejant (Blocking reagent,
Roche) per bloquejar els llocs d'unié inespecifics i es van incubar amb l'anticos primari
anti-ITGA9 (Novus Biologicals, referencia H00003680-M01) a una dilucié de 1:200 durant
tota la nit a 4°C. Després dels rentats amb PBS-Tween per eliminar 1’excés d’anticos primari,
les mostres es van incubar amb ’anticos secundari conjugat amb peroxidasa i el substrat
cromogenic 3,3’-diaminobenzidina per desenvolupar la immunoreactivitat, d’acord amb les
instruccions del fabricant (EnVision, Dako). Les seccions es van contratenyir lleugerament

amb hematoxilina i es van muntar en DPX (BDH Laboratories).
La immunohistoquimica va ser valorada per dos especialistes de manera independent, els quals
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van avaluar I'expressié citoplasmatica positiva o negativa de la integrina «931 en cada cas.
A continuacio, es va realitzar un estudi estadistic on es va tenir en compte 'expressié de la
proteina i els diferents parametres clinicopatologics, proporcionats pel Biobanc de I’'Hospital

Universitari Virgen del Rocio.

3.8 Assaig de creixement cel-lular

Les cel-lules pertanyents a les diferents condicions es van sembrar a baixa densitat en plaques
de 6 pous. El nombre de cel-lules es va optimitzar en funcié de la linia cel-lular: 30.000
cel-lules/pou per la linia RD, 15.000 cel-lules/pou per la linia BE(2)-C, 90.000 cel-lules/pou
per la linia CHLA-90 i 25.000 cél-lules/pou per la linia RH30. Al cap de 5 dies postsembra, es

van tripsinitzar i comptar les cel-lules presents mitjancant el comptador cel-lular Z1 Coulter

Particle Counter (Beckman Coulrer). [

—

condicié va ser analitzada com a minim en tres assaigs independents.

3.9 Assaig d'invasio Transwell

L’assaig Transwell permet quantificar in vitro la capacitat d’invasié cel-lular. La técnica es
basa en la capacitat de les cel-lules tumorals per degradar la matriu extracel-lular i envair
I'estroma, extravasar i formar metastasi. L’assaig promou la invasié cel-lular mitjancant
quimiotaxis en un sistema de dues cameres separades per una membrana porosa recoberta
de Matrigel, el qual simula la matriu extracel-lular. Les cel-lules amb medi sense serum es
dipositen en la camera superior i es promou la quimiotaxi dipositant a la camera inferior
medi ric amb serum. Es quantifica el nombre de cel-lules presents en la superficie inferior de
la membrana a un temps determinat, que son les cel-lules amb capacitat d’invasié que han
degradat el Matrigel (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Representacio de I'assaig d'invasié Transwell. A: els inserts Transwell estan formats per
dues cameres separades per una membrana de policarbonat amb porus de 8um gque es cobreix de
Matrigel, simulant la matriu extracel-lular. La suspensid cel-lular es col-loca a la camera superior,
resuspesa amb medi lliure d'FBS. B: les cel-lules amb capacitat invasiva degraden el Matrigel i
envaeixen fins a la camera inferior, atretes pel quimiogradient present, ja que a la part inferior s'hi
diposita medi amb FBS. C: al cap de 24h d'incubacid, es fixen les cel-lules presents en la part inferior
de la membrana i es renten les restes cel-lulars i de Matrigel de la camera superior amb I'ajuda d'un
bastonet de cotd i rentats de PBS. D: les cel-lules es tenyeixen amb una solucid de Hoechst 33342, es
visualitzen amb un microscopi d'epifluorescéncia i es realitza el comptatge d’'aquestes.

Es van utilitzar inserts Transwell de 6.5mm de diametre de membrana de policarbonat amb
porus de 8um, encaixant amb plaques de 24 pous (Corning). El recobriment de Matrigel
Growth Factor Reduced (Corning) es va dur a terme amb una dilucié 1/3 amb medi sense
FBS, i es va dipositar 25ul a cada insert. Aquest es va deixar polimeritzar a 37°C durant
20min. Es van sembrar 10° cel-lules resuspeses amb un volum de 100u/ amb medi sense FBS
a la camera superior, mentre que a la inferior s’hi van addicionar 600ul per pou de medi
amb FBS per tal de crear el gradient quimic. Es van fer tres replicats de cada condicié. Les
cel-lules es van incubar en condicions normals de cultiu, i 24h després es van aspirar les dues
cameres i es va fixar la membrana amb una solucié de paraformaldehid al 4%, amb 100ul a
la camera superior i 600u! a la inferior. Passats 10min es va passar suaument un bastonet de

cotd a la camera superior per netejar la membrana de restes cel-lulars i el Matrigel restant,
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i es van fer tres rentats amb PBS. Es van tenyir les cel-lules fixades de la membrana amb
100ul a la camera superior i 6004 a la inferior amb una solucié de Hoechst 33342 (Thermo
Fisher Scientific) a una concentracié de bng/ml durant 10min. El Hoechst és un colorant
fluorescent permeable de cadenes dobles de DNA. Es va fer un 1ltim rentat amb PBS i es van
obtenir cinc fotos representatives de cada insert amb un microscopi invertit d’epifluorescencia
(Nikon) amb l'objectiu de 10x (Figura 3.6). Es van comptar les cel-lules presents als camps

fotografiats i els grafics es van representar en tant per cent respecte al control. L’assaig es

va repetir com a minim tres vegades per a cada condicié a estudiar. ||| GG

—_—

el cas dels assaigs d’invasié amb les cel-lules transfectades amb els miRNAs, 1'assaig es duia

a terme un dia després de la transfeccio.

3.10 Screening de miRNAs i transfeccio transitoria dels
miRNAs

Els miRNAs sén RNAs petits de 21-25 nucleotids no codificants, altament conservats
evolutivament i actuen a nivell posttranscripcional com a repressors de l'expressié genica.
Els miRNAs reconeixen seqiiencies especifiques principalment en la regié 3’UTR dels seus
gens diana. En animals, els miRNAs presenten complementarietat de bases només en una

regié de 6-7 nucleotids anomenada seeding region.

Els gens que codifiquen pels miRNAs sén transcrits per la RNA polimerasa 11, i donen lloc
al precursor primari o pri-miRNA, d’uns 100 nucleotids de longitud i amb 'estructura del
cap en 5’ i la cua de poli(A) a 'extrem 3’. El pri-miRNA, el qual adopta una estructura en
hairpin loop, és processat per DROSHA (RNAsa de tipus III) i el seu cofactor DGCRS, i es
genera el pre-miRNA. Aquest és una molecula de 70-80 nucleotids en forma de hairpin loop
i amb dos nucleotids desaparellats a ’extrem 3’. Un cop exportat al citoplasma mitjangant
la proteina Fxportin-5, és processat per DICER que talla el hairpin loop generant un duplex
d’aproximadament 21 nucleotids i extrems protuberants en 3’. Una de les dues cadenes és
degradada i l'altra esdevé el miRNA madur, que s’associa amb diferents proteines com per
exemple TRBP i proteines de la familia AGO, i forma uns complexos silenciadors induits per

miRNA, anomenats miRISCs (miRNA-induced silencing complexes).

Funcionalment, els miRNAs tenen la capacitat d’impedir la traduccié a través de diferents

mecanismes. Si existeix una complementarietat perfecta amb I'mRNA diana, aquest és
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degradat directament. En cas contrari, la unié miRNA /mRNA provoca la desestabilitzaci6

de 'mRNA o bé la seva traduccié a proteina esdevé menys eficient.

3.10.1 Screening de miRNAs que regulen la integrina o951

Es va dur a terme una prediccié dels miRNAs que es podien unir al 3’UTR de la I TGA9
mitjancant tres algoritmes diferents: PicTar, TargetScan i miRanda. A la figura 3.7 es poden
veure el nombre de miRNAs predits per cada algoritme i els miRNAs que sén comuns entre
un o més algoritmes. El miR-125a, miR-~132, miR-148a i miR-148b van ser els quatre miRNAs
que els tres algoritmes van predir. Els deu miRNAs comuns predits per TargetScan i miRanda
van ser: miR-7, miR-134, miR-194-5p, miR-203a, miR-~212-3p, miR-~296-3p, miR-324-5p,
miR-340-5p, miR-410 i miR-431-5p. Es va decidir prendre aquests miRNAs com a possibles
candidats, a excepcié del miR-148b, ja que la seqiiencia d'unié al 3’'UTR és practicament
identica a la del miR-148a. D’aquesta manera, el nombre de candidats va ser d'un total de

tretze, resumida a la taula 3.5.

PicTar
(7)
3
0 0

4
5 10 9
TargetScan miRanda

(19) (23)

Figura 3.7. Representacid de I'screening dels miRNAs que regulen la ITGA9. La prediccid dels
miRNAs que es podien unir al 3'UTR de la ITGA9 es va dur a terme amb els algoritmes PicTar,
TargetScan i miRanda. Es van prendre com a candidats un total de tretze miRNAs. El nombre de
candidats predits per cada algoritme s'indica entre paréntesis.
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3.10.2 Transfeccio transitoria dels miRNAs

Es van sembrar 200.000 cel-lules de la linia cel-lular RD i 225.000 cel-lules de la linia cel-lular
CWO9019 en plaques de 6 pous. Al cap de 24h es van transfectar els complexos liposomals
formats pels mimics dels miRNAs o controls i Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific),
seguint les instruccions del fabricant. Els mimics dels miRNAs sén RNAs petits de doble
cadena quimicament modificats que mimetitzen els miRNAs endogens. Mitjancant la seva
transfeccio, es permet 'analisi funcional mitjangant la sobreregulacié de l'activitat dels
miRNAs. La concentracié dels mimics dels miRNAs (Taula 3.5, tots ells de GE Healthcare
Dharmacon) era de 50nM, i la dels controls (MiRIDIAN microRNA mimic Negative Control
#1 (C-1) i MiRIDIAN microRNA mimic Negative Control #2 (C-2), ambdés de GE
Healthcare Dharmacon) era de 25nM. En totes les transfeccions es va dur a terme una
transfeccié extra amb el mimic miRIDIAN microRNA Mimic Transfection Control com a
control positiu de la transfeccié a una concentracié de 25nM (GE Healthcare Dharmacon).
Aquest és un mimic d'un miRNA marcat amb Dy547 que no presenta cap diana en cel-lules
eucariotes, i permet aixi visualitzar l'eficiencia de la transfeccié a través d’un microscopi
d’epifluorescencia. En ambdues linies cel-lulars la quantitat de Lipofectamina utilitzada va

ser de 3ul per pou.

Després de 72h de la transfeccid, es processaven les cel-lules transfectades per 'analisi de
proteina o RNA i miRNA (apartats 3.6 1 3.5, respectivament). En el cas dels assaigs funcionals

amb cel-lules transfectades, els assaigs es van dur a terme un dia després de la transfeccio.
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Taula 3.5. Llista i seqiiéncia dels miRNAs candidats a unir-se al 3'UTR de la ITGA9

miRNA Seqiiencia Referencia
1  miR-125a-5p UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA (C-300624-05-0005
2 miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG C-300599-06-0005
3 miR-148a-3p UCAGUGCACUACAGAACUUUGU C-300540-05-0005
4 miR-7 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU  (C-300546-07-0005
5 miR-134 UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG C-300628-05-0005
6  miR-194-5p UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA C-300641-05-0005
7 miR-203a GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG C-300562-03-0005
8  miR-212-3p UAACAGUCUCCAGUCACGGCC C-300567-03-0005
9  miR-296-3p GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC C-301076-01-0005
10  miR-324-5p CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU  (C-300704-03-0005
11 miR-340-5p UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU C-301081-01-0005
12 miR-410 AAUAUAACACAGAUGGCCUGU C-300740-03-0005
13 miR-431-5p UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA C-300729-03-0005

3.11 Assaigluciferasa

3.11.1 Generacio del vector psiCHECK2-3'UTRITGA9

Per quantificar la capacitat de repressié que exercien els miRNAs en el transcrit del gen de
la ITGA9 es va clonar el 3’UTR de la ITGA9 a continuaci6é del gen Rluc, codificant per

la luciferasa Renilla, en el vector psiCHECK-2 (Promega), amb la finalitat de dur a terme

I’assaig luciferasa.

Es va amplificar un fragment de 490pb del 3'UTR de la ITGA9 per PCR convencional
a partir del DNA genomic de la linia cel-lular RD. El fragment escollit contenia tant
el lloc d'uni6 del miR-7 com el del miR-324. Per amplificar i clonar de forma
dirigida el fragment seleccionat es van dissenyar encebadors, on a lextrem 5’ s’hi

van addicionar les dianes de dos enzims de restriccié; (1) Xhol en l’encebador directe
(forward): 5’-GTCGAGTGCCACACCAGTCACATGA-3’, i (2) Notl en el revers (reverse):

5-GCGGCCGCCAGCAAGTTCCAAAGTACGGT-3".
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Per a lamplificacié es va utilitzar la DNA polimerasa Platinum Pfr (Thermo Fisher
Scientific), ja que proporciona una amplificacié molt fidel gracies a la seva activitat
proofreading (activitat exonucleasa 3'—5’). La PCR es va dur a terme amb 1ul del DNA
genomic complementari, 1.5ul de desoxiribonucleotids trifosfat 10mM (dANTPs), 5ul del
tampd de la polimerasa Platinum Pfr 10x, 1ul de MgSO,4 50mM, 10ul de la solucié enhancer
10x, 1.5ul i 1.5ul d’encebadors forward i reverse 10uM, 2.5U de la DNA polimerasa
Platinum Pfr i 27.5ul d’aigua DEPC en un volum final de 50ul, tots els reactius de Thermo
Fisher Scientific. Es va ciclar al termociclador d’acord amb el programa segiient: 10min a
94°C, 38 cicles compostos per 15s a 94°C, 30s a 58°C i 4bs a 72°C, finalitzat per 10min a
72°C.

Es va correr la reaccié de PCR en un gel al 2% d’agarosa (Merck Millipore), i la banda
corresponent al 3’UTR de la ITGA9 es va purificar amb el kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen). Es va lligar el producte purificat al vector comercial pCR-Blunt (Thermo Fisher
Scientific), seguint les instruccions del fabricant. 1ul de la lligacié es va transformar en
bacteris competents (Thermo Fisher Scientific) segons el protocol facilitat per la casa
comercial. Es va purificar el DNA plasmidic de les colonies viables i es va analitzar la
incorporacié del 3'UTR mitjancant la digestié simultania amb Xhol i Notl (New England

Biolabs), a més de seqiienciar l'insert obtingut i comprovar que la seqiiéncia fos correcte.

Es va dur a terme la lligaci6 amb la proporcié 3:1 de psiCHECK2 i insert, ambdds
correctament digerits i purificats, i es va afegir 1ul de tampé de la T4 lligasa 10x i 2.5U
de T4 lligasa (ambdés de Roche) en un volum final de 10ul. La reaccié es va mantenir a
23°C durant 16h. 5ul de la lligacié es van transformar en bacteris competents, i les colonies

viables es van comprovar amb la doble digestio.

3.11.2 Transfeccions i assaig de I'activitat luciferasa

L’assaig luciferasa quantifica la repressié que exerceixen els miRNAs sobre el 3’'UTR del
transcrit d’un gen, i mesura la quantitat de repressio de luminiscencia de la luciferasa Renilla.
Breument, en una cotransfeccié del vector i el miRNA en qiiestié, si el miRNA suneix al
3’UTR s’impedeix la traduccié de la luciferasa i no es produeix la reaccié luminica que aquesta

catalitza (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Representacio de I'assaig luciferasa. 'assaig consisteix en la cotransfeccié del vector
psi-CHECK2 amb el 3'UTR de la ITGA9 clonat a continuacid del gen Rluc juntament amb els miRNAs
d'interés. En el cas que el miRNA hibridien el 3'UTR (A), dona lloc a la desestabilitzacid de I'mRNA i una
consequent no emissié de llum. En cas contrari (B), es tradueix la proteina Renilla i amb preséncia del
substrat emet fluorescencia, la qual és posteriorment quantificada.

Es van sembrar cel-lules HEK293T en plaques de 96 pous a una densitat de 20.000
cel-lules/pou amb un volum final de 100ul/pou amb medi sense antibiotic, i es van
efectuar cinc repliques per cada condicid. Previament, es va dur a terme un recobriment
de poly-D-Lys (Sigma-Aldrich) a les plaques per tal d’assegurar I'adhesié cel-lular. Les
cel-lules van ser cotransfectades 24h després usant Lipofectamina 2000 amb 50ng del vector
psiCHECK2-3’'UTRITGA9 o psiCHECK2-wt i 25nM del mimic del miR-7, miR-324 o bé
el C-1. Els complexos liposomals que contenien el vector i el miRNA van preparar-se en
un volum final de 50ul a part. Aquests van ser afegits a les plaques de 96 pous amb les
HEK293T sembrades, on previament s’havien descartat 50ul de medi, amb un volum total
de 150ul. Les cel-lules es van incubar a 37°C i 5% de CO,. Passades 24h, es va dur a terme

I’assaig luciferasa.

Per I’assaig luciferasa es va utilitzar el sistema Dual-Glo Luciferase Assay (Promega) i es va
seguir les instruccions del fabricant. Breument, es va aspirar el medi de les cel-lules HEK293T
i es van afegir 50l del reactiu DualGlo i 50l de PBS. El reactiu DualGlo permet la lisi de les
cel-lules i actua de substrat de la luciferasa provinent de la cuca de llum. La luminiscencia de
la luciferasa va ser mesurada en un lector Appliskan (Thermo Fisher Scientific). Seguidament
es van afegir 50ul del reactiu Stop&Glo, el qual absorbeix la luminiscencia de la luciferasa
de la cuca de llum i actua de substrat de la Renilla. Finalment la luminiscencia de la

luciferasa Renilla va ser mesurada. La luciferasa provinent de la cuca de llum s’expressa de
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forma constitutiva a les cel-lules que s’han transfectat, fet que serveix com a control de la
transfeccié. D’aquesta manera, ’activitat luciferasa de la Renilla de cada condicié va ser
normalitzada amb l'activitat luciferasa de la cuca de llum de la mateixa condicié. Els efectes
dels diferents miRNAs sobre el 3'UTR de la ITGA9 es van analitzar relativitzant el valor
normalitzat de l'activitat luciferasa de la Renilla amb el valor obtingut amb el vector buit.
Els grafics dels assaigs luciferasa presentats corresponen a un tnic experiment, representatiu

de tres repliques experimentals.

3.12 Models animals

Pels models animals d’aquesta tesi doctoral es van utilitzar ratolins femelles de la soca
SCID-Beige adquirits a les quatre setmanes d’edat a Charles River Laboratories. Els animals
van ser estabulats a 22°C amb periodes de llum de dotze hores, amb dieta estandard i aigua
ad libitum. Es van estabular en condicions SPF (specific pathogen free, lliure de patogens

especifics). El protocol va ser previament aprovat pel Comite d’Etica d’Experimentacié

Animal del VHIR (CEEA 30/14).

Els ratolins immunodeprimits SCID-Beige (Fox Chase SCID Beige Mouse, nomenclatura
CB17.Cg-Prkdcs“dLystPs /Crl) presenten les dues mutacions recessives autosomiques SCID
(Prkdc*d) i beige (Lyst”®). El gen PRKDC és un gen de reparacié del DNA, i la seva
disfuncié provoca la falta de recombinacié somatica dels gens V(D)J de les immunoglobulines
i els receptors TCR dels limfocits T, fet que bloqueja la diferenciacié dels limfocits B i T. Els
ratolins SCID presenten nivells molt baixos o nuls d’immunoglobines en serum. L’absencia
de cel-lules T i B madures explica la incapacitat d’aquests animals per generar una resposta
immune, tant humoral com cel-lular. La mutacié beige en el gen LYST resulta en una

activitat reduida de les cel-lules NK.

Per a la generacio del model de metastasi, les cel-lules tumorals van ser injectades a la vena de
la cua dels ratolins SCID-Beige. El pes dels ratolins va ser controlat cada dos dies. Quan els
ratolins presentaven una perdua del 20% del seu pes o bé les metastasis formades resultaven
visibles, els animals es van sacrificar per dislocacié cervical i es van realitzar necropsies per
I’'avaluacié de les metastasis formades. Es van recollir mostres d’aquestes, les quals es van
parafinar i es van dur a terme talls histologics i tincions d’hematoxilina i eosina, per comprovar

posteriorment a nivell microscopic la presencia de metastasi.

Per observar l'efecte de la inhibicié genetica de la integrina o951 sobre la formacié de

metastasi in vivo, es van infectar de manera estable cel-lules de la linia cel-lular RD amb
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vectors lentivirals codificant per 'shRNA contra aquesta proteina (ShRNA#1). Els ratolins
es van dividir en dos grups, el primer va ser injectat amb 2x10° cel-lules RD transduides
amb el vector buit pGIPZ (n=>5) i laltre amb 2x10° cel-lules RD amb la infraexpressié
de la integrina 981 (n=6). Les cel-lules es van resuspendre amb PBS esteril i es van
mantenir en gel fins al moment de ser injectades. El volum d’injecci6 era de 200ul/ratoli.
Els ratolins van ser préviament anestesiats amb ketamina a la concentracié de 100mg/kg,

injectada intraperitonealment.

va representar 1’evolucié dels ratolins mitjancant 1’event-free survival

(EFS), és a dir, el temps que els ratolins es presenten lliures de metastasi. Com a criteri
general, es va determinar el temps lliure de metastasi dues setmanes abans que el ratoli
comencés a perdre pes de manera continua o bé quan les metastasis eren visibles. Es va

descartar de 'estudi els ratolins la causa de mort dels quals era desconeguda.

3.13 Analisi estadistic

Els resultats mostrats representen la mitjana =SEM (standard error of mean, error estandard
de la mitjana). L’analisi estadistica de les dades es va realitzar amb el programari GraphPad

Prism (GraphPad Software Inc.). Els tests estadistics que es van realitzar van ser els segiients:

e Provade T de Student: prova d’hipotesis que permet determinar si existeixen diferencies
significatives entre les mitjanes de dos grups de dades que segueixen una distribucié

normal.

e Test Log-rank: prova d’hipotesis que permet determinar si existeixen diferencies

significatives entre dues corbes de supervivencia.
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e Test exacte de Fisher: prova de significacié estadistica que permet determinar si

existeixen diferencies significatives en les taules de contingencia.

o Test two-way ANOVA (analysis of wvariance, analisi de la variancia): prova de
significacié estadistica que permet determinar si existeixen diferencies significatives

entre dos grups en diferents temps a 'espai.

En tots els casos es va acceptar els resultats significatius amb un p-valor<0.05 i es va mostrar

la significanga com: *p-valor<0.05; **p-valor<0.01 i ***p-valor<0.001.
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4 Resultats

4.1 Laintegrinaa951 estaexpressadaen linies cel-lulars
i tumors de RMS i NBL

4.1.1 Laintegrina o971 esta expressada en linies cel-lulars i tumors
de RMS

Es van analitzar els nivells d'mRNA i proteina de la integrina a951 de sis linies cel-lulars de
RMS dels subtipus histologics més freqiients: alveolar amb translocacié PAX3-FOXO1 (RH30
i RH4), alveolar amb translocacié PAX7-FOXO1 (CW9019) i embrionari (RD, HTB-82 i
RUCH2) (Figura 4.1). Els nivells d’expressi6 d' mRNA d’ITGA9 de les linies alveolars era
similar entre ells, i la linia CW9019 era la que presentava nivells superiors d'mRNA. En el cas
del subtipus embrionari, les linies cel-lulars HTB-82 i RUCH2 van presentar una expressié
similar a les linies alveolars. En canvi, la linia RD va mostrar el valor més elevat de -ACt de
totes les linies analitzades, i va ser la linia de RMS que més expressio d’'mRNA presentava
(Figura 4.1, A). Els nivells de proteina del mateix panell de linies de RMS van confirmar la
tendencia obtinguda mitjangant 'analisi de 'mRNA: la linia cel-lular RD és la que presentava

nivells més elevats d’integrina a941, seguida per la linia CW9019 (Figura 4.1, B).

Es va dur a terme 'analisi de 'mRNA de la ITGA9 de vint-i-tres tumors de pacients amb
RMS (nou RMSa i catorze RMSe) amb el miscul com a teixit de referencia (Figura 4.1, C).
Més del 90% dels pacients van presentar una expressié mitjana superior a 1, fet que significa
una expressié d’ITGAY superior respecte al teixit control. FEls pacients amb RMSe van
mostrar nivells d’integrina 941 superiors als pacients amb RMSa, malgrat que la diferencia
no va ser significativa. També es van analitzar els nivells d’integrina 981 per Western blot

de vuit mostres de pacients amb RMS, qautre del subtipus alveolar i quatre del subtipus



4. Resultats

embrionari. Set dels vuit pacients amb RMS van presentar I'expressié de la proteina (Figura

4.1, D), i es van confirmar els resultats anteriors i, per tant, ’expressié de la integrina 951

en el RMS.
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Figura 4.1. Expressio de la integrina o951 en linies cel-lulars i tumors de RMS. A: analisi dels nivells
d'mRNA de la ITGA9 de sis linies cel-lulars de RMS (RH30, RH4, CW9019, RD, HTB-82 i RUCH2)
mitjangant RT-gPCR, dividides en funcid del subtipus histoldogic (RMSa: alveolar; RMSe: embrionari).
Els valors s'expressen en -ACt i les linies horitzontals representen la mitjana dels valors obtinguts
amb la seva SEM respectiva. B: imatges de Western blot on es mostren els nivells de la integrina
a981 (ITGA9) de les mateixes linies cel-lulars de RMS. L'actina es va utilitzar com a control de carrega.
C: RT-gPCR d'expressid de la ITGA9 en tumors de pacients amb RMS (nou RMSa i catorze RMSe). Els
valorsvan ser normalitzats respecte a l'expressié dmRNAde laITGA9 del teixit de referéncia (muscul).
Les linies horitzontals representen la mitjana dels valors obtinguts amb la seva SEM respectiva. D:
imatges de Western blot que mostren els nivells de la integrina a951 (ITGA9) de vuit tumors de RMS
(quatre RMSa i quatre RMSe). L'actina es va utilitzar com a control de carrega.
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41. Laintegrina o941 esta expressada en linies cel-lulars i tumors de RMS i NBL

4.1.2 Laintegrina o931 esta expressada en linies cel-lulars de NBL

Es van analitzar els nivells d'mRNA i proteina de la integrina a931 en cinc linies cel-lulars
de NBL, totes elles pertanyents a 'estadi 4 de la malaltia. Referent als nivells d’expressié
d’'mRNA de la ITGAY, la linia cel-lular BE(2)-C era la que presentava els nivells més elevats,
i la linia SK-N-BE(2) era la linia que mostrava menor expressi6. En conjunt, les linies de
NBL van presentar valors de -ACt més elevats que les linies cel-lulars de RMS analitzades
(Figura 4.2, A). Els resultats obtinguts mitjangant RT-qPCR es van confirmar per Western
blot, totes les linies de NBL analitzades van presentar nivells elevats d’integrina 951, i va
ser la linia cel-lular BE(2)-C la que més expressi6 presentava, seguida per les linies CHLA-90

i SH-SY5Y, i finalment la que menor expressié mostrava era la SK-N-BE(2) (Figura 4.2, B).
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Figura 4.2. Expressiod de laintegrina o951 en linies cel-lulars de NBL. A: analisi dels nivells d'mRNA de
la ITGA9 de cinc linies cel-lulars de NBL (CHLA-90, BE(2)-C, SK-N-BE(2), IMR-32 | SH-SY5Y) mitjangant
RT-gPCR, totes elles corresponents a l'estadi 4 de la malaltia. Els valors s'expressen en -ACt. B:
imatges de Western blot de I'expressid de la integrina «951 (ITGA9) de les cinc linies cel-lulars de NBL
esmentades. L'actina es va utilitzar com a control de carrega.
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4.2 La infraregulaciéo genetica de la integrina o951
disminueix el creixement cel-lular

Es va dur a terme la generacié de quatre linies cel-lulars amb I'expressié estable de I'shRNA
contra la integrina a941 mitjangant la transduccié virica de 'shRNA clonat en el vector
lentiviral pGIPZ. Els quatre clons (shRNA#1, shRNA#2, shRNA#3 i shARNA#4) es van
generar en la linia de RMS embrionaria RD i es van analitzar els nivells d’expressié d’'mRNA
i proteina de la integrina o931 per tal de determinar quins clons eren capacos d’infraregular
I'expressié de la proteina (Figura 4.3). L’analisi 'mRNA de la ITGA9 dels clons va indicar
la disminucié significativa respecte a la linia RD infectada amb el vector buit en tots els
shRNA utilitzats (Figura 4.3, A), i va ser 'shRNA#1 i 'shRNA#2 els que van presentar una
reduccié més important en 'expressio ' mRNA de la ITGAY. La disminucié de la integrina
a9p1 en els clons es va observar també per Western blot, concordant amb els resultats de
la RT-qPCR (Figura 4.3, B). Tot i que 'shRNA#4 també va mostrar una forta inhibicié a
nivell de proteina, es van seleccionar I'shRNA#1 i I'shRNA#2 per assaigs posteriors, ja que

inhibien eficientment ’expressio de la integrina a9/51, tant a nivell 'mRNA com de proteina.

El paper de la infraexpressio de la integrina 951 in vitro es va analitzar utilitzant les linies
cel-lulars de RMS RD i RH30 i les linies de NBL BE(2)-C i CHLA-90. Les linies cel-lulars RD
i BE(2)-C sén les que presenten els nivells més elevats d’integrina o941, la linia CHLA-90
presenta nivells moderats i la linia RH30 expressa nivells molt baixos, fet pel qual es va
utilitzar com a control negatiu dels experiments. Amb tal objectiu, es van generar linies
amb l'expressio estable dels shRNAs seleccionats anteriorment en les linies RD, BE(2)-C,
CHLA-90 i RH30 i es va comprovar la inhibicié de la integrina «9/51 mitjancant Western blot
(Figura 4.3, C). Ambdés shRNA inhibien 'expressi6 de la integrina o951 en les linies RD,
BE(2)-C, CHLA-90 i RH30.
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Figura 4.3. Avaluacio de la inhibicio genética de la integrina 951 en les linies RD, BE(2)-C, CHLA-90 i
RH30. A: analisi de 'mRNA de la ITGA9 mitjangant RT-gPCR dels quatre clons amb expressid estable
de I'shRNA comparat amb la infeccié del vector buit en la linia RD. Els resultats representen la mitjana
+ SEM de tres mesures independents. Significacid estadistica: ***p<0.001. B: imatges de Western
blot de la integrina 951 (ITGA9) dels quatre clons deficients per la integrina o981 en la Iinia RD i el
seu control, la mateixa linia infectada amb el vector buit. L'actina es va utilitzar com a control de
carrega. La quantificacié dels nivells de proteina de cada clon expressant I'shRNA es va comparar
respecte al clon transduit amb el vector buit. C: imatges de Western blot on es mostren els nivells
de la integrina o941 (ITGA9) en els clons estables obtinguts mitjangant la transduccidé lentiviral dels
shRNA#1 | shRNA#2 en les linies RD, BE(2)-C, CHLA-90 i RH30, respectivament. L'actina es va utilitzar
com a control de carrega. La quantificacid de la integrina o981 de cada linia cel-lular expressant
I'shRNA es va comparar respecte al seu control (la mateixa linia cel-lular transduida amb el vector
buit).

Per tal d’avaluar el paper de la infraregulacié genetica de la integrina 951 en el creixement
cel-lular de les linies cel-lulars de RMS i NBL, es van dur a terme assaigs de creixement
cel-lular in vitro. Es van sembrar a baixa densitat cel-lular la mateixa quantitat de cel-lules per
cada condicio, i al cap de 5 dies postsembra es van comptar les cel-lules presents. Es va avaluar
el paper de la integrina a941 en el creixement cel-lular mitjangant la seva infraregulaci
genetica en les linies cel-lulars RD, BE(2)-C, CHLA-90 i RH30 (Figura 4.4). Es va observar

una disminuci6 significativa del creixement en les cel-lules que expressaven els dos shRNAs
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en la linia RD respecte a les cel-lules control (Figura 4.4, A). En canvi, en les linies BE(2)-C i
CHLA-90 la disminuci6 del creixement observada era menor, i va ser significativa respecte al
vector buit només en el cas de les cel-lules amb I'expressié de 'shRNA#1 (Figura 4.4, B, C).
En el cas de la linia RH30, les linies cel-lulars infectades amb els dos shRNAs no van tenir
cap efecte en el creixement cel-lular comparat amb el creixement de les cel-lules expressant
el vector buit (Figura 4.4, D).
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Figura 4.4. Efectes de la infraregulacio genética de la integrina o931 en el creixement cel-lular. A-D:
les cél-lules amb infraregulacid de la integrina 941 es van sembrar a la mateixa concentracié i van
ser comptades 5 dies postincubacié. Les linies cel-lulars utilitzades van ser RD, BE(2)-C, CHLA-90 i
RH30, respectivament. Els resultats van ser referits als seus controls (cel-lules transduides amb el
vector buit) i es representa la mitjana + SEM de tres assaigs independents. Significacid estadistica:
*p<0.05; ***p<0.001.
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4.3 La infraregulaciéo genetica de la integrina o951
disminueix la invasié cel-lular

Treballs anteriors del nostre grup d’'investigacié van suggerir el paper clau de la integrina
a951 en la invasié cel-lular en les cel-lules de RMS [139]. Per determinar la implicacié de
la integrina @951 en la invasié cel-lular es van dur a terme assaigs Transwell en les linies
deficients per la proteina (Figura 4.5). En les linies amb alta expressi6 de la integrina 951
es va observar una reducci6 significativa del 87% i 76% de la invasi6 en el cas de les linies amb
Pexpressié de 'shRNA#1 i del 52% i 57% en les linies amb 'expressié de 'shRNA#2 en les
linies RD 1 BE(2)-C, respectivament (Figura 4.5, A, B). En el cas de la linia CHLA-90, la qual
presenta nivells moderats d’integrina o951, només es va observar una reducci6 significativa
del 30% de la invasi6 en la linia amb l'expressio estable de I'shRNA#1 respecte al control
(Figura 4.5, C). Tal com era d’esperar, no es van observar diferéncies significatives en la
invasié de les linies transfectades amb els SiRNAs en la linia RH30 (Figura 4.5, D). Aquests

resultats indiquen la importancia de la integrina o931 en el procés invasiu cel-lular.
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Figura 4.5. Efectes de la infraregulacio geneética de la integrina 951 en la invasio cel-lular. A-D: es
van dur a terme assaigs Transwell amb les linies deficients per la integrina o951 per tal d'avaluar el
paper d'aquesta en la invasié cel-lular. Les linies analitzades van ser RD, BE(2)-C, CHLA-90 i RH30,
respectivament. Els resultats van ser referits als seus controls (cél-lules transduides amb el vector
buit) i es representa la mitjana + SEM de tres assaigs independents. Significacio estadistica: *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001. E: fotografies dels assaigs Transwell de les diferents linies cel-lulars utilitzades.
Es mostra un camp representatiu de la superficie inferior de les membranes Transwell, on les cél-lules
gue van travessar els porus de la membrana i es van dipositar a la superficie inferior d'aquesta van
ser tenyides amb Hoechst 33342 i comptades.

4.4 Lareducciodelacapacitat proliferativaiinvasivade
lesceél-lulesde RMSiNBLdesprésdelainfraregulacio
de la integrina o951 podria ser mediada per una
disminucio en la fosforilaciéo de FAK

FAK és una de les primeres proteines intracel-lulars que pateix un canvi conformacional
després de l'activacié de les integrines, on el primer pas per a la seva activacié és
I’autofosforilacié a la tirosina 397. Amb l'objectiu d’estudiar la senyalitzacié intracel-lular
mediada per la disminucié de la integrina 951, es van analitzar mitjancant Western blot
els nivells totals de la proteina FAK i la seva forma fosforilada en les linies deficients per
la integrina o941 (Figura 4.6). Els nivells d’expressié de la proteina FAK no van variar
en cap de les linies amb la infraregulacié de 'a951 respecte als seus controls, mentre si
que es reduien els nivells de la seva forma fosforilada en totes les linies cel-lulars amb la
infraregulacié genetica de la integrina «9/51 en comparacié amb la linia control transduida

amb el vector buit. Aixi doncs, la infraregulacié genetica de ’a9/51 no feia variar els nivells
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4.4, Lareduccid de la capacitat proliferativa i invasiva de les cél-lules de RMS i NBL després de la
infraregulacio de la integrina @941 podria ser mediada per una disminucid en la fosforilacid de FAK

cel-lulars de FAK pero si que va provocar la disminucié dels nivells de FAK activat, tal com
es pot observar en la reduccié de la ratio p-FAK/FAK, la qual cosa suggereix que l'activaci6

intracel-lular de la integrina o951 és mediada per la fosforilacié de FAK en la tirosina 397.

RD BE(2)-C CHLA-90 RH30
= — o = — o = — o = — o~
S ++= +*= S ++= H*= S H* +H= 5 F*= ++=
3 o o 2 9 o a3 o o 3 @ o
5 O O 5 O O 5 o © 5 O O
g E E g E E g E E g E E
) ) 4] 1]
S S G S 5 5 S 5 5 g 5 5 kDa
R _
mer [ . | (MR [Pl |- 150
p-FAK P - | | WS e — | |- — | » e — 120
-
FAK |-———| |——-| |———-—| |<.-—|—120
ACTINA | ---| -— e e=e Bt — |——--|—43
ITGA9/ACTINA  1.00 0.12 0.0 100 017 027 100 049 030 100 086 0.77
p-FAK/ACTINA 100 0.18 0.3 100 047 044 100 062 028 100 088 045
FAK/ACTINA 100 098 079 100 093 1.08 100 095 0.89 100 192 122
p-FAK/FAK 1.00 024 0.06 100 050 041 100 065 032 100 046 037

Figura 4.6. La infraregulacio geneética de la integrina o951 disminueix els nivells de fosforilacié de
FAK mantenint els nivells de FAK total. A-D: imatges de Western blot de les linies RD, BE(2)-C, CHLA-90 i
RH30 amb lainhibicié genética de la integrina 981 on es mostren els nivells de proteina de la integrina
a9p51 (ITGA9), la forma fosforilada de FAK a la tirosina 397 (p-FAK) i FAK total. Es va utilitzar 'actina
com a control de carrega. La quantificacié dels nivells de proteina de cada lIinia cel-lular amb la
infraregulacid genética mitjangant els shRNAs es va comparar respecte al seu control (la mateixa
Iinia cel-lular transduida amb el vector buit).
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4.5 Lainfraregulacio mitjancant miRNAs de la integrina
o951 enlinies de RMS reprodueix els efectes observats
amb la seva inhibicio genética

4.5.1 EIl miR-7 i el miR-324 sodn els candidats seleccionats per la
infraregulacio epigeneética de la integrina o951

Els microRNAs (miRNAs) sén molecules petites d’ARN (22 nucleotids) no codificants que
tenen la capacitat de regular l'expressié genica mitjangant la complementarietat de bases
amb I'mRNA del gen diana. D’aquesta manera, els miRNAs esdevenen un mecanisme de
regulacié epigenetica i una possible eina terapeutica. Donat que no existia fins al moment
cap estudi publicat sobre quins miRNAs regulaven la integrina o951, es va decidir dur a
terme un screening dels potencials miRNAs reguladors de 'a951 basat en tres algoritmes
independents (PicTar, TargetScan i miRanda). Es van transfectar transitoriament els tretze
miRNAs candidats en les dues linies cel-lulars de RMS que mostraven més expressié de la
integrina @9/51: RD i CW9019. Ambdues linies van ser infectades també amb dos mimics de
miRNAs els quals no tenen cap efecte en cel-lules animals, i es van utilitzar com a controls
negatius (C-1 1 C-2). Passades 72h, es van analitzar els nivells d’expressié de 'a941 a nivell
d’'mRNA i proteina (Figura 4.7). L’expressi6 d’ ITGA9 a nivell 'mRNA en la linia RD
va disminuir significativament respecte al mimic control negatiu 1 (C-1) en tots els miRNAs
analitzats, llevat del miR-296 que I'augmentava significativament (Figura 4.7, A). Per contra,
en la linia CW9019 els nivells d'mRNA de la ITGA9 van augmentar significativament respecte
al C-1 en set miRNAs (miR-296, miR-340, miR-410, miR~431, miR-125, miR-134 i miR-194),
van disminuir en dos dels miRNAs transfectats (miR-324 i miR-203), i no es van veure afectats
en quatre miRNAs (miR-7, miR-132, miR-148 i miR-212) (Figura 4.7, B). Amb referéncia
als nivells de proteina, en les cel-lules transfectades amb cada miRNA es va observar una
disminuci6 de la integrina 91 superior al 50% amb el miR-324, miR-7 i miR-194 en la
linia RD i amb el miR-296, miR-324, miR-7, miR-125, miR-132, miR-134 en la linia CW9019
(Figura 4.7, C). Conseqiientment, es van escollir el miR-7 i el miR-324 com a candidats per a
posteriors experiments, donat que eren els miRNAs que disminuien els nivells de la integrina

«9p1 a nivell de proteina en les dues linies cel-lulars utilitzades.
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4.5.  Lainfraregulacid mitjangant miRNAs de la integrina a951 en linies de RMS reprodueix els efectes
observats amb la seva inhibicio genética
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Figura 4.7. Seleccio dels miRNA que regulen laintegrina o951. A, B: RT-gPCR d'expressid de la ITGAS
de les cel-lules transfectades amb els potencials miRNAs reguladors de I'a951 després de 72h en
les linies cel-lulars de RMS RD i CW90189, respectivament. Els valors es van normalitzar respecte
a I'expressié d'mRNA de la ITGA9 de les cel-lules de cada linia, transfectades amb el mimic control
negatiu 1 (C-1). Significaci¢ estadistica: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. C: imatges de Western blot de
I'expressié de la integrina o951 (ITGA9) després de 72h de la transfeccié amb els miRNAs en les linies
cel-lulars de RMS RD i CW9019. L'actina va ser utilitzada com a control de carrega. La quantificacid

dels nivells de I'a981 en cada transfeccié es va comparar respecte als nivells d'«951 de la linia cel-lular
corresponent transfectada amb el C-1.
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4.5.2 EImiR-7iel miR-324 son dianes directes de la integrina a951

Per tal de determinar si els miRNAs seleccionats eren dianes directes de la integrina
a941, en primer lloc es va amplificar un fragment de 490pb del 3’'UTR de la ITGA9 per
PCR convencional a partir del DNA genomic de la linia cel-lular RD. El fragment es va
clonar a continuacié del gen Rluc codificant per la luciferasa Renilla en el vector comercial
psiCHECK2. Finalment, es va dur a terme l'assaig luciferasa cotransfectant el nou vector
psi-CHECK2-3’UTRITGA9 juntament amb el miR-7, el miR-324 o el mimic control C-1
en cellules HEK293T (Figura 4.8). En el cas de la cotransfeccié dels dos miRNAs en el
vector wild type, no es van observar diferencies respecte a l'activitat luciferasa del C-1.
Contrariament, si que es va observar una reduccié significativa de l'activitat luciferasa
després de la transfeccié d’ambdés miRNAs en el vector psi-CHECK2-3'UTRITGA9
respecte a 'activitat del C-1, fet que indica una modulacié directa del transcrit de la I'TGA9
pel miR-7 i pel miR-324 (Figura 4.8, A).
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Figura 4.8. El miR-7 i el miR-324 s’uneixen directament al 3'UTR de la ITGA9. Es va cotransfectar el
vector indicat (psi-CHECK2-wt o0 psi-CHECK2-3'UTRITGAQ) i el miR-7, el miR-324 o el C-1 en cel-lules
HEK293T. 24h després de la transfeccid, es va dur a terme l'assaig luciferasa (A). Els resultats es
representen com la mitjana + SEM de tres assaigs independents. L'activitat luciferasa presentada
per cada miRNA es relativitza a l'activitat luciferasa presentada pel C-1 en cadascun dels vectors
utilitzats. Significacié estadistica: ***p<0.001. B: representacio del lloc d'unid del miR-7 i del miR-324
en el transcrit del gen de la ITGA9. Els nimeros corresponen a la posicié de les bases del transcrit de
I'ITGAS. La regid on es dona la complementarietat de bases (seeding region) es mostra en gris.

4.5.3 EImiR-7 i el miR-324 disminueixen la fosforilaciéo de FAK

Per confirmar 'eficiencia de la transfeccid, es van analitzar mitjangant RT-qPCR els nivells

dels miRNAs després de la transfeccié en les linies cel-lulars RD i CW9019 mitjancant una
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sonda especifica per cadascun d’ells. La transfeccié transitoria del miR-7 o del miR-324 va
provocar un augment dels nivells endogens dels miRNAs transfectats en les linies cel-lulars
RD i CW9019 (Figura 4.9, A), fet que suggereix que els possibles efectes fenotipics i canvis

intracel-lulars seran causats per 'accié de tals miRNAs.

Sabent que tant el miR-7 com el miR-324 s’uneixen al 3’UTR de la ITGA9 i causen una
disminucié dels nivells de proteina, i amb el coneixement previ de 1'efecte de la infraregulacio
genetica de la ITGAY, es van estudiar els nivells de proteina FAK i de la seva forma fosforilada
en les cel-lules transfectades amb els dos miRNAs. La transfeccié del miR-7 va provocar una
reduccié dels nivells de p-FAK en ambdues linies cel-lulars i, tot i que també es va observar
una disminucié de I'expressié de FAK total, va ser superior la reduccié de la forma fosforilada
d’aquesta. En canvi, la transfeccié amb el miR-324 va causar una reduccié dels nivells de la
fosforilacié de FAK en la tirosina 397 no modulant la quantitat de FAK total present en les
linies RD i CW9019 (Figura 4.9, B).
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Figura 4.9. Canvis intracel-lulars després de la transfeccié amb el miR-7 i el miR-324. A: RT-gPCR
d'expressio del miR-7 i miR-324 de les linies RD i CW9019 72h posttransfeccido amb el C-1, miR-7 o
miR-324. Els valors es van normalitzar respecte a I'expressio de miR-7 o miR-324 de les cel-lules
transfectades amb el C-1, i els resultats es van representar com la mitjana = SEM de tres assaigs
independents. Significacid estadistica: **p<0.01; ***p<0.001. B:imatges de Western blot de I'expressio
de la integrina 951 (ITGA9), la forma fosforilada de FAK en la tirosina 397 (p-FAK) i FAK de les linies
RD i CW9019 després de la transfeccid amb el C-1, miR-7 o miR-324. Es va utilitzar I'actina com a
control de carrega. La quantificacio dels nivells de cada proteina es va comparar respecte als nivells
d'aquesta presentada per la linia cel-lular corresponent transfectada amb el C-1.
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4.5.4 EImiR-7iel miR-324 causen una reduccio en el creixementila
invasio in vitro

Es va avaluar la capacitat de creixement i invasié de les cel-lules de RMS després de la
transfeccié amb el miR-7 o el miR-324 (Figura 4.10). La transfeccié amb el miR-7 va resultar
en un efecte inhibitori significatiu del creixement cel-lular tant en la linia RD (Figura 4.10,
A) com en la linia CW9019 (Figura 4.10, B). En canvi, el miR-324 va ser més efectiu en
la inhibicié del creixement de la linia RD que el miR-7 (Figura 4.10, A) pero sense causar
cap efecte en el creixement cel-lular de la linia CW9019 (Figura 4.10, B). En I'avaluacié dels
canvis en la invasié cel-lular després de la transfeccié amb els miRNAs, el miR-7 va mostrar
efectes antiinvasius significatius en ambdues linies cel-lulars (Figura 4.10, C, D), mentre que
altra vegada el miR-324 va presentar un percentatge major d’inhibicié de la invasié que el

miR-7 en la linia RD (Figura 4.10, C), sense mostrar cap efecte en la linia CW9019 (Figura
4.10, D).

A B

150 RD 150 CW9019
s s l
3100 —= 3100 ——
§o] 5]
) )
= *% =
[ [
£ 504 *hx £ 504
o o
() ()

O T R R T 0 T . T

C-1 miR-7 miR-324 C1 miR-324
150 RD 150_ CW9019
< —_
100 I < 100 | I
*%
£ 50 £ 50
*%
O T 0 T T
C-1 miR-7 miR-324 C-1 miR-324

94



4.6. Lainfraregulacio genética de la integrina a951 disminueix la invasio in vivo

Figura 4.10. Efectes de la infraregulacio epigenética de la integrina «9531 sobre el creixement i la
invasio cel-lular. A, B: assaigs de creixement cel-lular. Les céel-lules transfectades amb el C-1, miR-7
0 miR-324 es van sembrar a la mateixa concentracid i van ser comptades 5 dies postincubacié. Les
linies cel-lulars utilitzades van ser RD i CW9019, respectivament. Els resultats van ser referits a les
cel-lules transfectades amb el C-1 i es va representar la mitjana + SEM de tres assaigs independents.
Significacié estadistica: **p<0.01; ***p<0.001. C, D: assaigs d'invasid. Es van dur a terme assaigs
Transwell amb les cel-lules transfectades amb el C-1, miR-7 o0 miR-324 en les linies cel-lulars RD
I CW9019, respectivament. El grafic mostra els resultats obtinguts de tres assaigs independents,
I es representa la mitjana + SEM d'aquests. Es va utilitzar les cellules de la mateixa linia cel-lular
transfectada amb el C-1 com a control. Significaci¢ estadistica: *p<0.05; **p<0.01.

4.6 La infraregulaciéo geneéetica de la integrina o951

-y = -

disminueix la invasio in vivo

Comparant els resultats dels experiments de creixement i invasié in vitro amb la inhibicié
genetica i epigenetica de la integrina a941, es va observar que la integrina o931 presentava
un paper més rellevant i consistent entre les diferents linies analitzades en la invasié cel-lular.
Conseqiientment, es va decidir confirmar 'efecte antiinvasiu de la integrina o951 n vivo.
Es van injectar 2x10° cel-lules de la linia RD amb la infraregulacié genética de I'a931
(shITGA9#1) a la vena de la cua de ratolins SCID-Beige. Es van estudiar les metastasis
formades en els ratolins amb les cel-lules deficients d’integrina, i el grup control eren els

ratolins injectats amb el mateix nombre de cel-lules RD transduides amb el vector buit.

El pes corporal dels ratolins va ser controlat al llarg de I’experiment, i no es van observar
diferéncies significatives entre els dos grups d’estudi (Figura 4.11, A). Els ratolins injectats
amb les cel-lules de RMS amb el silenciament genetic de la integrina 951 van presentar un
retard en la formacié de metastasi. A més, un menor nombre de ratolins injectats amb les
cel-lules amb la inhibicié genetica de la integrina a9/51 van desenvolupar metastasi, exhibint
diferéncies significatives respecte al grup control (p=0.0487) (Figura 4.11, B). Respecte al
desenvolupament i quantitat de metastasis comptabilitzades al moment del sacrifici, quatre
dels cinc ratolins (80%) van desenvolupar metastasi en el grup control, dos dels quals van
presentar una metastasi i els dos ratolins restants en van formar dues. En canvi, tres dels
sis ratolins (50%) van presentar metastasi en el grup amb la inhibicié de la integrina 9451 i
aquests ratolins van formar només una unica metastasi, malgrat que la diferencia no va ser

significativa (Figura 4.11, C).
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Figura 4.11. La inhibicié genética de la integrina a9/51 provoca una disminucié de la formacié de
metastasi in vivo. A: pes corporal relatiu dels ratolins amb el silenciament genetic de la integrina
o961 i els ratolins control al llarg de I'experiment. Cada punt del grafic representa la mitjana =
SEM dels pesos dels ratolins presents en el mateix grup en el temps indicat. B: Event-free survival
(EFS, supervivencia lliure d'esdeveniments) del model muri genetic de metastasi on es mostra la
supervivencia lliure de metastasi dels ratolins amb la injeccid a la vena de la cua de cel-lules RD amb
la infraregulacié de la integrina o981 (SshITGAS#1) i la supervivencia del grup control (injectat amb
cel-lules transduides amb el vector buit). C: representacid grafica del percentatge de ratolins amb
preséncia o absencia de metastasi dels dos grups indicats i el nombre de metastasis identificades en
el moment de sacrifici. ns=no significant.
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4.8. Els pacients amb RMS que expressen la integrina a941 tendeixen a una menor supervivencia

4.7 Els pacients amb RMS que expressen la integrina
971 tendeixen a una menor supervivencia

La presencia de la integrina 951 es va analitzar mitjancant tincions immunohistoquimiques
amb seccions de tumors humans de RMS. La immunohistoquimica es va realitzar amb
col-laboracié amb el grup de Patologia Molecular dels sarcomes i altres tumors de 1'Hospital
Universitari Virgen del Rocio de Sevilla. Les tincions es van dur a terme a partir d'un tissue
microarray de trenta-dos tumors de RMS, dels quals es coneixia la seva evolucié clinica.
El marcatge de la integrina o931 va ser positiu en dotze de les trenta-dues mostres totals
analitzades, i es va reafirmar la presencia de la integrina o941 en els tumors de pacients amb
RMS. Relacionant la presencia o absencia de la integrina 931 en les mostres de tumors amb la
supervivencia dels pacients, es va obtenir una tendencia en la qual els pacients amb marcatge
positiu per la integrina 951 presentaven una menor supervivencia (Figura 4.12). Malgrat
que no es va assolir una significacié estadistica, es mostra una clara tendencia (p=0.0914),
la qual cosa suggereix que la integrina @91 podria ser una proteina present en els pacients

amb pitjor pronostic, que son aquells pacients amb malaltia metastatica.
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Figura 4.12. Analisi immunohistoquimica de la integrina 951 en tumors de RMS. A: supervivencia
dels pacients amb RMS analitzats dividits en funcié del marcatge positiu o negatiu per la integrina a951

(dotze i vint, respectivament). B: fotografies representatives del marcatge tumoral per la integrina
981 (ITGA9).
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5 Discussio

Les integrines sén una gran familia de proteines transmembrana formades per una subunitat «
i una £, que donen lloc a 24 heterodimers diferents en els humans [88]. Sén els tnics receptors
cel-lulars que poden transmetre el senyal de manera bidireccional, des de dins a fora de la
cel-lula i viceversa. D’aquesta manera, la cel-lula pot participar en la remodelacio de la matriu
extracel-lular a partir de 'activacié intracel-lular de les integrines (senyalitzaci6 de dins a fora,
in-out signalling); i les modulacions de ’entorn cel-lular poden ser captades per la cel-lula a
través dels multiples lligands de les integrines, produint canvis a nivell cel-lular (senyalitzaci6
de fora a dins, out-in signalling) [91, 93]. Les integrines participen en un context ampli de
processos biologics, incloent-hi la fertilitzacié, la implantacié i desenvolupament embrionari,
la resposta immune, la resorcié ossia i ’agregacié plaquetaria. La desregulacié de la seva
expressié o activacié pot donar lloc a processos patologics com la inflamacid, cicatritzacio,

angiogenesi i metastasi [94].

La integrina o981 és una de les integrines més noves en termes d’evolucié. Com altres
integrines, I’a941 s’ha observat expressada en diversos teixits dels organismes vertebrats, la
qual cosa suggereix que duu a terme diferents funcions en I'organisme. Aixi doncs, ’expressié
aberrant d’aquesta dona lloc a condicions patologiques com el cancer [104]. Diferents autors
han descrit la integrina 931 com una proteina proinvasiva que juga un paper molt important
en la invasié i disseminacié metastatica. Ha estat descrita en alguns cancers de 'adult
com el cancer de pulmé microcitic [130, 131], mama [132], adenocarcinoma de colon [133,
134] i glioblastoma [135]. En aquests, la integrina o951 s’ha vist sobreregulada en estadis
metastatics i en alguns casos la seva expressié s’ha pogut correlacionar amb una menor

supervivencia dels pacients.

Malgrat l'existencia de diferents estudis sobre la integrina o951 en cancer, cap d’ells fan
referencia a algun tipus de cancer pediatric. L’any 2012 el nostre grup d’investigacié va
descriure per primera vegada el paper proinvasiu de la integrina 951 en el RMS. Es va

demostrar la importancia de la N-cadherina i la integrina o951 en les cel-lules de RMS en la
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migracié i invasié cel-lular, i es va proposar un nou mecanisme d’induccié d’aquestes proteines
mediat per I'activacié de la via de Notch. Amb els antecedents de la implicacié de la via de
senyalitzacié en la motilitat i la invasi6 en els sarcomes pediatrics [155, 156], es va descriure
com Hesl i NICD (Notch Intracellular Domain) s’uneixen a les regions promotores dels gens
codificants per la N-cadherina i la integrina 951, relacionant la interacci6é directa entre la

via de Notch i la induccié de I'expressié d’ambdues proteines [139].

També es va demostrar que la N-cadherina i la integrina a941 sén proteines implicades per se
amb la migracié i la invasi6 en el RMS. Es van dur a terme assaigs de cicatritzacié de ferides
i d’invasio en cel-lules amb 'activacié constitutiva de la via Notch, en presencia o absencia
d’anticossos bloquejants contra les dues proteines. En els assaigs de migracié, 'addicié de
I’anticos bloquejant de I’'N-cadherina no només revertia l’efecte produit per I'activacio de la
via siné que la migracié disminuia significativament respecte al control. Aquest efecte no
es va reproduir amb ’addicié de ’anticos contra la integrina a941 en la migracié cel-lular.
En el cas dels assaigs d’invasié, 1’addicié de I'anticos contra la N-cadherina no mostrava la
inhibicié completa respecte a la invasié amb 'activacié de la via. Per contra, es va observar
que les cel-lules amb 'activacié de la via Notch i amb la presencia de I’anticos bloquejant de
la integrina o941, mostraven una reduccié significativa de la invasié respecte a les cel-lules
amb D'activacié de la via i les cel-lules transfectades amb el vector buit. Aquests resultats
suggerien un paper proinvasiu especific per cada proteina, i posicionen la N-cadherina com
una proteina important per la migracio cel-lular i la integrina o941 amb un paper clau en
la invasié del RMS [139]. Conseqiientment, la integrina 951 és una proteina candidata a
una terapia dirigida a reduir la metastasi en aquesta neoplasia, linia de treball que requereix
una focalitzacié especial, ja que malauradament els pacients amb RMS metastatic continuen
presentant un mal pronostic. Aquest va ser el context a partir del qual es va comencar aquesta

tesi doctoral.

5.1 Laintegrina o951 enel RMSiel NBL

En aquest treball s’ha demostrat per primera vegada com la integrina a931 podria ser una
diana terapeutica en el RMS i el NBL. En primer lloc, es van analitzar els nivells d’expressio
de la integrina 951 a nivell d’RNA i proteina en linies cel-lulars de RMS i NBL. L’expressi
de la integrina 931 en la bateria de les linies cel-lulars de RMS analitzades era irregular, i
era la linia RD la que presentava els nivells més elevats de la proteina i I’escollida per futurs

experiments en la caracteritzacié funcional de la integrina. Per contra, la linia RH30 es va
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escollir com a control negatiu dels experiments, ja que presentava nivells molt baixos de la
proteina. Pel que fa al NBL, les cinc linies cel-lulars analitzades presentaven expressié de
la integrina a9/41. La linia de NBL que mostrava els nivells menors d’integrina o941 era la
SK-N-BE(2), mentre que la linia BE(2)-C era la que els presentava més elevats. Des de I'any
1973 s’ha revelat la presencia de tres tipus cel-lulars en les linies de NBL: les anomenades
tipus N, S i I. Les tipus N (neuroblastic/neuroendocri) provenen de llinatges especifics de la
cresta neural, mentre que les del tipus S tenen el seu origen en cel-lules precursores de les
cel-lules de Schwann i melanoblastiques. El tercer fenotip, les cel-lules tipus I, mostren una
morfologia i caracteristiques intermedies entre les N i les S. Tenint en compte el seu potencial
oncogenic, les tipus S no semblen malignes, ja que no tenen la capacitat de formar tumors en
ratolins atimics. Per contra, les tipus N formen tumors en un 30-100% dels ratolins atimics
inoculats, mentre que el fenotip I és el que mostra una major capacitat per formar tumors
[157]. La linia SK-N-BE(2) pertany al fenotip N, mentre que el subclon BE(2)-C, obtingut a
partir d’aquesta, correspon al fenotip I. La linia BE(2)-C presenta un caracter més invasiu, i,
en concordanga, presenta nivells d’integrina 951 molt més elevats que la seva linia parental,
la qual cosa suggereix que la integrina o951 exerceix un paper en el fenotip invasiu de les
linies de NBL. Es van escollir les linies BE(2)-C i CHLA-90 pels experiments in vitro, ja que

eren les dues linies que presentaven els nivells més elevats d’integrina a951.

Diferents autors apunten que la integrina 951 podria exercir el paper d'un gen supressor
de tumors en alguns cancers, ja que en el seu locus cromosomic (3p21.3) s’hi ha observat
aberracions genetiques o epigenetiques, que confereixen a aquests tumors un caracter agressiu.
S’ha descrit la delecié o la metilacié del gen de la ITGA9 aproximadament en el 30% dels
tumors de cap i coll [125], cancer d’ovari [123] i colon [124], i en el 40% de les mostres de
cancer de cervix [127] i de cancer de pulmé no microcitic [128]. En el cas del RMS, Qiao-xin
Li et al. van dur a terme un estudi cromosomic amb un total de 25 mostres, en el qual es
va descriure la perdua del 3p en el 30% dels tumors de RMSa estudiats [158]. La perdua del
3p, juntament amb la perdua de I'l1p i 6p i el guany en 2p, 12q, 6p, 9q, 10q, 1p, 2q, 6q, &q,
15q i 18q podria estar relacionat amb la carcinogenesi del RMS, ja que el patrd corresponia
a casos de RMSa amb translocacié. En canvi, no es va observar la perdua del 3p en cap
dels casos de RMSe [159]. Tot i aixo, altres estudis d’alteracions cromosomiques en el RMS
no van descriure la perdua en el 3p [18]. Referent al NBL, es va observar un subgrup de
pacients (15%, 9/59) amb la delecié del brag curt del cromosoma 3, correlacionat amb menor
supervivencia [160]. Ruediger Spitz et al. van observar també delecions en el cromosoma
3p en el 15% dels tumors de NBL (22/144), a més de desequilibris en el 3% (4/144) dels
tumors analitzats. Es va observar un pitjor pronostic d’aquells pacients amb NBL d’estadis

localitzats o estadi 4S que presentaven anomalies en el 3p i a I’'l1q, en comparacié amb els
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pacients sense alteracions [161]. Tot i que en un article més recent no es va poder confirmar
tal correlacio, si que es va identificar un subgrup de pacients amb delecions al 3p lligat a la
perdua de 'l1q. Aquest subgrup de pacients presentava una edat més avancada al moment
del diagnostic. La mitjana d’edat era de 41 mesos [162]. També es va descriure la perdua del
3p en el 14% (4/29) de les mostres de NBL d’adolescents i adults, que representa el 3% del
total de casos de NBL [163].

En aquesta tesi es van analitzar els nivells d’expressié de 'RNA de la ITGA9 d’un total
de 23 mostres de pacients amb RMS provinents de la col-leccié privada del nostre grup
d’investigacié. Més del 90% dels pacients van presentar 1'expressié de la integrina o951
sobreregulada respecte al teixit de referencia, el del muscul sa. Tot i no ser significatiu, es
va observar una major expressié de TRNAm de la ITGA9 en els casos de RMSe respecte
als RMSa. Aquest fet podria estar relacionat amb les delecions de la ITGA9 que s’han
descrit en alguns casos de RMSa [159]. L’expressi6 de la integrina 951 es va confirmar a
nivell proteic en 8 mostres de pacients amb RMS. Amb la col-laboracié del grup de Patologia
Molecular dels sarcomes i altres tumors de I'Hospital Universitari Virgen del Rocio de Sevilla
es va dur a terme una tincié immunohistoquimica d’un tissue microarray de 32 pacients amb
RMS. Cal destacar la dificultat que suposa aconseguir un tissue microarray d’aquest tipus de
cancer degut a la baixa incidencia de la malaltia, i encara més disposar de les dades cliniques i
seguiment de cada pacient. Les mostres integrants del tissue microarray es van dividir segons
la tincié positiva o negativa per la integrina a951. Els resultats van mostrar una tendencia
de menor supervivencia en els pacients amb marcatge positiu per la integrina @951, amb una
p=0.0914. Seria desitjable augmentar el nombre de mostres i tincions, ja que probablement
s’aconsegueixi la significacio estadistica tot confirmant la tendencia obtinguda. Aixi doncs,
els resultats indiquen que l'expressié de la integrina @951 podria ser un marcador de mal
pronostic en el RMS, ja que els pacients positius per aquesta proteina presenten un temps de
supervivencia menor. Aquests resultats son consistents amb els estudis publicats en cancer
de pulmé microcitic i amb cancer de mama, on I'expressié de la integrina 951 en el tumor

es correlaciona amb un temps de vida més curt del pacient [131, 132].

Encara que s’hagi descrit un percentatge baix de tumors tant de RMS com de NBL que
presenten perdues en el cromosoma 3p, els nostres resultats apunten a la presencia de la
proteina integrina @931 en les linies cel-lulars i en la majoria dels tumors d’ambdds cancers
pediatrics. Per tant, descrivim la integrina o941 com un oncogen en el RMS i el NBL.
Conseqilientment, proposem la integrina @941 com una diana terapeutica aplicable en la gran

majoria dels pacients amb RMS i NBL.
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5.2 La integrina o951 esta implicada en el creixement
cel-lular

Per tal d’estudiar els efectes funcionals de la integrina 951, es va infraregular la integrina
a951 en les linies cel-lulars RD i RH30 de RMS i en les linies BE(2)-C i CHLA-90 de NBL.
Es van generar clons estables amb la infraregulacié genetica de la proteina mitjangant la
transduccid virica de dos sShRNAs clonats en el vector lentiviral pGIPZ. En tots els casos, es
va comprovar la disminucié de l'expressié de la integrina 951 a nivell proteic. Es van dur
a terme assaigs de proliferacié cel-lular, en els quals es va observar una reduccié significativa
del creixement cel-lular en les linies positives per integrina 951 RD, BE(2)-C i CHLA-90
(Figura 5.1, B). Les linies infectades amb els dos shRNAs de la linia RD van disminuir
significativament el creixement cel-lular respecte al control. Tot i aix0, en les linies BE(2)-C
i CHLA-90 la reduccié es va observar en un dels dos clons, i aquesta va ser del 20%. Tal
com era d’esperar, no es van observar canvis en el creixement dels clons de la linia RH30
respecte al control, ja que la linia cel-lular presenta nivells molt baixos de la proteina. El
paper de la integrina o951 en la proliferacié cel-lular s’ha descrit en cancers de I'adult: en
cel-lules de cancer de mama, la proliferacié in vitro de les cel-lules expressant la integrina
a9p1 no es va veure afectada amb ’addicié d’un anticos contra aquesta, fet que suggereix que
la proliferacié no era depenent de la integrina a931. Tot i aixo, en el model in vivo si que es
va observar una reduccié del volum del tumor primari en els ratolins tractats amb 'anticos
contra la integrina 941 [138]. Per altra banda, s’ha demostrat que el creixement cel-lular in
vivo de les cel-lules de cancer de pulmé és mediat en part per la integrina o931, atés que les
cel-lules amb sobreexpressié de la integrina injectades al flanc dels ratolins formaven tumors
tres vegades més grans que els que es formaven amb la injeccié de les cel-lules control. Quan
s’infraregulava la integrina @951 mitjancant ShRNA, les cel-lules amb absencia d’expressié de
la integrina formaven tumors primaris més petits que els formats per les cel-lules transfectades
amb el vector buit [131]. Tot i que en aquesta tesi doctoral no es va dur a terme el model
in vivo de tumor primari amb la infraregulacié de la integrina o941 per confirmar el paper
d’aquesta en la proliferacié cel-lular, agrupant els resultats obtinguts i els diferents articles
publicats es pot concloure que la integrina a951 esta implicada en el creixement cel-lular de
les cel-lules de RMS i NBL i fem la hipotesi que es reproduiria 1'efecte observat in wvitro en

un possible model animal posterior.

En aquest treball doctoral es van utilitzar miRNAs com a eina per a la infraregulacio
epigenetica de la integrina a941 en les cel-lules de RMS. Els miRNAs sén molecules petites

d’RNA no codificants que actuen a nivell posttranscripcional com a repressors de ’expressio
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genica.  Funcionalment, els miRNAs impedeixen la traduccié a proteina mitjancant la
complementarietat amb la regié 3’UTR del transcrit del gen diana. A part de ser una eina
per a la infraregulacido de proteines, tenen un paper ampliament descrit en la progressio
tumoral i la formacié de metastasi, fet que ha obert noves oportunitats per a la intervencié
terapeutica. En el moment de l'inici del treball doctoral no hi havia cap publicacié referent
als miRNAs que regulen la integrina a941. Degut a aquest desconeixement, es va dur a
terme un screening de 14 miRNAs potencials en les dues linies de RMS amb major expressio
d’integrina a951: RD i CW9019. Es van seleccionar el miR-7 i el miR-324 com a candidats
pels estudis posteriors, ja que van ser els dos miRNAs que més reprimien 'expressié de la
integrina @951 a nivell de proteina en les dues linies cel-lulars de RMS analitzades. Es va
demostrar la interaccié directa entre els dos miRNAs amb el transcrit de la integrina a9/51
mitjancant I’assaig luciferasa, i es va confirmar que el miR-7 i el miR-324 eren dianes directes
de la integrina a981. En els assaigs de creixement cel-lular, es va observar una reduccié
significativa de la proliferacio cel-lular en la linia RD amb I’expressié ectopica del miR-7 i del
miR~324, pero en la linia CW9019 es va observar una reduccié significativa de la proliferacié
només amb la transfeccié del miR-7. Les divergencies en els resultats ens van suggerir que
el miR-7 podria presentar altres dianes en les linies cel-lulars de RMS, les quals podrien ser
causants de la reduccié en la proliferacié. Una de les multiples dianes descrites del miR-7 és
la proteina FAK. S’ha observat que 'expressié ectopica del miR-7 disminueix la proliferacio
cel-lular en cel-lules de cancer de mama [164], en les de cancer de pulmé no microcitic [165]
i en les de glioma [166]. En tots els casos presentava FAK com a diana directa. A partir
dels efectes fenotipics observats amb els dos miRNAs en les linies utilitzades, es conclou que
els efectes observats amb 'expressié ectopica del miR-7 van ser deguts a la infraregulacié
de la integrina o931 i també a l'infraregulacié de FAK (vegeu apartat 5.4). Per contra,
els efectes observats amb el miR-324 es van associar exclusivament a la disminucié de la
integrina a941. En la linia cel-lular RD, amb expressié abundant d’integrina 931, es va
observar un efecte clar en la reduccié de la proliferacié quan s’incrementaven els nivells de
miR~324, fet que reduia el nivell d’integrina, en concordancia amb la reduccié observada en
la mateixa linia cel-lular amb la inhibici6 genetica de la integrina o951 (Figura 5.1, C). En
canvi, la linia CW9019, la qual presenta nivells molt més baixos d’integrina 951, tot i que
el miR-324 va ser capag de reduir els nivells de la proteina, no es van observar canvis en la
proliferacio cel-lular. Aixi doncs, la linia CW9019 es comportaria com la linia RH30, la qual
tot i respondre a la inhibicié de la integrina 951, no va presentar canvis en la proliferacio

degut a la no suficient expressié d’aquesta.
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5.3 La integrina o951 té un paper clau en la invasié
cel-lular

S’ha descrit diferents rols de la integrina a941 en el cancer, i un dels que més s’ha estudiat
és el de la invasi6. Anteriorment el nostre grup d’investigacié va suggerir la integrina
a951 com una de les proteines implicades en la invasié de les cel-lules de RMS [139], i
en aquest treball doctoral s’ha comprovat que la integrina o951 presenta un paper clau en
la invasié cel-lular tant in vitro com in vivo. Amb la inhibicié genetica de la integrina 951
mitjancant la transduccio virica de shRNAs especifics contra la proteina, es va demostrar que
les linies cel-lulars de RMS i NBL amb absencia d’expressié d’integrina o951 presentaven
una disminucié significativa de la invasié respecte al control. A diferencia dels assaigs
de creixement cel-lular, els resultats dels assaigs d’invasié van ser més consistents: es va
observar una reduccié de la invasié de més del 50% en els dos clons amb les linies amb més
expressi6 d’integrina @941, RD i BE(2)-C (Figura 5.1, B). Amb concordanga amb els resultats
obtinguts, s’han publicat articles confirmant el paper invasiu de la integrina 941 en diversos
cancers epitelials, com el cancer de mama i el de pulmé microcitic. En cancer de mama, el
bloqueig de la integrina @951 mitjangant un anticos va resultar en una disminucié significativa
de la invasié in vitro, indicant que la integrina esta implicada en el procés d’invasié [138].
De manera independent i en el mateix cancer, es va observar com la sobreexpressio de la
integrina a9/51 promovia una major invasié in vitro [132]. En cancer de pulmé microcitic
es va observar que la presencia de la integrina a9/1, expressada de manera endogena o bé
sobreexpressant-la, augmentava la invasié cel-lular i aquesta es veia reduida en presencia d’un
anticos especific contra la proteina [131]. D’aquesta manera es conclou que el paper de la
integrina a941 en la invasié cel-lular no queda restringit en els cancers epitelials de 'adult,

siné que també s’observa en casos de cancers pediatrics com el RMS i el NBL.

Els efectes observats en la invasio cel-lular n vitro es van confirmar in vivo en el RMS
mitjancant la injeccié de cel-lules RD amb la infraregulacié genetica de la integrina o931 a
ratolins SCID-Beige. Un nombre menor dels ratolins injectats amb les cel-lules amb absencia
d’expressié d’integrina o951 van desenvolupar metastasi comparat amb el grup control i la
diferencia va ser estadisticament significativa. Daichi Ota et al. van observar una reduccio6 del
nombre de metastasis amb 'addicié de 'anticos bloquejant en el model in vivo de metastasi
de cel-lules de cancer de mama [138]. De la mateixa manera, les cel-lules de cancer de pulmé
amb la infraregulacié genetica de la integrina @951 injectades en ratolins van desenvolupar
un nombre menor de metastasis comparat amb els ratolins control. En un segon model in

vivo amb la sobreexpressié de la integrina, els ratolins que sobreexpressaven la proteina van
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presentar major nombre de metastasis a fetge i a pulmé [131]. Aixi, en aquest treball doctoral
s’ha demostrat la importancia de la integrina 951 en la invasi6 cel-lular en el RMS tant in

vitro com n vivo.

Es van dur a terme assaigs Transwell amb la inhibicié epigenetica de la integrina «9/51 amb
la transfeccio transitoria del miR~7 i del miR-324. Es va observar el mateix patrd obtingut en
els assaigs de proliferacié: la linia RD es va mostrar sensible a la inhibicié de la invasié amb
I’expressié ectopica del miR-7 i del miR-324, mentre que en la linia CW9019 es va observar
una reduccié de la invasiéo només amb l'expressio del miR-7. Esta ampliament descrit que el
miR-7 és diana de la proteina FAK, i s’ha observat una reduccié de la invasié in vitro amb la
sobreexpressié del miR-7, concordant amb la infraregulacié de FAK en cel-lules de cancer de
ceérvix, en linies cel-lulars de glioblastoma i en cel-lules de cancer de mama [167, 168, 166, 164].
D’acord amb els nostres resultats i els articles ja publicats, es conclou que I'efecte del miR-7
sobre la invasié cel-lular no és degut només a la infraregulacié de la integrina a951, siné

també de la proteina FAK (vegeu apartat 5.4).

Per altra banda, el miR-324 va presentar un efecte inhibitori del creixement i la invasié
cel-lular en la linia RD superior a la que es va observar amb el miR-7 (Figura 5.1, C). També
va mostrar una major reduccié de 'activitat luciferasa que el miR-7, la qual cosa significa que
el miR-324 presenta una unié millor al 3’'UTR del transcrit de la ITGA9. Conseqiientment,
la inhibici6 dels nivells de proteina era major amb 'expressié del miR-324 comparada amb
la del miR-7. Amb aquests resultats, i sumant el fet que el miR-324 sigui capag¢ de reduir la
proliferacio i invasié inicament en la linia amb més expressié d’integrina o931, concloem que
el miR-324 és una diana especifica i potent contra la integrina a951. Les dianes descrites del
miR-324 sén els gens ETS1, SP1 i GLII. En cel-lules d’hepatocarcinoma es va descriure el
rol del miR-324 en la invasié cel-lular, i es va demostrar que la seva sobreexpressio reduia la
migracio i la invasio in wvitro. Es van identificar els gens ETS1 i SP1 com a dianes directes
del miR-324-5p, els quals modulen els nivells de MMP9 i MMP2, metal-loproteases que
presenten un paper en la invasié cel-lular en aquest cancer [169]. Altres autors apunten que el
miR~324-5p té com a diana directa GLI1, i han descrit la inhibicié del cicle cel-lular en cel-lules
de glioblastoma amb la sobreexpressié del miR-324-5p [170]. S’ha demostrat que la inhibici6
de GLI1 té un efecte en el creixement del RMS [171]. Tot i aix0, els resultats obtinguts amb
la linia cel-lular CW9019 ens indiquen que aquestes dianes descrites del miR-324 no ho serien
en les cel-lules de RMS, ja que no es van observar canvis en la proliferacié ni en la invasié

cel-lular.

L’any 2016 es va publicar el primer article relacionant la integrina a941 i els miRNAs que

aquesta regula, en el qual es va demostrar que el miR-125b és una diana directa de la integrina
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a961. Similarment als nostres resultats, quan es van restaurar els nivells de miR-125b a les
cel-lules de melanoma s’inhibia la migracié i la invasié tant in vitro com in vivo. Aixi doncs,
sobreexpressant el miR-125b i amb la subseqiient inhibicié de la integrina 941, s’inhibia
el fenotip maligne del melanoma [172]. A més, es va observar com 'augment de I'expressi6
de la integrina a941 es correlacionava inversament amb els nivells de miR-125b en mostres
de tumors de melanoma. Aquests resultats apunten que la integrina a951 és responsable
de la invasi6 cel-lular en el melanoma, i suggereixen el miR-125b com a futura eina pel
tractament d’aquest [172]. De la mateixa manera, s’ha descrit alguns miRNAs que regulen
la invasié cel-lular i la metastasi en diferents cancers, i tenen diverses integrines com a diana.
Per exemple, en cancer de colon, el miR-30e-5p regula la ITGAG6 i la ITGB1 inhibint la
invasié i la metastasi [173]. El miR-9-3p podria arribar a ser una eina terapeutica en el
carcinoma nasofaringi, ja que la seva sobreexpressié inhibeix la proliferacié i la invasié in
vitro infraregulant la ITGB1 i la ITGAV [174]. Finalment, la familia del miR-199 inhibeix
la migracio i invasi6 cel-lular en el cancer de cap i coll, infraregulant la ITGA3 [175]. Cal
fer esment que, en tots aquests casos, els miRNAs en qiiestié es trobaven infraregulats en els
teixits cancerosos respecte als teixits control. En aquesta tesi doctoral no es van arribar a
analitzar els nivells de miR-7 i miR-324 en mostres tumorals de RMS, tot i que s’ha descrit la
infraregulacié del miR-7 en tumors de RMS comparat amb el muscul esquelétic normal [176].
Aixi doncs, es podria plantejar la hipotesi que els casos dels tumors amb sobreexpressio

d’integrina a951 podria ser causat, en part, per la infraregulacié dels nivells de miR-7 i

miR-324.

Encara que en aquest treball s’hagin utilitzat unicament els miRNAs com a eina per a
infraregular la integrina 941, hi ha la possibilitat d’utilitzar els miRNAs pel tractament
oncologic. Per primera vegada hem descrit que el miR-7 i el miR-324 tenen activitat
supressora de tumors en el RMS i esdevenen diana directa de la integrina a941. Hem
demostrat també el paper metastatic d’aquesta proteina mitjancant la seva infraregulacio.
Aixi doncs, s’obre una possible oportunitat terapeutica mitjancant 'expressié de tals
miRNAs en els pacients amb RMS.
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5.4 Mecanisme intracel-lular de laintegrina o951

Esta ampliament descrit que la integrina @951 té un paper important en la progressié
tumoral, més concretament en la invasié metastatica del tumor primari. Tot i aixo, hi
ha poca informacié publicada sobre els canvis intracel-lulars provocats per 'activacié de la
integrina a941. En els casos dels cancers epitelials on es descriu el rol de la integrina o951,
es demostra el caracter invasiu a través de la perdua de marcadors epitelials i el guany de
marcadors mesenquimals (disminucié de E-cadherina i augment de N-cadherina, vimentina,
snail, ...), corresponent a la justificacié del procés EMT [131]. En el cas del RMS i NBL,
ambdds cancers pediatrics, les cel-lules tumorals no presenten un fenotip epitelial, fet pel qual

impossibilita ’estudi dels marcadors classics del procés d’EMT.

Un cop demostrat que la integrina o951 és important per la progressié tumoral en el
RMS i el NBL, es va estudiar quin mecanisme estava relacionat amb la integrina o931 a
nivell intracel-lular. Sabent que una de les primeres proteines amb les quals interaccionen
les integrines intracel-lularment és FAK, i que el primer pas per a la senyalitzacié és
I’autofosforilacié de la tirosina 397, es van estudiar els nivells de les dues formes de la
proteina mitjancant Western blot en les linies cel-lulars de RMS i NBL després de la
infraregulacié genetica i epigenetica de la integrina. Els nivells de FAK no van variar en
les cel-lules de RMS i NBL amb la infraregulacié genetica de la integrina a981 comparades
amb les cel-lules infectades amb el vector buit. Per contra, els nivells de la fosforilacio
de FAK en la tirosina 397 (p-FAK), si que van disminuir en tots els clons de les cel-lules
de RMS i NBL amb absencia d’expressié d’integrina «9/51. Aixi doncs, la reducci6 de la
capacitat proliferativa i invasiva de les cel-lules de RMS i NBL després de la infraregulacio
de la integrina @951 és mediada per la disminucié en la fosforilacié de FAK (Figura 5.1, B).
De la mateixa manera, els nivells de FAK en les cel-lules RD i CW9019 transfectades amb
el miR-324 es van mantenir com els de les cel-lules transfectades amb el control, mentre que
I'expressié de p-FAK es va reduir (Figura 5.1, C). En canvi, en les cel-lules transfectades amb
el miR~7 es va observar una disminuci6 de les dues formes de FAK en les dues linies cel-lulars
analitzades. Aquest fet demostra la hipotesi que el miR-7 té com a diana la proteina FAK
en les cel-lules de RMS. Tot i aixo, la ratio p-FAK/FAK després de la transfeccié amb el
miR-7 és inferior a 1, fet que significa que la reduccié de FAK total va ser més debil que la
de la seva forma fosforilada. Aixi doncs, la reduccié de la fosforilacié de FAK no és deguda
només a la disminucié dels nivells de FAK total siné també a la disminucié de I'expressié de
la integrina o951 (Figura 5.1, D).
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Figura 5.1. Representacio esquematica dels efectes fenotipics observats després de la
infraregulacié de la integrina a951. A: amb presencia de la integrina a9p41, les cél-lules tumorals
en condicions normals duen a terme el creixement i invasio cel-lular. B: mitjangant la infraregulacid
genetica de la integrina o981, s'observa una reduccié tant del creixement com de la invasio |
una inhibicid de la fosforilacié de la proteina FAK. C: mitjangant I'expressid ectopica del miR-324
s'aconsegueix una disminucié dels nivells de la integrina 951, que al seu torn redueix els nivells
de la fosforilacié de FAK | s'observa una reduccid en el creixement i invasiod cel-lular. D: mitjangant
I'expressio ectopica del miR-7, no nomeés aconseguim una disminucid dels nivells de la integrina a941
sind també de FAK. Fenotipicament també s'observa una disminucié en el creixement | la invasio
cel-lular.
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Es va observar una reduccié de la forma fosforilada de FAK (p-FAK) després de la
infraregulacié de la integrina a951 en totes les linies cel-lulars utilitzades de RMS i NBL,
incloses en les linies on no es van observar canvis a nivell funcional. Es a dir, tant amb la
infraregulacié genetica de la integrina o941 en la linia RH30 com en les cel-lules CW9019
després de la transfeccié del miR-324 es va observar una disminucié dels nivells de p-FAK.
En ambdés casos també es va observar una reduccié en els nivells de la integrina a9/51.
Tot i aix0, a causa dels nivells basals baixos de proteina que presenten aquestes dues
linies cel-lulars i la subseqiient minima inhibicié de la via a nivell intracel-lular, la inhibicié
especifica de la integrina 941 no va resultar ser efectiva per aconseguir reduir el creixement

i invasié en aquestes linies cel-lulars.

S’ha descrit una gran varietat de dianes de FAK, les quals exerceixen un paper en moltes
vies de senyalitzacié de diferents processos relacionats amb la tumorigenesi i la progressio
metastatica.  Les integrines i altres estimuls extracel-lulars poden induir senyals de
supervivencia mediats per FAK impedint la mort cel-lular mitjancant processos com ’anoikis
i apoptosi. D’aquesta manera, les cel-lules canceroses poden anul-lar ’anoikis i promoure
la supervivencia cel-lular en absencia de senyals d’adhesié mitjancant la senyalitzacié de
FAK. Aixi doncs, la senyalitzaci6 mediada per FAK promou senyals antiapoptotics i de
supervivencia, activant vies com PI3K/Akt, resultant en un efecte de resisténcia a I’apoptosi
[100, 101]. Per altra banda, s’ha descrit diversos mecanismes en els quals I'activitat catalitica
de FAK regula la transici6 de G1 a S. Amb la disrupcié de la fibronectina de la matriu
extracel-lular, se suprimeix la fosforilacié de la tirosina de FAK i provoca en un retard en
la transicié del cicle cel-lular [100]. FAK també té un paper en la metastasi, on controla
aspectes com la migracio cel-lular, la polaritzacié cel-lular, la regulacié de la dinamica de les
adhesions focals, la reorganitzacié de les estructures del citoesquelet, la invasio, la transicié
epiteli-mesenquima i 'angiogenesi. En aquesta tesi doctoral s’ha estudiat el paper de la
integrina a941 en el caracter invasiu en les cel-lules de RMS i NBL, i s’ha observat com
la seva inhibicié6 comporta una disminucié de la fosforilacié de la tirosina 397 de FAK, la
primera que cal per a I'activacié completa d’aquesta. Un cop FAK s’ha activat, es combina
amb moltes altres proteines per acabar resultant en el fenotip invasiu cel-lular. Hi ha estudis
on es demostra que 'expressio i fosforilacié de FAK estan sobreregulats en cancers invasius
i linies cel-lulars [100]. S’ha descrit la sobreregulacié de FAK en tumors humans d’estadis
avangats de cancer de l'adult com en mama i en colon [177, 178], pancrees [179], ovari [180]

i pulmé [181], entre d’altres.

L’any 2016 es va publicar el primer article en el qual es relaciona FAK amb el RMS, on

es va estudiar I'expressié de FAK en linies cel-lulars i en pacients amb RMS. En assaigs
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in vitro amb la inhibicié de FAK, van observar una reduccié de la proliferacié de les linies
cel-lulars RD i RH30 lligada a un augment de I'apoptosi. Els resultats van ser confirmats
en un model in vivo, en el que es reduia el volum del tumor primari i 'expressié de FAK
i la seva forma fosforilada era menor que en els tumors control [182]. Per contra, sén una
cinquantena de resultats publicats relacionant FAK amb el NBL. Respecte a la preséncia
de FAK en tumors de NBL, es va detectar I'expressié de la proteina en més del 70% dels
tumors analitzats, i es va observar com la seva expressié era major en tumors d’estadi 4 de
la malaltia amb N-MYC amplificat [183]. Mitjancant assaigs d’immunoprecipitacié es va
demostrar que N-MYC' s'uneix al promotor de FAK i n’augmenta la seva expressio in vitro
i in vivo [184]. La inhibicié de FAK in vitro resulta en una disminucié de la supervivencia
cel-lular, la migraci6 i la invasio, sobretot en aquelles linies cel-lulars amb amplificacié de
N-MYC. També es va comprovar in vivo amb la linia SK-N-BE(2), amb N-MY(C amplificat,

on es va observar una reducci6 en el nombre de metastasis [185].

Hi ha diversos blocadors comercials al mercat que sén inhibidors de FAK. Algun d’ells, com el
PF-00562271, va ser testat en fase I en un assaig clinic en tumors solids avancats de ’adult, i
va presentar un perfil segur que posicionava a FAK com una bona diana terapeutica [186]. El
GSK2256098, que inhibeix FAK unint-se al lloc de fosforilacié de la tirosina 397, va demostrar
una disminucié de la proliferacié cel-lular, motilitat i supervivencia in vitro en cel-lules de
cancer pancreatic [187]. S’ha publicat els resultats de la fase I en pacients amb tumors solids
avangats tractats amb aquest inhibidor. Té un perfil de seguretat acceptable i presenta una
activitat clinica remarcable, essent capac¢ de reduir un 80% la forma fosforilada de FAK en
els tumors [188]. També s’han presentat resultats encoratjadors en fase I en pacients amb
recidiva de glioblastoma [189]. Un segon inhibidor de la fosforilacié de FAK a la Y397 és
el Defactinib (VS-6063, PF-04554878), que ja ha superat amb exit els assaigs clinics de fase
I [190, 191] i s’han publicat recentment els resultats de l'assaig clinic fase II amb pacients
afectats de mesotelioma pleural maligne. Malauradament, no es va aconseguir una millora de
la supervivencia després de I'administracié oral del Defactinib respecte al placebo, la qual cosa
fa descartar el Defactinib com una terapia de manteniment pels pacients amb mesotelioma
pleural maligne [192]. De moment no s’han publicat els resultats dels altres assaigs clinics

efectuats amb el Defactinib.

La senyalitzacié mediada per la fosforilacié de FAK és I'inici de moltes vies de senyalitzaci6 per
a moltes altres proteines, a part de les integrines -i no solament la integrina a931-. Qi Jiang
et al. van descriure els efectes fenotipics de I'inhibidor d’integrines rLj-RGD3 en cel-lules de
cancer d’ovari. La molecula és una toxina derivada de I'especie de peix Lampetra japonica

(Martens, 1868), i conté tres motius RGD. Per tant, esta dirigida a totes les integrines que
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contenen tal motiu. Aquesta molecula és capag de bloquejar la migracié i la invasié de les
cel-lules de cancer d’ovari, lligat a una disminucié dels nivells de p-FAK [193]. Hi ha una
diversitat de molecules amb motiu RGD testades in vitro. En cel-lules de cancer de mama,
es va observar com s’inhibia la migracié i la invasié amb una molecula dirigida al motiu
RGD, inhibint la fosforilacié de FAK i suprimint la via de senyalitzacié FAK/Akt/ERK, tot
impedint la interaccid entre les integrines av3, avf5 i o541 i les MMP-2/-9 [194]. Cheng
Du et al. van estudiar el complex que forma la integrina av33 amb el canal de calci BKCa,
i com aquest promou el creixement i la invasio en cel-lules de cancer de prostata mediat per
la fosforilacié de FAK [195].

En aquest treball doctoral per una banda s’ha identificat la inhibicié intracel-lular de la
proteina FAK mitjancant la reduccié dels nivells d’autofosforilacié de la tirosina 397 després
del bloqueig de la integrina a951. Tal com s’ha descrit, alguns autors proposen com a diana
la propia proteina FAK i hi ha assaigs clinics actius amb molecules inhibidores de FAK. Per
altra banda, caldria una recerca més exhaustiva per saber quina és la via de senyalitzacio
completa que s’interromp amb la inhibicié de la integrina «9/51, ja que FAK, al seu torn, pot

induir multiples vies.
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5.6 Implicacions terapeutiques

Malgrat I'evolucio de les terapies en els pacients amb RMS i 'augment de la supervivencia en
aquest tipus de cancer durant els ultims 30 anys, els pacients amb RMS metastatic continuen
tenint un baix pronostic i la principal causa de mort en aquests pacients és la presencia
de metastasi [19]. En el NBL, molts dels pacients d’alt risc presenten malaltia refractaria
i no disposem actualment de cap tractament per a ells [47]. Malauradament la situacié és
extensible en alguns cancers de 1’adult, on la supervivencia als 5 anys després del diagnostic
decreix del 80-90% al 10-20% en els casos amb preséncia de metastasi. La majoria dels
pacients amb cancer moren per la metastasi, fet pel qual el control d’aquesta hauria de ser
una de les missions urgents en el tractament del cancer [196]. La identificacié dels components
moleculars i mecanismes que controlen el procés metastatic és vital per tal de desenvolupar

terapies dirigides focalitzades a reduir la metastasi en aquests tipus de neoplasies.
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Les integrines han resultat ser ambit d’estudi al llarg dels anys com a dianes atractives per
la intervencié terapeutica gracies a l'accessibilitat al lloc d’unié al lligand. S’han publicat
estudis preclinics on mostren resultats prometedors amb molecules bloquejants especifiques
d’integrines, tals com els anticossos monoclonals intetumumab o abituzumab i el peptid
ciclic RGD Cilengitide. Tot i aix0, quan aquestes drogues s’han avaluat en diferents tipus de
cancers en assaigs clinics, han mostrat una eficacia moderada i cap d’elles ha estat aprovada
de moment pel tractament del cancer. Per exemple, estudis in vitro i estudis preclinics van
demostrar que la inhibicié de les integrines seria eficient per sensibilitzar el cancer de mama
i el glioblastoma a la radioterapia [197, 198]. Malgrat aixo, addicionant el Cilengitide al
tractament no es va aconseguir millorar la supervivencia dels pacients amb glioblastoma en
I’assaig clinic fase III realitzat. D’acord amb els resultats obtinguts, es va decidir aturar
el desenvolupament del Cilengitide com a agent antitumoral, tot i que els autors no van
descartar les integrines com una diana potencial pel glioblastoma [152]. Arran de la poca
eficacia del Cilengitide, s’ha obert pas al desenvolupament de nous antagonistes d’integrines
amb patrons d'unié diferents. Gran part dels nous agents bloquejants pertanyen al grup de
molecules petites inhibidores, i s’esta treballant per al seu desenvolupament com a molecules

anticanceroses en el tractament del glioblastoma [199].

Les estrategies terapeutiques actuals, incloent-hi el Cilengitide i tots els anticossos utilitzats
fins al moment en assaigs clinics, s’han dissenyat per interferir en la interaccié entre la
integrina i el lligand. Hi ha noves evidencies que descriuen que la senyalitzacié mediada
per les integrines pot efectuar-se en alguns casos independentment del lligand de la
matriu extracel-lular [200]. D’aquest fet, sumat a les resisténcies que puguin arribar
a desenvolupar les cel-lules canceroses, n’ha sorgit la necessitat de desenvolupar noves
estrategies terapeutiques alternatives, com la d’aprofitar el perfil especific d’expressié de
les integrines en el tumor. Aixi doncs, s’esta treballant en la linia d’utilitzar les integrines
RGD com a antigens associats al tumor per lliurar de manera selectiva i especifica agents
antitumorals [201]. Per exemple, hi ha estudis positius en immunoterapia, en els que es va
desenvolupar un peptid especific RGD fusionat amb el domini Fc de la immunoglobina G2a,
i es va administrar juntament amb IL-2. Es va aconseguir activar la resposta de cel-lules T
CD8™ i cel-lules NK i millorar la supervivencia en models preclinics de melanoma, cancer de
colon i fibrosarcoma [202]. Tot i aix0, els resultats d’aquests estudis estan de moment en

fase preclinica.

Malgrat que aquest treball s’ha centrat en la caracteritzacié ||jjjjjjjjjjjjde la integrina 0941,
han sorgit projectes paral-lels d’inhibicié downstream. Aixi, a causa de la complexitat de

les funcions de les integrines i el seu crosstalk amb els factors de creixement, alguns autors
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aposten per l'estrategia d’inhibir la senyalitzacié de les integrines a través de molecules per
sota d’elles més que les mateixes integrines, i FAK és, com ja hem comentat, una bona
candidata [96]. D’altra banda, en els tltims anys s’ha descrit que algunes de les vies de
senyalitzacié mediades per integrines estan implicades en el desenvolupament de resistencia
als medicaments [201]. A tall d’exemple, s’ha descrit la resistencia de diferents cancers
epitelials com els de pulmé, mama i pancrees a inhibidors de receptors tirosina quinasa
com l’erlotinib. S’ha observat com l’activacié de la via no canonica de la integrina avf3
pot donar lloc a la resisténcia i a la concessié de propietats de cel-lules mare a les cel-lules
tumorals. Molecularment, la integrina avf3 s'uneix a KRAS, que recluta RalB i TBKI,
activen la via de senyalitzacié6 NFxB i promouen la malignitat cel-lular. A més, la capacitat
de resistencia a l’erlotinib és independent de la unié amb el lligand de la integrina. Els autors
proposen una terapia combinada de ’erlotinib juntament amb un inhibidor downstream de la
via de senyalitzaci6é de 'avf33, per tal de sensibilitzar aquells tumors resistents a la inhibicié
dels receptors tirosina quinasa [203]. Aixi doncs, tot i el crosstalk que poden presentar les
integrines amb els factors de creixement s’ha de tenir en compte les integrines com a una
diana per se amb 'objectiu d’inhibir les vies cel-lulars que les integrines poden activar i donar

lloc a la malignitat cel-lular.

A més de ser dianes terapeutiques, diverses integrines com l'avB3, 'avf6 i 'abfl, sén
considerades sondes per estudis d’imatge del cancer per determinar el pronostic i I'eficacia
dels tractaments. S’ha dut a terme un assaig clinic usant la imatge PET (positron emission
tomography) per avaluar la carrega tumoral i l'angiogeénesi mitjancant un peptid RGD
especific per 'avf33, i s’esta duent a terme un altre assaig amb un peptid especific contra
I'avB6 en pacients amb cancer pancreatic per tal de detectar els tumors i avaluar la resposta
al tractament [201].

En aquest treball doctoral s’ha aprofundit sobre el coneixement de la integrina o951 en el
RMS i el NBL. S’ha demostrat la seva implicacié en el comportament maligne de les cel-lules
tumorals, amb un paper moderat en el creixement cel-lular pero un important rol en la invasio.

Les integrines son dianes terapeutiques ideals per la seva facil accessibilitat com a receptors

de superficie que interaccionen amb lligands extracel-lulars. |G

La nostra proposta i

la nostra diana obre la porta a una nova modalitat de tractament. D’aquesta manera, una

terapia dirigida a la inhibicié de la metastasi podria contribuir a reduir el percentatge de
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tumors primaris que intenten metastatitzar, amb 1'objectiu de disminuir el tant per cent
de pacients que experimenten recidives i augmentar la supervivencia d’aquest grup. Cal
destacar també 'amplitud que podria agafar aquest projecte, ja que no esta restringit a un
cancer especific siné que seria aplicable a tots aquells cancers, tant pediatric com d’adults,

que presentessin la integrina 941 com una proteina proinvasiva.
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6 Conclusions

Primera. S’ha detectat una expressié significativa de la integrina 951 en un terg del
conjunt de les linies cel-lulars de RMS utilitzades i en la majoria dels tumors humans de
RMS analitzats.

Segona. Els pacients amb RMS amb tincié positiva per la integrina o951 tendeixen a

presentar una menor supervivencia.

Tercera. El 100% de les linies de NBL analitzades, totes elles pertanyents a 'estadi 4 de la

malaltia, mostren una expressié elevada de la integrina a951.

Quarta. La inhibici6 genetica de la integrina o981 redueix modestament el creixement

cel-lular n vitro.

Cinquena. La inhibicié genetica de la integrina 951 redueix la invasié in vitro i in wvivo.
Totes les linies positives per la integrina 951 han mostrat una reduccié significativa i robusta

en la inhibicié de la invasio.

Sisena. La inhibici6é genetica de la integrina 951 disminueix els nivells de fosforilacié de
FAK sense afectar els nivells de FAK total.

Setena. El miR-7 i el miR-324 son dianes directes de la integrina o931 i tenen la capacitat

d’infraregular-la a nivell ’'mRNA i proteina.

Vuitena. El miR-7 presenta un efecte antiproliferatiu i antiinvasiu en les linies positives per
la integrina @951 de RMS. El miR-324 presenta un efecte antiproliferatiu i antiinvasiu més

especific, exclusiu en la linia RD.

Novena. El miR-7 i el miR-324 provoquen una disminucié de la fosforilacié de FAK. El

miR-7, a diferéencia del miR-324, també té efecte en la reduccié dels nivells totals de FAK.



8. Conclusions

Desena.

Onzena.

Dotzena.

Tretzena. Amb el conjunt de resultats, una terapia basada en la inhibicié de la integrina

a9p31 podria reduir el potencial metastatic de les cel-lules tumorals.
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