®

Universitat
de Barcelona

El papel de la via Notch en Rabdomiosarcoma

Anna Masia Fontana

() @

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicéncia Reconeixement 3.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento 3.0. Espafia de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0. Spain License.




D

Vall d'Hebron UNIVERSITAT DE BARCELONA

Institut de Recerca ),
| )

Programa de Doctorado en Biomedicina

Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona

El papel de la via Notch en Rabdomiosarcoma

Memoria presentada por Anna Masia Fontana para optar al grado de Doctor en Biomedicina

por la Universitat de Barcelona

Barcelona, 2013

Directora de Tesis Director de Tesis Tutora de Tesis Doctoranda

Dra. Soledad Dr. Josep Roma Dra. Anna Bigas Anna Masia
Gallego Melcén Castanyer Salvans Fontana






A Sergio
A mi padre
A mi abuelo

y a toda mi familia






ESQUEMA DE CONTENIDOS

ESQUEMA DE CONTENIDOS .........ououiieeeeeceeeeeecee et sesestesesse e sesesassesassssssesesassesssssesassesssesensnsees 1
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS ........coviueveecteeceeeeeetesesaetesessesessssssssssssessssssssassesssssssssssesasssssssssans 1
NOTAS PARA ELLECTOR ......ouvivieieieeeseee e tesae e seese s et se s s st as st sas s s sassssesassesanaans 5
ABREVIATURAS ........oouviieieeteeessieseesssesaess s s e s st s st sas s sss s se s et s s s s s sesesassassesaesassnsesas 5
INDICE ...ttt ettt ettt e sttt s s s s e s ssaet et et es s ssaeteses s enansesenas 9

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

INTRODUCCION

Figura .1 Aspecto microscépico de un RMS embrionario y alveolar ........cccccoveveviieeiiciinenns 22
Figura 1.2 Clasificacién anatomo-patoldgica y molecular del RMS ........ccoveeviiiiiiiiiieeeccieee e, 24
Figura 1.3 Modelo de miogénesis eSQUEIELICA ........ceeeiieeiiieiiiee e e 26
Figura 1.4 Organizacién de los dominios de los receptores Notch .......ccccecviviiiiieiiiiiinnnns 28
Figura 1.5 Organizacién de los dominios de los ligandos de Notch ........ccccvviiiiiiiiiiiinnnns 29
Figura 1.6 Activacién de la transcripcion mediada por NICD ......ccevevvciieiiiciee e 30
Figura 1.7 Componentes principales y factores reguladores de la via Notch .......ccccevvviinennnns 32
Figura 1.8 Organizacion de los dominios de las proteinas Hes y Hey ...ccoecvvecieeccieecceeeeen, 33
Figura 1.9 Implicacién de la via Notch en la miogénesis esquelética ........cccceevvcieeeeiineenns 38
Figura 1.10 Proceso de metdstasis: adhesién, migracién e invasion celular ...................... 42
Figura 1.11 Mecanismos de regulacion de la N-Caderina en Cancer .......ccccceveeeevveesveesceeennnn, 48
Figura 1.12 Esquema general de la estructura de una integrina .......ccccocceeevvciieeiiiieeeenciee e 55

Figura I.13 Cambios conformacionales de las integrinas relacionados con la regulacién

de la afinidad al HBANO .....cieiieiiiee e e 57
Figura 1.14 Mecanismo propuesto dela implicacidn de la a9B1 en la migracidn celular .......... 60
Figura 1.15 Representacién de la dinamica de las integrinas en la migracion celular .............. 61
RESULTADOS

Figura R.1 llustracidn de los genes diferencialmente expresados .....cccccveevivieeeincieeeiniieeenns 70
Figura R.2 La via Notch estd ampliamente expresada €n RMS ........cccceevciievieencieeceeeciee e 71



Figura R.3 La via Notch estd ampliamente activada en RMS ........cccoeoeevireiie e

Figura R.4 La activacion de la via Notch se correlaciona con la capacidad invasiva de
[as 1iNeas ClUIAres de RIMIS ...ttt e s st e e e e ssabe e e s sntaeessbeeeesans

Figura R.5 La activacidn de la via Notch se inhibe significativamente mediante GSlIs
en [iNeas Celulares de RIMS .......oo ittt ettt e s st e s be e s bt e e sabeesare s

Figura R.6 La inhibicidon de la activacion de la via Notch reduce significativamente la
movilidad en lineas celulares de RIMIS .......ooiiiiiiiiiiiie ettt s

Figura R.7 La inhibicidn de la activacion de la via Notch reduce significativamente la
invasividad en lineas celulares de RMS ..o oiiiiiie it

Figura R.8 La inhibicién de la activacion de la via Notch no afecta a la progresidn del
ciclo celular ni a la apopPtosis CEIUIAT ... e

Figura R.9 Efectos del silenciamiento de la activacidn de la via Notch usando
dnNMAMLL en la linea celular RH30 ..uoiiiiiiiieiciieeieeseeeiee ettt et st s

Figura R.10 La inhibicién farmacoldgica de la via Notch disminuye la adhesion celular
en [iNeas CelUlares de RIMS ... ittt e re e s e e st e e e sate e s teeereeesnseesneeas

Figura R.11 El tratamiento con GSls no afecta a la viabilidad celular ......cccccvviieiiiiinnnnns

Figura R.12 La inhibicion farmacolégica de la via Notch reduce significativamente la
expresion de N-Cadering € INteZriNa-09 ......ccccuvieeiiiiii et e e e e erre e e e areeas

Figura R.13 La inhibicion farmacolégica de la via Notch reduce significativamente la
eXPresion de N-CaderiNa .....ccccccieei ittt ete e e e e et e e e st e e e saaese e e e ataeeeessaeeessseees

Figura R.14 La modificacion genética de la via Notch afecta la expresion de la
N RO Yo [T o o - ISP PRSPt

Figura R.15 Niveles de expresién de N-Caderina mediante IC .......ccoovvvviiviniiiiiiinniiiiiinnenens

Figura R.16 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades adhesivas
de 1as CEIUIAS @ RIMS ..eeiiiieeectee ettt ettt et e s bt e e bt e s sabe e sabeesbaeenases

Figura R.17 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades moviles de
o< L] = e T 1 U

Figura R.18 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades invasivas
(o PR o= (] T o LI 3 1Y PSR

Figura R.19 Unién del NICD y Hesl con la regién promotora de la N-Caderina .................
Figura R.20 La N-Caderina esta ampliamente expresada en pacientes de RMS .................

Figura R.21 La expresién de la N-Caderina se correlaciona con la de Heslen tumores
Lo F= S U

Figura R.22 La inhibicion farmacoldgica de Notch reduce significativamente la
expresion de 1a INtEBIINA-09 ....ccuiiiii i e e et e et e e e e eeas



Figura R.23 La modificacion genética de la via Notch regula la expresion de la
(oY a=T=q g o T Bl o £ PP P PPPPOUPPPTPPPPRN 96

Figura R.24 La modificacion genética de la via Notch reduce la expresidn de la
Integrina-a9 causando una redistribucion en su localizacion celular .....ococvvvevciieiiinennnne. 98

Figura R.25 El bloqueo especifico de la Integrina-a9 reduce las propiedades invasivas

de 1as CEIUIAS 8 RMS ...ttt ettt st s sbe e e sbe e s s sbae e sabe e sabaesnaneesabeenas 100
Figura R.26 Unién de NICD y Hesl con la regién promotora de la Integrina-a9 ............. 101
Figura R.27 La Integrina-a9 esta ampliamente expresada en pacientes de RMS ............. 101

Figura R.28 La expresion de la Integrina-a9 se correlaciona con la de Hesl en

TUMOIES A8 RIVIS .ottt st e s st e e s st e e e satebeeeesbtaeessabaeeesanseeessans 102
Figura R.29 Generacidn de un modelo de xendgrafo ortotdpico de tumor de RMS .............. 103
Figura R.30 El tratamiento con GSl inhibe la activacién de la via Notch in vivo ............... 104

Figura R.31 El tratamiento con GSl inhibe el crecimiento de tumores de RMS in vivo .... 105

DISCUSION

Figura D.1 Modelo propuesto de la regulacion de procesos de adhesividad,

invasividad y movilidad celular mediada por Notch en células de RMS .........cccceennnnneen. 121
MATERIALES Y METODOS

Tabla M.M.1 Lineas celulares de RMS utilizadas .......cccoceeeiiiiiiiiniiiiiie e 131
Tabla M.M.2 Cantidades y volUmenes de transfeccién con FUGENEe .......cccceeeecvvveeeiineeens 136
Tabla M.M.3 Cantidades y volimenes de transfeccién con Lipofectamina™ .........coceue..... 136

Tabla M.M.4 Nombre del gen y n? de catalogo de Applied Biosystems de las sondas
utilizadas en los experimentos de RT-PCR ......couuiiiiiiiii e 141

Tabla M.M.5 Cantidades de las soluciones utilizadas en la preparacion del gel
YYo= T Lo Lo gV ole] s Tol =] o1 4 r-Ye [ o] SRNU USRS 145

Tabla M.M.6 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de Western-blot ... 146
Tabla M.M.7 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de IC ........ccccecvveenne 147
Tabla M.M.8 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de ChIP ................. 149
Tabla M.M.9 Listado de sondas utilizadas en las PCRs de los experimentos de ChIP ...... 149

Tabla M.M.10 Nombre del gen y n2 de catalogo de Applied Biosystems de las sondas
utilizadas en los experimentos de RT-PCR .........ccciiiiiieeiiiiie et e e e s e e e saaee s 155

Tabla M.M.11 Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo de IHC ......cccccoevvvviiiiinennns 159



Tabla M.M.12 Interpretacion de la IHC segun intensidad y porcentaje de marcaje ........ 159
Tabla M.M.13 Valor final de 1a tiNCION ...coovcuiiiiiiiiecc e e 159
Figura M.M.1 Esquema que muestra las diferentes fases de amplificacién por PCR ...... 140

Figura M.M.2 Visualizacién del crecimiento de los tumores mediante el sistema IVIS
Y 101 f U o T 162

ANEXOS

Tabla A.1 Relacidn entre la expresion de los componentes de la via Notch, N-Caderina
e Integrina-a9 y las caracteristicas clinicas y evolutivas de un de un panel de 38
PACIENTES B RIMIS .ottt e e et e e e et e e e stb e e e s e sabaeeeenstaeeeessaeesannseeenn 191

Tabla A.2 Relacién entre la activacion de la via Notch y los factores prondstico del
RMS €N 19 PACIENTES it e ee e e e e e e e e e e e et e e eeeeaeee s 192

Tabla A.3 Categorizacion de los factores prondstico segln criterios favorables (F) o
(o LT = Ve T =1 o1 F=T N (0 o S URTSS 192



NOTAS AL LECTOR

En general, los GENES aparecen en mayuscula y en cursiva y las Proteinas/proteinas aparecen

en minuscula. En este trabajo, y si no se especifica, CDH2 hace referencia al GEN, mientras

gue N-Caderina hace referencia a la proteina. Del mismo modo, la ITGA9 hace referencia al

GEN vy la Integrina-a9 a la proteina.
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del Hospital Vall d’Hebrén (Barcelona). La fundacion SMALL, junto con las entidades ICO,
Instituto de Salud Carlos Il y la Fundacién de La Maraté de TV3 han hecho posible la
realizacion de esta tesis doctoral.

Este estudio se inicié como consecuencia de los trabajos realizados por nuestro laboratorio, en
colaboracion con el Dr. Shaaf (Amsterdam, Netherlands), sobre la identificacion de genes
relevantes asociados a la patologia del Rabdomiosarcoma (RMS). A partir de estos trabajos, se
procedio al andlisis de la via Notch en células de RMS, el cual ha dado lugar a dos publicaciones
hasta el momento, adjuntadas en los Anexos de este trabajo. Los resultados descritos en los
articulos se detallan en el apartado de Resultados de la memoria. Estos representan la primera
descripcidon de la implicacion de la via Notch como elemento clave en la regulacién de
mecanismos de adhesividad, movilidad e invasividad en células de RMS. Ademads se propone
un mecanismo de regulacién de estos procesos, mediado por Notch, a través de la implicacién
de moléculas de adhesion, tales como la N-Caderina e Integrina-a9. A parte de los resultados
publicados en los articulos, en este trabajo se describen los efectos observados de la inhibicion
de la via Notch in vivo y se profundiza en la caracterizacion del estado muscular inmaduro
propio del RMS segln los niveles de expresidn de varios genes claves para el proceso de la
miogénesis, tales como la via Notch, la N-Caderina y la Integrina-a9 en un amplio abanico de
tumores de RMS.

La memoria de este trabajo consta de las siguientes partes: una Introduccién que pretende
facilitar una visién general del RMS, de la via de sefalizacién Notch y de su relacién con las
moléculas de adhesién N-Caderina e Integrina-a9; un apartado de Resultados que contiene los
resultados de los dos articulos publicados, mds resultados aun no publicados; una Discusion
general sobre todos los resultados obtenidos; un apartado de Conclusiones; un apartado de
Materiales y Métodos que detalla las técnicas y reactivos empleados y finalmente los Anexos,
donde se muestran los datos clinicos y moleculares de los pacientes estudiados, asi como los

articulos publicados.
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INTRODUCCION

L.1 Rabdomiosarcoma (RMS)

1.1.1 Consideraciones Clinicas

El RMS es el sarcoma de partes blandas mas comun de la infancia y de la adolescencia. Es un
tumor maligno de origen musculo-esquelético (1). Del total de casos de cancer infantil
registrados desde 1980 en Espafia, el 7.5% corresponden a sarcomas de tejidos blandos,
siendo el RMS el tipo mds frecuente (suponiendo aproximadamente el 62% de los sarcomas de
partes blandas) (2).

La supervivencia actual de los pacientes afectos de rabdomiosarcoma esta alrededor del 70%
aunque la curacién depende del tipo especifico de tumor, de su localizacién y del grado de
diseminacion (3).

El RMS puede diseminarse de forma local (infiltrandose en los tejidos situados en la inmediata
vecindad del lugar en el que se origind), regional (las células tumorales migran a los ganglios
linfaticos que drenan la zona donde se origind) o a distancia (las células malignas viajan a
través de la corriente sanguinea a otra parte del cuerpo). Los lugares mds habituales de
diseminacién a distancia del RMS son los pulmones, los huesos y la médula dsea. Los pacientes
con enfermedad diseminada contintan teniendo un mal prondstico a pesar del uso de terapias
intensivas (4-7).

Los sitios primarios mas comunes donde aparece el RMS son la cabeza y el cuello
(parameningeas, Orbita, faringe), las vias genitourinarias y las extremidades. Otros sitios
primarios no tan frecuentes son el tronco, la pared tordcica, abdomen (incluyendo el

retroperitoneo y tracto biliar) y la regién del perineo/ano (7, 8).

1.1.2 Clasificacion celular: Histologia

La caracteristica definitoria del RMS es la evidencia demostrable de su estirpe muscular
esquelética, ya sea por su aspecto microscépico o por el patrén de tincién inmunohistoquimica
(IHC) (9). Es un tumor de célula pequena y redonda que forma diferentes estructuras
histoldgicas, permitiendo su clasificacién en varios tipos histoldgicos: embrionario (que consta
de los siguientes subtipos: botrioide y de células fusiformes/fusocelular), alveolar o

pleomérfico (10, 11).

Rabdomiosarcoma embrionario (eRMS)
Aproximadamente dos tercios de los nifios con RMS presentan el tipo embrionario (eRMS)

(60% del total) (12). Estos tumores son mas comunes en nifios pequefios de entre 0 y 5 afios
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de edad. Los lugares mas comunes donde se desarrollan son en la cabeza, el cuello (incluyendo
la localizacidn parameningea) y el sistema genitourinario (incluyendo vejiga y prostata). Esta
formado por células mesenquimales en diferentes estadios de diferenciacion muscular y
tienden a la diferenciacién de musculo estriado. Es un tumor con celularidad moderada vy
estroma mixoide laxo (11, 13) (Figura I.1).

Dentro del eRMS se encuentra el subtipo botrioide y el subtipo fusocelular. El subtipo
botrioide se caracteriza por presentar un aspecto macroscoépico de racimo, a consecuencia de
los miofibroblastos que crecen por debajo de la superficie epitelial y subepitelial de la pared de
la vejiga y vagina formando el aspecto caracteristico poliploide. Generalmente se asocia con un

buen prondstico. El subtipo fusocelular es de localizacién frecuentemente testicular (12, 14).

Rabdomiosarcoma alveolar (aRMS)
Alrededor de un 20-25% de los nifios con RMS tienen la variante alveolar (aRMS). Estos
tumores son mucho mas frecuentes en adolescentes y asientan de forma habitual en las
extremidades (9). Las células tumorales tienden a ser mas pequefias y redondas, ofreciendo un
aspecto densamente celular. Deben su denominacién a la similitud que muestran con los
pequefios espacios aéreos saculares del pulmén (los alveolos pulmonares). Los aRMS

presentan un peor prondstico que las formas embrionarias (15, 16) (Figura I.1).

Figura I.1 Aspecto microscépico de un RMS embrionario y alveolar. A, imagen de un eRMS: se muestra
menos denso y mas fusiforme; aumento x400. B, imagen de un aRMS: las células son tipicamente mas pequefias
y redondas. Arquitecturalmente se distribuyen revistiendo pseudoespacios que remedan los pequefios espacios
aéreos saculares distales del pulmén (alveolos); aumento x1000. Figura adaptadad de Leonard H. y Wexler,
2004.

Rabdomiosarcoma pleomorfico
El RMS pleomoérfico se presenta principalmente en pacientes adultos de entre 25 y 50 afios de
edad y representa aproximadamente el 8% de los RMS. Normalmente presentan un prondstico

desfavorable, similar al del subtipo aRMS. Se pueden originar en diversas localizaciones, tales
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como las extremidades, partes blandas y d&rganos profundos como el corazén.
Macroscépicamente tienen la forma del mdusculo donde se originan, mientras que
microscépicamente tienen un aspecto muy pleomoérfico con numerosas células gigantes

tumorales (17, 18).

Sarcoma indiferenciado
Representan el 11% de los casos de RMS y se incluyen en esta categoria los sarcomas
anaplasicos difusos. Se caracterizan por tener un nudcleo hipercromatico largo y mitosis

atipicas. Suelen tener también un mal prondstico (14).

Sarcoma no clasificable
Un 5-10% de los niflos con RMS presenta tumores que no pueden ser tipificados o
categorizados de manera definitoria, porque no cumplen ninguna de las caracteristicas

citoldgicas mencionadas. Suelen tener un mal prondstico (14).

1.1.3 Caracteristicas cromosdmicas y moleculares

Las histologias embrionarias y alveolares tienen caracteristicas moleculares distintivas que han
sido utilizadas en la confirmacidn del diagndstico histolégico, siendo de gran utilidad en el
control de la enfermedad residual minima durante el tratamiento (10).

Aproximadamente el 90% de los casos de aRMS, poseen una translocacidn caracteristica entre
el brazo largo del cromosoma 2 y el brazo largo del cromosoma 13 t(2; 13) (935; q14); o entre
el brazo corto del cromosoma 1 y el brazo largo del cromosoma 13 t(1; 13) (p36; q14) (19).
Esta translocacidén genera una fusidn de los genes PAX3 o PAX7 (reguladores transcripcionales
del desarrollo muscular, Paired box genes) con el gen FKHR, también conocido como FOXO1A
(un miembro de la familia de factores de transcripcidon Forkhead/HNF-3) (20, 21). Aunque se
desconoce la consecuencia precisa de estas translocaciones, diversos estudios demuestran que
el resultado de esta fusidn es la activacidon anormal de la transcripcion de uno o varios genes
que contribuyen a la transformacién neoplasica (22) (Figura 1.2).

Los aRMS con translocacién en PAX3-FKHR representan aproximadamente el 59% de los casos,
mientras que los pacientes con translocacién en PAX7-FKHR representan el 19%. Los pacientes
con translocacion en el gen PAX3 suelen tener peor prondstico que los pacientes con
translocacion en el gen PAX7 (4).

Los tumores con histologia alveolar que carecen de translocacidn representan

aproximadamente el 10% de los casos de aRMS. Presentan un perfil de expresidon génica que
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resulta mas parecido a los eRMS que a los aRMS. Suelen tener un prondstico mas favorable
que los aRMS PAX3", pero menos favorable que los aRMS PAX7" (23, 24).

En el subtipo embrionario no existe ninguna translocacidn caracteristica descrita. Sin embargo,
con frecuencia, muestran pérdida de material gendmico especifico en el brazo corto del

cromosoma 11 (11p15) y una ganancia en los cromosomas 2, 7, 8, 11, 12 y 17 (25)(Figura 1.2).

Rhabdomyosarcoma
Anatomopathological
RIS aRM5 Diagnosis
PAX7-FKHR PAX3-FKHR | Molecular
Without Translocation Diagnosis
v
Group | Group Il Group llI Group IV Classification

Figura 1.2 Clasificacion anatomo-patoldgica y molecular del RMS. La grafica muestra la clasificacién
histolégica y molecular del RMS. A nivel anatomo-patolégico se clasifica segun los subtipos embrionario (eRMS)
y alveolar (aRMS). Dentro del subtipo alveolar hay una subclasificacién molecular, en funcién del tipo de
translocacion.

1.1.4 Origen del Rabdomiosarcoma

El proceso de formacidn del musculo esquelético durante la embriogénesis y la regeneracion
muscular adulta se conoce con el nombre de miogénesis. Todos los musculos esqueléticos de
los vertebrados son generados desde el mesodermo paraxial, el cual es segmentado en
somitas en cada lado del tubo neural y del notocordo. Durante el desarrollo, cada somita es
compartimentalizada en el dermomiotomo y el esclerotomo (que posteriormente generara los
tejidos dseos). En el dermomiotomo se generaran los tejidos del musculo esquelético. Durante
este proceso, las células progenitoras mesodérmicas progresan a lo largo de diferentes etapas,

hasta formar la fibra muscular madura. Estas etapas son: la determinacion del linaje
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miobldstico, la proliferacion celular, el arresto del ciclo celular para permitir la fusidon de
mioblastos mononucleados en miotubos plurinucleados y finalmente la diferenciacién
morfoldgica (26). Durante este proceso de formacion, algunos mioblastos quedan en estado
quiescente y son los que formaran, en el musculo esquelético maduro, las células madre
llamadas células satélites. Las células satélites, son células quiescentes mononucleadas que se
encuentran adyacentes a las fibras musculares maduras. Estas células son capaces de
proliferar, diferenciarse y fusionarse con fibras musculares existentes en caso de dano
muscular. Ademas son capaces de autorenovarse y generar nuevas células satélites, generando
un depdsito de células madre o satélite en caso de necesidad. El programa de diferenciacién
que utilizan las células satélites durante la reparacién del musculo adulto es muy similar al que
siguen las células progenitoras musculares durante el desarrollo embrionario (27).

La diferenciacién de los mioblastos supone cambios génicos caracterizados por la coordinacion
de genes que codifican proteinas importantes para el desarrollo del musculo esquelético. Esta
diferenciacidon se regula por la combinacién de factores de transcripcion especificos del
musculo esquelético: factores de transcripcién miogénicos o MRFs (Muscle regulatory factors);
y por otros factores de transcripcidn, principalmente los factores de transcripcion MEFs
(Myocyte enhanced factors) y los genes PAX. Los MRFs pertenecen a una superfamilia de
factores de transcripcién tipo bHLH (basic Hélix-loop-Hélix), formada por MyoD (llamado
también Myf-3, Myoblast determination protein 1), Myf-5 (Myogenic factor 5), miogenina o
Myf-1 (Myogenic factor 1) y Mrf-4 (Muscle regulatory factors 4) o Myf-6 (Myogenic factor
6)(26, 27).

Las células progenitoras musculares o las células satélites, las cuales son positivas para los
marcadores CD34 (28) y M-caderina, son inducidas a convertirse en mioblastos gracias a la
expresidon del factor de transcripcion Pax3. Se cree que la activacién de este gen regula la
entrada al programa de diferenciacion muscular esquelética (29). La determinacion del
musculo esquelético y la adquisicion de los precursores miobldsticos, a parte de requerir
algunos de los genes PAX, dependen también de la expresiéon de Myf5 y Mrf-4 (31). Se ha
demostrado que Pax3 activa Myf5 y puede activar también MyoD. A su vez Mrf-4 también
regula la expresion de MyoD dando lugar a la especificacidon del fenotipo muscular (32). La
expresion de MyoD, ademas, permite la diferenciacién temprana de mioblastos a miotubos,
mientras que las expresiones de miogenina y posteriormente de Mrf4 son necesarias para
completar el proceso de la diferenciacién muscular esquelética (29, 33) (Figura I.3). A pesar de
gue se haya descrito la implicacién de los genes PAX3 y 7 en la miogénesis del musculo

esquelético, se desconoce por qué las translocaciones PAX3/7-FKHR, las cuales generan una
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activacion constitutiva de los factores de transcripcién quiméricos correspondientes, dan lugar
a un fenotipo oncogénico (30).

Durante la regeneracidon muscular, la secuencia de expresidon de los MRFs se comparta de
manera similar que en el desarrollo embrionario: Myf5 y MyoD se expresan en los mioblastos
en proliferacidn; la miogenina junto con MyoD empieza a expresarse en estadios de
diferenciacidon primaria; y finalmente, en estadios mas avanzados es MRF4 el factor

predominante (26) (Figura 1.3).

PAX3
Embryogenesis
Myfs
\ Specification Diferentation Maduration
MyoD/Myf5 5 MyoD/ Miogenina/MRF4 —> MRF4
Uncommitted
mesodermal cells Myogeniccells Myoblast Myotubes Maturing muscle
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Figura 1.3 Modelo de miogénesis esquelética. Representaciéon de la expresiéon del MRFs durante el
desarrollo muscular (embriogénesis y musculo adulto), mostrando los posibles origenes celulares del RMS.
Figura adaptadad de Sartolli y Caretti, 2005; Hettmer y Wagers, 2010.

El RMS surge como consecuencia de una disrupcidon en la regulacion del crecimiento vy
diferenciacion de las células precursoras de la miogénesis (34). No se sabe cual es exactamente
el mecanismo responsable de esta disrupcidn, ni en qué punto se interrumpe el proceso de la
miogénesis para acabar convirtiendo las células miogénicas en células malignas. El avance en el
conocimiento de los procesos bioldgicos que subyacen el desarrollo y mantenimiento del RMS

puede ayudar al progreso de nuevas terapias especificas contra esta patologia.

26



INTRODUCCION

L2 La via Notch

1.2.1 Introduccion

A lo largo de la evolucién, los organismos pluricelulares han desarrollado una serie de
mecanismos reguladores que aseguran el correcto desarrollo y homeostasis de dérganos y
tejidos. Estos organismos se organizan de una forma muy compleja repartiendo las diversas
funciones celulares entre las distintas poblaciones de células, las cuales requieren de la
interaccion entre ellas para su correcto funcionamiento. De este modo, cada célula depende
de otras y las influye, coordinando procesos de proliferacién, crecimiento, migracion,
diferenciacion y apoptosis. Muchas de las interacciones entre células vecinas dependen de
receptores de membrana, entre los que se encuentran los receptores de la familia Notch. Estos
receptores son esenciales para el desarrollo y mantenimiento de los tejidos (35, 36).

El término Notch debe su nombre al origen del descubrimiento del gen. En 1914, John S.
Dexter observd la apariencia de una incisiones (notches en inglés) en las alas de las hembras de
moscas Drosophila melanogaster y observé que dichas incisiones eran producto de una
haploinsuficiencia de un gen, no identificado hasta aquel momento, el cual presentaba una
herencia dominante ligada al cromosoma X (37). Los alelos del gen fueron identificados en
1917 por Thomas Hunt Morgan. No fue hasta el 1980 cuando se llevaron a cabo analisis de

secuenciacion y estudios moleculares de los genes NOTCH (38).

1.2.2 Componentes de la via Notch

Los receptores Notch

Los genes NOTCH codifican para cuatro receptores transmembrana (Notchl-4) de
aproximadamente 300 kDa, cuya estructura estd altamente conservada. Son proteinas
transmembrana (receptores transmembrana de tipo |) involucradas en la transduccidon de
sefiales especificas, en respuesta a la unidn a sus ligandos.

Los receptores Notch constan de una subunidad extracelular, una regién transmembrana y un
dominio intracelular (Figura 1.4). La subunidad extracelular contiene multiples repeticiones en
tdndem de dominios EGF-like (Epidermal growth factor-like repeats), siendo las repeticiones 11
y 12 los sitios principales de unidn a sus ligandos (39, 40). Los dominios EGF-like se unen a
iones calcio y éstos determinan la conformacién y la afinidad del receptor Notch por sus
ligandos (41). Los receptores Notchl y Notch2, los cuales comparten entre si el mayor grado
de similitud, contienen 36 repeticiones EGF-like, mientras que Notch3 contiene 34 y Notch4

solamente 29. En el extremo C-terminal se encuentran tres repeticiones EGF-like que
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contienen residuos de cisteina, llamadas repeticiones LNG (Lin-12, Notch, GLp-1), implicadas
en el mantenimiento de la estabilidad del dominio extracelular y en la regulacién negativa de
la activacion del receptor en ausencia del ligando (42). Mutaciones puntuales en esta region
causan una sobreactivacion de la via Notch, causando leucemia linfoblastica aguda de células T
(T-ALL) en humanos (43). La regién N-terminal del dominio transmembrana es una region
extracelular que consta de dos regiones importantes en el procesamiento y regulacién de la via
Notch. La primera, llamada S2, es un dominio susceptible de protedlisis por la metaloproteasa
TACE/ADAM 17 (TNFa converting enzyme/A desintegrin and metalloproteinasa 17) (44) (véase
1.2.3 Activacion de la via Notch). La segunda es un link no covalente entre residuos de cisteina

gue funciona como dominio de heterodimerizacidn.

Notch Extracellular Domain
A

HD. NICD
29 to 36 EGF repeats ﬁ k

Fl

1 il WY
B ANK | |
RAM NLS

Figura .4 Organizacion de los dominios de los receptores Notch. Abreviaturas: ANK (ankyrin domains),
EGF (epidermal growth factor-like), HD (heterodimerization domain), NLS (nuclear localization sequence), PEST
(proline-, glutamic acid-, serine-, and threonine-rich domain), RAM (Rbp-Jk association module), TD
(transmembrane domain). El nimero de las repeticiones de los dominios EFG son de 36 en Notch1 y Notch2, 34
en Notch3 y 29 en Notch4. La lineas punteadas representan las interacciones entre las dos partes de la forma
heterodimérica de Notch; los fragmentos amarillos representan dominios adicionales de las secuencias NLS.
Figura adaptada de Zanotti, S. 2010.

El domino intracelular de Notch tienen una serie de regiones altamente conservadas con una
funcionalidad muy concreta. Posee un residuo de valina que es objeto de protedlisis (S3) en el
momento en el que se produce la unién receptor-ligando, liberdndose el fragmento NICD
(Notch intracelular domain). El NICD puede interaccionar con un elevado numero de moléculas
mediante dos dominios: RAM (Rbp-Jk association module) y las repeticiones de anquirina
(ANKR). Después de las repeticiones de ANKR se encuentra una secuencia de localizacion
nuclear, seguida de un dominio transactivador que difiere en los cuatros receptores Notch.
Mientras que Notchl tiene una secuencia fuerte de transactivaciéon en este dominio, Notch2
tiene una actividad mucho mas débil y tanto Notch3 como Notch4 carecen de capacidad
transcripcional (45). El extremo C-terminal consiste en un dominio rico en residuos de prolina
(P), acido glutdmico (E), serina (S) y treonina (T) (PEST). Esta regidn actia como seiial peptidica
para la ubiquitinizacidn y degradacién del dominio intracelular de Notch regulando el descenso

de la actividad sefializadora de la via (Figura 1.4) (véase 1.2.3 Activacidn de la via Notch) (40). A
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pesar de que poseen una estructura muy similar entre si en mamiferos, con diferencias
esenciales en las porciones extracelulares y citoplasmaticas, los receptores de Notch pueden

tener funciones redundantes o Unicas (46).

Los ligandos Delta y Jagged
La sefializacién a través de los receptores Notch se inicia por la unién con uno de sus ligandos,
situados en células contiguas. En Drosophila se han identificado dos ligandos de Notch (Delta y
Serrate), mientras que en vertebrados se han identificado cinco (Jaggedl, Jagged2, Deltal,
Delta3 y Deltad). Los ligandos son proteinas transmembrana caracterizadas por tener en la
region extracelular repeticiones en tdndem de dominios EGF-like. A diferencia de los ligandos
Delta, los ligandos Jagged contienen un dominio rico en cisteina (CR) importantes para el
ensamblaje de estas proteinas. El dominio de unidn a Notch se encuentra en el extremo N-
terminal formado por un dominio caracteristico, llamado DSL (Delta/Serrate/ Lag2), y dos
repeticiones en tdndem de dominios de EGF-like, llamados Delta y OSM11-like (DOS) (Figura
I.5) (47, 48, 49). La regidn intracelular estd mucho menos conservada, consta de unos pocos

aminodcidos y se desconoce su funcionalidad especifica (40).
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Figura 1.5 Organizacién de los dominios de los ligandos de Notch. Abreviaturas: C (regiéon C-terminal), CR
(cysteine-rich domain), DOS (Delta and OSM-11-like proteins), DSL (Delta/Serrate/Lag2 motif), EGF (epidermal

growth factor-like repeat), N (N-terminal signal) Y TD (transmembrane domain). Figura adaptada de Zanotti, S.
2010.
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1.2.3 Activacion de la via Notch

Notch es sintetizado como un péptido inmaduro en el reticulo endoplasmatico donde pasa a la
red trans-Golgi para ser procesado. El procesamiento consiste en la protedlisis y posterior
glicosilacién de los residuos de EGF mediada por O-Fucosil Transferasa-1 (O-FucT-1) y Fringe
(Fng). Notch es procesado con un primer corte proteolitico (S1) mediado por una Furina,
generando el dominio extracelular de Notch y el NICD. Ambos dominios interactian entre ellos
de manera no covalente, en una forma dependiente de calcio, generando un péptido maduro,

que finalmente es expuesto en la membrana celular para ser activado por sus ligandos (39, 50).
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Figura 1.6 Activacién de la transcripcion mediada por NICD. Bajo condiciones basales los correpresores
transcripcionales se unen al promotor Epstein-Barr virus latency C1, Suppressor of Hairless, y Lagl (CSL) y
secuestran las histonas desacetilasas (HDAC) para suprimir la transcripcién de los genes diana. Cuando el NICD
se transloca al nucleo, se forma un complejo alternativo compuesto por el NICD, CSL y MAML. Este complejo
desplaza los correpresores y las HDAC, reclutando CBP/p300 y las histonas aciltransferasas (Ac), permitiendo el
inicio de la transcripcién. Figura adaptada de Zanotti, S. 2010.

La interaccion de Notch con sus ligandos desencadena una serie de procesamientos
proteoliticos del receptor, necesarios para la activaciéon de la via. El primer corte se da en la
region extracelular del receptor, denominada S2. La responsable de este procesamiento es la
proteasa de la familia ADAM, llamada TACE o ADAM17 en vertebrados y Kuzbanian en
Drosophila, la cual genera un péptido intermedio inestable (NotchAE). Este péptido sufre otro
corte proteolitico en la regién transmembrana, llamada S3, mediante el complejo de la y-
secretasa. Este complejo estd formado por la Presenilina 1 (PS1), la Nicastrina, Pen-2
(Presenilin enhancer 2) y Aph-1 (Anterior pharynx defectiva). El corte del complejo y-secretasa
libera el fragmento intracelular (NICD), el cual se transloca al nucleo y se une al factor de

transcripcién CSL. El factor CSL debe su nombre a las proteinas que lo integran en los
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diferentes organismos: CBF1(C-promoter binding factor-1) en humanos, RBP-jk (Recombination
signal sequence-binding protein Jk) en mamiferos, Su(H)/Lagl (Supressor of Hairless/Lin-12 y
glp-1) en Drosophila y C.elegans respectivamente (51).

En ausencia de NICD, el factor de transcripcion CSL estd unido al DNA y a proteinas
corepresoras (SMRT —Silencing mediator for retinoid and thyroid receptor—, N-CoRs —Nuclear
receptor corepressor—), las cuales reclutan el complejo de histonas desacetilasas (HDAC) para
suprimir la transcripciéon. Cuando NICD se une al factor CSL, Notch desplaza los complejos
corepresores y recluta varios coactivadores, como las histonas acetil transferasa p300 vy el
coactivador especifico de Notch MAML1 (Mastermind-like1), convirtiendo las proteinas CSL en
activadoras transcripcionales (40, 52). Como consecuencia, se activa la expresion de los genes

HES (Hairy enhanced of Split) y HEY/HRT (Hairy related transcriptor factor) (60) (Figura 1.6).

1.2.4 Regulacion de la via Notch

La expresidon de los receptores Notch y su ligandos queda supeditada a un conjunto de
mecanismos reguladores para asegurar la correcta coordinacion de la via durante el desarrollo
y mantenimiento de los tejidos. Uno de estos mecanismos que asegura la especificidad e
intensidad de unidn entre Notch y sus ligandos es la glicosilacion. Tanto Notch como sus
ligandos son glicoproteinas y este proceso de glicosilacién en los dominios EGF-like tiene
propiedades reguladoras sobre sus funciones. Inicialmente la enzima O-FucT-1 agrega una
fucosa en los residuos de serina y treonina. Después la cadena de carbohidratos se sigue
extendiendo por la accion de Fng. Los genes Fng codifican para la N-
acetilglucosaminiltransferasas, que adicionan residuos de N-acetilglucosamida a los grupos 3'-
OH de las fucosas unidas a las repeticiones EGF. La incorporacién de moléculas de fucosa es
basica para que se produzca la interaccién ligando-receptor, mientras que el nivel de
glicosilacién, dependiente de Fng, modula la respuesta a los diferentes tipos de ligandos,
incrementando la unidn a Delta e inhibiendo la respuesta de los ligandos Jagged/Serrate.
Varios de los elementos repetidos de EGF tienen el potencial de ser modificados, dando la
posibilidad de generar un gran repertorio de receptores que permiten la especificidad a sus
ligandos (38, 53).

Otro mecanismo que regula la activacién de la via Notch es la ubiquitinizacidn. Los niveles de
actividad de Notch dependerdn exclusivamente de la concentracidon nuclear de NICD. La
actividad de Supresor de Deltex (Su[Dx]) y Deltex (Dx) se han asociado al trafico, endocitosis y
degradacién del receptor Notch. Cuando el receptor es ubiquitinado por Su(Dx), éste entra en

la via endocitica para ser degradado. Dx por el contrario, antagoniza la actividad de Su(Dx),
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inhibiendo el ingreso del receptor Notch a la via endocitica y regulando su tiempo y
localizacién en la membrana celular. Numb, que es una E-ubiquitin ligasa, es otro importante
regulador negativo que participa en el ingreso de NICD en la via endocitica para ser degradado
como lo hace Su(Dx). La ubiquitinizacidn no sdlo participa en la degradacion de péptidos, sino
también en la activacidn, transporte y localizacidn membranal de los mismos (54). La duracién
de la transcripcién de Notch también es un elemento regulado, donde participa MAML1, que
promueve la fosforilacion del dominio PEST y la subsiguiente degradacion de NICD mediante el

reclutamiento de Cdk8 (55) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Componentes principales y factores reguladores de la via Notch. Los receptores de Notch son
sintetizados como proteinas precursoras unicas que son proteolizadas en el aparato de Golgi mediante una
Furin-like proteasa durante su transporte a la superficie celular donde se expresan como heterodimeros. La
glicosiltransferasa Fringe modifica los dominios EGF-like repeats afiadiendo N-acetilglucosamina en el aparato de
Golgi. La sefializacién de Notch se inicia después de la interacciéon ligando-receptor, el cual induce dos cortes
proteoliticos. El primer corte en el dominio extracelular es mediado por la metaloproteinasa TACE. La subunidad
extracelular proteolizada se “trans-endocita” mediante las células vecinas que expresan los ligandos, este
proceso se controla mediante ubiquitinizacién. El segundo corte ocurre en el dominio transmembrana y es
mediado por las actividad de la alfa-secretasa. El dominio NICD se transloca al ntcleo y se une a los factores CSL.
La interaccidn permite la activacion transcricional mediante el desplazamiento de complejos corepresores (CoR)

y el reclutamiento simultaneo de coactivadores (CoA). El nivel de glicosilacién dependiente de Fringe modula la
respuesta a los diferentes tipos de ligandos. Figura adaptada de Gazave, E. 2009.
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1.2.5 Los genes diana de Notch

A pesar de los numerosos procesos que regula la via Notch, son muy pocos los genes diana
descritos hasta el momento. Lo mas conocidos son los llamados bHLH (del inglés basic helix-
loop-helix). En Drosophila los componen la familia de Hairy y E(Spl), mientras que en
mamiferos se conocen las familias de HEY y HES principalmente. Hasta el momento, se han
identificado en mamiferos siete genes HES (HES1-7). A excepcion de HES2, 3 y 6, los cuales
aparecen como dianas independientes de la via Notch, los genes HES1, 5y 7 se han establecido
como dianas especificas de ésta. Hacen falta mas datos sobre el gen HES4 para determinar si
es dependiente o no de la via Notch (56). La familia de genes HEY se compone de los miembros
HEY1, 2 y L, los cuales todos ellos pueden ser inducidos por Notch (57). Ambas familias de
genes tienen un elevado grado de similitud estructural. Forman una familia de reguladores
transcripcionales que pertenecen a la familia bHLH, nombre que define su estructura. El
dominio HLH es el responsable de la dimerizacién de estas proteinas, imprescindible para
realizar su funcién. A continuacidn de este dominio se encuentra el dominio Orange, el cual
contribuye a la especificidad de estas interacciones proteina-proteina. Las proteinas Hes se
caracterizan por la presencia de un residuo de prolina altamente conservado en el dominio
basico, mientras que las proteinas Hey contienen un residuo de glicina. El dominio basico es el
encargado de la unién especifica a las secuencias de DNA, por este residuo que les diferencia
los genes HES son capaces de unirse a las cajas N y E (CACNAG, CANNTG), mientras que los
genes HEY sélo se unen a las cajas E. Otra diferencia se encuentra en el motivo tetrapéptido
del extremo C-terminal, donde las secuencias WRPW y YXXW estan presentes en la familia de

los genes HES y HEY respectivamente (56, 57) (Figura 1.8).
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Figura 1.8 Organizacion de los dominios de las proteinas Hes y Hey. Abreviaturas: bHLH (basic-helix-loop-
helix), Or (Orange), W (dominio WRPW) y Y (dominio YXXW). Los numeros indican el numero de los
aminoacidos de cada dominio.
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Los mecanismos de accion los genes HES y HEY conocidos hasta el momento son: unién directa
a secuencias del DNA que contengan los dominios de unidn N y E- box en los promotores de los
genes diana; uniones indirectas a través de otros factores de transcripcion, los cuales a
menudo transforma en represores transcripcionales, tales como Gata2 (Globin trasncriptor
factor) en la aorta embrionaria (58), Runx2 (Run-related transcriptor factor 2) en la vélvula
adrtica (59, 60) y Stat3 (Signal transducer and activator of transcription 3) en el sistema
nervioso central (61); y uniones a activadores transcripcionales bloqueando su actuacion (56).
Mayoritariamente funcionan como represores transcripcionales, aunque hay excepciones con
funcién antagdnica. Por ejemplo, el caso de Hes1 que actlia como regulador positivo de ciertos
genes, tales como el gen GAA (Acid alpha-glucosidase) y MASH1/ASCL1 (Achaete-scute
homolog 1) (62, 63).

1.2.6 Seiializacion de Notch independiente de CSL

La familia de factores de transcripcion CSL son los principales genes reguladores de la accion
transcripcional de NICD. Sin embargo, existen multiples evidencias que apoyan la existencia de
una via de sefalizacién independiente de CSL.

Inicialmente se observd en Drosophila cémo el fenotipo ocasionado en embriones por pérdida
de la funcion de Su(H) (CSL en mamiferos) era menos grave que el originado por mutaciones
directas en los receptores Notch. Se obtuvieron resultados similares en un estudio donde
comparaban mutantes de NOTCH con mutantes de CBP en ratones (64). Posteriormente,
varios estudios reportaron la existencia de esta via independiente de los factores CSL en varios
tejidos celulares en vertebrados (65). En la linea celular miogénica C2C12, Notch bloquea la
diferenciacidon de los miocitos a miotubos inhibiendo la accién del factor de transcripcion
especifico del musculo MyoD. Esta diferenciacién se encuentra también bloqueada cuando se
utilizan formas mutantes de NOTCH que no se pueden unir a los factores CSL, sugiriendo que la
implicacion de Notch en este proceso puede ser independiente de los factores CSL (66).

En la sefializacién mediada por Notch independiente de CSL, el NICD puede actuar de formas
muy diversas: 1) una vez proteolizado se transloca al nucleo donde interacciona con
coactivadores especificos de tejido y otros factores no definidos para activar la transcripcion,
2) el NICD proteolizado interacciona con componentes de otras vias de sefializacién, activando
la transcripcion; 3) o puede actuar fuera del nucleo, uniéndose a la membrana celular y
activando otras vias de sefializacién (65). La interrelacion de la via Notch con otras vias de
sefializacion se ha visto implicada en varios procesos celulares, tales como la especificacion,

proliferacién y oncogénesis. Algunos de los ejemplos mas destacados son:
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Notch y Wnt

La sefializacién de Wnt, al igual que la via Notch, es importante para la homeostasis y la
diferenciacion de muchos tejidos y érganos celulares. La activacién de la via de Wnt se lleva a
cabo mediante sus co-receptores Arrow/LRP, los cuales a través del receptor Frizzled activan el
adaptador citoplasmatico Dishevelled (Dsh), permitiendo que la proteina B-catenina entre a
nucleo y actue como coactivador transcripcional de los factores de transcripcién TCF (T-cell
factor). En ausencia de Wnt, la proteina B-catenina es degradada por accion de GSK3f3
(Glycogen synthase kinase-38), Axin, APC (Adenomatosis polyposis coli), la proteina fosfatasa
2A (PP2A) y la quinasa casein 1la (CK1a) (67).

Se han descrito varias interacciones reguladoras entre ambas vias de sefalizacion. Entre ellas,
la interaccion de Dsh con NICD (68, 69); la interaccidn de NICD con varios componentes del
complejo de destruccidn de la B-catenina, tales como Axin (el cual afecta la estabilidad de la B-

catenina) y el factor APC (Adenomatous polyposis coli) (70).

Notch y Ras
Existen numerosos ejemplos de cross-talk entre las vias de sefalizacion Notch y Ras debido a

que los dos efectores actian sobre componentes del otro. Estas relaciones pueden ser:

Antagonistas: Ras promueve el descenso en la expresién del receptor Notch en C. elegans.
También se ha visto involucarda en el bloqueo de la actividad transcripcional de los genes
diana de Notch mediante MAPK (Mitogen-activated protein), la cual fosforila la proteina
Groucho, y éste a su vez inhibe el gen E(spl)-Enhancer of Split en D. Melangoster. Del mismo
modo, se ha descrito la implicacién de Notch en la transcripcion de los genes inhibidores de la

via de Ras (71).

Agonistas: Notch y Ras pueden actuar de forma conjunta sobre el mismo promotor o sobre
promotores diferentes con el objetivo de conseguir una determinacién y diferenciacion celular
concreta. Estos mecanismos de cooperacion son especialmente importantes para adquirir la

capacidad de transformar células o para el mantenimiento del fenotipo tumoral.

En tumores de glandula mamaria iniciados por Notch4 se encontraron activados los diferentes
elementos de la via Ras (p. ej.: MEK), los cuales son cruciales para el mantenimiento del
fenotipo maligno y el crecimiento independiente de un soporte sélido (72). Por otra parte, en
fibroblastos transformados por Ras se detectd una regulacidon positiva tanto del receptor

Notch como de otros elementos de la via, tales como PS1 o Deltal. Esta desregulacion de
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Notch mostré ser un elemento clave en el mantenimiento del fenotipo maligno de estas

células (73).

Notch y TGFB1
Los ligandos de la familia TGFB1 (Transforming growht factor 61) son moléculas secretadas
que se unen diméricamente a receptores transmembrana serina/treonina quinasa. Esta unioén
produce la activacién de varias vias de sefializacion dependientes de las proteinas reguladoras
Smads o independientes de éstas (74, 75). La sefializacién dependiente de Smad, permite la
interaccion con otros Smads, los cuales se translocan al nucleo activando diferentes factores
de transcripcidn (c-Jun, c-Fos, Fox1H1, Gli-3) y permitiendo el control de diferentes procesos
tales como el control del ciclo celular y la regulacion de la matriz extracelular (ECM). La
sefializacion independiente de Smad, implica la activacidn de la via de sefializacién MAPK. Las
MAPKs son serina/treonina quinasas que se activan en respuesta a varias sefiales
extracelulares, entre ellas la via de sefalizacion TGFB1. Se han identificado tres grupos
diferentes de MAPKs en mamiferos: ERK (Extracelular signal-requlated kinases), JNKs (c-Jun N-
terminal kinases) y p38 MAPK, implicadas en muchos procesos celulares (75, 76). Varios
estudios han demostrado que existe una interaccion directa entre el NICD y los mediadores
intracelulares de la via de TGFB1 ( las proteinas Smad y las MAPKs). Esta interaccion se ha visto
implicada en la regulacion de los genes diana de Notch (HES1 y HEY1), en la inhibicién de la

diferenciacion miogénica y en la migracidn celular en células endoteliales (75, 77).

Notch y PI3K-AKT
El gen PTEN (Phosphatase and tensin homolog) es un supresor de tumores que inhibe la via de
sefializacion PI3K-AKT (Phosphatidylinositol 3 kinases/ Activated kinase murine thymoma),
regulando la proliferacion. Notch controla una compleja red transcripcional que disminuye la
expresion de PTEN activando la via de AKT. Mutaciones que activan constitutivamente Notch o
provocan la perdida de funcidn de PTEN causan una hiperactividad de la cinasa Akt que
contribuye a la transformacion celular inducida por Notch y a la aparicién de un fenotipo

maligno, como sucede en T-ALL (78, 79).

Notch y Hedgehog
La via de sefializacién de Hedgehog (Hh) es esencial en la embriogénesis debido a su
implicacion en el desarrollo de multiples érganos, donde controla aspectos tan importantes
como la especificacién de los distintos tipos celulares, la proliferacion y la diferenciacion. Los

mamiferos presentan tres genes de la familia Hh, llamados Sonic hedgehog (SHH), Indian
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hedgehog (IHH) y Desert hedgehog (DHH). Cuando los ligandos de Hh se unen a los receptores
patched (Ptchl y Ptch2), se activa Smoothened (Smo). La activacién de Smo en la membrana
citoplasmatica evita la degradacidn proteosomal de la familia de las proteinas Gli (Gli1, Gli2 y
Gli3), produciéndose la translocacidn de éstas al nucleo activando la transcripcién. Las dianas
mas conocidas de la via son Glil, Ptchl y Hhip (Hedgehog interacting protein), los cuales son
genes de la propia via.

Varios estudios han descrito la existencia de una interaccién entre la via de Hh y la via Notch.
Ingram WI. y colaboradores demostraron que la transcripciéon de HES1 podia ser activada
mediante los ligandos de Hh, independientemente de la activacidén de la via Notch, en células
mesodérmicas y neuronales (80). Ademads, se ha demostrado la unidn directa del factor de
transcripcién Hesl con el promotor de GL/1, reprimiendo su funciéon e influenciando la via de

sefializacion Hh en glioblastoma (81).

1.2.7 Evidencias de la implicacion de la via Notch en RMS

El papel que jugaba la via Notch en la oncogenicidad del RMS era totalmente desconocido al
inicio de nuestro estudio. La hipdtesis de partida fue que la via Notch podria tener un papel
importante en el mantenimiento del estado inmaduro muscular caracteristico del RMS (35).
Los antecedentes que nos condujeron a plantearnos esta hipétesis fueron los siguientes: i) el
papel que juega la via Notch en el proceso de la miogénesis y en la activacién de las células

satélites; ii) y el perfil oncogénico de la via en una gran variedad de tumores.

El papel de la via Notch en la miogénesis

La via Notch juega un papel importante en la regulacién embrionaria y post-natal en la
miogénesis esquelética. Experimentos in vivo, realizados desde hace mas de una década, y mas
recientemente experimentos ex vivo han demostrado la implicacion de la via Notch en la
expansion e inhibicion de la diferenciacion de las células precursoras miogénicas (27, 33, 82,
83, 84, 85). Sin embargo el mecanismo molecular mediante el cual la via Notch ejerce sus
efectos inhibitorios no esta del todo claro.

Varios estudios demostraron que la activacién de la via Notch inhibia la actividad del factor
miogénico MyoD y Myf-5 durante la diferenciacion temprana (83, 84, 86, 87). Posteriormente
se sugirieron varios mecanismos moleculares mediados por Notch capaces de controlar la
diferenciacidn: el primero mediado a través del efector Hesl, el cual se observé que reprimia
la expresion de MyoD secuestrando el cofactor E47 (imprescindible para que MyoD se pueda

unir al DNA); el segundo, implicaba la unién directa del NICD con el cofactor Mef2c,
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bloqueando la unién de MyoD al DNA; y finalmente, a través del efector downstream Hey, el
cual mostrd reprimir los factores de transcripcién Mef2C y la miogenina (27, 87, 88). Estos
datos sugirieron que la activacién de Notch tenia lugar durante la especificacion y proliferacidn
miogénica y cesaba durante la diferenciacion temprana de los mioblastos postmitdticos

durante el proceso de la miogénesis normal.
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Figura 1.9 Implicacion de la via Notch en la miogénesis esquelética. Representacion de la expresion de los
MRFs durante el desarrollo muscular (embriogénesis y musculo adulto). Pax3 y Myf5 se asocian con la
proliferaciéon de mioblastos. Myf5 permanece expresado en mioblastos post-mitdticos, posteriormente se
expresa MyoD, seguido de miosina. La via Notch inhibe la actividad del factor miogénico MyoD. Los mioblastos
que expresan el receptor Notch permanecen en un estado indiferenciado, mientras que los mioblastos que
expresan los ligandos (Delta y Serrate) siguen su diferenciacion. Figura adaptada de Sartolli y Caretti, 2005; y
Delfini, M.C. 2000.

Experimentos llevados a cabo por Delfini MC. y colaboradores demostraron que los receptores
Notch se expresaban en mioblastos inmaduros, mientras que los ligandos (Delta, Serrate) y el
inhibidor de Notch (Numb) se expresaban en los mioblastos postmitéticos o en las fibras
musculares (83). Estos resultados sugirieron que el papel de la via Notch durante la miogénesis

podria consistir en el mantenimiento de los mioblastos (positivos para los receptores Notch)
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en un estado inmaduro hasta el momento de diferenciaciarse, cuando cesaria la expresion de
los receptores Notch. Por el contrario, los mioblastos postmitdticos, positivos para los ligandos
de Notch y Numb, se diferenciarian activando MyoD. Ademas se observd que MyoD era un
regulador positivo de Delta, generando un feedback positivo que aumentaba el proceso de
diferenciacion en células que expresaban los ligandos y Numb (33, 82). Se cree que este
mecanismo de regulacion de la via Notch durante la miogénesis esquelética permite la
diferenciacion del musculo esquelético y el mantenimiento de un pool de células satélite
indiferenciadas. Un defecto en la regulacidn de la via Notch podria ser la causa del origen del

RMS (Figura 1.9).

El papel oncogénico de la via Notch

El potencial oncogénico de la via Notch fue descrito por primera vez en T-ALL a finales de los
afios ochenta (89). Posteriormente, se describid una expresién aberrante de la via en otras
neoplasias (52), tales como cancer de ovario (90), mama (91) y mas recientemente en tumores
solidos pediatricos. En cuanto a los tumores sdlidos pediatricos, la sefializacion de Notch
parece contribuir a la formacion de las metastasis (92) y a la capacidad proliferativa de las
células tumorales en osteosarcoma (93), a la supervivencia de las células madre cancerosas
(CMC) en meduloblastoma (94), a la angiogénesis en neuroblastoma (95) y finalmente a la
tumorogénesis del aRMS, inhibiendo la diferenciacidn y promoviendo la proliferacién celular
(96, 97).

La actividad de Notch en tumores sélidos se ha visto asociada practicamente a todos los
procesos tumorigénicos, tales como la iniciacion y progresion de enfermedades neoplasicas, el
mantenimiento del fenotipo maligno y la resistencia a agentes terapéuticos. El papel
oncogénico de la via Notch en este tipo de tumores se ha relacionado con una activacion
inapropiada de la via (98). La amplitud de genes regulados por Notch, la interrelacion de la via
con otras vias de sefializacién y la gran cantidad de elementos reguladores de ésta, hacen muy
dificil clarificar cuales son los mecanismos responsables del origen y/o mantenimiento de esta
activacion aberrante, responsable, en parte, del fenotipo maligno de las células neopldsicas
(99). Una de las estrategias mas utilizada para dilucidar la implicacién de la via Notch en
diferentes células neopldsicas se basa en inhibir la activacién de la via mediante el uso de
inhibidores de las enzimas responsables de los cortes proteoliticos, necesarios para la
activacion de ésta. Actualmente los inhibidores mas utilizados son los del complejo de la -
secretasa (GSl), que inhiben la protedlisis por S3, y los inhibidores tisulares de metaloproteasas

(TIMPs) ADAM10 y ADAM17, que bloquean la protedlisis de Notch en posicion S2. Ambos
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inhibidores impiden la generacién por protedlisis del NICD, bloqueando asi la activacién de la
via. Los GSI mas comunmente utilizados son el DAPT, y otros péptido-miméticos
estructuralmente muy similares, como el GSI-XXI|. Estos péptidos mimetizan a la PSI,
responsable del corte proteolitico en la regidn S3 del receptor Notch, inhibiendo la formacién
del NICD (100). Los inhibidores de ADAM10/ADAM17 mas utilizados son miembros de la
familia TIMP, en especial TIMP-3. Los TIMPs son una familia de proteinas que regulan la
activacion y el corte proteolitico de las metaloproteasas de matriz extracelular (101).

En el curso de este trabajo se ha descrito por primera vez la importancia de la via Notch en el
control de los mecanismos celulares de migracién e invasion en células de RMS. Ademas se ha
propuesto el uso de los GSIs como posible terapia complementaria dirigida contra las células

de esta neoplasia (35) (véase Resultados y Discusion).

40



INTRODUCCION

L.3 Metastasis: Adhesion, Migracion e Invasion Celular

El proceso de metdstasis se conoce como la diseminacién de células cancerigenas desde el
tumor primario hasta o6rganos distales. Las metastasis suponen la principal causa de
mortalidad de los pacientes afectos de cancer, ya que a menudo es imposible de erradicarlas
con éxito (102). Los avances tecnoldgicos capaces de identificar y rastrear las metastasis han
ayudado a perfilar los multiples procesos que llevan a las células cancerosas de un tumor
primario a alcanzar y colonizar érganos distantes (103). Primeramente las células del tumor,
debido al crecimiento del tumor primario, requieren de la formacion de nuevos vasos
sanguineos para hacer frente a las necesidades nutricionales, mediante un proceso llamado
angiogénesis (Figura 1.10). Para que se lleve a cabo el proceso de diseminacion, algunas células
del tumor primario deben adquirir la capacidad de separarse de su lugar de origen, adoptar un
comportamiento migratorio y secretar enzimas proteoliticas para degradar la matriz
extracelular y/o membrana basal (dependiendo del tipo histoldgico). Estas células cancerosas
se pueden diseminar bdsicamente por via hematoldgica, mediante los nuevos capilares
formados en el proceso de angiogénesis; o por via linfatica mediante los vasos linfaticos que
filtran fluidos del tumor al tejido adyacente. Esta capacidad de las células cancerosas de entrar
en los vasos sanguineos o linfaticos se llama intravasacién. Una vez las células cancerigenas se
alojan en los capilares de érganos distantes deben atravesar las paredes capilares para acceder
a la parénquima del érgano, proceso llamado extravasacion. El microentorno del érgano
infiltrado es en gran medida hostil para las células cancerosas extravasadas, muchas de las
cuales mueren. Aquellas que sobreviven forman micrometdstasis que deben adaptarse al
nuevo entorno y modificar las células residentes en él para reiniciar el proceso de crecimiento
del tumor y formar nuevos focos tumorales, generalmente mas agresivos (102, 103) (Figura
1.10). Aunque en términos generales el proceso de metastasis sigue los multiples procesos
anteriormente mencionados, el patrén de diseminacién es distinto en cada tipo de neoplasia.
El tipo histoldgico determina la forma como se disemina la enfermedad y el lugar donde se
localizan las metastasis. En los sarcomas de partes blandas, a diferencia de lo que ocurre en los
carcinomas, la union entre las células es laxa y ninguna estructura separa el tejido tumoral del
sano. No existe un obstaculo entre la célula tumoral y el sistema vascular (104).

La comprensidon de los multiples procesos moleculares que participan en la formacién de
metastasis, tales como los procesos de adhesién, migracién e invasiéon celular, puede conducir

a formas mas efectivas de tratar esta enfermedad.
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Figura 1.10 Proceso de metastasis: adhesion, migracion e invasion celular. La cascada metastésica (I)
angiogénesis (II) liberacién de células tumorales del tumor primario (III) invasiéon y migraciéon (IV)
intravasacion (V) adhesion de las células migratorias (VI) invasion hacia el érgano diana y desarrollo del
tumor secundario. Se muestra el poceso de adhesién celular, con los tres grados de adhesion. Finalmente, se
muestra una célula migratoria donde se observan la polarizacién de la célula, acompafiada de la reorientacién
de organulos como el aparato de Golgi y el centro organizador de microtibulos (microtubule organizing center,
MTOC), que se colocan entre el nicleo y el frente de avance. Figura adaptada de Brooks, S. A. 2008;
Greenwood, I. 1998 y Vicente-Manzanares, 2005.

42



La adhesion celular implica la unién de proteinas transmembrana con un ligando extracelular,
y con el citoesqueleto. Las adhesiones célula-ECM, imprescindibles para el proceso de
metdstasis, son puntos de la superficie celular donde los receptores de adhesion unen las

células a la ECM, conectandolas intracelularmente con componentes del citoesqueleto (105).

Los contactos célula-ECM tienen como funciones principales: anclar elementos de la ECM a la
superficie celular; formar una conexidn fisica constante entre el citoesqueleto y la ECM,
necesaria tanto para la adhesién como para la movilidad; y actuar como zonas de actividad
localizada de moléculas de sefializacion. El proceso de adhesién se puede dividir en tres grados
o estados diferentes: contacto con el substrato o adhesidn débil (attachment), extension
(spreading) o adhesién mediana y adhesidén fuerte. El proceso es secuencial y el nivel de
adhesidn pasa de una adhesién débil a una fuerte. La desadhesidn, imprescindible también
para la migracién, se podria describir como el proceso que implica la transicién de un estado
fuertemente adherido hacia un estado de adhesién intermedia. Se cree que la migraciéon
celular depende de la fuerza fisica de adhesidn de la célula al sustrato (106). Se ha descrito que
solo cuando la fuerza de la interaccidn célula-ECM alcanza el estado intermedio o nivel éptimo
se produce el movimiento. Mientras que una adhesién débil no es suficiente para conseguir
una traccidon necesaria para inducir movimiento celular, una adhesién fuerte limita la
generacion de esta fuerza de traccion, impidiendo la migracion (107) (Figura 1.10).

Durante la progresion del tumor, las células malignas suelen infraregular proteinas que median
la adhesién a la membrana basal y a células vecinas y, al mismo tiempo, promueven la
expresidon de moléculas de adhesién que facilitan la interaccidon dinamica con componentes de
la ECM promoviendo la formacion de metastasis (108-110). Un ejemplo paradigmatico de este
fendmeno es la transicion de las caderinas, frecuentemente observado en la transicién
epitelio-mesénquima (EMT) de los canceres epiteliales. Durante esta transicion la E-caderina
es infraregulada mientras que aumenta la expresidén de la N-Caderina, la cual se correlaciona
con la adquisicion de propiedades metastasicas e invasivas de las células malignas (108). La
migracion celular es un proceso complejo de gran relevancia tanto en situaciones fisioldgicas
como patoldgicas (111). Podemos entender la migracion celular como un fendmeno
compuesto por multiples pasos secuenciales, durante los cuales son precisas la integracién y
coordinacion espacio-temporal de numerosas vias de sefializacion (111, 112). En primer lugar
la célula emite extensiones de membrana hacia el frente de avance, formando estructuras
denominadas lamellipodium. Estas protrusiones son estabilizadas mediante adhesiones
intermedias a la matriz extracelular. A continuacidn se produce una translocacion de la célula

en la direccién de desplazamiento y finalmente tiene lugar una retraccidn del polo posterior de
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la célula con el desensamblaje de las estructuras de adhesion. Durante todo el proceso de
migracion, la célula sufre una polarizacién, tanto a nivel morfolégico como intracelular. Esta
polarizacidn va acompafiada de la reorientacién de organulos, tales como el aparato de Golgiy
el centro organizador de microtibulos (MTOC), que se colocan entre el nucleo y el frente de
avance (113) (Figura 1.10).

La invasion tiene lugar cuando ocurren las extravasaciones o intravasaciones a los érganos
distales y/o a los vasos sanguineos/ linfaticos respectivamente, y cuando el tumor secundario
sufre la cascada metastasica, invadiendo el tejido sano. Este proceso estd muy relacionado con
la activacién de vias de sefalizacién (114) (Figura 1.10).

Para que se produzcan los procesos de adhesidn, migracion e invasion celular se requieren
toda una serie de cambios coordinados en el citoesqueleto de actina-miosina, en los sitios de
adhesién de la célula al sustrato y en el trafico de membranas, entre otros eventos (113). En
todos estos pasos intervienen numerosas moléculas de sefalizacién, tales como las
metaloproteasas que facilitan el desplazamiento celular por medio de la degradacion de la
matriz; las caderinas, responsables de la unién entre células facilitando la invasién y migracion
celular a sitios distales; y las integrinas, involucradas en procesos de adhesién a la ECM,
migracion e invasién celular (108-110). Estas dos ultimas moléculas de seializacién (caderinas

e integrinas) son objeto de estudio de este trabajo.
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L4 N-Caderina

Durante la progresion del tumor, las células malignas suelen infra-regular proteinas que
median la adhesion a la membrana basal y a células vecinas y, al mismo tiempo, promueven la
expresién de moléculas de adhesion que facilitan la interaccién dindmica con componentes de
la matriz promoviendo la formacién de metastasis (108, 109). Un ejemplo paradigmdtico de
este fendmeno es el cambio de expresién de caderinas, frecuentemente observado en la EMT
de las células cancerosas epiteliales (114, 115). Durante esta transicién la E-cadherina se
infraregula, produciéndose un aumento en la expresion de la N-Caderina, la cual se
correlaciona generalmente con la adquisicién de un mayor potencial invasivo y metastasico de
las células malignas. Aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual el aumento de
expresion de la N-Caderina promueve la malignidad, se ha demostrado que la sobreexpresion
de ésta promueve la adhesién de las células malignas a células endoteliales o del estroma que
expresan N-Caderina, facilitando la invasidon y migracién de las células tumorales a sitios
distales (116-118). Ademas varios estudios han demostrado que la expresion de N-Caderina es
suficiente para promover migracion, invasidn y metdstasis en algunos canceres, tales como en
cancer de pulmoén, de piel y en carcinomas de células escamosas (118-120). Las crecientes
evidencias experimentales sobre el papel pro-oncogénico de la N-Caderina, sugieren que esta
proteina podria ser una posible diana terapéutica contra el cancer. ADH-1 (Exherin™) es un
pentapéptido ciclico que mimetiza la secuencia natural HAVDV (His-Ala-Val-Asp-Val) de la N-
Caderina, inhibiendo su funcidn. Varios autores han demostrado su actividad antitumoral en
una gran variedad de modelos murinos, tales como modelos de mama, ovario, colon y pulmodn.
Se ha observado que ADH-1 ejerce un efecto antitumoral directo mediante el bloqueo de la
funcionalidad de la N-Caderina expresada en células tumorales, inhibiendo la invasion e

induciendo apoptosis (121).

1.4.1 Estructura y funciones como molécula de adhesion

La N-Caderina (CDH2) fue descrita por primera vez en 1982 como una molécula de 130 kDa en
la retina neuronal de pollo. Dado que el estudio se llevé a cabo en el sistema nervioso, se le
llamé caderina neuronal (122). El gen humano de la CDH2 se localiza en el cromosoma 18
(18g11.2), y esta compuesto por 15 intrones y 16 exones, midiendo aproximadamente 250 Kb
(123). Se sintetiza como un polipéptido precursor que requiere de modificaciones
postraduccionales para formar una proteina transmembrana madura. Estudios de Whal JK.y

colaboradores demostraron que la formacidn de la N-Caderina madura requiere de una serie
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de pasos secuenciales. Primeramente se produce la sintesis del polipéptido precursor en el
reticulo endoplasmatico, donde se une a la catenina p120. Posteriormente el dominio
citoplasmatico es fosforilado por la quinasa caseina Il (CKIl), la cual permite la unién de la B-
catenina y la subsiguiente unién de la a-catenina con la B-catenina. Una furina proteasa
elimina la pro-regidn, y entonces el complejo se transporta a la membrana plasmatica, para
efectuar su funcidn (124). El trafico de la N-Caderina a la membrana plasmatica esta regulado
por la PS1. Se desconoce el mecanismo mediante el cual la PS1 transporta la N-Caderina, pero
se ha observado que cuando se noquea la actividad de ésta, la N-Caderina se encuentra en el
aparato de Golgi y en reticulo endoplasmatico (125).

La CDHZ2 forma parte de la familia de las caderinas clasicas tipo I. Su estructura molecular est3
formada por un gran dominio N-terminal extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular C-terminal, los cuales son codificados por los exones 4 a 13, 13 al 14 y del
14 al 16 respectivamente (116). El dominio extracelular estd compuesto por 5 dominios
repetidos en tdndem aproximadamente de 110 amino acidos, llamados extracellular Cadherin
domains (EC1-5). Estos dominios contienen sitios de unién al calcio, necesarios para que se
produzca una adhesién funcional mediante cambios conformacionales (126), y dominios de
unién, imprescindibles para la formacién de uniones en cis y trans. A pesar de los diferentes
modelos que se han propuesto para explicar las interacciones cis entre mondmeros de
caderinas, la mayoria de estos estan de acuerdo en que las regiones EC1 y EC2 son las
responsables de estas interacciones. Las uniones trans se producen mediante interaccién entre
los extremos N-terminal de las regiones EC1 de las células vecinas, siendo los dominios EC1 los
que determinan la especificidad de las interacciones homotipicas o heterotipicas (uniones con
receptores u otras moléculas de adhesidn (CAMs) en el mismo tipo o en diferente tipo de
célula respectivamente) (127). Esta generalmente aceptado que para llevar a cabo la adhesion
célula-célula, los monédmeros de caderina primero se han de dimerizar en la superficie de la
célula donde estan expresadas (dimerizacidn cis) y entonces interaccionar con dimeros
localizados en la superficie de las células vecinas (dimerizacién trans). Aunque, normalmente,
la N-Caderina forma interacciones homotipicas homofilicas, también se han descrito
interacciones heterotipicas homofilicas o heterofilicas, como veremos mas adelante (116). Las
uniones que se forman entre los dominios extracelulares de las caderinas son débiles, se
requiere que se produzca un agrupamiento lateral de las caderinas para producir una adhesién
fuerte. Se ha visto que este agrupamiento es dependiente de la unidén del dominio

transmembrana, con el citoplasmatico y las moléculas de catenina (128). El dominio
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transmembrana JMD (Juxtamembrane domain) se une a la catenina p120. Todas las isoformas
de la catenina p120 contienen diez repeticiones de dominios armadillo responsables de la
unién al JMD de las caderinas. El extremo C-terminal de la N-Caderina interacciona con la -
catenina a través de 12 dominios repetidos armadillo, estructuralmente homdlogos a los de la
catenina p120. B-catenina se une a la a-catenina, la cual interacciona directamente con el
citoesqueleto de la actina (128). Estas interacciones de la caderina con las cateninas son
imprescindibles para formar complejos fuertemente agrupados de caderinas y asi poder

ejercer sus funciones como moléculas de adhesion (129).

1.4.2 Seiializaciones de la N-Caderina independientes de adhesién

La actividad de las caderinas ha sido considerada desde hace mucho tiempo como una
consecuencia directa de sus propiedades adhesivas. Sin embargo hay procesos fisioldgicos y
patolégicos que reducen o eliminan las propiedades adhesivas de las caderinas, tales como
protedlisis, interacciones con otros ligandos, regulacion de otras vias, modulacién por parte de
diversos efectores, pudiendo actuar como vias de sefializacion independientes a la adhesion
para ejercer otro tipo de funciones celulares (Figura 1.11). Algunos ejemplos de esta

sefializacion independiente de adhesion son:

N-Caderina y cateninas
La modulaciéon de la unidn de la N-Caderina con las cateninas puede afectar la funcion de ésta,
afectando a los procesos de adhesidén y migracidén celular. La asociacion de la catenina p120
(p120°") con el dominio JMD de la N-Caderina se regula mediante fosforilacién. Cuando la
p120°" es fosforilada su unién a la N-Caderina aumenta, incrementando la capacidad adhesiva.
Contrariamente, se ha visto que la catenina p120 desfosforilada modula la actividad de las Rho
GTPases, inhibiendo la actividad de Rho y activando la actividad de Rac y Cdc42, promoviendo
migracion en fibroblastos y células CHO. Estos efectos dependen de la concentracién de

ctn

p120°" libre en el medio y, por tanto, son suprimidos cuando la p120°" se une a la N-Caderina

ctn

(130). Un sistema de regulacién de la fosforilacion de la p120™" se realiza mediante la proteina
quinasa Fer (Fes-related protein) (123, 131).

La B-catenina interacciona con la N-Caderina y, a través de la a-catenina, con el citoesqueleto
de actina. La asociacién entre la B-catenina y la N-Caderina estad regulada por la proteina
fosfatasa tirosina 1B (PTP1B), la cual se une al dominio citoplasmatico de la N-Caderina,
desfosoforilando a la B-catenina. La desfosoforilacién de la B-catenina implica su union con el

dominio citoplasmatico de la N-Caderina, aumentando la estabilidad y en ultima instancia la

adhesidn celular (132). La proteina Fer también puede modular la unién de la B-catenina a la
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N-Caderina fosforilando PTP1B, la cual se une a la N-Caderina aumentando la adhesién celular
mediante la unién N-Caderina/B-catenina (123).

La estructura y funcién del complejo caderina-catenina se regula mediante fosforilacidon. En
general, se cree que si la fosforilacion se produce mediante tirosina quinasas se pierde la
estabilidad caderina-catenina, aumentando los niveles de B-catenina en el citoplasma;
contrariamente, si la fosforilacidn se lleva a cabo mediante proteinas tirosina fosfatasas
(PTPases) se estabiliza el complejo caderina-catenina, aumentando la capacidad adhesiva de
las células (133). Un ejemplo paradigmatico de este hecho es la implicacién de la proteina Fer

como moduladora de la interaccién N-Caderina-B"(132, 134).

N-cadherin FGFR
Migration
Neurite r
outgrowth H AV
LY IMP
NTF1 <
HSPG
s1P, m ADAM-10
—
t )

CBP Ras

degradation \ \

Vs “ ! Raf
P PKB/AKt  Rag _ ‘_

+CBP/CREB-mediated Bel2 | TCF/LEF MAPK
transcription = Actin \
" | . 4 Proliferation
4 Survival v EMT
4 Migration

Figura 1.11 Mecanismos de regulacion de la N-Caderina en cancer. La N-Caderina puede promover la
supervivencia celular, la migracién, la invasién, la proliferacién y la EMT mediante el reclutamiento o la
interaccién con diferentes moléculas de sefializacion. La modulacién del estado fosforilado de las cateninas
regula su unidén a la N-Caderina y a otras moléculas efectoras, contribuyendo a la via de sefializacién de la N-
Caderina. La interaccién de la CDH2 con otras proteinas de membrana (como integrinas, S1P1, ADAM-10, y-
secretasa y FGFR) también activa cascadas de sefializacién que regulan la transcripcion y contribuyen a la
proliferacioén, invasion y adhesion celular. Figura adaptada de Mariotti, A. 2007.

N-Caderina y las Rho-GTPases
Varios estudios han mostrado que la actividad de las Rho-GTPasas estd regulada por las
interacciones homofilicas de las caderinas durante la formacion de los contactos celulares.
Lambert M. y colaboradores demostraron que la unién de la N-Caderina con su propio dominio
extracelular inducia migracién celular, mediante la activacidon de Rac (135, 136) (Figura 1.11).

Contrariamente, Charrasse y colaboradores mostraron que las uniones homofilicas de la N-
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Caderina durante la formacion de los contactos celulares en células mioblasticas,
infraregulaban la actividad de Racl y Cdc42, aumentando la actividad de RhoA (137). Estos
resultados contrapuestos, ponen en evidencia que la regulacion de las Rho-GTPasas mediante

la N-Caderina es dependiente del tipo y del contexto celular.

Interaccion con la via de sefalizaciéon FGFR
Varios estudios han demostrado una cooperacion funcional entre el receptor FGFR (Fibroblast
growth factor receptor) y la N-Caderina. William EJ. y colaboradores describieron por primera
vez una interaccion directa de la secuencia HAV (His-Al-Val) presente en FGFR con el dominio
EC4 de la N-Caderina en células neuronales (138). La interrelacién de estas dos proteinas
también fue descrita en células de cancer de mama, donde demostraron que el potencial pro-
invasivo de la N-Caderina se incrementaba mediante la estimulacién del receptor FGFR-2
(139). Posteriormente se demostrd que la N-Caderina se asociaba con el receptor FGFR en
algunas lineas celulares cancerigenas. Como consecuencia de esta asociacién, el receptor FGFR
no era capaz de internalizarse, lo que provocaba la activacidn constitutiva la via de las MAPK-
ERK, aumentando la expresién de MMP-9 (Matrix metalloproteinases 9) y, por consiguiente, la

invasién y migracion celular (140) (Figura 1.11).

Regulacion de otras vias de seiializacion

Multiples estudios han demostrado que la N-Caderina juega un papel importante en la
supervivencia celular. Li G. y Tran NL. y colaboradores demostraron que la agregacién
dependiente de N-Caderina en células cancerosas aumentaba la supervivencia a través de la
activacion de la proteina quinasa B (PKB), también conocida como Akt, en cancer de prostata y
melanoma. Se describié que mientras en cancer de préstata la activacién de Akt provocaba la
inactivacion de las funciones proapoptdticas de Bad (Bcl-2-associated death promoter) y el
aumento de los niveles de la proteina antiapoptdtica Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (141), en
células de melanoma la activacion de Akt implicaba la estabilizacidn de la unién B-catenina-N-
Caderina, promoviendo supervivencia celular (142).

Ademas de estar involucrada en procesos de supervivencia celular, la N-Caderina se ha visto
implicada en procesos de movilidad celular en varios tipos celulares. Kim JB. y colaboradores
demostraron que una molécula quimérica de E-caderina que contenia el dominio EC4 de la N-
Caderina era capaz de inducir la EMT en células epiteliales escamosas e inducir movilidad en
células malignas. Demostraron que el bloqueo de la funcion del dominio EC4 de la N-Caderina
inhibia la movilidad pero no la adhesién celular, indicando que adhesién y movilidad son dos

propiedades independientes (143). Fedor-Chaiken M. y colaboradores identificaron una
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secuencia en el dominio citoplasmatico de la N-Caderina que suprimia la movilidad en células
tumorales de mama, llamado dominio S (suppression motility); y una secuencia en el dominio
JMD que promovia la movilidad, reprimiendo la funciéon del dominio S, llamado dominio M
(modulation of movement). Este estudio sugirid que la modulacién de las vias de seiializacion
implicadas en la migracién celular podian estar reguladas por la unién citoplasmatica de

diversos efectores (aun por conocer) con los dominios My S (144) (Figura 1.11).

Protedlisis de la N-Caderina

Existen evidencias que la N-Caderina, en ciertas condiciones (de disociacién de interacciones
célula-célula, de invasion, migracion...etc.), es sometida a dos protedlisis sucesivas generando
dos fragmentos bioldgicamente activos (un fragmento que corresponde a la regidn
extracelular de la molécula y un fragmento citoplasmatico). La escision del fragmento
intracelular requiere del desprendimiento previo del dominio extracelular. La primera
protedlisis que sufre la N-Caderina se produce en el dominio EC5 de la region extracelular. Esta
protedlisis estd mediada por una desintegrina y la metaloproteasa ADAMI10, las cuales
generan la liberacion del fragmento N-Terminal (NTF) de 95 KDa al medio extracelular, dejando
expuesto para la siguiente protedlisis un fragmento C-terminal (CTF1) de 40 KDa en la
membrana citoplasmatica. CTF1 se convierte en sustrato para el complejo de la y-secretasa
generando un fragmento citoplasmatico (CTF2) de aproximadamente 35 KDa, dejando sélo un
pequefio fragmento transmembrana en la superficie celular (123).

La protedlisis de la N-Caderina tiene diversas consecuencias en el comportamiento celular. Su
inhibicién, a través del bloqueo de la funcion de ADAM10, aumenta la localizacién de la N-
Caderina en las uniones célula-célula y promueve la asociacion con la B-catenina, aumentando
su capacidad adhesiva (145). Se ha descrito la implicacidn funcional del fragmento NTF de 95
KDa como molécula de adhesidn en el desarrollo de la retina neuronal en el embrién de pollo
(146). El fragmento CTF2 se ha visto implicado en la regulacidén de la transcripcién de varios
genes, tal como la proteina de unidn CREB (cAMP response element binding), reguladora de

procesos de proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular (147) (Figura 1.11).

1.4.3 Implicaciéon de la via Notch en la regulacion de la N-Caderina

Uno de los objetivos de nuestro trabajo ha sido demostrar que existe una correlacion entre la
activacion de la via Notch y los mecanismos que controlan la movilidad e invasividad mediante
la regulacion de varias moléculas de adhesion, tal como la N-Caderina, en células de
RMS. Estudios previos han demostrado una correlacidén entre la via Notch y la N-Caderina en

varios tipos celulares. Liu Z) y Wang describieron que las vias de sefalizacién de Notchl y
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Notch3 promovian una sobrerregulacién en la expresién de la N-Caderina en melanoma y en
células del musculo liso arterial respectivamente (148, 149). Los experimentos de Liu ZJ. y
colaboradores sugirieron que la oncogenicidad de la activacidon de la via de sefializacién de
Notchl se debia, en parte, al incremento de la expresion de la N-Caderina, la cual regulaba la
activacion de las vias de sefalizacion MAPK y PI3K-AKT (148). Wang T. y colaboradores
propusieron que la activacién de la via a través de la activacién de Notch3 promovia cambios
en la proliferacion y supervivencia celular debidos, en parte, al aumento de expresién de la N-

Caderina (149).

1.4.4 Evidencias de la implicacién de la N-Caderina en RMS

A pesar de que varios trabajos han demostrado que la expresion de la N-Caderina es suficiente
para promover metdstasis en algunos cdnceres (119-120) y se ha descrito una expresion
aberrante de la N-Caderina en RMS (150), no existen publicaciones anteriores que hayan
mostrado el papel pro-invasivo de la N-Caderina en células de RMS.

Nuestra hipdtesis de partida, teniendo en cuenta la implicacion de la N-Caderina en la
miogénesis (véase El papel de la N-Caderina en la miogénesis) y en la oncogenicidad de
células tumorales, fue que la N-Caderina podria tener un papel importante en el
mantenimiento del estado inmaduro muscular e invasivo caracteristico del RMS y que el

mecanismo de induccién de ésta podria estar regulado por la via Notch.

El papel de la N-Caderina en la miogénesis
La miogénesis esquelética en el embridn se desarrolla siguiendo un proceso muy ordenado de
pasos secuenciales que incluye la especificacidon, la migracién y la diferenciacién a fibras
musculares. Este proceso de multiples pasos estd estrechamente regulado tanto espacial como
temporalmente. Una de los mecanismos de regulacién de este proceso es a través de la
coordinacién de la adhesién célula-célula y, por consiguiente de la activacién de las vias de
sefializacion resultantes. Se han identificado varias moléculas que actian como mediadoras de
los efectos pro-miogénicos derivados del contacto célula-célula, tales como factores de
crecimiento, las inmunoglobulinas y las caderinas (151).
La variedad de eventos celulares que ocurren durante la miogénesis esquelética requieren de
la adhesién dependiente de caderinas. Estas se han visto involucradas en muchos pasos de la
miogénesis, tales como la determinacion temprana de las células del dermomiotomo, la
migracion de los mioblastos, la proliferacién celular y la diferenciacion morfoldgica. El musculo
esquelético en desarrollo expresa las caderinas N, M, R, y 11. Estas caderinas estan reguladas

espacial-temporalmente durante las diferentes fases del proceso de la miogénesis. Aunque se
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desconoce qué funcidn ejercen cada una de ellas durante este proceso, existen varios estudios
que intentan clarificar su implicaciéon en el desarrollo del musculo esquelético. Estudios
recientes han demostrado que la caderina-M esta implicada en los eventos de diferenciacién
tardia, que incluyen la diferenciacidn terminal de los mioblastos y la fusidon de estos para
formar miotubos. La caderina-11 se expresa débilmente en el musculo en desarrollo y se
encuentra esencialmente en células mesenquimales. La caderina-R se detecta en los somitas y
se localiza en los contactos célula-célula de los mioblastos primarios durante la primera fase de
la miogénesis (152). Finalmente, la N-Caderina se expresa en los somitas, en el miotomo y en
los musculos embrionarios y su expresidén cesa en el proceso de miogénesis tardia (137, 152).
Su principal funcion durante la miogénesis es la de inducir la terminacién del ciclo celular y
promover la diferenciacién de los mioblastos, mediante la regulacién de RhoA y Racl. Estos
resultados sugieren que la activacion de la N-Caderina tiene lugar durante la diferenciacion
temprana de los mioblastos posmitdticos durante el proceso de la miogénesis sin
aberraciones. Durante este proceso, la N-Caderina regula negativamente la actividad de Racly
Cdc42Hs, los cuales inducen proliferacion impidiendo la terminacién del ciclo celular; y activa
RhoA, la cual regula positivamente la expresién de MyoD y por consiguiente la diferenciacion
temprana de células musculares (137).

A pesar de que se haya descrito la implicacion de la N-Caderina en la miogénesis temprana,
resulta dificil clarificar cudl es el papel exacto de esta molécula en este proceso debido,
principalmente, a su multifuncionalidad como molécula de adhesién y de senalizacion.
Probablemente su implicacién en las diferentes etapas de este proceso sea cambiante y

dependiente del contexto celular, hecho que dificulta aun mas el estudio de esta molécula.
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L5 Integrina-a9

El papel de las integrinas en la migracién y la invasidn celular es una de las funciones mas
estudiadas en la biologia tumoral. La interaccidn de las integrinas con componentes de la ECM
proporciona la traccidén necesaria para iniciar la movilidad e invasion celular. Ademas de sus
efectos pro-invasivos, las integrinas también pueden regular la proliferacién, la supervivencia 'y
la angiogénesis (153). El heterodimero a9B1 se ha visto implicado en varios procesos de
interaccion dinamica entre células y componentes de la ECM, tales como re-epitelizacion
durante el cierre de una herida cutanea (154), adhesién celular en meduloblastoma o en
células progenitoras hematopoyéticas (155, 156) y, finalmente, en la migracidon celular de
células neoplasicas y no neoplasicas (155, 157).

Los recientes avances sobre el conocimiento del papel pro-oncogénico de las integrinas en
varios canceres humanos, ha hecho relevante la blisqueda de terapias basadas en el bloqueo
de la actividad de éstas. Existen ensayos clinicos de fase Il para las integrinas a5B3 y a5p5 que
han demostrado tener una efectividad clinica remarcable (109). Sin embargo, vale la pena
sefialar que debido a la redundancia en la expresidén y funcién de las integrinas, la inhibicién de
una Unica integrina puede resultar en un efecto clinico poco relevante, y que es necesario
enfocar las terapias basadas en el bloqueo de varias de ellas. La Integrina-a9 no sdlo tiene un
papel relevante en la biologia del tumor aisladamente, sino que también tiene un papel
remarcable en la modulacién de ciertos factores de crecimiento, representando una potencial

nueva diana farmacoterapéutica (158).

1.5.1 Introduccidn

El término integrina fue utilizado por primera vez por Hynes, R.O en un articulo de revisién en
1987 para describir una familia de receptores heterodiméricos que “integraban” el
citoesqueleto celular con componentes de la ECM (159). Actualmente se sabe que las
integrinas son moléculas de adhesion que actian como receptores conectando el
citoesqueleto de la célula con proteinas de la ECM o con otros receptores de células vecinas o
“counter-receptors”, generalmente miembros de la superfamilia de las Inmunoglobulinas (lg).
Son proteinas heterodiméricas formadas por una subunidad a y una subunidad B. Ambas
subunidades son proteinas transmembrana tipo | con una pequefia extension citoplasmatica
que pueden unirse de forma no covalente para formar mds de 24 heterodimeros diferentes.
Actualmente, en mamiferos, se conocen 24 subunidades a y 9 subunidades B y es la
composicion aB la que determina la especificidad de unidn a sus ligandos (160, 161).

Generalmente, se asocian muchas subunidades a (excepto a4, a6 y aV que se asocian
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aleatoriamente) con un solo tipo de subunidad [, generando las distintas subfamilias B
integrinas, siendo las mds conocidas las B1, B2 y B3 integrinas (162). La diversidad de las
integrinas se ve ampliada por la maduracidn por corte y unién (splicing alternativo), por las
modificaciones postraduccionales tales como glicosilacion y corte de algunas subunidades a, y
por las interacciones con otras moléculas (161, 163).

Existen diversos tipos de ligandos, incluyendo proteinas de la ECM, proteinas del plasma
(fibrindgeno y moléculas de la activacién del complemento), y proteinas de membrana
integrales. Muchas integrinas se unen a mas de un ligando y mas de uno de estos ligandos se
une a mas de una integrina, usando el mismo o distinto sitio de reconocimiento (161). El
primer sitio de unidn identificado molecularmente fue la secuencia RGD (Arg-Gly-Asp). Esta
secuencia se ha encontrado en moléculas de la ECM, proteinas viricas, toxina y factores de
crecimiento. Sin embargo, muchas integrinas no reconocen la secuencia RGD y se unen a otras
secuencias de unidn (156), como por ejemplo las secuencias EILDV (Glu-lle-Leu-Asp-Val) y
REDV (Arg-Glu-Asp-Val) que se encuentran en proteinas de la ECM y son reconocidas por la
a4pB1 (153).

La Integrina-a9 forma parte de la subfamilia de las integrinas B1. Guarda una estrecha similitud
estructural con la a4p1, por lo que algunos autores consideran ambas integrinas como una
Unica subfamilia (158). Estd altamente expresada en epitelio, la membrana basal del epitelio
escamoso, en musculo liso y esquelético, asi como en hepatocitos (164) y en diversos tipos de
células neoplasicas (165, 166). Comparada con las otras integrinas, la Integrina-a9 se
caracteriza por tener una implicacién notable en procesos de migracién celular (166). Existe
una descripcién detallada de algunos de sus ligandos, sin embargo se desconoce con exactitud
cudles son los mecanismos moleculares responsables de su funcionalidad. Algunos de los
ligandos de la Integrina-a9 descritos hasta el momento son la osteoponina, VCAM-1 (Vascula
cell adhesion protein-1), la tenascina-C, ADAMs y VEGF (Vascular endotelial growth factor)
(167, 168).

1.5.2 Estructura de la Integrina-a9

La Integrina-a9, al igual que el resto de integrinas, es una glicoproteina transmembrana
heterodimérica formada por una subunidad a y una subunidad B. Las subunidades a y B son
totalmente distintas, sin una homologia estructural aparente entre ellas. Sin embargo, ambas
subunidades constan de un dominio extracelular N-terminal, de una regién transmembrana y

de un dominio citoplasmatico corto.
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Las subunidades a de las integrinas son homdlogas entre ellas. En su extremo amino-terminal
tienen siete repeticiones de aproximadamente 60 aminoacidos que adoptan una estructura
terciaria de hoja B. Es en esta zona donde se ha identificado los residuos de interaccidn con los
ligandos (Figura 1.12). Los sitios de unidn a cationes se encuentran en la superficie inferior de
las hojas B (161). En general, estos cationes divalentes pueden actuar como efectores
(promoviendo la unién a ligandos), como antagonistas (inhibiendo la uniéon del ligando) y como
selectores (cambiando la especificidad de la unidn del ligando) (165). La subunidad a4 y a9 son
los Unicos miembros del grupo de las subunidades a-integrinas que poseen tres sitios de union
a cationes divalentes (168). Los dominios citoplasmaticos de las subunidades a son cortos,
entre 15y 77 aminodcidos, y en general, no estdn muy relacionados por su secuencia, aunque
estan bien conservados filogenéticamente (169). Sin embargo, un motivo de secuencia
proximo a la membrana, GFFKR (Gly-Phe-Phe-Lys-Arg), estd conservado entre todos los
dominios citoplasmaticos y participa en la regulacion del reconocimiento del ligando y en la

asociacion entre las subunidades a 'y p (169, 170).

Ligand sequence RGD

> J

. Calcium binding sites
S o ¢ oo 7
N\ Binding site
RGD
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a heavy chain

a light chain

Figura 1.12 Esquema general de la estructura de una integrina. Las integrinas son glicoproteinas
transmembrana heterodiméricas formadas por una subunidad a y una subunidad (.

La comparacién entre secuencias de subunidades B de distintas especies pone de manifiesto
que se trata de estructuras proteicas altamente conservadas que comparten una estructura
basica: un dominio extracelular largo, de 675-700 aminodcidos, un unico dominio
transmembranario hidrofébico y un dominio corto citoplasmdtico variable en longitud, de

entre 40-60 aminoacidos. La regién N-terminal de las subunidades B contiene una regidn
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altamente conserva de 250 aminoacidos, critica para el reconocimiento del ligando. Es una
zona con un elevado contenido en puentes disulfuro, por eso se presentan en una estructura
doblada muy compacta que confiere a las integrinas una relativa resistencia a la protedlisis.
Ademas todas las subunidades B presentan un segmento de cuatro repeticiones rico en
cisteinas muy similar a los dominios EGF-like (171). Una caracteristica especifica de la
subunidad B1 es que una parte del dominio intracelular o citoplasmdtico establece el anclaje
de la integrina en la célula a través de la interaccidén con proteinas citoplasmaticas como la
vinculina y la talina (172). Ademas contiene un motivo altamente conservado préximo a la
membrana, KLLxxxHDR (Lys-Leu-Leu-x-x-x-His-Asp-Arg), que participa en la regulacién del

reconocimiento del ligando (161).

1.5.3 Integrinas y vias de sefializacion

Las integrinas fueron identificadas originalmente por sus propiedades adhesivas, sin embargo,
multiples evidencias han puesto de manifiesto que también actlan como receptores de
sefializacion (173). La funcidn de las integrinas estd altamente regulada y contribuye en
actividades celulares tan complejas como la migracion, la supervivencia y la muerte celular.
Todo ello supone un papel decisivo de las integrinas tanto en procesos biolégicos normales
como en procesos patoldgicos, entre los que se incluyen la homeostasis, inflamacion,
respuesta inmune, maduracién celular, crecimiento, desarrollo embrioldgico y metastasis
tumorales (174, 175).

Las integrinas desarrollan funciones bidireccionales en la transduccidn de sefial a través de la
membrana plasmatica. Es decir, pueden transmitir informacidn desde dentro de la célula hasta
el medio extracelular (inside-out signaling) o desde fuera hasta dentro de la célula (outside-in
signaling). Se desconocen los mecanismos exactos de ambos procesos, pero se cree que existe

una regulacion general en todos los tipos de integrinas (161).

Sefalizacidn inside-out

Se conoce como sefializacion inside-out de las integrinas al proceso utilizado por las células
para regular la interaccion integrina-ligando y por lo tanto su actividad. Los cambios en la
actividad de las integrinas pueden ser explicados por dos mecanismos principales: cambios en
la avidez y en la afinidad.

Los cambios en la avidez de las integrinas tienen como resultado una redistribucion de las
integrinas en la membrana plasmatica que, normalmente, resultan en la agregacion de las
integrinas en los lugares de unién a sus ligandos, formando estructuras especializadas llamadas

adhesiones focales (FAs). Las FAs son estructuras planas y alargadas que se encuentran en la
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periferia, caracterizadas por la presencia de proteinas tales como la vinculina, la talina, la
paxilina...etc. Su funcidn principal es adherir fuertemente la célula al substrato y anclar haces
de filamentos de actina a la ECM. Esta agregacién de las integrinas permite interacciones
multivalentes con los ligandos y facilita la unidn a nuevos ligandos, consiguiendo adhesiones

con una elevada fuerza de tension (169, 176).
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Figura .13 Cambios conformacionales de las integrinas relacionados con la regulacion de la afinidad al
ligando. Modelo de regulacion del estado de afinidad de las integrinas, en el que se observa la transicién desde
un estado de baja afinidad o conformacién “plegada” (I) a un estado de alta afinidad o conformacién
“extendida” (III), pasando por una etapa de afinidad intermedia (II). Figura adaptada de Carman, 2003.

Aunque el mecanismo no es del todo conocido, existen algunas evidencias que describen esta
modulacién por avidez. Se cree que fendmenos de fosforilacion, la implicacion del
metabolismo fosfolipidico y el canje de GTP-GDP estan relacionados con un aumento de la
avidez de las integrinas (177). Los cambios en la actividad de las integrinas también se pueden
dar a través de cambios individuales en la afinidad intrinseca de la propia integrina. En algunas
circunstancias, las integrinas se encuentran en la superficie de la célula de forma inactiva. Esta
forma no se une al ligando de una forma eficiente, formando lo que es conocido como “estado
de baja afinidad”. Cuando las integrinas se encuentran en este estado, las colas citoplasmaticas
de las dos subunidades a y B estan interaccionando entre si. Esto provoca que los dominios
extracelulares se encuentren replegados, con una topologia de V invertida que bloquea la
unién con el ligando. Por el contrario, cuando se produce la separacién de las colas a y § por
accion de ciertas proteinas citoplasmaticas, los dominios extracelulares se despliegan y las
integrinas adoptan una conformacién activa, en la que se favorece la interaccién con el ligando

(Figura 1.13) (178). La modulacién de la afinidad es dependiente de la energia, es especifica
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segln el tipo celular y se cree que se propaga desde el dominio citoplasmatico al dominio
extracelular de la integrina (179).

La activacidn de las integrinas es importante pero también lo es la supresion de su funcién
adhesiva para muchos procesos celulares. Un ejemplo seria el caso de migracién celular,
donde las células reparten ciclos de adhesién y desadhesién para desplazarse de un lugar a

otro (180).

Sefalizacidn outside-in: transduccion de sefal
En varias ocasiones se ha observado que la supervivencia de muchos tipos celulares es
dependiente tanto de la presencia de factores solubles en el medio como de la adhesidn
celular. Especificamente se ha demostrado que en varios sistemas celulares la adhesién célula-
ECM mediada por integrinas es necesaria para la supervivencia y proliferacion y en ausencia de
una correcta senalizacidon outside-in las células entran en apoptosis (181). Ademas, se ha
observado que cuando la proliferacién celular y la apoptosis van desapareadas de los procesos
de adhesion se producen situaciones patoldgicas, considerandose la proliferacion celular
independiente de la adhesion célula-ECM un signo de transformacion maligna. En estos
procesos de transformacion, las vias de sefalizacidon que estan debajo de las integrinas podrian

estar constitutivamente activadas (182).

Las integrinas poseen una regién intracitoplasmatica relativamente corta que por si misma no
genera sefiales de activacion. Sin embargo, la interaccidn de las integrinas con sus ligandos o la
presencia de factores solubles en el medio provocan la generacion de sefales de gran
importancia para ciertos procesos fisioldgicos, tales como la diferenciacidon, movilidad vy
proliferaciéon celular. La interacciéon de las integrinas con sus ligandos o la estimulacién de
varios factores solubles en el medio producen una reaccidn en cadena de activacion de varias
moléculas que acaban induciendo diferentes vias de sefializacién. Las integrinas muestran una
localizacién preferencial en ciertas regiones de la membrana, las FAs. En estos sitios, la porcion
intracelular de las integrinas se asocia con las proteinas talina y actina, las cuales a su vez
interaccionan con otros componentes del citoesqueleto tales como vinculina, paxilina, tensina
y actina. A estos complejos de adhesién focal se asocian también diversas proteinas
intracelulares involucradas en la generacién de sefales de activacidén tales como la cinasa de
adhesiones focales (FAK) y la proteina tirosina cinasa Src. La activacidn de estas enzimas induce

a su vez la activacion de otras enzimas (fosfolipasa C, MAP cinasa), lo que finalmente resulta en

fendmenos tales como la reorganizacion del citoesqueleto o la induccién de la expresion de
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diversos genes implicados en diversos procesos celulares, tales como migracién e invasidn

celular (161).

La via de sefializacién comun de las integrinas: Las FAK/Src

La cinasa de las adhesiones focales (pp125™*

o FAK) es una de las proteinas tirosina-cinasa
implicada en las principales vias de sefalizacion mediada por integrinas, la cual estd
intimamente relacionada con la funcién de las FAs, con el ensamblaje del citoesqueleto y con
la movilidad celular (183).

Un modelo de activacidn de las FAK, sugiere que serian la talina y la paxilina quien reclutaria a
FAK en las FCs. Esto induciria un cambio conformacional de la FAK, permitiendo su interaccién
con los dominios citoplasmaticos de las subunidades B de las integrinas (familias B4, B, y Bs),
guedando expuesto su sitio catalitico (184). Contrariamente de lo que pasa con otras quinasas
citoplasmaticas, la FAK no contiene dominios SH2 y SH3, pero contiene fosfotirosinas y
regiones ricas en prolina que se pueden unir a los dominios SH2 y SH3 de otras proteinas. El
principal lugar de fosforilacién de las FAK es la Tyr397, la cual crea un sitio de unién para el
dominio SH2 de miembros de la familia de las quinasas Src (SFKs).

Las dos principales dianas de los SFKs en las FAs son p130Cas y paxilina, las cuales activan
varias vias de sefializacion de las GTPasas, como la via de sefializacién Rac-GTPasa, Rho-
GTPasas, Rab- GTPasas. La actividad Rac-GTPasa permite la formacién del lamellipodium en
células migratorias y activa, a su vez, las vias de sefalizacion ERK y JNK, promoviendo
migracion e invasién celular. Ambas vias promueven un aumento en la transcripcién de genes
que codifican para proteinas que aumentan la segregacién de la MMP-2, la MMP-9 y lal uPA
(urokinasa plasminogen activator), facilitando la degradacion de la matriz imprescindible para
la invasion celular (185). Rho-GTPasa esta involucrada en la formacion de fibras y en el
establecimiento de adhesiones focales (186) y activa también la via de sefializacién ERK. Las

Rab-GTPasas se han relacionado con el reciclaje de las integrinas (187, 188) (Figura 1.14).

Via de seiializacion especifica de la Integrina-a9
Se ha propuesto que la integrina a9B1 regula la actividad de varias vias de sefializacién que son
iniciadas mediante la actividad de la tirosina quinasa Src independiente de FAK. Se ha
demostrado que Src puede interaccionar directamente con la cola citoplasmatica de la
subunidad a9, y reclutar otras proteinas de sefalizacion para inducir la migracion celular (158).
Src activa p130Cas y iNOs (Inducible NOs), con la subsiguiente activacion de Rac-1, la cual
permite la formacién del lamellipodium en células migratorias, y la produccion de NOs (Nitric

oxide synthases) respectivamente (189). iNOs es una proteina citoplasmatica que genera NOs,
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un subproducto del catabolismo de la L-arginina que consiste en un radical libre gaseoso que
puede mediar diversos procesos biolégicos. Puede actuar como cofactor de la GC (Guanylyn
cyclase) para promover la sintesis de un segundo mensajero cGMP (Cycling guanosine
monophosphate), el cual regula la migracién celular de una manera dependiente o
independiente de PKG (Protein kinase G). Ademas puede regular la expresién de MMP-2,
MMP9, dependiente o independientemente de cGMP (158).

Aunque para la integrina a9B1 no se requiera FAK para promover la migracidn, se cree que
esta puede contribuir en la amplificacion de los efectos bioldgicos producidos por Src (158,
185). Esta activacion de la integrina y subsecuente cascada de sefializacidon es especifica del
tipo celular y puede deberse a la unidn intracelular de proteinas adaptadoras (inside-out
activation) o a la unidon de un complejo de ligandos extracelulares (outside-in activation)

(Figura 1.14).
TnfnRAA

Rab-GTPasas

Cell Migration

Very Important

Figura .14 Mecanismo propuesto de la implicacion de la «9f1 en la migracion celular. A la derecha se
ilustra la via comun de todas las integrinas mediante la actividad FAK-Src. Este complejo recluta p130Cas-Crk,
promoviendo la actividad Rac-GTPasa, Rho-GTPasa y Rab-GTPasa, entre otras. A la izquierda se muestra el
mecanismo principal de actuacién de la a931 mediado por Rac-GTPs regulado por Src. Finalmente se muestra
la implicacién de NOS también regulado, de manera independiente a FAK, por Src. Figura adaptadad de Gutpa,
S.K. 2009 y Mitra, S.K. 2006.
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1.5.4 Internalizacion de las Integrinas

La internalizacion de las integrinas se ha relacionado con algunos fendmenos como la
migracion celular (190) y la eliminacién y reorganizacion de los componentes de la ECM (191).
Durante la migracién celular, se requieren mecanismos eficientes para liberar las adhesiones
de la parte posterior de la célula y formar nuevas adhesiones en el frente de avance. Las
integrinas se pueden transportar por la membrana celular o por el citoplasma mediante
vesiculas, de forma individual o formando agregados entre ellas. El borde de la célula,
particularmente la parte posterior, es el locus donde los agregados adhesivos tienden a
desadherirse. Una vez alli, las integrinas se liberan y dispersan para ser utilizadas para formar
nuevas adhesiones en la parte frontal de la célula, o, alternativamente, permanecen agregadas
moviéndose a lo largo de la membrana celular hasta llegar al frente de la célula y formar
nuevas adhesiones. Una fraccién de integrinas provenientes de la parte posterior de la célula
son internalizadas en vesiculas endociticas que se acumulan en la regién perinuclear donde se
eliminan. Para mantener unos niveles adecuados de integrinas se requiere de un mecanismo
de reposicidn. Este mecanismo se basa en la biosintesis de nuevas moléculas de integrinas, sin

embargo se desconoce el modo cdmo se produce este proceso de reciclaje (190, 192, 193)

(Figura 1.15).
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Figura .15 Representacion de la dindmica de las integrinas en la migraciéon celular. Las integrinas
recicladas tienen que internalizarse por la membrana plasmadtica y transportarse a lo largo de la célula hasta
llegar al frente de accién. Una vez alla, formaran adhesiones con el sustrato e iniciaran la activacioén de diversas
vias de sefializacidon. Durante este proceso se pierden algunas integrinas, siendo necesaria la biosintesis de
novo y asi mantener niveles 6ptimos capaces de promover la migracién celular. Figura adaptada de
Lauffenburger y Horwitz, 1996.

Algunos estudios han demostrado que el ciclo endo-exocitico de las integrinas es necesario

durante la migracidn. Las integrinas hacen este ciclo aproximadamente cada 15-40 minutos, lo
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que equivaldria a que la superficie entera de una célula migratoria es endocitada cada 50

minutos por término medio (193).

1.5.5 Implicacidn de la via Notch en la regulacion de la Integrina-a9

Estudios previos indican un importante paralelismo entre los procesos de desarrollo
controlados por Notch y la adhesidon mediada por integrinas. Las integrinas son esenciales para
la embriogénesis y se han visto involucradas en procesos dependientes de Notch tales como
adhesién, migracidn, angiogénesis, transicion mesénquima-epitelio (MET) y procesos de
cicatrizacion de herida (194-196).

Varios estudios han descrito que la activacion de Notch regula positivamente la adhesién
celular a través de la activacion de moléculas de integrina de la familia f1, principalmente
a5B1, ad4Bl y a3p1 (194). Juliach D. y Leong KG. demostraron que este incremento en la
adhesividad mediado por Notch, es debido a un aumento de la afinidad en la unién de la
subunidad B1 de las integrinas en la superficie celular (196, 197). Hodking PS. y colaboradores
propusieron que la activacidon de las integrinas se conseguia por la accion intracelular de la
GTPasa R-Ras (194). La familia Ras de las proteinas de unidn a GTP y sus efectores downstream
son claves para la regulacion de la activacion de las integrinas. R-Ras y H-Ras tiene efectos
contrarios en la adhesidon célula-matriz. R-Ras aumenta la adhesion celular mediada por
integrinas, mientras que H-Ras y su efector downstream Raf-1 inhiben la actividad de las
integrinas. Se ha sugerido que NICD bloquea H-Ras y activa R-Ras, activando de este modo a
las integrinas (196, 198). Ciado F. y colaboradores demostraron que la via Notch regulaba la
expresion de la a3B1 a nivel transcripcional, sugiriendo que la sobrerregulacién de la integrina
a3B1 mediada por Notch promovia la adhesion célula-ECM, estimulando la migraciéon en

células de médula désea (195).

1.5.6 Evidencias de la implicacion de la Integrina-a9 en RMS

Este trabajo representa la primera descripcién del potencial pro-invasivo de la Integrina-a9 en
RMS. Nuestra hipétesis de partida, teniendo en cuenta el papel que juega la Integrina-a9 en la
miogénesis esquelética (véase El papel de la Integrina-a9 en la miogénesis) y en la
transformacidén o mantenimiento del fenotipo maligno en células tumorales, fue que la
Integrina-a9 podria tener un papel relevante en el mantenimiento del estado inmaduro
muscular e invasivo caracteristico del RMS y que el mecanismo de induccién de ésta podria

estar regulado por la via Notch.
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El papel de la Integrina-a9 en la miogénesis

Tanto el proceso de miogénesis como el proceso de regeneracion del musculo esquelético
adulto requieren de la activacidn, proliferacion y fusién de las células precursoras miogénicas
(mpc).

Las ADAMs son una familia de aproximadamente 30 glicoproteinas transmembrana con un
Unico dominio, que incluye un prodominio, un dominio proteolitico, y un dominio de adhesion
a las integrinas (199). La ADAM12 se ha visto constitutivamente expresada durante la
formacién de los miotubos en la regulacion embrionaria temprana, persiste en la fase post-
natal y cesa su expresion en el musculo adulto (200). Eto K. y colaboradores observaronron
que la subunidad a9 era la pareja preferible de ADAM12 (201). Lafatuse P. y colaboradores
demostraron que ambas moléculas, ADAM12 y la integrina a9, estaban constitutivamente
expresadas durante la diferenciacion miogénica en humanos, siendo los responsables, en
parte, de la interaccidon célula-célula y célula-ECM durante la fusién de los mioblastos
mononucleados (200). La inhibicidn de la interaccién de ambas moléculas producia defectos en
la formacién de miotubos, siendo dos moléculas claves en el proceso de diferenciacion
miogénica y en la mediacidon de la interaccién célula-célula de los mioblastos mononucleados,

imprescindible para acabar formando los miotubos (200).
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El objetivo principal de esta tesis es:

Identificar y estudiar marcadores y genes relevantes asociados con el Rabdomiosarcoma.

Los resultados que hemos ido obteniendo a lo largo de este trabajo nos han llevado a centrar

nuestro interés en los siguientes objetivos secundarios:

1. Estudiar la implicacion de la via de seializacidon de Notch en células de RMS.

2. Estudiar los mecanismos que regulan las funciones pro-invasivas de la via

Notch en esta neoplasia.

3. Caracterizar la via Notch in vivo y estudiar el posible uso de los inhibidores de
gamma-secretasa (GSIs) como terapia complementaria dirigida contra las

células neoplasicas de RMS.
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RESULTADOS

R.1 La via Notch esta ampliamente expresada y activada en RMS

R.1.1 Analisis de expresion para identificar marcadores relevantes del RMS

En el momento de iniciar este trabajo el conocimiento sobre los genes y vias implicadas en la
transformacion celular de los rabdomioblastos a células neoplasicas era muy escaso. Por ello,
con el objetivo de identificar marcadores y genes relevantes asociados a este proceso, se llevd
a cabo un estudio de expresion mediante una plataforma de microarray de cDNA en
colaboracién con el Dr. Schaaf (Amsterdam, Netherlands) (no publicado). Previo a este estudio,
el grupo del Dr. Schaaf realizé un analisis completo del transcriptoma del RMS comparandolo
con el musculo adulto (AM), mediante la técnica de SAGE (Serial analysis gene expression)
(202). A pesar de que este estudid proporciond gran informacion respecto a genes que podian
estar implicados en la tumorogénesis, el nUmero de muestras incluidas fue muy pequefio (n=4
RMS y n=4 AM) y no permitié sacar datos concluyentes. Para aumentar la robustez del analisis
el Dr. Schaaff, en colaboracién con nuestro grupo, analizé un nuevo conjunto de muestras (25
RMS y 6 AM) mediante una plataforma de microarray de cDNA que contenia 4200 genes. El
objetivo del estudio era comparar los genes que se encontraban expresados diferencialmente
en ambos grupos de muestras, independientemente de la plataforma que se utilizara. Por ello,
se empezo por analizar las diferentes plataformas y conjuntos de muestra por separado, para
posteriormente analizar los resultados entre las diferentes plataformas. Los resultados
obtenidos mediante la técnica de SAGE mostraron 793 genes diferencialmente expresados,
mientras que con el microarray de cDNA se identificaron 451 genes. Con el objetivo de
aumentar la robustez del estudio, se incluyeron los resultados obtenidos de dos estudios
accesibles publicamente, realizados mediante una plataforma de arrays de oligonucledtidos de
Affimetrix (U133A). Se compararon 30 muestras de AM (203, 204) con 29 muestras de RMS
(205). La comparacién de los datos permitid identificar 3620 genes diferencialmente
expresados entre ambos grupos de muestras. Posteriormente, se combinaron los resultados
obtenidos de las tres plataformas independientes (SAGE, arrays de cDNA y Affimetrix), y sélo
los genes que mostraban una consistente expresion diferencial, en al menos dos de las tres
comparaciones, fueron seleccionados como genes candidatos. Para determinar si la
combinacion de plataformas producia parcialidades o falsos resultados, se llevaron a cabo test
de permutacion, los cuales mostraban si el nimero de genes consistentemente expresados
entre las plataformas era significativo o no (p<0.001). Se procedié al analisis de la lista genes
para seleccionar aquellos que eran informativos para la biologia del RMS o podian tener una

relevancia clinica mediante andlisis GO (gene ontology analysis). Entre los 427 genes
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seleccionados, se observd principalmente una categoria de genes infraexpresados que
estaban involucrados en la regulacion de la miogénesis normal y/o la funcionalidad del
musculo esquelético, tales como DMD, TPM3 y ACTN2/3; y otra categoria de 34 genes
sobreregulados que estaban implicados en el desarrollo embrionario, tales como HEYI,

MEF2C, NOTCH2 y HES1 (Figura R.1). A partir de estos resultados se procedio al estudio de la

via Notch en RMS.

Muscle RMS

1GF2 e Affimetrix
s (DNA arrave
SPARC — SAGE

coL1al

MEF2C (Downstream effector)

Deltex [Notch interacting protein)

S5PRY2

Notch2

Delta-like 2 ligand

Heyl (CSL dependent target)
Hesl [CSL dependent target)

Figura R.1 Ilustracién de los genes diferencialmente expresados. La imagen muestra los componentes de
la via Notch (marcados en rojo) que estan sobreexpresados en RMS (parte inferior de la imagen) y los que
estan infraexpresados (parte superior) comparado con el muisculo esquelético normal, en al menos dos grupos
de datos/plataformas analizadas. El colorgrama muestra los niveles relativos de expresion de los genes: alta

(rojo) y bajo (verde).
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R.1.2 Perfil de expresion y activacion de la via Notch en RMS

Los resultados obtenidos del analisis comparativo de los genes diferencialmente expresados en
muestras de RMS y AM realizado mediante tres plataformas independientes (SAGE, arrays de
cDNA y Affimetrix) anteriormente comentado, fueron ratificados mediante RT-PCR (Real time
Polymerase Chain reaction). Se estudio la expresion de los cuatro receptores NOTCH y de los
dos efectores Downstream HES1 y HEY1 en un panel de 37 muestras de tumores primarios de
RMS. Los resultados mostraron una amplia distribucion de los receptores de NOTCH y de los
efectores downstream en las muestras estudiadas (Figura R.2). Se compararon los niveles de
RNAs de los tejidos tumorales (clasificados en funcion del tipo tumoral, aRMS y eRMS) con
niveles de RNA de musculo adulto y fetal (AM y FM, 2 pools de tres muestras fueron analizados

para ambos AM y FM).
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Figura R.2 La via Notch esta ampliamente expresada en RMS. Box-plot representando la expresion de los 4
receptores NOTCH y la expresion de HES1 y HEY1 mediante real-time PCR en tumores de RMS. Los resultados
fueron normalizados usando valores de AM como linea de base (valores logz= 0). AM, musculo adulto; FM,
musculo fetal; ERMS, RMS embrionario; ARMS, RMS alveolar. Los asteriscos representan valores
significativamente diferentes comparados con el AM (*) o con el FM (**).
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El resultado mas destacado fue el incremento en la expresién del receptor NOTCH2 en todas
las muestras de pacientes analizadas comparadas con el AM y FM. NOTCH3 mostrd una
sobreexpresion moderada en ambos tipos de RMS, aunque no tan clara como en el caso de
NOTCH?2. Contrariamente, no se observd sobreexpresion significativa en el caso de NOTCH1 y
NOTCH4 en ningun tipo de RMS (Figura R.2). En cuanto a los efectores downstream, la
expresion de HES1 se encontré moderadamente incrementada en el tipo embrionario
comparado con ambas muestras control (AM y FM), mientras que HEY1 mostré un aumento de
expresion en aRMS y eRMS comparado con el AM (Figura R.2).

Ademas analizamos el patron de expresiéon de los efectores de la via Notch mediante
inmunohistoquimica (IHC) en 19 tumores de RMS utilizando como control positivo muestras de
carcinoma de prdstata, donde es bien conocida la activacién de la via Notch (206). Los
resultados mostraron una expresién intensa o moderada de Hes1 en el 90% de los casos, con
un marcado predominantemente nuclear (Figura R.3A); la expresion de Heyl fue fuerte o
moderada en un 50% de los casos estudiados, siendo de predominio citoplasmatico a

diferencia de Hes1 (Figura R.3B).

Figura R.3 La via Notch esta ampliamente activada en RMS: IHC de Hes1 (A) y Hey1 (B) en ambos subtipos
de RMS, utilizando como control positivo muestras de carcinoma de prdstata (PC). Barra horizontal, 100pm.
Obsérvese la estructura de septos caracteristica de aRMS y las células pequefias y redondas sin septos
caracteristicos del subtipo embrionario. Globalmente el marcaje es menor en Heyl (B), siendo la tincién
principalmente citoplasmatica.
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Hasta el momento no ha sido posible establecer una relacién entre la activacién de la via y las
caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes dada la reducida muestra con la que

contamos al ser un tumor tan poco frecuente (véase Anexo 1).
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R.2 La inhibicion de la via Notch reduce significativamente la invasividad y

movilidad del RMS in vitro.

R.2.1 La activacidon de la via Notch se correlaciona con el fenotipo invasivo de las
lineas celulares de RMS

Para estudiar la implicacidn de la via Notch en la patologia del RMS, se utilizaron como modelo
tres lineas celulares de RMS (RH30, CW9019 y HTB82) pertenecientes a subtipos diferentes.
Cada subtipo celular presenta caracteristicas bioldgicas Unicas (véase Introduccidn). El hecho
de que se haya trabajado con estas tres lineas celulares, con grandes diferencias bioldgicas, ha
permitido estudiar el mecanismo general del RMS y no uno particular de un subtipo de éste.

Se llevé a cabo la caracterizacidn de la via Notch en estas tres lineas celulares mediante RT-
PCR. Los resultados mostraron que aunque las lineas celulares expresaban de manera
significativa los receptores NOTCH1, NOTCH2 y NOTCH3 en comparacion con el AM y FM, no se
observd ninguna correlacidn entre su expresion y la oncogenicidad de las tres lineas celulares
analizadas (resultados no mostrados). Sin embargo, cuando se estudio la expresion de los
efectores downstream de Notch (HES1 y HEY1) se observd una correlacién significativa entre
su expresion y la oncogenicidad de las tres lineas celulares. Se observaron niveles de expresion
bajos de HES1 y HEY1 en la linea HTB82 (derivada de un eRMS), valores moderados en la linea
celular CW9019 (derivada de un aRMS con translocacion en PAX7-FOXO1) y valores elevados
en la linea celular RH30 (aRMS con translocacion en PAX3-FOXO1). HES1 mostrd una expresion
24.2 veces mayor en CW9019 y 37.5 veces mayor en RH30 comparado con HTB82. Se observd
el mismo patrén de expresién en el caso de HEY1 (12.3 veces mayor en CW9019 y 34.8 veces
mayor en RH30) (Figura R.4A). Cuando estudiamos las capacidades invasivas de las tres lineas
celulares mediante un ensayo de transwell los resultados verificaron la correlacidn entre la
expresion de la activaciéon de la via Notch y las capacidades invasivas de cada linea celular
(Figura R.4B). La invasividad de la linea HTB82 fue muy baja, a las 48 horas de iniciar el ensayo
no se observé capacidad invasiva significativa. La linea celular CW9019 mostraba un potencial
invasivo notable: a las 8 horas de iniciar el ensayo no se observd invasidn, sin embargo el
numero de células que migraron a la cdmara inferior aumentd considerablemente entre las 24
y 48 horas. Finalmente, la linea RH30 mostrd una elevada capacidad invasiva detectada a las 8
horas del inicio del ensayo, la invasidon fue tal que la cdmara inferior estaba saturada de células
a las 24 horas. Analizamos ademas la movilidad de las tres lineas celulares mediante un ensayo

de cierre de herida (wound healing). Los resultados mostraron que mientras la linea celular
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RH30 cerraba la herida en aproximadamente 18 horas después de hacer la incisidn, la linea
CW9019 necesitaba 3 dias y la linea HTB82 necesitaba mds de una semana para completar el

cierre de la herida (Figura R.4C).
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Figura R.4 La activacion de la via Notch se correlaciona con la capacidad invasiva de las ineas celulares
de RMS. A, cuantificacion relativa de HES1 y HEY1 en las 3 lineas celulares de RMS. B, evaluacion de la
capacidad invasiva de las 3 lineas celulares de RMS mediante un ensayo de transwell a las 8, 24 y 48 horas. *,
en Ay B, el valor es significativamente més elevado que los niveles obtenidos con la linea celular HTB82 con
una P<0.001. C, imagenes representativas del ensayo de wound healing tomadas a las 48 horas después de
hacer la herida en las 3 lineas celulares indicadas. Las dos lineas paralelas delimitan la zona de la herida. Barra

horizontal 100 pm.

R.2.2 La via Notch puede ser inhibida farmacolégicamente mediante inhibidores de
gama-secretasa (GSls)

Con el objetivo de evaluar la importancia de la via Notch en RMS, se analizaron los efectos de
los GSls. Los GSls testados fueron el DAPT, GSI-X, GSI-XX y GSI-XXI. Son peptidomiméticos
estructuralmente muy similares, los cuales mimetizan la presenilina, responsable del corte en
la region S3 del receptor Notch, inhibiendo la protedlisis del NICD y, por lo tanto, la activacion
de la via (99, 100). Para evaluar los efectos de los GSls, se compard la expresién de mRNA de
Hesl y Heyl entre las lineas celulares tratadas con GSlIs y las lineas celulares tratadas con
DMSO (control). Los resultados mostraron una reduccidn significativa en los niveles de Hes1 en
las tres lineas celulares tratadas con DAPT (25 uM), GSI-XX (8 nM) y GSI-XXI (2 nM). El

tratamiento con GSI-X (200 nM) producia una inhibicidn menor o nula en las tres lineas
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estudiadas (Figura R.5A). En cuanto a la expresidon de Heyl se observd un patrén similar de
inhibicién: las células tratadas con GSI-XX (8 nM) y GSI-XXI (2 nM) mostraban una disminucidn
significativa en las tres lineas celulares estudiadas; el tratamiento con DAPT (25 uM) producia
una reduccién de aproximadamente el 80% en las lineas RH30 y CW9019, mientras que en
HTB82 el efecto no fue significativo; y finalmente el tratamiento con GSI-X (200 nM) fue
practicamente nulo, excepto en la linea celular RH30, la cual mostré una reduccién del 30%
aproximadamente (Figura R.5B).

Aungue no se consiguié una inhibicion total, los niveles de proteina de Hesl también se
redujeron significativamente cuando las células fueron tratadas con los GSls, especialmente
con el GSI-XXI (Figura R.5C). No se observd ningun efecto significativo, a nivel de proteina,

cuando las células fueron tratadas con el GSI-X y el DAPT (resultados no mostrados).
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Figura R.5 La activacion de la via Notch se inhibe significativamente mediante GSIs en lineas celulares
de RMS. Efectos de los GSIs en la expresion de mRNA de HESI (A) y HEY1 (B) en lineas celulares de RMS
expresadas en funcion del control (lineas celulares tratadas con DMSO). Significacién estadistica de las
diferencias en comparacion con el control: *, p< 0,005. Todas los medidas de RNA se realizaron por triplicado.
C, Western-blot que muestra los efectos de los GSIs en la expresion de proteina Hes1 en las lineas celulares
RH30 (20 pg de proteina por pocillo), CW9019 (40 pg de proteina por pocillo) y HTB82 (80 pg de proteina por
pocillo). Se us6 la a-tubulina como control de carga. GSI, y-secretasa inhibitor XXI.
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R.2.3 La inhibicion de la via Notch reduce significativamente la movilidad y la
invasividad celular

Cuando las tres lineas celulares de RMS fueron tratadas con los GSls, observamos una
reduccion significativa en la movilidad analizada mediante un ensayo de cierre de herida. En la
Figura R.6A se ilustra este retraso en el cierre de la herida de la linea celular RH30 cuando es
tratada con los GSls. Se captaron dos imagenes por tratamiento, una inmediatamente después
de producir la herida (imagenes superiores) y la otra 18 horas mas tarde (imagenes inferiores).
Se observé que mientras las células tratadas con DMSO (control) cerraban la herida en
aproximadamente 18 horas, las células tratadas con los GSls, especialmente con DAPT, GSI-XX

y GSI-XXI, no lo hacian).
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Figura R.6 La inhibicion de la activacion de la via Notch reduce significativamente la movilidad en lineas
celulares de RMS. A, imagenes representativas del ensayo de wound healing inmediatamente después de
producir la herida (0 h) y 18 horas mas tarde (18 h) de la linea celular RH30 en presencia de los GSIs o en
ausencia (DMSO) (indicado en la parte superior). Barra horizontal 100 um. B, efecto de los GSIs en la velocidad
de cierre en las 3 lineas celulares. Cada barra representa la media de las velocidades de cierre de la herida en 8
muestras independientes en pm? por hora. Diferencias significativas respecto al control: *, P< 0,05; **, P< 0,005.

Ademas, se cuantificd la capacidad de cierre de la herida de las células mediante la velocidad
de cierre (um?/h) (Figura R.6B). Se observé que las células tratados con GSI-XX y XXI reducian
la velocidad de cierre aproximadamente a la mitad respecto al control en todas las lineas

celulares. El tratamiento con DAPT producia una reduccién significativa aunque de forma
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dependiente a la linea celular: mientras que en RH30 la velocidad de cierre se redujo
aproximadamente a la mitad respecto a la del control, en las otras dos lineas el efecto de los
farmacos fue moderadamente significativo, con una reduccién de aproximadamente 30 pm?/h
en la linea celular CW9019 y de 10 um®/h en la linea celular HTB82. Finalmente con el
tratamiento GSI-X, la reduccién de velocidad de cierre fue muy leve o nula en las tres lineas

celulares analizadas (Figura R.6B).
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Figura R.7 La inhibicién de la via Notch reduce significativamente a la invasividad en lineas celulares de
RMS. A, fotocomposicion que muestra un campo representativo de cada tratamiento de la parte inferior de la
membrana del transwell. Las células fueron tefiidas con Hoechst33342. El inhibidor esta indicado en la esquina
de arriba de cada foto. La imagen de la esquina inferior derecha es una imagen captada con Hoechst33342 y luz
visible. B, las barras representan el porcentaje de invasion de las 3 lineas celulares analizadas comparadas con el
control (DMSO) al tratarlos con los GSIs (indicado debajo de las barras). Cada barra representa la media de tres
pocillos independientes. Barra horizontal 100 pm. Diferencia significativa respecto al control:*, P<0,05; **,
P<0,005.

El tratamiento con GSIs, ademas de disminuir la movilidad celular, también afectaba a la
capacidad invasiva de las células, analizada mediante un ensayo de matrigel (Figura R.7). Se
cuantificd la capacidad invasiva de las células midiendo el porcentaje de invasién, es decir, el
numero de células que atravesaron el matrigel respecto al control. El 100% de invasion se
corresponde con el numero de células que atravesaron el matrigel al tratarlo con DMSO
(control). En este ensayo los cuatro inhibidores de la via Notch testados producian efectos
desiguales. Ademads se observd, al igual que en el ensayo anterior, que todos los inhibidores,

excepto el DAPT, producian un efecto similar en las tres lineas celulares. El tratamiento con el

78



DAPT producia una disminucién moderadora del porcentaje de invasién en la linea RH30
(30%), sin embargo producia una reduccién notable en las lineas CW9010 y HTB82 (de mas del
80%). Las células tratadas con los farmacos GSI-XX y XXI mostraban una disminucién del 70-
90% en las tres lineas celulares analizadas. Finalmente, las células tratadas con el GSI-X
mostraban una reduccién muy leve, disminuyendo aproximadamente un 20% el porcentaje de
invasiéon (Figura R.7B). La figura R.7A muestra un campo representativo de cada tratamiento
de la parte inferior de la membrana del transwell. Como se observa, con los tratamientos GSI-
XX y XXI el nimero de células que atravesd el matrigel es mucho menor que con los otros
tratamientos, incluido el control. Estos resultados sugirieron que la via Notch juega un papel

importante en la movilidad e invasividad en células de RMS.

R.2.4 La inhibicion de la via Notch no afecta a la progresion del ciclo celular ni a la
apoptosis celular

Al tratar las lineas celulares de RMS durante tres dias con los 4 GSls testados no observamos
ninguna diferencia significativa en cuanto a progresién del ciclo celular y nivel de apoptosis
comparadas con las células control (DMSO). Estos resultados confirman que la inhibicidn
observada en la movilidad e invasividad de las células de RMS no se podia atribuir a cambios

en el ciclo celular ni en la apoptosis.

A _ _
GO/G1 (%) 43,97 45,63 47.52 45,17 44,26
S (%) 30.69 28.010 27.38 27.07 26.36
G2/M (%) 25.32 26.36 25.08 27.79 28.01
GO/G1 (%) 48.03 47.32 48.22 49.34 44.26
S (%) 29.56 28.96 27.98 29.34 26.36
G2/M (%) 22.41 2372 23.8 21.32 29.38
GO/G1 (%) 46.04 47.95 47.98 49.22 47.86
S (%) 30,02 27.56 26.99 29.99 28.36
G2/M (%) 23.94 24.49 25.03 20.79 23.78
B
Viable Cells (%) 73.32 74.98 69.99 74.64 76.93
Early Apoptotic (%) 1.03 1.05 1.13 1.20 1.24
Late Apoptotic (%) 6.89 9.84 8.93 6.25 5.96
Viable Cells (%) 87.93 82.43 80.65 79.98 80.02
Early Apoptotic (%) 1.06 1.75 1.43 1.84 0.99
Late Apoptotic (%) 12.82 12,98 14.93 14.82 13.98
Viable Cells (%) 79.98 76.56 78.23 76.99 80.78
Early Apoptotic (%) 1.09 1.85 1.65 1.56 123
Late Apoptotic (%) 11.98 13.86 9.75 10.56 11.89

Figura R.8 La inhibicion de la via Notch no afecta a la progresion del ciclo celular ni a la apoptosis
celular. A, porcentaje de células acumuladas en las diferentes fases del ciclo celular en las tres lineas celulares
analizadas tratadas con los GSIs. B, porcentaje de células viables y apoptoéticas en las tres lineas celulares
analizadas tratadas con los diferentes GSIs.
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R.2.6 Especificidad de los GSls

Para descartar la posibilidad de que los efectos observados sobre las células tratadas fueran
debidos a la inhibicién especifica de Notch, manipulamos genéticamente la via transfectando
una construccién que contenia el dominante negativo MAML1 (dnMAML1) o el vector vacio
(PEGFP). MAML1 es un coactivador que coopera con el NICD y los factores de transcripcidon CSL
para activar los genes diana de Notch. Se ha demostrado que una version truncada de MAML1
es capaz de mantener una asociacién con este complejo impidiendo la activacién de la via

(207).
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Figura R.9 Efectos del silenciamiento de la activacion de la via Notch usando el dnMAML1 en la linea
celular RH30. A, efectos del dnMAML1 en la expresion de Hes1 evaluada mediante RT-PCR expresada como
porcentaje y comparada con el control (RH30). B, Western-blot mostrando el efecto de la expresion del
dnMAML1 en la expresion de proteina Hes1. Se utiliz6 el a-tubulina como control de carga. C, ensayo de wound
healing mostrando la reduccidon en la velocidad de cierre de las células que expresan el dnMAML1. D, efectos
del dnMAML1 en el ensayo de invasion matrigel/transwell. En A, C, y D, *, diferencia significativa con el control
(p<0,005).

Tal y como esperabamos, la linea celular RH30 transfectada establemente con el dnMAML1
reducia los niveles de expresion de mRNA Hesl un 75-95% respecto a los niveles hallados en
los controles RH30 transfectada con pEGFP y RH30 sin transfectar, respectivamente (Figura
R.9A). Asimismo, se observd una reduccién significativa en los niveles de proteina de Hesl en
las células transfectadas con el dnMAML1 (Figura R.9B). Esta atenuacidon en la expresidn de

Hes1 producia efectos en la movilidad e invasividad celular. Las células transfectadas con el
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dnMAML1 cerraban la herida de forma significativamente mas lenta que las células control,
con una reduccion en la velocidad de cierre de mas de la mitad (Figura R.9C). La capacidad
invasiva de las células también se vio afectada al transfectar el dnMAML1, reduciendo el

porcentaje de invasion un 80% respecto a las células control (Figura R.9D).
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R.3 La via Notch confiere un fenotipo mds invasivo a las células de RMS

mediante la regulacion de moléculas de adhesion

R.3.1 La inhibicion farmacoldgica de la via Notch disminuye la adhesidn celular

Cuando las lineas celulares de RMS fueron tratadas con el GSI-XX| se observé una clara

reduccion de la adhesividad celular detectada tanto en placas recubiertas con colageno como

con fibronectina (Figura R.10). El efecto observado del GSI-XXI era variable en funcién de las

lineas celulares analizadas y del substrato utilizado. En general, se producia una reduccién

considerable del porcentaje de células adheridas, una vez realizados los ensayos de lavado,

que variaba desde el 20 al 50% en las placas de fibronectina (Figura R.10A) y desde el 30 al

60% en las placas de colageno (Figura R.10B). Estos resultados sugirieron un papel importante

de la via Notch no sélo en procesos moleculares de movilidad e invasividad, sino que también

en la regulacion de la adhesividad celular.
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Figura R.10 La inhibicién
farmacoléogica de la via Notch
dismunuye la adhesién celular en
lineas celulares de RMS. Las
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Para descartar que los efectos observados de adhesividad fueran debidos a algun tipo de
muerte celular llevamos a cabo un ensayo de viabilidad mediante citometria de flujo. No se
observaron diferencias sustanciales entre las células tratadas con GSI-XXI y las células tratadas

con DMSO (Figura R.11).
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Figura R.11 El tratamiento con GSlIs no afecta a la viabilidad celular. A, graficas de citometria que muestran
la incorporacidon de ioduro de propidio en células no viables (poblacion de color negro) y células viables
(poblacidn de color pirpura) para las lineas celulares tratadas (GSI) y los no tratados (DMSO) (RH30, CW9019
y HTB82). B, grafica que representa el porcentaje de viabilidad de las células tratadas y no tratadas en las tres
lineas de celulares indicadas al pie de la figura.
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R.3.2 La inhibicion farmacoldgica de la via Notch modifica el patron de expresion de
moléculas de adhesion

En base a los resultados anteriores hipotetizamos que la via Notch tenia que estar regulando
algunas moleculas de adhesién implicadas en los procesos de adhesividad, movilidad e
invasividad en células de RMS. Por ello, con el objetivo de buscar moléculas candidatas
responsables de estos procesos celulares, se analizé un conjunto de muestras (lineas celulares
tratadas con GSI-XX/XXI y no tratadas) mediante una plataforma de microarray de Affymetrix
(U133A). El objetivo del estudio era comparar los genes implicados en la adhesividad celular
que se encontraban expresados diferencialmente en ambos grupos de muestras (tratados y no
tratados), independientemente del farmaco que se utilizara. Se procedié al analisis de la lista
de genes para seleccionar aquellos que eran relevantes en los procesos de adhesividad e
invasividad celular. Entre los genes seleccionados, se observé un grupo que mostraba una
infraexpresidn consistente en las muestras tratadas con GSls respecto a las muestras control,
tales como la CDH2, la protocaderina 10 (PCDH10) y la Integrina-a9 (/ITGA9); y otro grupo de
genes sobreexpresados tales como la caderina 7 (CDH7) y selectina L (SELL) (datos no
mostrados).

Después de un exhaustivo trabajo de seleccion y validacion mediante RT-PCR y Western-blot,
seleccionamos aquellas moléculas que presentaban una expresidn diferencial y consistente en
los dos grupos de muestra de estudio (lineas celulares tratadas y sin tratar). Las moléculas
candidatas fueron la N-Caderina, descrita por su capacidad de promover adhesividad,
invasividad y migracion a sitios distales en células tumorales (117, 118); y la Integrina-a9,
implicada en varios procesos de interaccidon dinamica entre células-ECM, como re-epitelizacidn
de una herida cutanea (154), adhesion y migracion celular en células neoplasicas (155-157,

189)(Figura R.12).

g - * Figura R.12 La inhibicién farmacoldgica de
< 80 - 1 la via Notch reduce significativamente la
% 60 * expresion de N-Caderina e Integrina-a9.
[ il B DMsO Resultados del andlisis del microarray de de
L 40 - o Gsl cDNA, mostrando los niveles de expresion
= relativos de N-Caderina (N-cad), Integrina-a9
E 20 - (ITGA9) y Hes1 de muestras tratadas con GSIs
0 - ——— i . ) comparadas con el control (DMSO).
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R.4 La via Notch regula la N-Caderina

R.4.1 La inhibicion farmacoldgica de la via Notch reduce significativamente la
expresion de la N-Caderina.

Los resultados obtenidos del analisis de expresién, comentado anteriormente, fueron
ratificados mediante RT-PCR y Western-blot. Se compararon los niveles de expresién de la N-
Caderina entre las lineas celulares tratadas con el GSI-XXI y las lineas celulares tratadas con
DMSO (control). Confirmando los resultados previos, se observd que las células tratadas con el
GSI mostraban una reduccién en los niveles de la N-Caderina en las tres lineas celulares
analizadas. Los niveles de expresion de mRNA de la N-Caderina se redujeron aproximadamente
un 60-85% en comparacién con el control (100%). Se analizé la expresién de mRNA Hes1 como
control de la correcta inhibicion de la via Notch. Como esperdbamos, la expresion de mRNA de
Hes1l mostraba una reduccién significativa en las células tratadas con GSI (Figura R.13B), y a
pesar de no conseguir una inhibicion completa de la via (con una reduccién del 60-85% en los
niveles de mRNA de Hes1), pudimos observar una reduccidn significativa en la expresion de la

N-Caderina (Figura R.13A).
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Figura R.13 La inhibicién farmacoldgica de la via Notch reduce significativamente la expresion de N-
Caderina. Ay B, niveles relativos de mRNA evaluados mediante PCR cuantitativa en presencia (GSI) o ausencia
(DMSO) de los inhibidores de la y-secretasa de la N-Caderina (A) y de HES1 (B). Los niveles de la N-Caderina y
HES1 fueron evaluados por triplicado. *, P<0,005; **, P< 0,05. C, un panel de Western-blot mostrando los
efectos de los GSIs en los niveles de N-Caderia, NICD1 y Hes1 comparado con muestras no tratadas (DMSO). Se
utiliz6 a-tubulina como control de carga. A continuacidn de la composicién de Western-blot, se muestra los
analisis densitométricos de cada banda del Western-blot.
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A nivel de proteina, se observé una reduccidn en los niveles de las isoformas funcionales de la
N-Caderina: N-Caderina no procesada (N-Cad/FLL) y la isoforma CTF2 (Figura R.13C). El
fragmento CTF1 no se detectd sugiriendo que esta isoforma tenia un papel poco importante en
RMS (Figura R.13C). En la figura R.13 se muestra también la reduccion de los niveles de
proteina Hes1 y NICD como marcadores de la inhibicidn de la via Notch. Todos los ensayos de
Western-blot fueron cuantificados mediante andlisis de densitometria (Figura R.12C parte

inferior).

R.4.2 La modificacidn genética de la activacion de la via Notch regula a la N-Caderina

Con el objetivo de verificar que los efectos observados de los farmacos no eran debidos a la
implicacion de otras vias celulares o al efecto directo de las drogas sobre la N-Caderina
modificamos genéticamente la actividad de la via Notch, transfectando varias construcciones
gue contenian el ligando de Notch (Delta) y el dnMAMLA1.

La activacién de la via transfectando Delta causaba un aumento en los niveles de N-Caderina
(Figura R.14A y C). Los efectos de la transfecciéon fueron desiguales para las tres lineas
celulares analizadas. A nivel de mRNA, la sobreexpresion de N-Caderina al transfectar Delta fue
mucho mayor en la linea celular HTB82 que en las otras dos lineas celulares. Los resultados
mostraron que mientras que en la linea celular HTB82 se observaba una sobreexpresién de
700% en los niveles de mRNA de N-Caderina comparado con su control (HTB2 transfectadas
con un vector vacio, pCDNA3.1), en las lineas celulares CW9019 y RH30 se producia una
sobreexpresion de 70-60% comparado con sus respectivos controles (CW9019 y RH30
pCDNA3.1s) (Figura R.14C). El Western-blot reveld la presencia de la N-Caderina full lenght (N-
Cad FL) y del fragmento CTF2, mientras que el fragmento CTF1 no se detecté. Ambas formas
de la N-Caderina (N-Cad FL y CTF2) mostraron una induccién cuando la via Notch estaba
activada (sobreexpresion de Delta). Como se puede observar, la linea celular HTB82 presentd
mayor expresiéon de la forma activa de la N-Caderina CTF2, sugiriendo un papel relevante de
esta isoforma en esta linea celular, proveniente de un subtipo de RMS embrionario (Figura
R.14A).

La inhibicién de la via, mediante sobreexpresiéon del dnMAML1, producia una reduccion
significativa en los niveles de N-Caderina (Figura R.14B y C). A nivel de mRNA, los efectos de la
transfeccion fueron similares en las tres lineas celulares analizadas, con una disminucidn en la
expresion de la N-Caderina de aproximadamente el 50% comparado con sus respectivos
controles. Asimismo, se observd una reduccion significativa a nivel de proteina de la N-

Caderina full lenght (N-Cad FL) y del fragmento CTF2. Se evaluaron los niveles de expresion de
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proteina de Hesl, NICD y de mRNA de Hesl como control de la inhibicién de la via Notch

(Figura R.14D).
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Figura R.14 La modificacion genética de la via Notch afecta la expresion de N-Caderina. Las lineas
celulares de RMS transfectadas con Delta (A) muestran activacion de la via Notch (NICD y Hes1) y de la N-
Caderina (N-Cad/FL y CTF2). Contrariamente, las células transfectadas con el dnMAML1 muestran una
reduccion de la via Notch (NICD y Hes1) y de la N-Caderina (B). En la parte inferior de cada panel de Western -
blot se muestran las cuantificaciones realizadas mediante analisis de densitometria. Las variaciones asocidas a
las modificaciones genéticas de la Via Notch (transfecciones de Delta y MAML1) observadas en proteinas, se
observan también a nivel de mRNA de N-Caderina y Hes1 (C, D). Todas las medidas de RNA fueron realizas por
triplicado. **, P<0,005;*, P<0,05. La eficiencia de transfeccion fue de 170% en RH30, del 50% en CW9019 y del
80% en HTB82.

Para ratificar estos resultados, realizamos un estudio comparativo mediante
inmunocitoquimica (IC) de la N-Caderina en las tres lineas celulares. Comparamos las lineas
celulares con activacion de la via Notch (transfectando Delta) con las lineas celulares

transfectadas con el vector control (pCDNA3.1). La IC reveld una expresion moderada de N-
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Caderina en las células control (Figura R.15). Cuando las células fueron transfectadas con el
ligando Delta la expresién de N-Caderina aumentd significativamente, conservando el patrén
de localizacion de la proteina enddgena en todas las lineas celulares (Figura R.15A, B y C). La
tincién se localizé en citoplasma y membrana celular en RH30 y CW9019, sin embargo fue
mucho mas nuclear en HTB82, sugiriendo una mayor presencia de la isoforma N-Caderina CTF2
en esta linea celular (también observado en Western-blot, Figura R.14A y B).
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Figura R.15 Niveles de expresion de N-Caderina mediante IC. Doble inmunocitoquimica con anticuerpos
anti-Hes1 (Hes1) y anti-N-Caderina (N-Cad) en células transfectadas con Delta en RH30 (A), CW9019 (B) y
HTB82 (C). La tincidn es la siguiente: Hes1 (verde), N-Caderina (rojo) y tincién nuclear (azul). D, cuantificacion
de la IC. En todas las cuantificaciones, al menos 100 células fueron evaluadas en experimentos duplicados. *,
P<0,005. La eficacia de transfeccion fue del 50% en RH30, del 40% en CW9019 y del 70% en HTB82.
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R.4.3 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce la adhesividad y la movilidad en
células de RMS

Con el objetivo de demostrar que el papel de la N-Caderina era decisivo para el aumento de las
capacidades migratorias e invasivas de las células de RMS mediadas por Notch, llevamos a
cabo una serie de ensayos funcionales (ensayo de adhesividad, movilidad e invasividad) en
presencia o ausencia de un anticuerpo bloqueante especifico de la N-Caderina. El objetivo
principal de estos experimentos era analizar si la inhibicion de la funcionalidad de la N-
Caderina era suficiente para compensar el aumento de adhesividad y/o movilidad y/o
invasividad observado en células de RMS con una activacion constitutiva de la via Notch.

Las células de RMS transfectadas con Delta mostraron un aumento de adhesividad en placas
recubiertas con fibronectina, fenotipo que podia ser revertido usando un anticuerpo
bloqueante anti-N-Caderina (Figura R.16A). La capacidad adhesiva se evaludé cuantificando la
fraccion de células que después de formar adhesiones iniciales resistieron a la fuerza
convencional propia de ensayos de lavado (uniones intermedias o a corto plazo) y se evaluaron
en porcentaje respecto al control (lineas celulares transfectadas con pCDNA3.1). Los efectos
del anticuerpo bloqueante parecieron ser similares en las tres lineas celulares, con una
reduccion en la capacidad adhesiva del 40-70% comparado con sus respectivas lineas celulares
transfectadas con Delta. Ademas se observd un cambio a un fenotipo mas estrellado al usar el
anticuerpo bloqueante anti-N-Caderina, caracterizado por la disminucidon de uniones entre
células y con el sustrato (Figura R.16B). Estos resultados sugirieron que el aumento observado
de adhesividad al sobreexpresar la via Notch era debido, al menos en parte, al efecto de la

regulacién de la N-Caderina.
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Figura R.16 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades adhesivas de las células de
RMS. Las tres lineas celulares fueron transfectadas con las construcciones indicadas al pie de las gréficas
(pCDNA, Delta) en presencia (+) o ausencia (-) del anticuerpo bloqueante anti-N-Caderina (N-Cad Ab) tal como
se indica en la figura. A, ensayo de adhesién en placas recubiertas con fibronectina. El porcentaje de las células
adheridas fue cuantificado por triplicado en cada condicién (linea celular, transfeccién y tratado o no tratado).
B, fotografias tomadas 24 horas después del tratamiento con el anticuerpo bloqueante (N-Cad Ab) o con IgG
(Control), se observa en las imagenes inferiores un cambio a un fenotipo mas estrellado, caracterizado por la
disminucién de uniones de células con el sustrato y entre ellas, comparado con las muestras control. **,
P<0,005; * P<0,05.
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Asimismo se observd, mediante el ensayo de wound healing, que las células de RMS
transfectadas con Delta mostraban un aumento en la velocidad de cierre de la herida,
capacidad que podia ser revertida usando el anticuerpo anti-N-Caderina (Figura R.17A). En
este caso, el anticuerpo bloqueante mostré tener efectos desiguales en las tres lineas celulares
analizadas: mientras que para las lineas celulares RH30 y CW9019 la velocidad de cierre se
redujo aproximadamente a la mitad respecto a las células con sobreactivacion de la via Notch,
en la linea celular HTB82 el efecto del anticuerpo bloqueante fue mas moderado, debido,

probablemente, a su ya escasa velocidad de partida.
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Figura R.17 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades moviles de las células de
RMS. A, ensayo de wound healing. Todas las barras indican la media de la velocidad de cierre de 8 muestras
independientes de cada condicion (linea celular transfectadas, tratadas o no tratadas). Las tres lineas celulares
fueron transfectadas con las construcciones indicadas al pie de las graficas (pCDNA, Delta) en presencia (+) o
ausencia (-) del anticuerpo bloqueante anti-N-Caderina (N-Cad Ab). B, las lineas blancas representan las
trayectorias de migracion representativas de los desplazamientos celulares de las diferentes lineas celulares
(indicadas en la parte superior del panel) tratadas con el anticuerpo bloqueante (N-Cad Ab) o con IgG
(Control). Debajo de la imagen se observa la cuantificacion del Indice de Direccionalidad (ID). C, fotografias
captadas 24 horas después del tratamiento con el anticuerpo bloqueante. Se observa como las células tratadas
(N-Cad Ab) pierden la direccionalidad, propia de las células control. **, P<0,005; *, P<0,05.
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Se observé que el bloqueo de la N-Caderina, ademas de reducir la velocidad de cierre, afectaba
a las trayectorias de migracion. Los resultados mostraron que mientras que las células control
(transfectadas con Delta y tratadas con IgG) tenian cierta direccionalidad intrinseca o
persistencia en migracion, es decir, tendian a migrar en una misma direccidon durante periodos
de tiempo relativamente largos; las células tratadas con el anticuerpo bloqueante anti-N-
Caderina presentaban una perdida significativa de este sentido de direccionalidad. Para medir
este parametro se obtuvieron y analizaron la trayectoria recorrida por cada célula individual
durante un periodo de 37 horas con ayuda del software de Image J. Con el fin de visualizar las
diferencias de la forma mas clara posible se representaron los movimientos de varias células
representativas elegidas al azar (Figura R.17B). Las células tratadas con el anticuerpo
bloqueante anti-N-Caderina mostraron un desplazamiento neto mas corto (entendido como la
distancia lineal mas corta entre el punto inicial y el punto final del recorrido de la célula),
comparado con las células control, las cuales se movian por trayectorias mas largas y de una
forma mas directa. Para cuantificar estas diferencias, se calculd el indice de direccionalidad
(ID), definido como el cociente entre la distancia neta dividido por la distancia total recorrida
por la célula (véase Materiales y Métodos ). Las células con inhibicion de la funcionalidad de la
N-Caderina mostraron una reduccién importante en la ID comparado con las células control
(Figura R.17C). La Figura R.17D ilustra la pérdida de direccionalidad de las células tratadas con
el anticuerpo bloqueante. Se muestran fotografias captadas 24 horas después del tratamiento
con el anticuerpo bloqueante (N-Cad Ab) o con IgG (Control). Como se observa el bloqueo de
la N-Caderina modifica el fenotipo de las células en el frente de avance a un fenotipo menos
agresivo. Mientras que en las células control se observa un fenotipo celular tipico de células
migratorias (con extensiones de membrana hacia el frente de avance), las células tratadas con
el anticuerpo bloqueante de la N-Caderina se muestran mas redondeadas sin ningun tipo de
extension de membrana, tipico de células que han perdido la direccionalidad. Estos resultados
sugirieron que el cardcter mévil propio de las células de RMS al sobreexpresar la via Notch era
debido, en parte, a un aumento en la expresion de la N-Caderina.

Finalmente se analizd la capacidad invasiva de las células, cuantificando el nimero de células
que habian migrado a la parte inferior del matrigel y se cuantificé el porcentaje con respecto al
control (lineas celulares transfectadas con pCDNA3.1). Se observd que las células de RMS
transfectadas con Delta mostraban un aumento en su capacidad invasiva, fenotipo que podia
ser revertido si se inhibia la funcionalidad de la N-Caderina. Sin embargo, en este caso, los
efectos observados del anticuerpo bloqueante fueron menores, aunque significativos, con

respecto a los efectos observados en la velocidad de cierre y capacidad adhesiva de las lineas
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celulares analizadas (Figura R.18). Estos resultados sugieren que la N-Caderina podria tener un

papel mds importante en la movilidad celular que no en la capacidad invasiva en lineas

celulares de RMS.
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Figura R.18 El bloqueo especifico de la N-Caderina reduce las propiedades invasivas de las células de
RMS. Las tres lineas celulares fueron transfectadas con las construcciones indicadas al pie de las graficas
(pCDNA, Delta) en presencia (+) o ausencia (-) del anticuerpo bloqueante anti-N-Caderina (N-Cad Ab) tal como
indica la figura. Ensayo de matrigel/transwell. La invasidon se representa como porcentaje de las células

presentes en el compartimiento de abajo respecto al control. Cada barra representa la media de tres pocillos
independientes. *, P<0,05.

R.4.4 NICD1 y Hes1 se unen al promotor de la N-Caderina

Se realizé un ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) para analizar la posible
interaccidon de los efectores downstream Hesl y NICD con la regidn promotora de la N-
Caderina. Los resultados revelaron una co-inmunoprecipitacién de ambas proteinas con la
region reguladora de la N-Caderina. El control de las 1gGs no mostré amplificacion (Figura
R.19). Estos resultados sugirieron una unién directa de estos efectores downstream con la

regién promotora del gen de la N-Caderina.
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Figura R.19 Union del NICD y Hes1 con la regiéon promotora de la N-Caderina. Se analizaron lisados de
células RH30 mediante un ensayo de ChIP usando anticuerpos especificos contra Hes1, NICD y IgG de conejo
como control. La cromatina inmunoprecipitada fue amplificada mediante PCR usando la regién especifica del
promotor de la N-Cadherin. IgG: control negativo IgG de conejo; Input: 5% de lisado celular sonicado usado
para la IP; H20: control negativo de la PCR; M: 100bp de marcador de DNA.
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R.4.5 La N-Caderina esta ampliamente expresada en pacientes de RMS

Se estudio la expresién de la N-Caderina en un panel de 31 muestras de tumores primarios de
RMS mediante PCR a tiempo real. Se compararon los niveles de RNAs de los tejidos tumorales
(aRMS y eRMS) con niveles de RNA de musculo adulto y fetal (AM y FM, 2 pools de tres
muestras fueron analizados para ambos AM y FM). Los resultados mostraron un aumento de
expresiéon de N-Caderina en prdacticamente todas las muestras de pacientes analizados
comparados con el AM. Sin embargo cuando utilizamos como control la expresion del FM,
observamos que los niveles de la N-Caderina eran ligeramente inferiores a éste (Figura R.20).
Hasta el momento, no ha sido posible establecer una relacién entre la activacién de la via y las
caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes dada la reducida muestra con la que

contamos al ser un tumor tan poco frecuente (véase Anexo 1).
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R.4.6 La N-Caderina se correlaciona con Hes1 en tumores de RMS

Con el objetivo de analizar si existia correlacion entre Hes1 y N-Caderina en pacientes de RMS,
tal como se habia observado en las lineas celulares, se realizé un ensayo IHC. Se marcaron
varias muestras de pacientes usando los anticuerpos contra Hesl y N-Caderina. La intensidad
de marcaje fue evaluada usando un método semicuantitativo, tal como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos. Aunque el nimero de muestras fue limitado (n=9), los
resultados mostraron una correlacidn entre la expresion de Hesl y N-Caderina (Figura R.21),
con una correlacién de Pearson de 0.584 (p<0.01), sugiriendo una dependencia entre ambas

proteinas.
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Figura R.21 La expresion de N-Caderina se correlaciona con la de Hes1 en tumores de RMS. A, secciones
representativas de tres pacientes (34, 37 y 41) marcados con los anticuerpos anti-Hes1 y N-Caderina. B, plots
representando la correlaciéon entre Hesl y N-Caderina. Los valores de la correlacion de Pearson y la

significancia se muestran en la esquina superior izquierda del grafico.
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R.5 La via Notch regula la Integrina-a9

R.5.1 La inhibicion farmacoldgica de la via Notch reduce significativamente la
expresion de la Integrina-a9

Los resultados obtenidos del analisis de Affymetrix (U133A) (véase Figura R.12), aparte de
conducirnos al analisis de la N-Caderina, nos llevé a estudiar la Integrina-a9. Para ratificar
estos resultados, se compararon los niveles de expresion de la Integrina-a9 entre las lineas
celulares tratadas con el GSI-XXI y las lineas celulares tratadas con DMSO (control) mediante
RT-PCR y Western-blot. Los niveles de mRNA mostraron una reduccién significativa del 80%
para las lineas celulares RH30 y CW9019, y del 60% para HTB82 en comparacién con el control
(100%) (Figura R.22A). Se analizé la expresién de mRNA Hesl como control de la correcta
inhibicién de la via Notch (Figura R.22B). A pesar de que no se consiguié una inhibicion
completa de la via Notch (Figura R.22B), pudimos observar una reduccién clara en los niveles
de proteina de la Integrina-a9 en las tres lineas celulares estudiadas (Figura R.22C). En la figura
se muestra también la reduccién de los niveles de proteina de Hes1 y NICD como marcador de
la inhibicion de la via Notch (Figura R.22C). En la parte inferior del panel de Western-blot se

muestran las cuantificaciones realizadas mediante andlisis de densitometria.
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Figura R.22 La inhibicién farmacoldgica de Notch reduce significativamente la expresion de la Integrina-
a9. Niveles relativos de mRNA evaluados mediante PCR cuantitativa en presencia (GSI) o ausencia (DMSO) de
los inhibidores de la y-secretasa de Integrina-a9 (A) y de Hes1 (B). En la parte inferior del panel de Western-blot
se muestran las cuantificaciones realizadas mediante andlisis de densitometria. Los niveles de Integrina-a9 y
Hes1 fueron evaluados por triplicado. *, P<0,005. C, un panel de Western-blot mostrando los efectos de los GSIs
en los niveles de Integrina-a9, NICD1 y Hes1 comparado con muestras no tratadas (DMSO). Se utilizé la tubulina
como control de carga.
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R.5.2 La modificacidn genética de la activacion de la via Notch regula la Integrina-a9

Con el objetivo de verificar que los efectos observados por los farmacos no eran debidos a la

implicacion de otras vias celulares o al efecto directo de las drogas sobre la Integrina-a9

modificamos genéticamente la actividad de la via Notch transfectando varias construcciones

que contenian el ligando de Notch (Delta) y el dnMAML1.
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Figura R.23 La modificacion genética de la via Notch regula la expresion de la Integrina-a9. Las lineas
celulares de RMS transfectadas con Delta y dnMAML1 muestran respectivamente un incremento y una
reduccidn en la activacion de la via Notch (Hes1) y en la expresion de la Integrina-a9 a nivel de proteina (4, B).
En la parte inferior de cada panel de Western-blot se muestran las cuantificaciones realizadas mediante
analisis de densitometria. Las variaciones asociadas a las modificaciones genéticas de la via Notch observadas
en proteinas, se observan también a nivel de mRNA de Integrina-a9 y Hes1 (C, D). Todas las medidas de RNA
fueron cuantificadas por triplicado. **, P<0,005;* P<0,05. La eficacia de transfeccion fue del 40% en RH30, del

60% en CW9019 y del 50% en HTB82.

La activacién de la via por transfeccion mediante Delta dio lugar a un aumento en los niveles

de Integrina-a9, tanto a nivel de proteina como de mRNA (Figura R.23). Los resultados fueron
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similares para las tres lineas celulares analizadas. Se observd un incremento de
aproximadamente el 50% a nivel de proteina y de aproximadamente el doble a nivel de mRNA
comparado con sus respectivos controles (Figura R.23A y C). Se analizé la expresidon de Hesly
NICD1 a nivel de proteina, y de mRNA de Hesl como control de una correcta transfeccion y
activacion de la via Notch (Figura R.23A y D). Contrariamente, se observé que al inhibir la via
mediante el dnMAML1 se producia una reduccidn significativa en los niveles de expresion de la
Integrina-a9. A nivel de mRNA se observé una disminucién del 60% en las lineas celulares
RH30 y CW9019 y del 40% en la linea celular HTB82 comparado con sus respectivos controles
(Figura R.23C). Las variaciones asociadas a las modificaciones genéticas de la via Notch
(transfeccion dnMAML1) observadas en mRNA, se observan también a nivel de proteina
reduciéndose la mitad o mas de la mitad en las tres lineas celulares analizadas (Figura R.23B).

Con el objetivo de verificar los resultados anteriores, realizamos un estudio de expresidn
mediante IC en las tres lineas celulares. Se compararon los niveles de expresién de Hesl e
Integrina-a9 en células que contenian las construcciones del ligando de Notch (Delta) y el
dnMAML1 con células transfectadas con el vector vacio (control). La IC reveld una expresion
moderada de la Integrina-a9 en células no transfectadas. Se observé una tincidon
citoplasmatica, perinuclear y en membrana celular. Cuando las células fueron transfectadas
con Delta se observd un aumento significativo en la expresion de la Integrina-a9 (Figura R.24A,
B y C), conservando el patréon de localizacidon de la proteina enddégena en todas las lineas
celulares. Contrariamente, tal y como se esperaba, los resultados revelaron una disminucién
significativa en la expresion de la Integrina-a9 en células transfectadas con el dnMAML1
(Figura R.24A, B y C). La disminucion fue muy similar en las tres lineas celulares. Se evalué la
expresidon de Hes1l como control de la inhibicidn de la via Notch. Tal y como se muestra en la
figura, la inhibicion de Hesl no fue completa (Figura R.24D) permitiendo evaluar la expresion
de la Integrina-a9, ya que a mayor inhibicién de Hes1 las células perdian su capacidad adhesiva
siendo muy costoso realizar el ensayo de IC. Ademds observamos que la inhibicion de la via
Notch, mediante el dnMAML1, producia una redistribucidén en la localizacién celular de la
Integrina-a9. En las células control, la expresion de esta proteina se localizaba principalmente
en la membrana citoplasmatica, sobre todo en la parte frontal de las células; mientras que en
la células con inhibicién de la via Notch la Integrina-a9 estaba ampliamente distribuida por

todo el citoplasma y en la zona perinuclear (Figura R.24E).
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Figura R.24 La modificacion genética de la via Notch reduce la expresion de la Integrina-a9 causando
una redistribucion en su localizacién celular. A, doble inmunocitoquimica con anticuerpos anti-Hes1(Hes1) y
anti-Integrinaa9 (ITGA9) en células transfectadas con Delta y el dnMAML1 en las tres lineas celulares (A, By C).
La tincidn es la siguiente: Hes1 (verde), Integrina-a9 (rojo) y tincién nuclear (azul). D, cuantificacién de la IC. En
todas las cuantificaciones, al menos 100 células fueron evaluadas en experimentos duplicados. E, imagenes
captadas con el microscopio de fluorescencia de las tres lineas celulares transfectadas con el dnMAML1 o el
control (CTRL) donde se muestra la localizacién de la Integrina-a9. Barra, 40, 30 y 20 um en RH30, CW9019 y

HTB82 respectivamente. *, P<0,005. * P<0,05. La eficacia de transfeccion fue del 40% en RH30, del 50% en
CW9019 y del 40% en HTB82.
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R.5.3 El bloqueo especifico de la Integrina-a9 reduce la adhesividad y movilidad en
células de RMS

De igual modo que en el caso de la N-Caderina, se llevd a cabo una serie de ensayos
funcionales (ensayo de adhesividad, invasividad y wound healing) en presencia o ausencia de
un anticuerpo bloqueante especifico de la Integrina-a9 para dilucidar la posible implicacion de
ésta en células de RMS. La hipotesis de partida fue que la Integrina-a9 podia ejercer un papel
decisivo en el aumento de las capacidades migratorias e invasivas de las células de RMS
mediada por Notch. El objetivo principal de estos experimentos era analizar si la inhibicién de
la funcionalidad de la Integrina-a9 era suficiente para compensar el aumento de adhesividad,
y/o invasividad, y/o movilidad observado en células de RMS con una activacidon constitutiva de
la via Notch.

La capacidad adhesiva se evalud, al igual que en el caso de la N-Caderina, cuantificando la
fraccion de células que después de formar adhesiones iniciales resistieron a la fuerza
convencional propia de ensayos de lavado y se evaluaron en porcentaje respecto al control
(lineas celulares transfectadas con pCDNA3.1). Los resultados mostraron que las células
transfectadas con Delta al ser tratadas con el anticuerpo bloqueante anti-Integrina-a9
revertian su fenotipo a uno menos adhesivo, tipico de la linea celular sin transfectar (100%)
(Figura R.25A). El efecto del anticuerpo fue muy similar en las tres lineas celulares,
disminuyendo la capacidad adhesiva en un 40-60% en comparacion con sus respectivas lineas
celulares transfectadas con Delta. Estos resultados sugirieron que el aumento observado de
adhesividad al sobreexpresar la via Notch era debido, al menos en parte, al efecto de la
regulacién de la Integrina-a9.

El uso del anticuepo bloqueante no produjo ningun efecto significativo en la velocidad de
cierre de la herida (Figura R.25B), analizado mediante el ensayo de wound healing. Las lineas
celulares con sobreactivacién de la via Notch y tratadas con el anticuerpo bloqueante
conservaban el mismo fenotipo movil que las lineas celulares transfectadas con Delta. Estos
resultados sugirieron un papel poco relevante de esta mdlecula en los procesos de migracion
celular.

Finalmente, el uso del anticuepo bloqueante de la Integrina-a9 mostré tener unos efectos
notorios en la capacidad invasiva de las células de RMS. Se analizd la capacidad invasiva,
cuantificando el nimero de células que habian migrado a la parte inferior del matrigel y se
analizaron en porcentaje con respecto al control (lineas celulares transfectadas con
pCDNA3.1). Los resultados mostraron que el anticuerpo bloqueante revertié el fenotipo

invasivo de las células transfectadas con Delta a uno menos invasivo, tipico de las lineas
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celulares sin transfectar. Los efectos observados fueron similares en las tres lineas celulares,
reduciéndo aproximadamente cinco veces el porcentaje invasivo de las células transfectadas
(Figura R.25C). Estos resultados indicaron un papel relevante de la Integrina-a9 en la

capacidad invasiva de las células de RMS .
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Figura R.25 El bloqueo especifico de la Integrina-a9 reduce las propiedades invasivas de las células de
RMS. Las tres lineas celulares fueron transfectadas con las construcciones indicadas al pie de las graficas
(pCDNA, Delta) en presencia (+) o ausencia (-) del anticuerpo bloqueante anti-Integina-a9 (a9-ITG Ab) tal
como indica la figura. A, ensayo de adhesion en placas recubiertas con fibronectina. El porcentaje de las células
adheridas fue cuantificado por triplicado en cada condicién (linea celular, transfeccién y tratado o no tratado).
B, ensayo de wound healing. Todas las barras indican la media de la velocidad de cierre de 8 muestras
independientes de cada condicién (linea celular transfectadas , tratadas o no tratadas). C, ensayo de matrigel/
transwell. La invasion se representa como porcentaje de las células presentes en el compartimiento de abajo
respecto al control. Cada barra representa la media de tres pocillos independientes. **, P<0,005; *, P<0,05.

R.5.4 NICD1 y Hesl1 se unen al promotor de la Integrina-a9

Se procedid a analizar la posible interaccidon de los efectores downstream Hes1 y NICD con la
region promotora de la Integrina-a9 mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlIP). Los resultados revelaron una co-inmunoprecipitacion de ambas proteinas

NICD y Hesl con la regidn reguladora de la Integrina-a9. El control de las IgGs no mostrd
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amplificacion (Figura R.26). Estos resultados sugieren una union directa de estos efectores

downstream con la regién promotora del gen de la Integrina-a9.

IP

M H20 IgG Hes 1 NICD Input

200
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Figura R.26 Union del NICD y Hes1 con la region promotora de la Integrina-a9. Se analizaron lisados de
células RH30 mediante un ensayo de ChIP usando anticuerpos especificos contra Hes1, NICD y IgG de conejo
como control. La inmunoprecipitacién de cromatina fue amplificada mediante PCR usando la region especifica
del promotor de la Integrina-a9. IgG: control negativo IgG de conejo; Input: 5% de lisado celular sonicado
usado para la IP; H20: control negativo de la PCR; M: 100bp de marcador de DNA.

R.5.5 La Integrina-a9 esta ampliamente expresada en pacientes de RMS

Se estudid la expresion de la Integrina-a9 en un panel de 22 muestras de tumores primarios de
RMS mediante RT-PCR. Se compararon los niveles de RNAs de los tejidos tumorales (aRMS y
eRMS) con niveles de RNA de musculo adulto y fetal (AM y FM).

Tomando como tejido de referencia AM, conocido por sus elevados niveles de expresion de
Integrina-a9 (160), los resultados mostraron una amplia distribucién de esta proteina,
expresandose moderadamente incrementada en los RMS. Al comparar los resultados con la
expresion FM, observamos niveles similares de expresion de la Integrina-a9, sugiriendo que
esta proteina también esta constitutivamente activada en el proceso de la miogénesis (Figura

R.27).
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Hasta el momento, no ha sido posible establecer una relacién entre la activacién de la via y las
caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes dada la reducida muestra con la que

contamos al ser un tumor tan poco frecuente (véase Anexo 1).

R.5.6 La Integrina-a9 se correlaciona con Hes1 en tumores de RMS

Se realizd un ensayo de IHC con el objetivo de analizar si existia correlacion entre Hesl e
Integrina-a9 en pacientes de RMS, tal como se habia observado en las lineas celulares. A pesar
de que el nimero de muestras fue limitado (n=9), los resultados mostraron una correlacién
entre la expresion de Hesl e Integrina-a9 (Figura R.28), con una correlacién de Pearson de
0.771 (p<0.05). Lo que sugiere una dependencia entre ambas proteinas. Esta correlacidn

observada en pacientes, confirma los hallazgos encontrados en las lineas celulares.
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Figura R.28 La expresion de la Integrina-a9 se correlaciona con la de Hes1l en tumores de RMS. A,
secciones representativas de tres pacientes (34, 37 y 41) marcados con los anticuerpos anti-Hes1 e Integrina-
a9. B, plots representando la correlacién entre Hes1 e Integrina-a9. Los valores de la correlacién de Pearson y
la significancia se muestran en la esquina superior izquierda del grafico.
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R.6 El tratamiento con GSI inhibe el crecimiento de tumores de RMS en un

modelo de xenotransplante murino de RMS

>

Tumor Volume (mm?)

R.6.1 Generacion de un modelo de xenotransplante murino de RMS

Con lo anterior expuesto se ha demostrado la implicaciéon de la via Notch en la activacién de
procesos que permiten la movilidad e invasividad in vitro en RMS. Sin embargo, no se ha
descrito la implicacién de esta via en el microambiente tumoral propio de pacientes de RMS.
Por ello se llevd a cabo la generacién de un modelo murino de RMS para caracterizar la via
Notch in vivo y estudiar el posible uso de los GSls como terapia complementaria dirigida contra

las células neoplasicas del RMS.
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Figura R.29 Generacion de un modelo de xendgrafo ortotopico de tumor de RMS. A, cinética del crecimiento
tumoral utilizando com inéculo inicial 1 millén (R1), 2 millones (R2), 3 millones (R3), 4 millones (R4) y 5

millones (R5). B, la tabla muestra el volumen relativo del tumor (Rel. Tumor Vol.) y la velocidad media
crecimiento (Mean Velocity). C, cinética de crecimiento del modelo seleccionado R1. D, representaciéon de

de
los

pesos de los ratones como indice de bienestar. R1-5, ratones inoculados con 1x106, 2x10¢, 3x106, 4x106 y 5x10¢

células respectivamente.

Para la generacion del modelo murino, se determind el nimero de células a inyectar,
inoculando 1, 2, 3, 4y 5 millones de células tumorales RH30-pEGFP-Luciferasa en los musculos
de las extremidades posteriores derechas de cinco ratones SCID (Severe combined
immunodeficiency) (R1, R2, R3, R4, R5) respectivamente. Las extremidades izquierdas se

usaron como control. Los resultados mostraron un aumento visible y calculable del volumen
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del tumor a partir del dia 21 de la inoculacién (Figura R.29A). Al dia 40 de la inoculacién el
volumen del tumor ya era mayor de 0,2 cm®y se procedié a sacrificar a los ratones, tal y como
estipulaba el comité ético. A pesar del gran crecimiento de los tumores, el bienestar de los
ratones fue bueno, evaluado a través de los pesos (Figura R.29D) y aspecto fisico de los
ratones. Tal y como esperdbamos a mayor nimero de células inoculadas, mayor era el
volumen relativo del tumor y mayor la velocidad media de crecimiento (Figura R.29B).
Seleccionamos el modelo R1 (inoculacién de 1x10°) para evaluar los efectos de la inhibicién de
la via Notch in vivo, ya que era el modelo que mostraba un crecimiento relativo y una
velocidad media menor. La cinética de crecimiento de este modelo queda reflejada en la

grafica B (Figura R.29B).

R.6.2 El tratamiento con DAPT inhibe la activacion de la via Notch in vivo

En base a los estudios realizados por Konoshi J. y Hyde LA. y colaboradores (100, 208) testamos
dos concentraciones diferentes de DAPT de 1 um y 5 um en 8 ratones SCID, inoculados
previamente con la linea celular RH30-GFP-Luciferasa. Los grupos de estudio se compararon
con un grupo control tratado con placebo, tal y como se describe en la seccién de Materiales y
Métodos. Los ratones fueron sacrificados a los tiempos indicados, y se procedid a la extraccion
de proteina y mRNA de las muestras de tumores. Para verificar el grado de inhibicion de la via
Notch se compararon los niveles de expresidon de Hes1 entre los grupos tratados (1 um y 5 um)

y el grupo control.
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Figura R.30 El tratamiento con GSI inhibe la activacién de la via Notch in vivo. A, efecto del GSI en la
expresion de mRNA y proteina de Hes1 en los tumores de ratones tratados con una dosis de 1 um y de 5 pm.
Los resultados de mRNA se expresan en funcién del grupo control (Control). A nivel de proteina se usé la a-
tubulina como control de carga. B, representacidn de los pesos de los ratones como indice de bienestar.
Significacion estadistica comparada con el control: *, p< 0,005. GSI, DAPT.
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Los resultados mostraron una disminucién en la expresiéon de Hesl, tanto a nivel de mRNA
como de proteina, con ambas dosis testadas. Sin embargo, la inhibicion de la via fue mucho
mayor a mas concentracion (5 umol/Kg), produciéndose una reduccién de aproximadamente
un 80% en los niveles de mRNA (Figura R.30A). Dado que ninguna de las dosis administradas
producia efectos tdxicos en los ratones, evaluado a través de la pérdida de peso del animal

(Figura R.30B), la dosis seleccionada fue 5um.

R.6.3 El tratamiento con DAPT inhibe el crecimiento de tumores de RMS in vivo

Para dilucidar si el tratamiento con DAPT producia efectos en el crecimiento del tumor in vivo,
inoculamos ortotépicamente células RH30-pEGFP-Luciferasa en el musculo gastrocnemio de
las extremidades posteriores derechas de los ratones. En base a nuestros datos iniciales,
administramos diariamente por via intraperitoneal el farmaco a una dosis de 5 umol/Kg
durante 35 dias, empezando un dia después de la inoculacidn de las células. Todos los ratones

controles recibieron intraperitonealmente un volumen igual de solucidon de soporte (DMSO).
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Figura R.31 El tratamiento con GSI inhibe el crecimiento de tumores de RMS in vivo. A, promedio del
crecimiento del tumor de 8 ratones SCID tratados con GSI 5 pmol/Kg y tratados con placebo. La tabla indicada
en la esquina superior izquierda de la grafica muestra el volumen relativo del tumor de ambos grupos de
estudio. B, tabla que muestra la velocidad media de crecimiento del tumor a lo largo del tratamiento. C,
fotografias de varios tumores en el momento del sacrificio de los animales. Significacién estadistica comparada
con el control: * p< 0,005. GSI, DAPT; Rel. Tumor Vol, volumen relativo del tumor.
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La Figura R.31A muestra que el tratamiento con GSI 5 umol/Kg tiene un efecto antitumoral
notable, observando una disminucion significativa del tamafio del tumor a partir del dia 28 de
tratamiento (Figura R.31A). El volumen relativo del tumor a las 35 semanas de tratamiento es
de 10.31 para el grupo control y 6.86 para el grupo tratado, siendo significativa la diferencia
entre ambos grupos (Figura R.31A tabla). La Figura R.31B muestra la velocidad media de
crecimiento del tumor a lo largo del tratamiento. Como se observa, a partir de T4 (28 dias) se

observa una disminucién en la velocidad de crecimiento de aproximadamente 400 mm?>/dias.
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DISCUSION

D.1 La via Notch en Rabdomiosarcoma: consideraciones iniciales

El RMS es el sarcoma de partes blandas mas comun de la infancia y de la adolescencia. Es
generalmente curable en la mayoria de los nifios con enfermedad localizada. Sin embargo los
pacientes con enfermedad diseminada contindan teniendo un mal prondstico a pesar del uso
de terapias intensivas. La principal causa de muerte de estos pacientes es la formacion de
metastasis (3, 6).

El RMS surge como consecuencia de una disrupcidon en la regulacion del crecimiento vy
diferenciacion de las células precursoras de la miogénesis (34). No se sabe cual es exactamente
el mecanismo responsable de esta disrupcion, ni en qué punto falla el proceso de la
miogénesis para acabar convirtiendo las células miogénicas en células malignas. El avance en el
conocimiento de los procesos bioldgicos que subyacen en el desarrollo y mantenimiento del
RMS puede ayudar al progreso de nuevas terapias especificas contra esta patologia.

Con el fin de conocer mejor la biologia del RMS, se llevd a cabo un estudio en colaboracién con
el Dr. Schaaf (Amsterdam, Netherlands), donde se identificaron genes que aparecian
anormalmente regulados en las células de RMS en comparacién con el musculo esquelético
normal (AM). El objetivo de este estudio fue encontrar genes implicados en el origen,
mantenimiento y progresion del RMS. Estos resultados nos Ilevaron a analizar en profundidad
el papel de la via Notch en esta patologia (véase Figura R.1).

El papel que jugaba la via Notch en RMS era totalmente desconocido al inicio de nuestro
estudio. La hipodtesis inicial planteada fue que la via Notch podria estar implicada en el
mantenimiento del estado inmaduro muscular caracteristico del RMS. Para sustentar esta
hipdtesis nos basamos en los siguientes antecedentes: i) El perfil oncogénico de la via en una
gran variedad de tumores, tales como T-ALL (89), cancer de ovario (90), mama (91) y tumores
solidos pediatricos (92-95). ii) La implicacién de la via Notch en la miogénesis y activacion de
las células satélites. La via Notch juega un papel importante en la regulacién embrionaria y
post-natal en la miogénesis esquelética, asi como en el mantenimiento de las células satélites
en el musculo esquelético maduro (27, 33, 82, 83). El RMS es un tumor embrionario que
presenta un perfil de expresién parecido al de las células musculares fetales (202). Este estado
inmaduro caracteristico del RMS podria deberse a un defecto en la regulacién de la via Notch.
Partiendo de esta hipdtesis estudiamos el potencial oncogénico de la via Notch en RMS, lo que

nos llevé a profundizar sobre los mecanismos responsables de los procesos de metastasis
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(véase D.2 Estudio de los mecanismos moleculares responsables del control del proceso de

metastasis en RMS).
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D.2 Estudio de los mecanismos moleculares responsables del control del

proceso de metdstasis en RMS

D.2.1 La inhibicidn de la via Notch reduce la invasividad y movilidad en RMS

Uno de los criterios previos para establecer la importancia de una via de sefializacién en un
tejido es determinar si esta via esta expresada y activada en este tejido. En este trabajo, se ha
evidenciado una expresion notable de varios receptores y efectores downstream de la via
Notch en todos los RMS analizados (n=37). Ha sido llamativa la sobrerregulacion de NOTCH2
comparada con el AM. Del mismo modo, se ha observado una expresidn significativa de
NOTCH3, HES1 y HEY1 en la mayoria de los tumores analizados. Estos resultados evidencian
una expresion redundante de los miembros de la via Notch en RMS. Una probable explicacion
de este hecho, es la importancia de esta via de seializacidn en el proceso de la miogénesis y la
necesidad de la existencia de multiples receptores para permitir la amplificacion de la
sefializacion. La sobrerregulacién de la via Notch en RMS podria deberse a la existencia de
varias influencias upstream de la via, tales como Ras, la cual se ha visto implicada en la
activacion de la via Notch (73); las vias de sefalizacion Wnt y TGFB1, y su interaccion directa
con el NICD (68, 69, 75, 77); y finalmente la via de sefializacién Hedgehog, que activa la
transcripcién del efector downstream Hes1 (80).

Dada la sobrerregulacién observada de los componentes de la via Notch en tumores primarios,
se utilizaron tres lineas celulares de RMS (RH30, CW9019 y HTB82) como modelo para el
estudio de la activacion e implicacion de la via Notch. Los resultados mostraron una
correlacioén significativa entre la activacidn de la via y la oncogenicidad de las lineas. La linea
celular HTB82 proviene de un subtipo embrionario, el cual se asocia al fenotipo mas benigno
de la patologia. Su invasividad es minima y la activacién de la via Notch es practicamente
ausente. En contraste, la linea celular RH30 proviene de un subtipo alveolar con translocacion
en PAX3-FOXO1, representando el fenotipo mas agresivo. Esta linea celular ha mostrado ser
altamente invasiva en cultivo y presenta elevados niveles de activacidn de la via Notch.
Finalmente, la linea celular CW9019 proviene de un subtipo alveolar con translocacién PAX7-
FOXO01, la cual se asocia a un fenotipo moderadamente agresivo. En concordancia con los
resultados anteriores, esta linea ha manifestado ser considerablemente invasiva, pero menos
qgue RH30, y ha presentado niveles intermedios de la activacion de la via Notch comprado con
las otras dos lineas celulares (véase Figura R.4). Esta observacién ha sido particularmente
interesante porque sugiere que la activacidn de la via Notch puede ser responsable, al menos

en parte, de los mecanismos metastasicos de las células invasivas del RMS.
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Para elucidar la implicacién de la via Notch en la oncogenicidad del RMS, se testaron varios
inhibidores de y-secretasa (GSls). Pollack SJ. y Lewis H. fueron los primeros en usar estos
inhibidores como posibles agentes terapéuticos contra la enfermedad de Alzheimer (209).
Desde entonces, han sido muchos los autores que han utilizado estos inhibidores para estudiar
la implicacién de la via Notch en varias patologias, tales como en mieloma multiple, en
linfomas de células By T y en glioblastoma (210, 211, 212). En este trabajo, se ha demostrado
la utilidad de varios GSIs como inhibidores de la via en las tres lineas celulares de RMS
analizadas. De los cuatro GSlIs estudiados, tres de ellos (DAPT, GSI-XX y GSI-XXI) han resultado
ser buenos inhibidores, mientras que el GSI-X ha demostrado tener unos efectos moderados o
practicamente nulos. La inhibicion de Notch mediada por GSls, a pesar de que no consiguid
una supresiéon total, ha mostrado tener efectos relevantes en la pérdida de movilidad e
invasividad celular in vitro. Estos resultados sugieren que la via Notch es responsable, al menos
en parte, del control de mecanismos que permiten a las células de RMS migrar e invadir hacia
organos distales (véase Figura R.6 y R.7).

Aproximadamente 55 proteinas de membrana son proteolizadas por la y-secretasa (213), un
hecho que hay que tener presente antes de atribuir los efectos de los GSIs a una Unica via de
sefializacion. Por eso, en este trabajo se validaron todos los resultados obtenidos mediante un
sistema de inhibicién de la via Notch independiente de los GSls. Se creé un modelo en el cual
el NICD no podia activar las dianas de la via debido a la sobreexpresién de una forma truncada
de MAML1 que actuaba como dominante negativo (dnMAML1), quedando intacta la
protedlisis de Notch. Usando esta metodologia se han observado efectos practicamente
idénticos a los obtenidos con los GSls, confirmando mas especificamente que la inhibiciéon de
la via Notch produce los efectos observados sobre movilidad e invasividad en células de RMS in
vitro.

La adquisicién de propiedades invasivas esta estrechamente relacionada con cambios en la
expresion de las CAMs, tales como las caderinas y las integrinas. Durante la progresion del
tumor, las células malignas suelen infra-regular proteinas que median la adhesién a la
membrana basal y a células vecinas y, al mismo tiempo, promueven la expresidon de moléculas
de adhesién que facilitan la interaccidon dinamica con componentes de la matriz promoviendo
la formacion de metastasis (108, 109). Estudios recientes han descrito la implicacién de la via
Notch en la movilidad e invasividad celular de sarcomas pediatricos (35, 92), sin embargo, no
se ha descrito el mecanismo mediante el cual la via Notch regula estos procesos celulares. En
este trabajo se ha demostrado la existencia de una conexidn entre la activacién de la via Notch

y la regulacidn de mecanismos responsables de la movilidad e invasividad celular en RMS.
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Ademas se ha implicado a varias moléculas de adhesidn como responsables de la induccién de
estos procesos celulares. Con la finalidad de esclarecer qué moléculas de adhesion estaban
implicadas en estos procesos, se realizé un estudio de expresidén mediante una plataforma de
microarray de muestras de lineas celulares de RMS tratadas con GSIs y no tratadas. Después
de un exhaustivo trabajo de validacién mediante RT-PCR y Western-blot, estos resultados nos

condujeron a estudiar las méleculas de adhesién N-Caderina e Integrina-a9.

D.2.2 La via Notch regula la N-Caderina confiriendo un fenotipo mas invasivo en
células de RMS

La N-Caderina es un miembro de la familia de las caderinas clasicas tipo |, descrita por su
capacidad de promover invasividad y migracion en células tumorales. Aungue no se conoce
con claridad el mecanismo por el cual el aumento de expresion de la N-Caderina induce
malignidad, se cree que promueve adhesion de las células malignas a células del estroma o
endoteliales facilitando la invasion y la migracion de las células tumorales a sitios distales (117,
118). A pesar de que varios trabajos han demostrado que la expresién de la N-Caderina es
suficiente para promover metdstasis en algunos canceres (119, 120) y se ha descrito una
expresion aberrante de la N-Caderina en RMS (150), no existen publicaciones anteriores que
hayan mostrado el papel pro-invasivo de la N-Caderina en células de RMS. En este trabajo se
ha propuesto un mecanismo de induccion de la N-Caderina mediado por la via Notch y se ha
demostrado el papel central de esta molécula en la adhesion y movilidad celular en RMS.

En cuanto al mecanismo de induccién de la N-Caderina, se ha observado que la inhibicién o la
activacion de la via Notch han producido una disminucién o un aumento en la expresion de la
N-Caderina respectivamente, sugiriendo que la via Notch podria inducir la expresion de la N-
Caderina en RMS. En concordancia con estos resultados, varios estudios han descrito la
implicacion de la via Notch en la regulaciéon positiva de la N-Caderina en melanoma y en células
del musculo liso arterial (148, 149). Asimismo se ha propuesto que la oncogenicidad de la via
Notch se debe, en parte, al incremento de la expresion de la N-Caderina (148). Respecto al
mecanismo molecular por el cual la via de Nocth regula la N-Caderina, Zavadil J. vy
colaboradores demostraron la implicacién directa del efector downstream Heyl como
elemento clave en procesos de EMT en células epiteliales, regulando positivamente la
expresion de la N-Caderina (214). Por el contrario, nuestros resultados han evidenciado que
Hey1 no tiene influencia en la expresion de la N-Caderina, la cual parece estar regulada por el

NICD1 y Hesl. Ademads se ha demostrado una interaccién directa de los efectores downstream
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NICD1 y Hesl con la regién reguladora de la N-Caderina, mediante ensayos de
inmunoprecipitaciéon de cromatina (véase Figura R.19).

El NICD1 es un activador transcripcional que no se puede unir directamente al DNA, pero
heterodimeriza con proteinas de unién al DNA activando la transcripcién (215). La familia de
los factores de transcripcidn CSL son las principales dianas de la accidn transcripcional del
NICD1, las cuales suelen activar los genes de la familia HES y HEY. Para que se dé esta
interaccidn es necesario que los promotores de estos genes contengan el sitio de unién de los
factores CSL. Existen multiples evidencias de la existencia de una via de sefializacion de Notch
independiente de los factores CSL. Asi mismo, se han descrito multiples secuencias sensibles a
ser reguladas por el NICD1, dependientes o no de factores CSL, diferentes a los de la familia
HES y HEY, tal como MEF2, LEF1, CD25, GATA3, genes del complejo MHC I, interleucinas, MYC,
p21 o el gen de Ciclina D1 (214-217). El nimero de dianas inmediatas de NICD1 conocidas
hasta el momento es relativamente bajo. No obstante al ser muchas de ellas factores de
transcripcién, la amplitud de los genes regulados por Notch aumenta considerablemente. El
hecho de que nuestros resultados hayan mostrado una disminucidn en la expresién de la N-
Caderina al inhibir la via Notch mediante el dnMAML1, sugiere que el NICD regula la N-
Caderina a través de los factores CSL o de proteinas de uniéon al DNA que coordinen la
activacion transcripcional mediante el coactivador MAML1.

Por otra parte, los resultados han mostrado que Hesl interacciona con la regién reguladora del
gen de la N-Caderina. Hesl es un represor transcripcional que se puede unir directamente al
DNA. Los mecanismos de accién de Hesl conocidos hasta el momento son: unidn directa a
secuencias del DNA que contengan los dominios de unién N- y E-box en los promotores de los
genes diana; uniones indirectas a través de otros factores de transcripcién, a los cuales
frecuentemente transforma en represores transcripcionales; y uniones a activadores
transcripcionales bloqueando su actuacion (56). Aunque por el momento no se han descrito
dominios de unién del efector downstream Hes1 en el promotor de la N-Caderina, mediante
un analisis bioinformatico se ha podido observar que existen dominios de unién N y E-box en la
region promotora de la N-Caderina (resultados no mostrados), sugiriendo una posible
interaccion a través de estos dominios. Estos resultados proponen que uno de los mecanismos
de accion del NICD para regular la N-Caderina es a través del efector downstream Hesl.
Aunque Hesl se considera, hasta el momento, como un represor transcripcional, es bien
conocida su implicacion como regulador positivo de ciertos genes, tales como el GAA y MASH1
(62, 63). En este trabajo no ha quedado claro si Hesl actla como represor o activador

transcripcional de la N-Caderina. Seria concebible que el NICD y Hesl regularan
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cooperativamente la expresion de la N-Caderina, induciendo o reprimiendo en funcién de la
proporcién relativa de ambos.

Ademads de proponer un mecanismo de induccidn de la N-Caderina, se ha demostrado la
implicacion de la N-Caderina en la adhesién, movilidad e invasividad celular en RMS, mediadas
al menos en parte, por la activacidon de la via Notch. En cuanto a la adhesividad celular, nos
centramos en valorar las adhesiones intermedias o uniones a corto plazo, necesarias para que
se produzca la migracidn celular (103). En este trabajo se ha demostrado que en lineas
celulares donde habiamos activado constitutivamente la via Notch, la inhibicién de la N-
Caderina mediante el anticuerpo bloqueante GC4-Ab, revertia el fenotipo a uno menos
adhesivo, caracteristico de células de RMS con una expresion endégena de la via (véase Figura
R.16). Estos resultados sugirieron un papel central de la N-Caderina en la formacién de
adhesiones intermedias, inducidas, en parte, por la activacién de la via Notch. Los posibles
mecanismos que controlan la formacién de adhesiones intermedias mediadas por la N-
Caderina, podrian basarse en la interaccion de ésta con sus ligandos y/o en la activacién de
varias vias de sefializacidon, tales como la activacion de las RhoA-GTPasas, las cuales se han
descrito por su implicacién en la formacién de adhesiones célula-célula, célula-ECM (103); la
activacion de la via de sefializacién PI3K, implicada en el control de la fuerza de adhesidn
mediada por integrinas (103); la implicacidon de las ERK MAPK quinasas, las cuales regulan los
niveles de RhoA manteniendo las adhesiones intermedias (218); o la regulacion de la union B-
catenina a la N-Caderina mediada por PTP1B o Fer, estabilizando la unidn de ambas proteinas y
aumentando las adhesiones celulares (123). La interrelacion de los procesos de adhesividad y
movilidad es tal que se hace dificil diferenciar ambos procesos. La movilidad celular en
condiciones controladas se inicia mediante cambios en la morfologia celular: en primer lugar la
célula emite extensiones de membrana hacia el frente de avance, después estabiliza
adhesiones intermedias a la matriz extracelular, a continuacién se produce una translocacién
de la célula en la direccidn de desplazamiento y finalmente tiene lugar una retraccién del polo
posterior de la célula con el desensamblaje de las estructuras de adhesién (113). Este proceso
estd regulado por las uniones intermedias y es mediado por las caderinas que tienen el
potencial de producir cambios en la forma celular, a través de la reorganizacién del
citoesqueleto de actina, y asi producir nuevas adhesiones en la superficie celular que permiten
la movilidad e invasividad celular (219). Por eso no es de extrafiar que, en este trabajo, se haya
observado también un papel relevante de la N-Caderina en los procesos de migracién celular.
Se ha demostrado que la inhibicion de la N-Caderina es suficiente para revertir el fenotipo

movil e invasivo tipico de las células con una sobreactivacion de la via Notch a uno menos

115



movil caracteristico de células con activacion enddgena de la via (véase Figura R.17). Ademas
se ha observado que cuando las células de RMS son neutralizadas con el anticuerpo
bloqueante de la N-Caderina pierden la direccionalidad intrinseca de migracidon y muestran
movimientos celulares desorientados, provocando una disminucién en la velocidad de cierre
de la herida (véase Figura R.17B y C). Los mecanismos por los cuales la N-Caderina induce
migracion celular no sélo pueden ser debidos a cambios en el citoesqueleto de actina, sino que
también se deben a la implicacidn de varias vias de sefializacion. Varios estudios han sugerido
que los efectos pro-migratorios/invasivos de la N-Caderina se deben a la implicacién de varias
vias de senalizacion: el dominio extracelular de la N-Caderina interacciona con el FGFR y media
la movilidad celular en células epiteliales y de cancer de mama (119, 143); ademas se ha visto
gue la interaccién entre N-Caderina y FGFR activa las MAPK-ERK, aumentando la expresion de
MMP-9 vy, por consiguiente, la invasion celular (140); el dominio JMD de la N-Caderina también
estd involucrado en el proceso de migracién celular, cuando al unirse la catenina p120 se
produce la activacién de Rac y Cdc42 (130). Por lo tanto, Notch regularia positivamente la
expresion de la N-Caderina, promoviendo su interaccidn con ligandos extracelulares, la cual
proporcionaria las claves para definir la direccionalidad de la migracion celular y activaria
varias vias de sefializacién implicadas en procesos de invasién y migracion celular.

Para verificar que esta conexién observada entre la via Notch y la N-Caderina no era exclusiva
de las lineas celulares de RMS, se analizd la expresion de la N-Caderina y del efector
downstream Hesl en muestras de tumor. A pesar del nimero reducido de muestras con el que
contamos, al ser un tumor tan poco frecuente, los resultados mostraron una correlacién entre
la expresidon de ambas proteinas, con un valor de correlacion de Pearson de 0.584 (p<0.01).
Estos resultados sugieren una interdependencia entre la N-Caderina y Hesl, indicando la
existencia de una conexion entre la via Notch y la N-Caderina no sélo en lineas celulares si no

también en tumores primarios.

D.2.3 La via Notch regula la Integrina-a9 confiriendo un fenotipo mas invasivo en
células de rabdomiosarcoma

La Integrina-a9 se ha implicado en procesos de migracién e invasidn en diferentes tipos
celulares, tales como células madre hematopoyéticas, epiteliales y de meduloblastoma (154-
157). Sin embargo, hasta el momento se desconocia la funcidon de ésta en RMS. Este trabajo
representa la primera descripcién del potencial pro-invasivo de la Integrina-a9 en RMS. Los

resultados aqui presentes sefialan la existencia de un mecanismo mediado por Notch capaz de
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regular positivamente la expresidon de la Integrina-a9, la cual activa procesos de adhesividad e
invasividad en células de RMS.

Estudios previos habian descrito el papel de la via Notch en la regulacién positiva de la
adhesidn celular a través de la activacién de moléculas de la familia f1 (194-196). Caiado F. y
colaboradores demostraron que la via Notch regulaba la expresion de la a3B1 a nivel
transcripcional, promoviendo la adhesién a componentes de la matriz y estimulando su
movilidad en células de médula ésea (195). Sin embargo, no existian datos relevantes que
esclarecieran el mecanismo molecular mediante el cual Notch regula la Integrina-a9. En el
trabajo desarrollado se ha demostrado que la activacién o inhibicion de la via Notch ha
producido una disminucidn o un aumento en la expresién de la Integrina-a9 respectivamente
(véase Figura R.22, R.23 y R.24). Ademas no sdlo se ha sefialado un papel relevante de la via
Notch en la regulacién de la Integrina-a9, si no que mediante estudios de unién al promotor se
ha demostrado una interaccion directa de los efectores downstream NICD y Hes1 con la regidn
reguladora de ésta. Aunque por el momento no existe ninguna evidencia que haya descrito
que el promotor de la Integrina-a9 contenga dominios de unidén caracteristicos de la
transcripcion de la via Notch dependiente de los factores de transcripcidon CSL o del efector
downstream Hesl, nuestros resultados asi lo sugieren. Al igual que sucedia con la N-Caderina,
la via Notch podria regular la expresion de la Integrina-a9 a través del NICD y Hes1. Teniendo
en cuenta que la via Notch parece utilizar el mismo mecanismo para inducir la expresién de N-
Caderina e Integrina-a9, seria concebible que existiera un mecanismo capaz de modular la
expresion de diferentes moléculas de adhesién, tales como la N-Caderina e Integrina-a9,
mediado por Notch. Ademads, las tres lineas celulares estudiadas pertenecen a diferentes
subtipos de RMS, los cuales presentan grandes diferencias bioldgicas. El hecho de que se haya
encontrado una conexiéon consistente entre la via Notch y N-Caderina e Integrina-a9 en estas
tres lineas celulares, sugiere que el mecanismo aqui descrito puede ser un mecanismo general
del RMS (y quiza de otras neoplasias) y no un mecanismo particular de un subtipo de éste.

La implicacidn de la Integrina-a9 regulada por Notch, estd involucrada en procesos de
adhesion e invasion celular en RMS. En cuanto a la adhesion celular, Unicamente se han tenido
en cuenta las adhesiones intermedias o uniones a corto plazo, las cuales son necesarias para
que se produzca la migracién celular. Se ha demostrado, que en células donde se encontraba
constitutivamente activada la via Notch la inhibicién de la Integrina-a9 revertia el fenotipo a
uno menos adhesivo, caracteristico de células de RMS con una expresion enddgena de la via
(véase Figura R.25A). Estos resultados sugieren un papel relevante de la Integrina-a9 en la

formaciéon de adhesiones intermedias mediado por la activaciéon de la via Notch. Estudios
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recientes que abordan la relacién entre la adhesidn celular y la movilidad, han demostrado que
es necesario que existan un numero limitado de uniones entre célula-ECM para generar
movilidad celular. En teoria una reduccién en la concentracidon de ligandos de la ECM, una
reduccion en la expresion de las integrinas en la superficie celular, o una reduccién en la
afinidad y avidez de las integrinas podria permitir a las células formar menos uniones con el
substrato y asi permitir la migracién celular (107). En este trabajo, se ha observado que la
inhibicidén de la Integrina-a9 en células con sobreexpresién de la via Notch no afectaba a la
movilidad celular, cuantificada a través de la velocidad de cierre de la herida, sugiriendo un
papel poco relevante de esta mdlecula en la migracion celular en RMS. Por contra, se ha
observado un efecto notorio de esta molécula en la capacidad invasiva de células de RMS. Los
resultados han mostrado que la inhibicidn de la Integrina-a9 revertia el fenotipo invasivo de
las células con sobreactivacién de la via Notch a uno menos invasivo tipico de las células con
una activacion enddgena de la via (véase Figura R.25C). En linea con nuestros resultados, otros
autores han descrito la particular implicacién de la Integirna-a9 en procesos de invasion celular
en otras neoplasias (162, 193, 220). Ademas se ha descrito un mecanismo molecular pro-
invasivo especifico de la Integrina-a9, que regula la actividad de varias vias de sefializacién que
son iniciadas mediante la actividad de la tirosina quinasa Src en cancer de colon. Src puede
interaccionar directamente con la cola citoplasmatica de la subunidad a9, y asi reclutar otras
proteinas de sefializacién para inducir la migracién celular (158). Src activa p130Cas y iNOs, con
la subsiguiente activacién de Racl, la cual permite la formacion del lamellipodium en células
migratorias, y la produccién de NO respectivamente (173, 174). NO, un subproducto del
catabolismo de la L-arginina, regula la migracién celular y la expresién de MMP-2, MMP-9
responsables de la degradacion de la ECM (158). Aunque la Integrina-a9 puede promover la
migracion celular independientemente de las FAK, se cree que éstas pueden contribuir en la
amplificacidon de los efectos migratorios producidos por Src. Las FAK activan las Rac-GTPasa
permitiendo la formacién del lamellipodium en células migratorias y activando, a su vez, las
vias de sefializacién ERK y JNK. Ambas vias promueven un aumento en la transcripcion de
genes que codifican para proteinas que aumentan la segregacion de la MMP-2, la MMP-9 y del
uPA, facilitando la degradacidn de la matriz imprescindible para la invasién celular (185). Por lo
tanto, Notch regularia positivamente la expresidon de la Integrina-a9, promoviendo la adhesién
de ésta con sus ligandos, al mismo tiempo que promoveria la invasién celular activando varias
vias de sefializacién, tales como las vias de sefializacién de la tirosina quinasa Src y de las FAK,

implicadas en estos procesos celulares.
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Ademas de indicar un papel relevante de la Integrina-a9 en procesos de adhesidn e invasién
celular mediado por Notch en células de RMS, se ha observado que la via Notch podria estar
implicada en el control transcripcional de la Integrina-a9 en células de RMS. Los resultados han
mostrado que la inhibicién de la via reduce la expresidon de la Integrina-a9 causando una
redistribucién en su localizacion celular. En las células control la expresidn de esta proteina se
ha localizado principalmente en la membrana citoplasmatica, sobre todo en la parte frontal de
las células, mientras que en las células con inhibicién de la via Notch se ha visto ampliamente
distribuida por todo el citoplasma y en la zona perinuclear (véase Figura R.24). La localizacion
citoplasmatica y de membrana celular sugiere que la Integrina-a9 sufre procesos de
internalizacién y transporte, tipicos de células migratorias. Durante la migracién celular, se
requieren mecanismos eficientes para liberar las adhesiones de la parte trasera de la célula y
formar nuevas adhesiones en el frente de avance. Las integrinas se pueden transportar por la
membrana celular o por el citoplasma mediante vesiculas, de forma individual o formando
agregados entre ellas. El borde de la célula, particularmente la parte trasera, es el locus donde
los agregados adhesivos tienden a desadherirse. Una vez alli, las integrinas se liberan vy
dispersan para ser utilizadas para formar nuevas adhesiones en la parte frontal de la célula, o,
alternativamente, permanecen agregadas moviéndose a lo largo de la membrana celular hasta
llegar al frente de la célula y formar nuevas adhesiones. Una fraccién de integrinas
provenientes de la parte posterior de la célula son internalizadas en vesiculas endociticas que
se acumulan en la region perinuclear donde se eliminan. Para mantener unos niveles
adecuados de integrinas se requiere de un mecanismo de reposicién. Este mecanismo se basa
en la biosintesis de nuevas moléculas de integrinas (190, 192, 193). Nuestros resultados han
mostrado que en células de RMS con inhibicién de la via Notch se observa una disminucion en
la expresiéon de Integrina-a9 a nivel transcripcional y que los niveles de Integrina-a9
resultantes se localizan principalmente en el citoplasma y en la zona perinuclear, sugiriendo
gue se esta produciendo un transporte y eliminacién de la Integrina-a9 en este tipo de células.
Contrariamente en células con una expresidon enddgena de la via Notch, la Integrina-a9 se
localiza en la membrana celular, especialmente en la parte frontal de las células, apuntando
que se estad produciendo la formacién de nuevas adhesiones en el frente de avance, necesario
para que se produzca la migracién celular. Teniendo en cuenta lo anteriormente comentado,
hipotetizamos que la via Notch podria estar implicada en el mecanismo de biosintesis
necesario para que se produzca el reciclaje de la Integrina-a9 en RMS, permitiendo la
formacion nuevas adhesiones en el frente de avance de las células, las cuales activarian vias de

sefalizacion implicas en el proceso de invasidn celular.
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Dada la correlacién existente entre la via de la Notch y la Integrina-a9 en lineas celulares de
RMS, se procedio a estudiar la existencia de dicha correlacién en muestras de tumor de RMS.
Los resultados han mostrado una correlaciéon entre la expresién de Integrina-a9 y el efector
downstream Hesl, con un valor de correlacidn de Pearson de 0.771 (p<0.05) (véase Figura
R.28). Esta correlacidon observada en pacientes, confirma los hallazgos encontrados en las
lineas celulares y sugiere que la activacién de Notch podria estar influenciando la expresién de

varias moléculas de adhesién en RMS, tales como N-Caderina e Integrina-a9.

D.2.4 Regulacion de los procesos de adhesividad, invasividad y movilidad celular
mediada por Notch en células de RMS

Los resultados presentados sugieren la existencia de un mecanismo general capaz de activar
procesos de adhesién, migraciéon e invasion celular en los RMS mediado por Notch a través de
la regulacién positiva de varias moléculas de adhesidn, tales como N-Caderina e Integrina-a9.
El mecanismo mediante el cual la via Notch regula las moléculas de adhesién N-Caderina e
Integrina-a9 parece ser el mismo para ambas moléculas, sugiriendo la existencia de un
mecanismo general capaz de modular la expresidon de diferentes moléculas de adhesion.
Aunqgue no se haya podido esclarecer cual es el mecanismo exacto mediante el cual la via
Notch activa estas moléculas de adhesion, se ha demostrado la implicacion de los efectores
downstream NICD y Hesl en su activacidn transcripcional. En la Figura D1 se muestran los
posibles mecanismos de induccién de estas moléculas mediados por Notch. En el punto 1 de la
Figura D1, se observa como el NICD interacciona con los factores de transcripcién CSL, los
cuales activan Hes1 u otro factor de transcripcién desconocido que a su vez acaban activando
las moléculas de adhesion N-Caderina e Integrina-a9. En el punto 2 se ilustra la interaccién del
NICD con proteinas de unidn al DNA independiente de los factores CSL, las cuales coordinan la
activacion transcripcional de la N-Caderina e Integrina-a9 mediante el coactivador MAML1.
Finalmente, en el punto 3 se representa la activacion transcripcional de Hesl
independientemente de factores CSL, el cual interacciona directamente con el promotor de la
N-Caderina e Integrina-a9.

Se ha demostrado que el mecanismo mediante el cual la via Notch induce la expresidn de estas
moléculas de adhesién esta relacionado con la activacidon de procesos de adhesién, migracion
e invasion celular en células de RMS. Se ha observado que la N-Caderina estd implicada, sobre
todo, en procesos de adhesidon y migracién celular, especialmente en la regulacién de la
direccionalidad de la migracién celular; mientras que la Integrina-a9 parece ser mas

importante en procesos de invasidn celular. Aunque se desconocen con claridad los
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DISCUSION

mecanismos mediante los cuales el aumento de expresion de N-Caderina e Integrina-a9 induce
malignidad, se cree que podrian basarse en la interaccion de éstas con sus ligandos y/o en la
activacién de varias moléculas de sefializacién, tales como el receptor FGFR, la cual, a su vez,
activaria varias vias de sefializacion, como por ejemplo la via de las Src/FAk inducida por la
Integrina-a9 o las vias de la PI3K, Rho y Rac activadas por la N-Caderina (107, 190, 192, 183,
218).

-
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Figura D.1 Modelo propuesto de la regulacion de procesos de adhesividad, invasividad y movilidad
celular mediada por Notch en células de RMS. Se representa los posibles mecanismos de accciéon de la via
Notch para inducir procesos de adhesién, migracion e invasién mediante la regulacion positiva de moéleculas
de adhesion, tales como la N-Caderina e Integrina-a9 en células migratorias de RMS.

El hecho de que Notch regule los niveles de expresion de proteinas implicadas en la
propagacion de células tumorales, tal como la infra regulacién de la E-caderina en tumores
epiteliales (214) y la sobrerregulacion de la N-Caderina e Integrina-a9 en tumores
mesenquimales como el RMS, sustenta la hipdtesis de que Notch actia como regulador

upstream de la sefializacién de procesos implicados en la diseminacion del cancer.

D.2.5 La inhibicion de la via Notch disminuye el crecimiento tumoral en un modelo

murino de RMS

Aungque los resultados anteriormente comentados, demuestran la implicacién de la via Notch

en la activacion de los procesos que permiten la movilidad e invasividad in vitro en RMS, es
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necesario un estudio mdas exhaustivo para dilucidar la implicacion de la via en el
microambiente tumoral propio de pacientes de RMS. Por ello se cred un modelo murino de
RMS para caracterizar la via Notch in vivo y estudiar el posible uso de los GSIs como terapia
complementaria dirigida contra las células neopldsicas de RMS.

Dados los resultados obtenidos in vitro, la hipdtesis inicial planteada fue que la inhibicién de la
via Notch podria reducir la formacién de metdastasis in vivo. El objetivo inicial era desarrollar un
modelo murino de RMS alveolar con capacidad para generar metdstasis espontaneamente,
reproduciendo en multiples aspectos el comportamiento de estos tumores en humanos. Los
aRMS presentan un peor prondstico que las formas embrionarias, y los pacientes con
enfermedad diseminada alveolar tienen una tasa de supervivencia de cinco aios, inferior al
30% (221, 222). Por ello, urge la necesidad de desarrollar nuevas terapias basadas en la
reduccién de metastasis en esta neoplasia. Aunque se han descrito varios modelos murinos de
eRMS (223, 224), han sido pocos los autores que han desarrollado un modelo murino de aRMS
con capacidad de generar metdstasis espontaneamente. Keller C. y colaboradores describieron
por primera vez un modelo murino de aRMS usando un sistema knock-in condicional del gen
PAX3-FKHR (22). Sin embargo, y dado que se observé que la fusién de los genes PAX3-FKHR no
era capaz de generar metastasis espontdneamente por si sola (225-227), Keller C. y
colaboradores necesitaron de otras modificaciones genéticas para desarrollar metastasis
espontdneamente (22). Desde entonces, varios autores se han basado en esta metodologia
para generar modelos metastdsicos de aRMs (228-230). Wysoczynski M. y colaboradores
generaron un modelo murino de metastasis inoculando una subpoblacién altamente
metastasica de la linea celular RH30, seleccionada por aislamiento quimiotactico repetitivo
(231). Nosotros inoculamos células RH30-pEGFp-Luciferasa en los musculos gastrocnemius de
las patas traseras, permitiendo el seguimiento a tiempo real del crecimiento del tumor (232).
La inyeccidn intramuscular en las patas traseras de los animales es una técnica cominmente
usada para inducir metdstasis experimentales, las cuales generalmente conducen al desarrollo
de metdstasis pulmonares (233). Sin embargo, en nuestro estudio no se observaron metdstasis
durante el tiempo que transcurria entre la inyeccidn de las células tumorales y el sacrificio de
los animales (entre 5 y 6 semanas). Las razones por las cuales no ha sido posible generar este
modelo de metdstasis no estan del todo claras. Pero una de las causas podria deberse al
comportamiento especifico de la linea celular RH30. La linea celular RH30 tiene una tasa
proliferativa muy elevada, de tal modo que no se da el tiempo necesario para desarrollar el
proceso de metdstasis. Los animales inoculados con 1 millén de células RH30 tienen una

velocidad media de crecimiento del tumor de 574,88 mm?*/dia. A esta velocidad de crecimiento
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y siguiendo lo estipulado por el comité ético, los animales deben ser sacrificados entre las 5 y
las 6 semanas después de la inoculacidn, tiempo insuficiente para que se produzca la
diseminacién celular. Estos datos sugieren, al igual que observaron Wysoczynski M. y
colaboradores (231), que para desarrollar un modelo de metdstasis espontdneo es necesario
una seleccion previa de una subpoblacién altamente metastdsica de la linea celular RH30.

En este trabajo se ha descrito un modelo de tumor primario de RMS en ratones SCID y se ha
demostrado que, mediante el uso del DAPT, se consigue una reduccion de la activacion de la
via Notch con la consiguiente reduccién en la tasa de crecimiento del tumor. En concordancia
con nuestros resultados, Belyea BC. y colaboradores demostraron que la inhibicidn
farmacolégica de la via Notch, mediante GSls, inhibe la proliferacién y el crecimiento del tumor
de eRMS in vivo (234). Se sabe que el tratamiento con GSls produce cierta toxicidad
gastrointestinal (235) que puede ser reducida, al menos en parte, con el tratamiento
simultaneo de corticoides (92). A priori se creyd, en base a estudios previos realizados in vitro,
que el farmaco GSI-XXI podian presentar un perfil terapéutico mas favorable que el mas
comunmente usado DAPT, ya que habia mostrado ser efectivo a concentraciones mas bajas. En
el modelo generado se analizaron tanto el farmaco GSI-XXI como el DAPT. Sin embargo, a
pesar de que el GSI-XXI mostrd tener una actividad inhibidora importante in vitro, incluso a
concentraciones muy bajas, no se observaron efectos in vivo a dosis equivalentes. A una dosis
de 5 pmol/Kg, el DAPT ha mostrado tener efectos relevantes en el crecimiento del tumor, sin
mostrar efectos adversos en el bienestar de los animales. Se ha observado que a los 28 dias de
tratamiento, el tamafio del tumor es significativamente menor que en el grupo control (véase
FiguraR.31).

Uno de los retos para el futuro, teniendo en cuenta los estudios in vitro realizados, es buscar
nuevos inhibidores que bloqueen la actividad de N-Caderina e Integrina-a9, con el objetivo de
observar si la co-administracion de estos inhibidores junto con el DAPT produce efectos mas
contundentes en la progresion del tumor de RMS. Un posible candidato para estos futuros
experimentos es el inhibidor farmacolégico ADH-1. ADH-1 es un pentapéptido ciclico que
mimetiza la secuencia natural HAVDV de la N-Caderina, inhibiendo su funcion. Varios autores
han demostrado su actividad antitumoral en una gran variedad de modelos murinos, tales
como modelos de mama, ovario, colén y pulmén. Se ha observado que ADH-1 ejerce un efecto
antitumoral directo mediante el bloqueo de la funcionalidad de la N-Caderina expresada en
células tumorales, inhibiendo la invasidn e induciendo apoptosis (121). Por lo que respecta la
Integrina-a9, se esta valorando el uso de diferentes desintegrinas como posibles inhibidores de

su funcionalidad. Las desintegrinas son una familia de polipéptidos purificados del veneno de
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serpiente, ricas en motivos de cisteinas y de bajo peso molecular, las cuales contienen
secuencias de aminoacidos especificos que inhiben eficazmente las interacciones normales de
unién integrina-ligando. Por consiguiente, las desintegrinas bloquean las funciones adhesivas y
actuan como inhibidores de la agregacién plaquetaria. Los posibles candidatos para inhibir la
funcionalidad de la Integrina-a9 son las desintegrinas diméricas con dominio MLDG (EC3,
compuesta por los motivos VGD-MLD y EC6, formada por los motivos MLD-RGD) y los péptidos
sintéticos AEIDGIEL y SVVAGLR. Marcinkiewicz C. y colaboradores demostraron que las
desintegrinas diméricas con dominio MLDG eran capaces de inhibir la unién de la Integrina-a9
con el ligando VCAM-1, disminuyendo la migracion de los neutrdfilos. Contrariamente, estos
autores demostraron que mientras las desintegrinas MLDG no eran capaces de bloquear la
unién de la Integrina-a9 con los ligandos tenascina-C y osteoponina, los péptidos AEIDGIEL y
SVVAGLR si lo hacian (236). Otros autores han demostrado que la inhibicidn de la Integrina-a9
mediante las desintegrinas diméricas MLDG dificulta el proceso de angiogénesis en células de

glioma (237) e inhibe la quimiotaxis de los neutrofilos (238).
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Relevancia Traslacional

Los pacientes afectos de Rabdomiosarcoma (RMS) con enfermedad diseminada
contintian teniendo un mal prondstico, a pesar del tratamiento con terapias intensivas. La
principal causa de muerte de estos pacientes es la formaciéon de metastasis a distancia.
Este trabajo demuestra que la via Notch esta ampliamente expresada en RMS, y que su
inhibicién in vitro, usando los inhibidores de la y-secretasa, disminuye la movilidad e
invasividad de las células de RMS. Ademas se ha demostrado que la via Notch actiia como
regulador clave de mecanismos de adhesividad, movilidad e invasividad en células de
RMS, mediante la regulacién positiva de varias moléculas de adhesién, tales como N-
Caderina e Integrina-a9. Asimismo se ha observado que, mediante el uso del DAPT, se
consigue una reduccién de la activacidn de la via Notch con la consiguiente reduccién en la
tasa de crecimiento del tumor in vivo. Por consiguiente, se propone la via Notch, la N-
Caderina y la Integrina-a9 como candidatos para el desarrollo de terapias basadas en la

reduccion de metastasis en esta neoplasia.
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. La via Notch esta constitutivamente expresada y activada tanto en tumores como en lineas
celulares de RMS.

. La activacién de la via Notch correlaciona con un fenotipo metastdsico en lineas celulares
de RMS.

. La via Notch puede inhibirse farmacolégicamente usando inhibidores de la y-secretasa en
lineas celulares de RMS.

. Lainhibicidn de la via Notch reduce significativamente la movilidad e invasividad en células
de RMS.

. Lainhibicidn de la via Notch no tiene un efecto significativo en la progresion del ciclo
celular.

. La via Notch regula procesos de adhesidn, migracién e invasion celular en RMS, y lo hace
mediante la regulacién positiva de varias moléculas de adhesidn, tales como la N-Caderina
e Integrina-a9.

. Existe una correlacion significativa entre los niveles de expresién de Hes1 y N-Caderina, e
Integrina-a9 en RMS.

. La inhibicién de la via Notch reduce el crecimiento tumoral en un modelo de

xenotransplante murino de RMS.
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MATERIALES Y METODOS

M.M.1 Lineas Celulares

M.M.1.1 Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares de RMS (RH30, CW9019 y HTB82) fueron crecidas en Modified Eagle’s
medium (MEM) (Tabla M.M.1). El medio fue suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(FBS), 2 mM de L-glutamina, 1mM de piruvato sédico, 1X de aminoacidos esenciales, 100 U/ml
de penicilina y 0.2 mg/ml de estreptomicina. Todos los reactivos fueron suministrados por
Laboratorios PAA. Las lineas celulares se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture
Collection): RH30 (ATCC Cat No: CRL-2061), CW9019 (ATCC Cat No CRL-1598) y HTB82 (ATCC
Cat No: A-204).

Linea Celular Origen

Células de la médula dsea de un nifio con RMS alveolar con translocacion en

RH30
PAX3-FOX01
Células de la médula dsea de un nifio con RMS alveolar con translocacion en
CW9019
PAX7-FOX01
HTB82 Células de la médula dsea de un nifio con RMS embrionario

Tabla M.M.1 Lineas celulares de RMS utilizadas. Tabla donde se muestran las lineas celulares utilizadas y su
origen.

Las lineas celulares se crecieron en frascos de cultivo haciendo pases semanales. Para
subcultivarlas las poblaciones celulares se disgregaron del plastico mediante tratamiento con
Tripsina-EDTA (0.5 mg/ml Tripsina, 0.22 mg/ml EDTA) (PAA) y se resembraron en placas para
realizar los ensayos pertinentes o para su mantenimiento a 37°C en un incubador de camisa de
agua con un 5% de CO,.

La conservacidn de las lineas celulares se realizé por congelacion progresiva en los respectivos
medios complementados al 10% de DMSO (Dimethil Sulfoxide >99.7% Hybri-Max, Sigma-
Aldrich). Primero se almacenaron las células a -80°C por un periodo de 24 horas vy

posteriormente se guardaron en nitrégeno liquido a -196°C.

M.M.1.2 Contaje celular

El nimero de células se adecud a las necesidades de cada ensayo. Para determinarlo, una

alicuota de las suspension celular se diluyé con 1:10 de Trypan Blue Solution 0.5% (Sigma), el
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cual es capaz de penetrar y tefiir inicamente las células muertas. Se aplicaron 10 ul de la
dilucién a la camara de contaje de Neubauer y se contaron las células vivas de cuatro campos

independientes. EI n2 de células se obtuvo a partir de la siguiente féormula:

N¢ cél.=promedio de las cél. 4 campos x 10" x10 (dilucién) x ml totales suspension

M.M.1.3 Tratamientos

Los GSls testados fueron el DAPT (Sigma-Aldrich), GSI-X, GSI-XX y GSI-XXI (Calbiochem). Son
péptidos estructuralmente muy similares, los cuales mimetizan la PS1, responsable del corte
en la regién S3 del receptor Notch, inhibiendo la formacién del NICD y, por lo tanto, la
activacion de la via (99, 100). Para su preparacién, se diluyeron en DMSO vy se afiadieron al
medio de cultivo a la concentracion deseada. Las dosis fueron las siguientes: 25 uM para el
DAPT, 200 nM para el GSI-X, 8 nM para el GSI-XX y 2 nM para el GSI-XXI. Los frascos no
tratados fueron suplementados con un volumen equivalente de DMSO. Los tratamientos
duraron 72 horas, cambiando el medio de cultivo suplementado con la dosis correspondiente

de GSls cada 24 horas.

M.M.1.4 Supervivencia celular

Para poder determinar la viabilidad celular se utilizé un método basado en la exclusidn del
ioduro de propidio (PI) por células vivas. La membrana de estas células forma una barrera con
permeabilidad selectiva entre el contenido intracelular y el medio extracelular. Las células
muertas pierden esta propiedad y por lo tanto incorporan el colorante, el cual se intercala
entre las bases de los acidos nucleicos en una relacién de 1 molécula de colorante por cada 4 o
5 pares de bases.

El protocolo aplicado consistid en tripsinizar las células y después de varios lavados con PBS
(Phosphate buffered saline) frio se procedié con la tincién con Pl a una concentracion de 25
ug/ml. Rdpidamente las muestras procesadas se pasaron por el citdmetro de flujo FACS Calibur

(BD Biosciences). Los resultados se analizaron con el software FCS Express (DeNovo Software).

M.M.1.5 Ensayo de ciclo celular

El anadlisis del ciclo celular se realiza por la técnica de citometria de flujo combinada con el
marcaje de Pl. El Pl es una agente intercalante de las bases del DNA, de manera que emite
sefal directamente proporcional a la cantidad de DNA y consecuentemente, en la fase del ciclo

en que se encuentran las células.
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Se crecieron 10° células durante tres dias en medio MEM suplementado con la cantidad
apropiada de GSI o DMSO. Se tripsinizaron, se fijaron con un 70% de etanol-PBS, se trataron
con 100 pg/ml de RNAsa durante 1 hora a temperatura ambiente y se tifieron con 25 pug/ml de
Pl. Posteriormente se procesaron las muestras en el citémetro de flujo FACsCalibur (BD

Biosciences) y se analizaron los resultados con el software FCS Express (DeNovo Software).

M.M.1.6 Ensayo de apoptosis

La apoptosis se analizé usando el kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Il (BD Biosciences).
La tincidn con FITC Annexin V (Fluorescein isothiocyanate) permite detectar la pérdida de
integridad de la membrana que acompafia a las Ultimas etapas de la muerte celular resultante
de cualquier proceso apoptdtico. Normalmente la tincién con FITC Annexin V va acompafiada
de la tincién con PI, para permitir identificar las células en fase temprana de apoptosis (PI
negativas y FITC Annexin V positivas).

Para llevar a cabo la tincion, las células se lavaron varias veces con PBS frio y se
resuspendieron con tampén de unién provisto por el Kit a una concentracién de 1x10°
células/ml. Posteriormente se transfirieron 100 pl de la solucién (1x10° células) a un tubo de 5
ml de cultivo y se aifadié 1 pl de FITC Annexin V' y 5 ul de Pl. Suavemente se mezclaron las
células y se incubaron durante 15 min. a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se
afiadié 400 pl de tampdn de unién 1X a cada tubo y se analizd la suspension celular en el

citdmetro de flujo FacsCalibur (BD Biosciences).

M.M.1.7 Manipulaciéon del DNA

Preparacion de los vectores

La secuencia completa de cDNA del dnMAML1, DELTA y HES1 fueron cedidos amablemente
por la Dra. Anna Bigas (Institut Municipal d’Investigacié Meédica, Barcelona, Espafia). La
secuencia completa del NICD fue adquirida de la Dra. Rosanna Paciucci (Institut de Recerca
Hospital de la Vall d’Hebron, Barcelona, Espafa). La secuencia completa de cDNA de HEY1 se
obtuvo de Source BioScience (NH_MGC_7). Todos los cDNAs usados fueron clonados en el
vector pCDNA 3.1(+), exceptuando el dnMAML1 que fue clonado en el vector pEGFP.

Una vez preparado el inserto, el vector aceptor se linearizd con las mismas enzimas de
restriccion que las del inserto. Cuando se digiri6 con enzimas que generaron extremos
cohesivos, el vector se desfosforilé mediante tratamientos con fosfatasa alcalina (CIP) (Calf
intensitine phosphatase, New England BiolLabs, NEB). El tratamiento con CIP permite eliminar

los grupos fosfatos de los residuos de tirosina, serina y treonina de las muestras de interés.
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Para llevar a cabo este proceso se resuspendié el vector en tampdén NED (New England
BioLabs, NEB) en una relacion de 0.5 pug de DNA por 10 ul de tampédn y se anadieron 0.5
unidades de CIP por cada microgramo de vector, incubando la mezcla durante 60 min. a 37°C.
Posteriormente la fosfatasa se inactivd corriendo un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio (BrEt) a una concentracion final de 0.5 pg/ml (véase Electroforesis de acidos nucleicos).
El DNA se purificd con el Kit QlAquick Gel Extraction (Quiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante, hasta obtener el fragmento de DNA purificado eluido con tampdn TE. Una vez
obtenidos el inserto y el vector, estos se cargaron en un gel de agarosa para comprobar la
medida y la relacién vector:inserto (véase Electroforesis de acidos nucleicos) y, paralelamente,
se cuantificaron mediante el espectrofotometro Nano-Drop ND-100 Spectophotometer
(Nanodrop Technologies Inc). Seguidamente se realizé la ligacidn con la ligasa T4 (New England
Biolabs). La relacion vector:inserto utilizada para la ligacion dependié del tamafio del DNA.
Aungue para tamafios convencionales (400-700 bp) se ligaron a una relacién 1:1 para extremos
cohesivos y a una relacion 1:3 para extremos romos. La fdrmula utilizada para determinar la

cantidad de DNA de inserto necesaria para ligar con 50 ng de vector fue la siguiente:

X ng de inserto = (Y bp de inserto) x (50 ng vector)/ (tamafio en pb del vector)

donde X ng es la cantidad de producto de ligacién de Y pares de bases (bp) para ser ligado en

una relacion 1:1 (vector:inserto).

El protocolo de la ligacidn consistié en incubar la cantidad de inserto calculada para x pg de
vector con tampdn de ligacion 10X y la ligasa T4 (New England Biolabs) a temperatura
ambiente durante 1 hora para extremos cohesivos o durante toda la noche para extremos
romos. El producto de ligacidn se utilizd para transformar bacterias competentes E. Coli DH-5a.
La transformacién se llevd a cabo mediante un proceso de choque térmico. Este proceso
consistio en los siguientes pasos: i) incubacidon del producto de la ligacién junto con las
bacterias durante 30 min. en hielo, seguidos de una incubacién a 42°C durante 90 segundos. ii)
recuperacion de las bacterias afladiendo 1 ml de LB (Luria-Bertani) o 500 ul de medio SOC
(Super optimal medium), seguida de una incubacién a 37°C en agitacion durante 1 hora. iii)
siembra de la mezcla en una placa de LB-1.5% agar con el antibidtico de selecciéon (Ampicilina
150 mg/ml, Cloramfenicol 50 mg/ml). iv) seleccién de las colonias positivas para el inserto.
Para la seleccidn, se extrajo el DNA plasmidico de las colonias mediante el Kit de minipreps de
Quiagen (Quiaprep Miniprep), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para asegurar la

correcta direccionalidad del inserto, se digirié el DNA plasmidico con las dianas de restriccidon
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que se habian utilizado para linealizar el vector y se secuenciaron los fragmentos clonados
mediante la tecnologia Sanger, a través de ABI PRISM 3100 Genetic analyzer (Applied

Biosystems).

Los tampones utilizados para este procedimiento fueron:

Medio LB Medio SOC Tampon TE
10 g/l Triptona 2% w/v Bacto-triptona 10 mM Tris-Cl
5 g/l Extracto de Levadura 0.5% w/v Extracto de levadura 1 mM EDTA
10 g/I NaCl 10 mM NaCl

2.5 mMKClI

10 mM MgCI2

20 mM Glucosa

M.M.1.8 Transfecciones

La transfeccidn celular consiste en un método de introduccidn de DNA plasmidico dentro de
las células eucariotas. Existen diversos métodos fisico-quimicos para introducir y expresar
genes en las células, como electroporacién, precipitacién por fosfato célcico, etc.

Los experimentos realizados se llevaron a cabo mediante el uso de métodos quimicos basados
en la formacién de complejos capaces de introducirse en el citoplasma de la célula, por medio
del mecanismo normal de endocitosis. En funcion del gen a introducir se utilizé el reactivo
Fugene 6 (Roche), capaz de unirse al DNA formando complejos asimilables por la célula, o la
Lipofectamina™ Plus Reagent (Invitrogen), método de lipofeccién basado en el recubrimiento
de la molécula de ADN en un complejo de lipidos capaces de atravesar la membrana celular.

El protocolo a seguir cuando se utilizd el reactivo Fugene 6 (Roche) se especifica a
continuaciéon. Un dia antes de realizar la transfeccion las células adheridas fueron tripsinizadas
y se ajustd la concentracidn celular para que en el momento de la transfeccién estuvieran a un
50-80% de confluencia. Posteriormente se prepard la mezcla de transfeccidn, mezclando una
relacion de 3 pl de reactivo/ug DNA plasmidico en un volumen X final de medio MEM sin suero
(PAA), dependiendo de la superficie de la placa utilizada (Tabla M.M.2) y se incubd la mezcla
durante 45 min. a temperatura ambiente. Pasado este periodo de incubacién se cambié el
medio de las células y se anadié 10 ml de medio DMEM (Dubbeco’s modified eagle’s medium)
no complementado con FBS. Se afadio la mezcla de transfeccion al medio de cultivo y se dejé
incubar las células durante 24-48 horas. Para realizar la transfeccién estable, al dia siguiente de

afiadir la mezcla de la transfeccidon a las células se redujo la densidad celular un 90%,
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realizando un pase 1/10 con medio de cultivo fresco. 24 horas mas tarde se procedioé con el

proceso de seleccidon de las células que habian integrado el DNA, afiadiendo el antibiético de

resistencia pertinente al medio de cultivo.

24-well 50000 20 ul 0.2 ug 0.6 ul 0.5 ml
12-well 100000 50 pul 0.5 ug 1.5l 1ml

6-well 300000 100 pl 1.0 g 3.0l 2ml

10cms 1000000 600 ul 6.0 ug 18.0 ul 10 ml

Tabla M.M.2 Cantidades y volimenes de transfeccion con FuGene 6. En la tabla se muestra las cantidades
necesarias para llevar a cabo la transfeccién con FuGene6 segtn la placa de cultivo a utilizar.

El protocolo utilizado cuando se utilizd el reactivo Lipofectamina™ Plus Reagent (Invitrogen),
fue similar al anterior. El dia anterior a la transfeccidn las células se sembraron a uno
confluencia del 70%. Posteriormente se mezclé el DNA y el reactivo en medio OPTI-MEM
(Invitrogen-Life Tecnologies) y se incubd 15 min. a temperatura ambiente (Tabla M.M.3).
Pasado este periodo de incubacion se afiadid OPTI-MEM a la mezcla y se aplicé a las células.

Pasadas 4 horas de incubacidn se cambié el medio, utilizando DMEM suplementado con un

10% de FBSy se incubd durante 48 horas mas.

24-well 50000 25 ul 0.4 ug 4.0 pl 1.0l 0.25 ml
12-well 100000 50 ul 1.0 ug 6.0 ul 4.0 ul 1.0ml
6-well 300000 100 pl 2.0 ug 8.0 ul 12 ul 2.0 ml

Tabla M.M.3 Cantidades y volimenes de transfecciéon con Lipofectamina™ Plus Reagent. En la tabla se
muestra las cantidades necesarias para llevar a cabo la transfeccion con Lipofectamina TM Plus Reagent segin
la placa de cultivo a utilizar.
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M.M.1.9 Extraccion y analisis de RNA

Extraccion de RNA
La extraccion de RNA total se realizd basandose en una variante de la técnica descrita por
Chomczynski y Sacchi en 1987 (239) y adaptado al sistema de columnas comercializado por
Quiagen (RNeasy mini/midi kit).
Cuando las células llegaron a la confluencia deseada, se procedié a la extraccion de RNA.
Primeramente se realizaron los procesos de lavado mediante la substitucién del medio de
cultivo por una soluciéon de PBS frio. Los procesos de lavado se repitieron varias veces.
Posteriormente, se afiadid a los frascos tampdn RLT con 10 pl/ml de B-mercaptoetanol en una
proporcién de 350 pL por < 5.10° células. Las células lisadas se recogieron con una rasqueta y
se homogenizaron con una jeringa de 18-20 G. Posteriormente se afiadié 1 volumen de etanol
al 70% y se traspaso la solucién a una columna cromatografica de afinidad, provista por el kit.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se realizaron los procesos de lavados y elucién por
centrifugacion de la columna.
La concentracién de RNA se cuantific6 mediante el espectrofotémetro Nano-Drop ND-100
Spectophotometer (Nanodrop Technologies Inc). La integridad del RNA se comprobd mediante

la visualizacion en gel de agarosa al 2% o mediante el Bioanalyzer (Agilent Technologies 2100).

Electroforesis de acidos nucleicos
Para visualizar el resultado de diferentes protocolos realizados sobre &cidos nucleicos
(digestiones, amplificaciones y preparaciones) se utilizd la electroforesis en gel de agarosa
estandar de grado medio (Ecogen). Se prepard en porcentajes que oscilaban entre el 0.7 al 2%
en funcion del tamafo a separar. Para visualizar los dcidos nucleicos mediante luz ultravioleta
(UV) se incorpord a los EtBr a una concentracion final de 0.5 pg/ml. La electroforesis se

resolvié a diferencias de potencial entre 70y 120 V.

Los tampones utilizados para estos procedimientos fueron:

TAE Tampon de carga

40 mM Tris base pH 8.1 5% Glicerol

2 mM Acido acético 0.021% Azul de bromofenol
0.2 mM EDTA 0.021% Xilen cianol

0.5 pg/ ml Bromur d’Etidi 0.02 M EDTA pH 8.0
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Reverse Transcription (RT)

La transcripcion inversa o RT permite obtener cDNA a partir de mRNA. En funcién del
experimento a realizar se utilizé la transcriptasa del virus de leucemia murina de Moloney (M-
MLV RT, Invitrogen-Life Technologies) o la transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen-Life
Technologies). La transcriptasa inversa SuperScript Il es una versién modificada de MMLV RT
con menor actividad de RNasa H y con mayor estabilidad térmica, proporcionando mayor
especificidad y rendimiento del cDNA obtenido. Ademas permite obtener cDNAs de longitudes
mayores (hasta 12,3 kb) (www. invitrogen.com).

Para ensayos convencionales se utilizé la transcriptasa del virus de leucemia murina de
Moloney (M-MLV RT, Invitrogen-Life Technologies) segin el procedimiento a continuacion
detallado. Se mezclaron 2 pg de RNA, 50-250 ng de Random Primers (Invitrogen-Life
Technologies), 1 ul 10 mM dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro)
(Invitrogen-Life Technologies) y agua estéril hasta un volumen total de 12 pul. Se procedid a la
incubacién de la mezcla durante 5 min. a 65°C y se puso rapidamente en hielo. Pasado este
periodo de incubacién se afiadié a la mezcla 4 ul de tampdn First-Strand 5X (Invitrogen-Life
Technologies), 2 ul DTT (Ditiotreitol) 0.1 M (Invitrogen-Life Technologies) y 1 pl (200 unidades)
de M-MLV RT. Finalmente se incubd la mezcla durante 1 hora a 37°C en un termociclador
Minicycler TM (MJ Research Inc.) y se inactivd la reaccion incubando durante 15 min. a 70 °C
en el mismo termociclador.

Para ensayos que requerian mayor precision, se utilizé la transcriptasa inversa SuperScript I,
segln se detalla a continuacidén. Se mezclaron entre 5-10 pug de RNA, el cebador T7-d(T)24 a
una concentracién de 2 pM, 1 ul 10 mM dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH
neutro) (Invitrogen-Life Technologies) y agua estéril hasta un volumen de 12 pl. Se procedid a
la incubacién de la mezcla durante 5 min. a 65°C y se puso rapidamente en hielo.
Posteriormente se afiadié a la mezcla 4 ul de tampdn First-Strand 5X (Invitrogen-Life
Technologies), 2 pl DTT 0.1 M (Invitrogen-Life Technologies) y 1 upl (200 unidades) de
SuperScript Il. Finalmente se incubd la mezcla durante 50 min. a 42°C y se inactivd la reaccion

incubando durante 15 min. a 70 °C.

Polymerase Chain reaction (PCR)
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método rapido de amplificacién in vitro de
secuencias de ADN especificas. El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccién es
disponer de fragmentos cortos de DNA de cadena sencilla complementarios a los extremos del

fragmento a amplificar. Estos fragmentos servirdn como cebadores para que una enzima
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polimerasa sea capaz de incorporar nucledtidos complementarios a la cadena molde. La
amplificacion in vitro del DNA se logra en tres pasos bdsicos: desnaturalizacién del DNA
(molde); hibridacién o apareamiento de los cebadores y copia de las cadenas delimitadas por
los cebadores. Estos tres pasos de desnaturalizacidn, hibridacién y polimerizacion se repiten
“n” veces, duplicandose en cada ciclo el nimero de cadenas delimitadas por los oligos. Se trata
de una amplificacién exponencial o logaritmica, en que las cadenas previamente sinterizadas
pueden servir de molde a futuras amplificaciones (Dieffenbach, CW, Dveksler GS (eds) (2003)).
Se utilizd el sistema de la Tag DNA polimerasa (Invitrogen-Life Technologies), segun el
protocolo detallado a continuacion. Se mezclaron 10 pL (1X) del tampdn PCR 10X PCR, 2 uL de
10 mM de la mezcla de dNTPs (a una concentracién de 0.2 mM cada dNTPs), 3 L (1.5 mM) de
MgCl2 50 mM, 0.5 uM de cada sonda, 1-20 puL de DNA molde, 0.2—0.5 pL (1.0-2.5 unidades)
de la Tag DNA Polymerase (5 U/uL) y agua estéril hasta un volumen de 50 pl. Se incubd la
mezcla durante 3 min. a 94°C para desnaturalizar el DNA y se procedié a la realizacién de entre
25-35 ciclos de amplificacidon en las siguientes condiciones: desnaturalizaciéon a 94°C durante
45 segundos; hibridaciéon a 55°C durante 30 segundos y polimerizaciéon a 72°C durante 1 min.
Finalmente se hizo una incubacién de 10 min. a 72°C y se procedid al andlisis de los productos
amplificados mediante un gel de electroforesis de acidos nucleicos (véase Electroforesis de
acidos nucleicos) o a la purificacion del producto obtenido tal y como se especifica a

continuacion.

Purificacion del producto de PCR
Los productos de PCR se purificaron mediante el Kit High Pure PCR Purification (Roche)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Este protocolo se basa en la unidn del cDNA a una
columna de afinidad y consta de los siguientes pasos: union del producto de PCR con el
tampon de unidn, aplicacion en la columna y centrifugacion, procesos de lavado y finalmente

elusién del cDNA purificado.

Real Time Polymerase Chain reaction (RT-PCR)
La técnica de RT-PCR consiste en el analisis de la cantidad de producto generado en cada ciclo
de amplificacién, mediante la deteccidon de sondas marcadas con fluorescencia. La sonda es
especifica para cada secuencia y la sefial que genera aumenta de manera directamente
proporcional a la cantidad de producto de PCR generado. Esta cantidad de producto estd
directamente relacionada con la cantidad de cadenas de cDNA previas al inicio del proceso de

PCR. La deteccion ciclo a ciclo del producto es posible gracias a la capacidad de los nuevos
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termocicladores de PCR para detectar emisiones de fluorescencia. El proceso de RT-PCR consta
de 3 fases bien diferenciadas (Figura M.M.1):
a) Fase geométrica o exponencial: existe una elevada precisidn entre la concentracién de
DNA y el ciclo de PCR.
b) Fase lineal: no hay correlacion entre la amplificacion del DNA y el ciclo de PCR.

c) Fase plateau: saturacién de los reactivos y amplificacién minima.
A

Plateau Phase

Linear Phase

Exponential Phase

Log(PCR Product Amount)

PCR Cycle Number

Figura M.M.1 Esquema que muestra las diferentes fases de la amplificacion por PCR. En la fase
geométrica existe una perfecta correlacién entre la cantidad de DNA y el ciclo de PCR y es donde se pueden
extrapolar los resultados obtenidos. (www. appliedbiosystems.com).

En la fase geométrica la eficacia de la reaccién es maxima. Es en este punto donde se puede
comparar si un gen se expresa mas que otros. Para comprobar que la amplificacion es
proporcional a la cantidad de DNA inicial se realiza un banco de diluciones desde 1 pg/ul hasta
1/1000. Las curvas de amplificacion de cada dilucién indican el aumento progresivo de
fluorescencia de los diferentes ciclos de PCR. Se establece un umbral de deteccién o threshold
en el punto en que la curva permite una deteccién de fluorescencia superior al background
dentro de la fase exponencial. El ciclo en el cual la amplificacién del gen llega a este nivel se
llama Ct (cycle threshold). Con los diferentes Cts, correspondientes a la cantidad de DNA, se
obtiene una recta, la pendiente de la cual permite determinar la eficacia la PCR. Una pendiente
de -3.32 indica que la eficacia de la PCR es del 100%, pudiéndose determinar asi con exactitud
los Cts de las muestras problemas y por tanto, su cantidad.

Se utilizé el sistema TagMan®, que se basa en una sonda unida a un fluorocromo y a un
quencher, uno en el extremo 5’ (reporter dye) y otro en el extremo 3’ (quencher). Cuando la
Taq polimerasa replica una secuencia donde se encuentra la sonda, su actividad 5’exonucleasa
rompe dicha sonda separando el fluorocromo del quencher y emitiendo asi fluorecencia que

puede ser detectada.
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Los ensayos que se llevaron a cabo mediante RT-PCR fueron la cuantificacidn relativa entre
muestras tratadas con GSls y DMSO, y muestras transfectadas con diferentes componentes de
la via Notch y con el vector vacio. El objetivo era determinar las diferencias de expresion de las
proteinas de interés. El gen enddgeno utilizado fue el TBP (TATA binding protein). Se
seleccioné después de testar una bateria de cuatro genes, entre ellos el gen humano GAPDH,
el de B-actina y el gen ribosomal 18S. EI TBP mostré la expresién mads constante y reproducible
de los cuatro.

Todas las sondas estaban marcadas con TAMRA (6-carboxy-tetramethylrhodamine) como
quencher y con VIC® como reporter. Las sondas utilizadas fueron adquiridos de Applied

Biosystems (Tabla M.M.4).

Gen N2 Cat. Applied Biosystems

Hesl Hs00172878_m1

Heyl Hs00232618_m1
N-Caderina Hs00983056_m1
Integrina-a9 Hs00979865_m1

TBP Hs00172424_m1

Tabla M.M.4 Nombre del gen y n® de catilogo de Applied Biosystems de las sondas utilizadas en los
experimentos de RT-PCR.

El protocolo a seguir consistid en la mezcla de 2 pL de cDNA con la Master Mix Tagman®
Universal (2X) y los cebadores de cada gen (Tabla M.M.4). Se utilizé el termociclador ABI Prism
7000 Sequence Detector (Applied Biosystem), con las siguientes condiciones de amplificacién:
2 min. a 50°C, 10 min. 95°C para la activacién de la Taq polimerasa, 50 ciclos de 15 segundos a
95°Cy 1 min. de extensién a 60°C.
Todas las reacciones de amplificacién se realizaron por triplicado, descartando valores de Ct
con una desviacion superior a 0.380. Por otro lado, sdlo se tuvieron en consideracién las curvas
de diluciones, cuya pendiente se ajustaba a los valores de 3.32 (+0.2).
Sobre los resultados obtenidos se aplicé el método comparativo de Cts. Este método consiste
en 3 procesos matematicos:

a) ACt: Ct gen problema — Ct gen normalizador.

b) AACt: ACt muestra problema — ACt muestra control.

AACE

¢) Aplicacion de la formula: 2 °°~. El valor resultante nos da una idea de la expresién

relativa de este gen, compardndola con la de una muestra calibradora.
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M.M.1.10 Analisis de expresidn génica mediante un sistema de arrays de
oligonucleétidos

Los microarrays permiten estudiar de forma simultdnea la expresion de miles de genes,
abarcando incluso genomas completos, midiendo cualitativa y cuantitativamente los niveles de
ARN mensajero. El funcionamiento de los microarrays de Affimetrix se basa en la capacidad de
las moléculas de oligonucledtidos de hibridarse entre si. Se obtienen mediante la sintesis de
oligonucledtidos utilizando la técnica de fotolitografia sobre una superficie de cuarzo. A partir
de las células de interés se obtiene una muestra de ARN que se transcribe a RNA
complementario (RNAc), las cuales se marcan con moléculas fluorescentes. A esta muestra
marcada se la denomina sonda y se enfrentard a las dianas del microarray. Cada molécula de
RNAc marcada de la sonda se movera por difusién hacia la diana que contenga su molécula
complementaria para hibridarse con ella y quedar fijada alli. Después de un tiempo para que la
mayoria de las cadenas complementarias hibriden, el microarray se lava y se procede a hacer
una medicidn relativa de la cantidad de RNAc de la sonda que ha quedado fijada en cada diana

(240).

Se estudiaron los efectos del tratamiento con los GSlIs en la expresion génica de las lineas
celulares de RMS empleando un sistema de microarray humano (Affymetrix Genechip Human
Genome U133 plus). Este sistema permitid el andlisis simultaneo de 54675 genes y secuencias
génicas expresadas (EST), incluyendo 62 genes control. Se extrajo el RNA total correspondiente
a los cultivos de las lineas celulares tratadas y no tratadas. La extraccion de RNA total se realizé
mediante el Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), tal y como se detalla en el apartado M.M.2.3
Extraccion y Analisis de RNA. Una vez extraido, la concentracién del RNA se cuantificd
mediante el espectrofotometro Nano-Drop ND-100 Spectophotometer (Nanodrop
Technologies Inc.). La integridad del RNA se verificd6 mediante el sistema de Bioanalyzer
(Agilent Technologies 2100). Era importante que el RNA empleado en esta técnica fuera de
muy buena calidad. Por eso, era imprescindible que la relacion entre las medidas de
absorbancia 260 y 280 nm fueran igual a 2 y que las bandas correspondientes a los RNA
ribosdmicos 28S y 18S fueran nitidas, indicando no degradacién. Una vez comprobada la
integridad del RNA se procedié a las sintesis del cDNA bicatenario correspondiente a 5-10 ug
de RNA de la muestra, tal y como queda explicado en los apartados Reverse Transcription (RT)
y Polymerase Chain reaction (PCR). Posteriormente el cDNA bicatenario se purific6 mediante
el Kit High Pure PCR Purification (Roche) (véase Purificacion del producto de PCR). Una vez
purificado, se sometid a reaccion de marcado con UTP y CTP biotinilados usando el kit RNA

Transcript Labelling (Enzo Diagnostics) segun se especifica a continuacion. Se mezclaron entre
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1-8 ug de CDNA, 4 ul de tampdn de reaccion 1X, 4 ul de ribonucleotidos marcados con biotina
10X, 4 ul de DTT 10X, 4 pul de la mezcla de inhibidores de RNAsa 10X, 2 ul de la polimerasa T7
RNA y agua desionizada hasta un volumen de 40 pl. La mezcla se incubé durante toda la noche
a 37°C. El producto de reaccién se purificd usando una columna RNeasy (Quiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante con alguna modificacidon especificada a continuacién (véase
Extraccion de RNA). El volumen de la muestra se ajusté a un total de 80 ul con agua estéril. Se
afiadieron 280 pl de tampdn RLT sin complementarlo con B-mercaptoetanol ya que puede
producir ruido de fondo en el array. Se mezclaron los componentes y se afadié 340 ul de
etanol (96-100%) homogenizando la solucion. No se centrifugd y se procedié con el protocolo
recomendado por Qiagen (véase Extraccion de RNA). Finalmente, los cRNA marcados con
biotina se hibridaron a 45°C durante 6-10 horas frente al sistema Affimetrix Human Genome
U133 plus 2.0. Después de un lavado y marcado automatico, los valores absolutos de expresion
fueron calculados y normalizados desde el array escaneado usando el sistema Affimetrix
Microarray Suite. Los cdlculos estadisticos y la normalizacion de los datos se llevaron a cabo en
la unidad de bioinformatica y estadistica del Institut de Recerca Vall d’"Hebron. Para identificar
los genes sobreexpresados o infraexpresados tras el tratamiento, primero se calcularon las
medias de expresidn del grupo control y luego la de las diferentes lineas celulares sometidas al
tratamiento. Posteriormente se calcularon los valores de expresidn diferencial entre los dos
grupos (fold change o FC). En este caso, todos los genes con un FC relativo de al menos 1.5/-
15 (los genes en los que el promedio de expresion génica estaba
sobreexpresados/infraexpresados al menos un 50% en comparacién con el control) fueron
seleccionados. Los genes seleccionados se sometieron a un proceso de validacién mediante
RT-PCR y Western-blot, tal y como se detalla en los apartados M.M.1.7 Extraccion y Analisis

de RNA y M.M.2.2 Extraccion y Andlisis de proteina.

M.M.1.11 Extraccion y analisis de proteina

Extraccion de proteina
Cuando las células cultivadas llegaron a la confluencia deseada, se procedié a la extraccion de
proteina. Primeramente se realizaron los procesos de lavado mediante la substitucién del
medio de cultivo por una solucién de PBS frio. Este procedimiento se repitié 2 6 3 veces y se
afiadieron diferentes volimenes segun el tamafo de las placas. Las células se lisaron
afiadiendo el tampdn adecuado segun el experimento a realizar y se recogieron con una
rasqueta. Se procedid a la homogenizacién de las muestras mediante el uso de una jeringa de

insulina. Con el objetivo de desnaturalizar el DNA vy las proteinas, las muestras se incubaron a
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95°C durante 5 min. Los extractos se centrifugaron 10 min. a 20000 g y se descartaron los
pellets, quedandose con el sobrenadante (extracto proteico total). Todas las extracciones se
realizaron en hielo y se afiadié un céctel de inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Sigma-
Aldrich) a los tampones utilizados para evitar la degradacién proteica. Para determinar la
concentracién de proteina se utilizé el kit RC DC Protein Assay (Bio-Rad) (véase Cuantificacion

de proteina).

Cuantificacion de proteina
Para la cuantificacién de proteina se utilizd el kit RC DC Protein Assay (Bio-Rad), el cual se basa
en la determinacién proteica mediante el método de Lowry (241). El método consistié en
preparar un banco de diluciones de BSA (Bovine serum albumin) (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25,
1.5, 1.7 y 2 mg/ml), mediante el cual se obtuvo una relaciéon de concentracion-absorbancia. De
esta manera las absorbancias de las muestras se interpolaron con la recta patrén, obteniendo
unos valores de concentracién. El protocolo consistié en mezclar las muestras de interés o el
BSA con los reactivos provistos por el Kit, incubar 15 min. a temperatura ambiente y leer las
absorbancias a 720 nm mediante el espectrofotémetro con lector de microplacas iEMS Reader
MF (LabSystems). Sélo se tuvieron en consideracion las rectas patrones con una r’20.9. Todas
las cuantificaciones se realizaron por triplicado. En funcién del experimento a realizar se

utilizaron cantidades de proteina total entre 10-100 pg.

Los tampones utilizados para este procedimiento fueron:

Tampdn de Lisis 1 Tampodn de Lisis 2

50 mM Tris-HCl pH 7.4 50 mM Tris-HCl pH 7.4
150 mM NacCl 1 mM EDTA

1 mM PMSF 1% Triton X-100

1 mM EDTA 5 mg/ml leupeptin 0.5% DOC

1% Triton X-100 1% SDS

1% Sodium deoxycholate 150 mM NaCl

0.1% SDS

Analisis de proteinas por SDS-PAGE y Western-blot
El SDS-PAGE (Sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) y el Western-blot son
unas técnicas analiticas que detectan proteinas de forma especifica mediante el uso de

anticuerpos monoclonales o policlonales. Se utiliza la electroforesis unidimensional en geles de
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poliacrilamida (SDS-PAGE) para separar las proteinas, las cuales son transferidas a un suporte
membranoso donde se realiza |la deteccion (242).

Se prepararon geles de 1.5 mm de grosor con el sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad) con un
porcentaje variable de acrilamida en la parte separadora del gel, en funcidn del tamafio de las

proteinas a analizar (Tabla M.M.5).

Gel Separador 20 ml (2 geles) Gel Concentrador
10ml (2 geles)
% poliacrilamida 8% 10% 15% 4%
Agua 9.3 ml 7.9 ml 4.6 ml 6.8 ml
Acrilamida/biscrilamida 5.3 ml 6.7 ml 10 ml 1.7 ml
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml
Tris-HCI 1 M pH 6.8 1.25ml
10% SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.1 ml
10% APS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.1 ml
TEMED 0.012 ml 0.08 ml 0.08 ml 0.01 ml

Tabla M.M.5 Cantidades de las soluciones utilizadas en la preparacion del gel separador y
concentrador. En la tabla se muestra las cantidades utilizadas segin el porcentaje del gel separador
(izquierda) y concentrador (derecha) deseado.

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PVDF
(polyvinylidene fluoride) o nitrocelulosa mediante una segunda electroforesis con el aparato
Mini Trans Blot-Cell (Bio-Rad) cubierto con el tampdn de transferencia. Las condiciones de
transferencia se establecieron en funcidn del peso molecular de las proteinas a estudiar. Para
comprobar la eficacia del proceso, asi como la cantidad de proteina total cargada en los
diferentes carriles se tifd con el colorante Ponceau-S (Sigma-Alderich).

Para minimizar las uniones inespecificas de anticuerpos primarios o secundarios a la
membrana, se bloquearon estas uniones con una solucién al 5% (w/v) de leche descremada o
BSA en tampdn TBS-0.1% Tween (TBST, Tris buffered saline Tween). Las membranas se
incubaron un minimo de 45 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con
los anticuerpos primarios diluidos en una solucion del 5% de leche descremada o BSA en TBST
toda la noche a 4°C o 1 hora a temperatura ambiente en agitacion en funciéon de la proteina a

detectar. Las diluciones o concentraciones, asi como las casas comerciales de origen son:
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Anticuerpo Especie Dilucién Fabricante/ N2 Catalogo
Hesl Rabbit 1:50 Millipore #AB5702
Notch1 (C-20) Goat 1:1000 Santa Cruz #sc-6014
N-Caderina Mouse 1:250 Sigma #C2542
Integrina-a9 Mouse 1:125 Abnova #3E4
o-Tubulin Mouse 1:2000 Cell Signaling #T5168

Tabla M.M.6 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de Western-blot. En la tabla se
muestra la especie, la dilucidn y el n2 de catalogo y fabricante de los anticuerpos utilizados.

Antes de incubar con el anticuerpo secundario se lavaron 3 veces las membranas con TBST
durante 10 min. por lavado. Seguidamente se incubd con el anticuerpo secundario conjugado
con la peroxidasa de rabano (HRP) a la dilucién recomendada por el fabricante durante 1 hora
a temperatura ambiente.

Los sistemas de revelado quimioluminiscentes constan de dos productos: el substrato de la
enzima HRP, el cual emite luz al oxidarse en presencia de perdxido de hidrégeno y la enzima
HRP; y un aumentador de esta emisién luminica. Se utilizaron dos sistemas de revelado, de
menor y mayor sensibilidad, en funcién de las caracteristicas del anticuerpo primario: ECL™
Western-bloting Detection Reagents (GE Healthcare) y Supersignal West Dura Extended
Detection Substrate (Pierce-Thermo Scientific). El sistema es el mismo en ambos casos y
consiste en incubar la membrana con ambos productos durante 5 min. La luminiscencia se
detectd con una pelicula radiografica Medical X-Ray Film Blue (Afga Health Care) durante el

tiempo requerido.

Los tampones utilizados para estos procedimientos fueron:

Ponceau-S: TBST Tampon Laemmli
0.5% Ponceau-S (w/v) 25 mM Tris-HCl pH 7.5 188 mM Tris-HCl pH 6.8
1% Acido acético glacial 137 mM NaCl 30% (v/v) Glicerol

0.1% (v/v) Tween-20 6% (v/v) SDS

0.02% Azul de Bromofenol
Tampon de carga Tampon de Transferencia
X ul de muestra en funciéon de los ug deseados 60 mM Tris-Cl pH 6.8
386 mM Glicina

0.1% SDS

DTT 10 mM de concentracion final

Tampdén Laemmli 1X de concentracion final

146




M.M.1.12 Inmunocitoquimica (IC)

Mediante la técnica de inmunocitoquimica se puede evaluar la localizacidn subcelular de una
determinada molécula. Mediante el uso de anticuerpos secundarios conjugados con
fluorocromos diferentes, la técnica permite el analisis simultdneo de localizacion de varias
proteinas.

Para iniciar la técnica, se sembraron entre 3x10%-5x10* células sobre cubreobjetos esterilizados
previamente recubiertos con una solucién de colageno al 4% (BD Biosciences). 24 horas mas
tarde, las células fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes, tal y como se
detalla en el apartado M.M.1.5 Manipulacién del DNA. Después de 48 horas se procedio al

estudio de las proteinas de interés.

Anticuerpo Especie Dilucion Fabricante/ N2 Catalogo
Hes1 Rabbit 1:50 Millipore #AB5702
N-Caderina Mouse 1:250 Sigma #C2542
Integrina-a9 Mouse 1:125 Abnova #3E4

Tabla M.M.7 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de IC. En la tabla se muestra la
especie, la dilucién y el n? de catalogo y fabricante de los anticuerpos utilizados.

Los cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS frio y las células se fijaron con 4% de
paraformaldehido (PFA) durante 20 min. a temperatura ambiente. Después de cinco lavados
con PBS se afiadié 0.3% de Triton-X-100 durante 10 min. A partir de aqui los lavados se
realizaron con PBS-0.01% Tween20. Las muestras fueron bloqueadas con 5% de FBS en una
solucion de PBS durante 30 min. Los cubreobjetos se incubaron con 50 pl de la soluciéon del
anticuerpo primario pertinente (Tabla M.M.7) durante 1hora a temperatura ambiente en una
camara humeda. Después de 5 lavados mas, se procedid a la incubacién con el anticuerpo
secundario conjugado con el fluorocromo en una cdmara oscura durante 1 hora (AlexaFluor-
647 o AlexaFluor-488) (Molecular probes). Los acidos nucleicos fueron tefiidos con 5 ng/ml de
Hoechst33342 (Sigma). Después se volvieron a lavar 3 veces con PBS-0.01% Tween y 2 veces
mas con PBS solo. Los cubreobjetos se montaron en un portaobjetos con Mowiol o Fluoromont
G (Sigma-Aldrich). Una vez montados, se dejaron secar a temperatura ambiente durante 15
min. y se procedio a la captura de imagenes o a su almacenamiento a 4°C hasta el momento de
la captura. Se utilizé el microscopio confocal (FV1000, Olympus) y los resultados se analizaron

mediante el Software del Olympus Fluorview. Las cuantificaciones fueron analizadas mediante
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el software de Image J (NIH, accesibilidad gratuita en http://rsb.info.nih.gov/ii/). Un minimo de

100 células elegidas al azar fueron evaluadas para las cuantificaciones pertinentes.

M.M.1.13 Ensayo de immunoprecipitacion de cromatina (ChiIP)

La imnunoprecipitacion de cromatina (ChIP) es un método experimental que permite
determinar que proteinas se encuentran asociadas a regiones especificas del genoma. El
método se basa en la capacidad del formaldehido de reaccionar con las aminas primarias
localizadas tanto en los aminodcidos como en las bases de las moléculas de RNA y DNA,
formando un crosslink covalente entre una proteina especifica y el DNA sobre el cual se
encuentra situada esta proteina. Posteriormente, las células son lisadas y los extractos
sonicados con el fin de conseguir fragmentos de DNA de un tamafio menor. El complejo DNA-
proteina es inmunoprecipitado mediante un anticuerpo especifico contra la proteina de
interés. El crosslinking se revierte por la aplicacion de calor y la porcion de DNA puede ser
purificada e identificada por PCR, mediante el uso de sondas especificas (243).

El protocolo aplicado se llevé a cabo a partir de la linea celular RH30. Se procedié con el
crosslinking, afiadiendo 1 ml de solucion de crosslinking 1X. Después de una incubacién de 10
min a temperatura ambiente con agitacion se pard la reaccién, afiadiendo 1/10 de la solucién
Stop. Después de dos lavados con PBS frio-0.5 mM de EDTA, se lisaron las células afiadiendo 1
ml de tampdn de lisis y se recuperaron mediante scrapin. Una vez lavada la solucién celular
con tampdn de lavado, se afadié 600 pul de tampdn de sonificaciéon y se sonificaron en 15
pulsos de 1 segundo con una amplitud del 90%. Se hicieron 20 rondas por muestra dejando
pasar al menos 30 segundos entre cada muestra; de esta forma se obtuvieron fragmentos de
DNA entre 500-1000 pb. Tras una centrifugacion a maxima rpm durante 15 min., se cuantificd
la cantidad de cromatina obtenida por cuantificacién de absorbancia a 260 nm. El preaclarado
de cromatina se realizé incubando cada una de las inmunoprecipitaciones con 40 ul de
proteina G durante 2 horas a 4°C en agitacién. Posteriormente se afiadieron 5 mg de los
anticuerpos especificos (Tabla M.M.8) a cada una de las muestras y éstas se incubaron a 4°C
durante toda la noche en agitacién. Al dia siguiente se afadieron 40 ul de proteina G a 4°C
durante 1 hora. El precipitado se lavd con los tampones de lavado 1, 2, 3 y tampdn TE
(especificados a continuacidn). Para eluir la proteina se incubd cada muestra con 100 pl de
tampdn de elucidn a 65°C durante 10 min., el sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se dejé
toda la noche a 65°C para revertir el crosslinking. Las muestras se purificaron mediante High
Pure PCR Purification Kit (Roche) (véase Purificacién del producto de PCR). Una vez purificado

el DNA se procedid a la realizacion de una PCR semicuantitativa, usando las sondas
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MATERIALES Y METODOS

complementarias a las regiones promotoras de los genes N-Caderina e Integrina-a9 (Tabla

M.M.9) (véase Real Time Polymerase Chain reaction (RT-PCR)).

Hes1 Rabbit 5mg Millipore #AB5702

Notchl Rabbit 5mg Santa Cruz Biotechnology #sc-6014

lgG Rabbit 5mg Abcam #ab150073

Tabla M.M.8 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de ChIP. En la tabla se muestra la
especie, la dilucién y el n2 de catédlo y fabricante de los anticuerpos utilizados.

N-Cad Forw | N-Caderina 5-ACCCAGAGATCAAGGAGCTG-3'

N-Cad Rev N-Caderina 5’-CTCCACTTCCACCTCCACAT-3’

ITGAS Forw | Integrina-a9 5’-GAGCTCAAAAGTGCCCTCTC-3’

ITGAS Rev Integrina-a9 5-TGAGGGAGGAAAAAGAAGCA-3’

Tabla M.M.9 Listado de sondas utilizados en las PCRs de los experimentos de ChIP. En la tabla se muestra
el promotor y la secuencia de las sondas utilizadas.

La composicidn de los tampones utilizados para este procedimiento fueron:

Solucion de crosslinking (1X) Solucién STOP

50 mM HEPES pH 8.0 1.25 M Glicina

100 mM NacCl 10 mM TRIS-HCI pH 8.0
1 mM EDTAI

0.5 mM EGTA

1% Formaldehido

Tampon de lisis Tampon de sonicacion
10 mM Tris pH 8.0 10 mM Tris pH 8.0
10% Tritd X-100 (Pierce-Thermo Scientific) 100 mM NaCl

100 mM NacCl 1 mM EDTA

1 mM EDTA 0.5 mM EGTA

10 mM Na-butirato
400 uM B-glicerofosfato

10 mM Na-butirato

300 nM Ortovanadato sddico



300 nM Ortovanadato sédico 1:500 Inhibidor de proteasas

Tampon de lavado 1 (3X) Tampon de lavado 2 (3X) Tampon de lavado 3 (2X)

50 mM Tris HCl 50 mM Tris HCl 50 mM Tris HCI

0.5% NP 40 0.5% NP 40 0.5% NP 40

2 mM EDTA 2 mM EDTA 2 mM EDTA

137 mM Nacl 1 M Nacl 137 mM NacCl

10% Glicerol 137 mM NacCl 10% Glicerol
250 mM LiCl

M.M.1.14 Ensayos funcionales

Ensayo de invasion

La camara de invasidon Matrigel es un sistema in vitro para el estudio de la invasién celular. Se
utilizaron cdmaras de transwell con membrana de policarbonato con un tamaio de poro de 8
um (Corning Costar Corp), las cuales fueron tapizadas con Matrigel BD™ (BD-Biosciences).

Este estudio se realizé con dos objetivos: evaluar los efectos de los GSls sobre la capacidad
invasiva de las células de RMS y evaluar si el aumento de invasividad al sobreactivar la via
Notch era debido al aumento de expresion de N-Caderina e Integrina-a9.

El protocolo a seguir para evaluar los efectos de los GSls se especifica a continuacién. Las
células pre-tratadas con los farmacos/DMSO fueron privadas de suero durante 24 horas para
evitar observar efectos debidos al crecimiento celular. Posteriormente, se tripsinizaron v,
después de varios procesos de lavado con PBS frio, se resuspendieron y se diluyeron en medio
MEM con la cantidad apropiada de GSI. Con el objetivo de cultivar la misma cantidad de
células en cada condicidén, previo al cultivo en el compartimento superior del pocillo de la
camara, se procedidé a contar las células viables, tal y como ha quedado explicado en el
apartado M.M.2 Lineas Celulares. Se cubrieron los compartimentos inferiores de la camara
con 500 ul de MEM 10% de FBS y la cantidad apropiada de GSI/DMSO. Las camaras fueron
incubadas a 37°C entre 6-48 horas en funcion de la linea celular a estudiar para permitir la
migracion celular. Pasado este tiempo de incubacién, se procedié al analisis de la capacidad
invasiva mediante dos métodos de analisis complementarios. El primer método se basd en la
cuantificacidon de las células que habian migrado a la parte inferior del transwell mediante
tincién con Hoechst 33342. Para ello, las membranas fueron lavadas con PBS, fijadas con 2%
paraformaldehido-PBS durante 20 min. y tefiidos con Hoechst 33342 (10 pg/ml) durante 30

min. a temperatura ambiente. Las células que no migraron fueron retiradas de la superficie
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superior del filtro con la ayuda de bastoncillos de algoddn. Para contar las células que habian
migrado a la parte inferior se utilizd un microscopio de fluorescencia (BX61 Olympus). Se
analizaron cinco campos escogidos aleatoriamente de cada transwell. Una vez cuantificadas las
células, se procedid a otro método de analisis basado en la tincidn de las células situadas en el
compartimiento inferior con 0.2% de cristal violeta. Después de la tincidn, se procedio a la lisis
de éstas con un 10% de acido acético y se determind la absorbancia a 590 nm. La absorbancia
resultante era proporcional al nimero de células que habian migrado a la parte inferior. Todos
los analisis se realizaron por triplicado en pocillos independientes.

Para evaluar si el aumento de invasividad al sobreactivar la via Notch era debido al aumento
de expresién de la N-Caderina e Integrina-a9, las lineas celulares transfectadas con Delta
fueron privadas de suero durante 24 horas. Pasadas estas 24 horas, las células transfectadas se
tripsinizaron, se cuantificaron y resuspendieron segun la cantidad de células deseadas en
medio MEM. A la suspension celular se le afiadié una concentracién de 20 pg/ml de anticuerpo
neutralizante anti-N-Caderina (GC-4, Sigma) o anti-Integrina-a9 (Y9A2, Chemicon
International), y se le dejé incubar 30 min. en hielo. Las muestras control se trataron con la
misma cantidad de anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (Cell Signalling) como control
isotipico. Después de esta incubacion se cultivaron en el compartimento superior del pocillo de
la cdmara. Se cubrieron los compartimentos inferiores de la cdmara con 500 pl de MEM 10%
de FBS y la cantidad apropiada de anticuerpo. Las cdmaras fueron incubadas a 37°C entre 6-48
horas. Pasado este tiempo de incubaciéon, se procedié al analisis de la capacidad invasiva

mediante los dos métodos complementarios tal y como se ha detallado en el parrafo anterior.

Ensayo de cierre de la herida

El ensayo de cierre de la herida permite evaluar las trayectorias de migracién y la velocidad de
cierre de la herida de las células. Este estudio se realizd con dos objetivos: evaluar los efectos
de los GSls en la velocidad de cierre de la herida de las células de RMS y evaluar si el aumento
de movilidad al sobreactivar la via Notch era debido al aumento de expresidon de la N-Caderina
e Integrina-a9.

Para evaluar el efecto de los GSlIs en la velocidad de cierre de la herida, las células fueron
crecidas hasta confluencia en presencia del GSI apropiado. Al menos 48 horas después del
tratamiento se realizaron las incisiones con una punta de pipeta de 1 mm de grosor
aproximadamente. El cierre de la herida se monitorizé por videomicroscopia durante 37.5
horas, tomando imdgenes cada 15 min. mediante el equipo cell-R Workstation (Olympus)

acoplado a un microscopio de campo claro. El drea de la herida inicial se midié usando el
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software de Image J y se captaron imagenes seriadas de campos seleccionados al azar hasta
que se cerrd la herida. La velocidad de cierre se calculd a partir del cociente entre el drea de la
herida inicial y el tiempo requerido para cerrar la herida.

Para evaluar si el aumento de movilidad al sobreactivar la via Notch era debido al aumento de
expresion de la N-Caderina e Integrina-a9, se cultivaron 10° células en una placa de 24 pocillos.
24 horas mas tarde las células fueron transfectadas con Delta o el vector vacio como control y
se dejaron incubar 24 horas mas. Posteriormente se afiadié al medio celular 20 pg/ml del
anticuerpo neutralizante anti-N-Caderina (GC-4, Sigma) o anticuerpo neutralizante anti-
Integrina-a9 (Y9A2, Chemicon International) o el anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (Cell
Signalling), y se dejé actuar durante 24 horas. Después de la incubacidn con los anticuerpos
pertinentes, se realizaron las incisiones con una punta de pipeta de 1 mm de grosor y se
procedid a la monitorizacidn del cierre de la herida y al calculo de la velocidad de cierre, tal y
como se ha descrito en el parrafo anterior. Las trayectorias de migracién se evaluaron usando
el software de Image J. Se calculd el indice de direccionalidad (ID), definido como el cociente
entre la distancia neta dividido por la distancia total recorrida por la célula. Para medir este
pardmetro se obtuvieron y analizaron las trayectorias recorridas por cada célula individual

escogidas aleatoriamente durante un periodo de 37 horas.

Ensayo de adhesion en fibronectina y colageno

El ensayo de adhesidon permite evaluar la capacidad adhesiva de las células en diferentes
sustratos. Este estudio se realizd con dos objetivos: evaluar los efectos de los GSlIs en la
capacidad adhesiva de las células de RMS y evaluar si el aumento de adhesividad al
sobreactivar la via Notch era debido al aumento de expresidn de la N-Caderina e Integrina-a9.
Para evaluar los efectos del GSI-XXI en la capacidad de adhesién de las células, se cultivaron
3x10° en placas de 24 pocillos previamente cubiertas con coldgeno o fibronectina (Cell
BiolLabs). Las células fueron incubadas a 37°C durante 15 min. (RH30), 30 min. (CW9019) o 1
hora (HTB82) en funcion de la linea celular. Una vez pasado este tiempo de incubacion, los
pocillos se lavaron tres veces con PBS frio, fijadas con paraformaldehido al 4% (30 min. a
temperatura ambiente) y tefidas con cristal violeta al 0.2%. Una vez las células fueron tefiidas
se lisaron con acido acético al 10% y se determind la absorbancia a 590 nm.

Para evaluar si el aumento de adhesividad al sobreactivar la via Notch era debido al aumento
de expresion de la N-Caderina e Integrina-a9, las lineas celulares transfectadas con Delta o con
el vector control se incubaron con medio de MEM en presencia de 20 pug/ml del anticuerpo

neutralizante anti-N-Caderina (GC-4, Sigma) o anticuerpo neutralizante anti-Integrina-a9
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(Y9A2, Chemicon International) durante 30 min. en hielo. Las muestras control fueron tratadas
con anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (Cell Signalling) a la misma concentraciéon, como
control isotipico. Después de la incubacidn, 3x10° células fueron cultivadas en placas de 24
pocillos y se procedié al andlisis de la capacidad adhesiva tal y como se ha detallado en el

parrafo anterior.
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M.M.2 Muestras de Tumor

M.M.2.1 Obtenciéon y mantenimiento de las muestras

Las muestras de los pacientes se analizaron mediante RT-PCR e inmunohistoquimica (IHC).
Para el analisis realizado mediante RT-PCR, se obtuvieron las muestras de tumor de una
cohorte no seleccionada de 37 pacientes de RMS. 27 muestras procedian de pacientes
remitidos para diagndstico y tratamiento a la Unidad de Oncologia del Hospital Vall d’ Hebron
y 10 fueron cedidos por el Dr. Albert Chetcuti (Banco de Tumores, Unidad de Investigacién
Oncoldgica, Children’s Hospital, Westmead, Australia).

Para el analisis realizado mediante IHC, las muestras de tumor fueron recogidas de una
cohorte no seleccionada de 19 nifios con RMS y 2 muestras de cancer de préstata que fueron
utilizadas como control positivo. Se obtuvieron consentimientos informados de los padres o
tutores legales en todos los casos de RMS infantil. La preparacidon de los 2 tissue array se
llevaron a cabo por la Dra. Nuria Toran del Departamento de Patologia del Hospital Vall d’
Hebron.

Las muestras para PCR a tiempo real se recogieron en fresco y fueron inmediatamente
congeladas en nitrégeno liquido (-196°C) hasta su analisis. Las muestras para IHQ se recogieron

en fresco y se fijaron en formol e incluyeron en parafina.

M.M.2.2 Extraccion de RNA, RT y RT-PCR

La extraccion de RNA se realizé mediante el sistema de columnas comercializado por Quiagen
(RNeasy mini Kit). Primeramente el tejido fresco se pulverizé en un mortero con nitrégeno
liqguido y se procedid a la homogeneizacién de las piezas con el tampdén de lisis RLT
suplementado con 10 pl/ml de B-mercaptoetanol en una proporcion de 300 pl por 0.5 mg de
tejido. El tejido se disgregd empleando una jeringa de 18-20 G o en caso de mayor viscosidad
el homogenizador Polytron™ (Glenmills). Se centrifugaron las muestras durante 3 min. a 12000
rpm, descartando el pelet. Posteriormente se afiadid al sobrenadante 1 volumen de etanol al
70% y se traspaso la solucién a una columna cromatografica de afinidad provista por el kit. Se
realizaron los procesos de lavado y elucidn por centrifugacion de la columna siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA se cuantifico6 mediante el
espectrofotometro Nano-Drop ND-100 Spectophotometer (Nanodrop Technologies Inc). La
integridad del RNA se comprobd mediante la visualizacién en gel de agarosa al 2% o mediante

el Bioanalyzer (Agilent Technologies 2100).
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Para la RT se utilizd la transcriptasa del virus de leucemia murina de Moloney (M-MLV RT,
Invitrogen-Life Technologies). Se mezclaron 1.5-2 ug RNA, 50-250 ng de Random Primers
(Invitrogen-Life Technologies), 1 pl 10 mM dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a
pH neutro) (Invitrogen-Life Technologies) y agua estéril hasta un volumen total de 12 pl. Se
procedid a la incubacion de la mezcla durante 5 min. a 65°C y se incubd rapidamente en hielo.
Pasado este periodo de incubacién se afiadid a la mezcla 4 pl de tampdn First-Strand 5X
(Invitrogen-Life Technologies), 2 ul DTT 0.1 M (Invitrogen-Life Technologies) y 1 ul (200
unidades) de M-MLV RT. Finalmente se incubd la mezcla durante 1 hora a 37°C en un
termociclador Minicycler TM (MJ Research Inc.) y se inactivé la reaccion incubando durante 15

min. a 70 °C en el mismo termociclador.

Gen N2 Cat. Applied Biosystems
Notch 1 Hs01062014_m1
Notch 2 Hs01050708_m1
Notch 3 Hs00166432_m1
Notch 4 Hs00270200_m1

Hesl Hs00172878_m1

Heyl Hs00232618_m1

N-Caderina Hs00983056_m1
Integrina-a9 Hs00979865_m1
TBP Hs00172424_m1

Tabla M.M.10 Nombre del gen y n? de catalogo de Applied Biosystems de las sondas utilizadas en los
experimentos de RT-PCR.

Para la RT-PCR, se mezclaron de 2 pL de cDNA con la Master Mix Tagman® Universal (2X) y los
cebadores de cada gen (Tabla M.M.10). Se utilizé el termociclador ABI Prism 7000 Sequence
Detector (Applied Biosystem), con las siguientes condiciones de amplificacién: 2 min. a 50°C,
10 min. a 95°C para la activacion de la Taq polimerasa, 50 ciclos de 15 segundos a 95°Cy 1 min.
de extension a 60°C. El gen enddgeno utilizado fue el TBP. Todas las reacciones de
amplificacion se realizaron por triplicado, descartando valores de Ct con una desviacion
superior a 0.380. Ademas sélo se tuvieron en consideracion las curvas de diluciones, cuya
pendiente se ajustaba a los valores de 3.32 (+0.2) (para mas detalle véase M.M.1.7 Extraccion

y andlisis de RNA, RT-PCR).
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M.M.2.3 Analisis de expresion génica

Analisis en serie de la expresion génica (SAGE)

La técnica SAGE permite llevar a cabo un muestreo completo del transcriptoma, y tras el
analisis estadistico de los resultados, identificar genes diferencialmente expresados entre dos
situaciones de interés. El método se basa en que una secuencia de 10 bases (denominada tag)
en una localizacion determinada del ARNm, es suficiente para identificar cada uno de los
mensajeros que se expresan en una célula. El método es ademas capaz de proporcionar
informacidn cuantitativa sobre los niveles de expresidn de cada gen (244).

Las librerias de SAGE se generaron a partir de cuatro muestras de RMS, como se describié en
los trabajos realizados por el Dr. Schaaf (202) y las librerias de musculo esquelético normal se

obtuvieron de una base de datos publica (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/SAGELibraryFinder). El

nimero de tags de cada libreria fue normalizado a un total de 10°. La expresién diferencial
entre los grupos de la muestra de interés se calculé mediante G-pooled statistic (para mas
detalle véase Schaaf et al.2005) (202). Los p-valores resultantes fueron corregidos mediante

multiples pruebas usando la tasa de falso descubrimiento de Benjamini-Hochberg (245).

Arrays de DNA complementario

Los microarrays permiten el analisis cualitativo y cuantitativo de los niveles de expresion de
miles de genes, midiendo los niveles de ARN mensajero. Esta técnica se basa en la capacidad
de las moléculas complementarias de ADN de hibridarse entre si. El funcionamiento de esta
técnica es muy similar al sistema de arrays de oligonucledtidos (véase M.M.1.8 Analisis de
expresion génica mediante un sistema de arrays de oligonucleétidos). La diferencia principal
es que en vez de emplear oligonucledtidos como dianas utiliza secuencias de cDNA (240).

Se utilizé un microarray que contenia 6144 clones de cDNA a partir de 40K Research Genetics
EST library, los cuales representaban aproximadamente 4200 grupos de genes, como se
describié previamente (246). Se realizaron triplicados en la misma fila, utilizando 6 muestras
de musculo esquelético normal y 22 de RMS. Se llevaron a cabo varios controles de calidad,
incluyendo la optimizacion del marcaje y la eficiencia de hibridacidon, asi como la
determinacién de la cantidad éptima de producto de PCR para ser detectada. El andlisis de las
imagenes se realizd mediante Aida Image Analyzer (v.3.44; RZPD, Alemania). Los analisis
estadisticos y la normalizacidn de la expresion del cDNA se llevaron a cabo usando el programa

Lima (247) y mediante el software R/Bioconductor (248).
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Arrays de oligonucleétidos de Affimetrix
Los datos crudos de los archivos del sistema de Affimetrix U133 CEL de 30 muestras de
musculo esquelético fueron cedidos amablemente por el Dr. Welle (203, 204), mientras que
los datos originales obtenidos mediante el sistema de Affimetrix U133A de 30 muestras de
RMS se obtuvieron del estudio de Watchel et. al. (205), accesible en Array Express
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress) con n® de accesos E-MEXP-121. Los anadlisis estadisticos y la
normalizacion de la expresién se llevaron a cabo mediante el software R/Bioconductor (248).
La expresion diferencial entre los grupos de muestras de interés (RMS vs. musculo esquelético)
se evaluaron de nuevo mediante un test-T y mediante la tasa de falso descubrimiento de

Benjamini-Hochberg (245).

Seleccion de genes
Para la seleccion de genes de cada plataforma se realizaron los siguientes pasos: i)
presencia/ausencia de filtros (filtro de p/a); ii) eliminacién de genes que no varian (filtro de
variacion); v iii) seleccion por el p-valor (filtro de significancia). El uso de los ajustes de filtro

utilizados fue distinto para cada plataforma:

SAGE: i) Sélo se consideraron presentes los tags que una vez normalizados
eran superiores a cinco en al menos una libreria. ii) La variaciéon en la expresién de un gen
asociado a un tag fue determinado mediante el cdlculo G-intrinseco (el p-valor de), el cual
refleja la variacion de un gen en el conteo de los tags en todas las librerias. Los tags con
valores elevados de G-intrinseco en librerias del mismo grupo (Normal o Rabdomiosarcoma)
fueron excluidos, ya que reflejaban genes con gran variacién dentro de un mismo grupo. Por
el contrario, en la comparacién entre grupos (N vs R), sélo se consideraron los tags con valores
elevados de G-intrinseco (p-valor significativo), los otros fueron excluidos. iii) Finalmente, se

seleccionaron los tags significativos mediante el valor G-pooled FDR p-valor.

Arrays de cDNA: i) Los fragmentos purificados de todas las PCRs fueron

confirmados mediante un gel de electroforesis. Los clones de cDNA con mds de un producto se
excluyeron del analisis. Se verificaron las secuencias de mas de 1500 clones de cDNA. Un gen
se considerd presente si la sefial proveniente del spot excedia el umbral en al menos 3 arrays
individuales. ii) Sélo los spots con un valor de SD (standard desviation) superior al umbral
fueron considerados informativos (filtro de variacion). iii) Finalmente, se seleccionaron los

genes significativos mediante el p-valor FDR (False Discovery Rate).
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Arrays de oligonucleétidos de Affimetrix: i) El algoritmo de presencia/

ausencia de Affymetrix se utiliz6 para determinar la expresion (absence (A); middle (M),
present (P)) de las sondas por muestra. Sélo se consideraron presentes las sondas etiquetadas
con una P cuyo valor de expresién excedid el umbral en un nimero minimo de muestras. ii) Se
consideraron informativas las sondas con un valor de SD superior al umbral (filtro de
variacion). iii) Finalmente, se seleccionaron los genes significativos mediante el p-valor FDR.

Los datos procesados de cada plataforma se combinaron en base a los simbolos HUGO (Human
Genome Organization), permitiendo clasificar los resultados en funciéon del nombre y simbolo
del gen, independientemente de la plataforma que se utilizara. Sélo se seleccionaron los genes
qgue cumplieran las reglas de filtrado y de significancia de cada plataforma en al menos dos de
las plataformas estudiadas. La significancia de los genes seleccionados entre las diferentes
plataformas se calculé mediante test de permutacion (para mas detalle véase Schaaf et al.

2005) (202).

M.M.2.4 Inmunohistoquimica (IHC)

La inmunohistoquimica es un método basado en las reacciones inmunoenzimaticas usando
anticuerpos mono o policlonales para detectar proteinas de interés en células de tejidos.

Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas con alcoholes a concentraciones
decrecientes. Posteriormente, se procedid al desenmascaramiento antigénico en horno
microondas durante 5 min. en tampdn citrato a pH 6 y se bloquearon las uniones inespecificas
con suero fetal bovino al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario correspondiente al antigeno a identificar (Tabla M.M.11). Después de tres lavados se
procedid a la incubacidn con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente.
Para el revelado se utilizd DAB (Kit Dako 5007) durante 30 segundos o 1 min. en funcién del
anticuerpo utilizado y se contratiid con hematoxilina de Harris durante 30 segundos.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas y montadas en medio de montaje rapido
(DPX).

Las tinciones fueron evaluadas por dos observadores independientes, de acuerdo a una escala
semicuantitativa (249) basada en la intensidad de la tincién y en el porcentaje de células
positivas (Tabla M.M.12). La suma de la puntuacion obtenida de los dos parametros de la
escala semicuantitativa (intensidad y porcentaje células positivas) proporcioné un valor final
(0-7) que permitia la clasificaciéon de las muestras segln su nivel de tincién (negativa, leve,

moderada o fuerte) (Tabla M.M.13).
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MATERIALES Y METODOS

Hesl Rabbit 1:200-1:1000 | Millipore #AB5702
N-Caderina Mouse 1:250 Sigma #C2542
Integrina-a9 Mouse 1:125 Abnova #3E4

Tabla M.M.11 Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo de IHC. En la tabla se muestra la
especie, la dilucién y el n? de catalogo y fabricante de los anticuerpos utilizados.

Intensidad 0 Débil Moderada Fuerte

Células positivas, % | 0 <25% 26-50% 51-75% >75%

Tabla M.M.12 Interpretacion de la IHC segin intensidad y porcentaje de marcaje. La tabla muestra la
puntuacién estipulada segun la intensidad y porcentaje de células positivas del marcaje.

Tincion negativa 0-1
Tincidn leve 2-3
Tincién moderada 4-5
Tincién fuerte 6-7

Tabla M.M.13 Valor final de la tincidn. La suma de la puntuacion obtenida de los dos parametros de la escala
semicuantitativa (intensidad y porcentaje células positivas) proporcioné un valor final (0-7) que permitia la
clasificacion de las muestras segtin su nivel de tincién (negativa, leve, moderada o fuerte).

El tampdn utilizado para el desenmascaramiento de antigenos fue:

Tampdn citrato
0.1 M de Acido citrico

0.1 M de Citrato sddico
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MATERIALES Y METODOS

M.M.3 Estudios in vivo. Formacion de tumores en ratones

M.M.3.1 Transfeccion estable del vector pEGFP-luciferasa

El vector pEGFP-luciferasa fue cedido por el Dr. Jaume Reventds (Institut de Recerca Hospital
de la Vall d’Hebron, Barcelona, Espafia). La transfeccién de la linea celular RH30 se llevd a cabo
mediante Lipofectamina™ Plus Reagent (Invitrogen) (véase M.M.1.6 Transfecciones). Se
incubaron 0.2 ug del plasmido pEGFP-luciferasa con un total de 100 pl de OptiMEM (Gibco) y
0.5 pl de lipofectamina durante 25 min. a temperatura ambiente. Pasados los 25 min., se
afiadié la mezcla a la linea celular RH30 cultivada en placas de 96 pocillos a una confluencia de
10° células por pocillo y se dejé incubar 5 horas a 37°C. La transfeccién se paré al afiadir 10%
de suero fetal bovino en medio de DMEM (PAA). Pasadas 24 horas se pasaron las células a una
dilucién 1:10 con medio fresco DMEM vy se les afiadié geneticina (2 mg/ml) para seleccionar las
células transfectadas. Las colonias resultantes de la transfeccién fueron seleccionadas
mediante un citdmetro de flujo separador de alta velocidad (FacsAria de BD) por deteccion de
la proteina verde fluorescente pEGFP, obteniendo una poblacidn de células pEGFP positivas.
Para validar la produccidn de bioluminiscencia, las células RH30 se testaron en un ensayo in
vitro usando el instrumento /VIS® Spectrum (Caliper Life Sciences, MA.). Aproximadamente
2x10° células se sembraron en una placa opaca de 96 pocillos. Se afiadié a cada pocillo D-
luciferina (Promega, Biotech lbérica) a 300 pg/mL (50 pL) y antes de la captacidon de imégenes,
las células se incubaron menos de 10 min. a 37°C. La produccién de luz de cada clon de RH30
fue lineal y proporcional al nimero de células plaqueadas. Mediante la determinacién de la
actividad luciferasa se seleccionaron aquellos clones de RH30 que tenian mayor expresién de

luciferasa, a partir de los cuales se realizaron los ensayos posteriores.

M.M.3.2 Generacién del modelo de xenégrafo ortotdpico en ratones SCID

Los estudios in vivo se realizaron de acuerdo con las directrices del protocolo disefiado por el
comité de ético de experimentacion animal del Institut de Recerca Vall d’Hebron. Se
compraron ratones hembras de 4-6 semanas SCID beige de Charles River Laboratories
(Wilmington, MA).

Para determinar el nimero de células, se inyectaron ortotépicamente en el musculo
gastrocnemio de las extremidades posteriores 1x10° 2x10°, 3x10°, 4x10° y 5x10° células
tumorales RH30-pEGFP-Luciferasa (en 50 ul de suero fisiolégico) en cinco ratones SCID
respectivamente. Las extremidades izquierdas se utilizaron como control. Los animales fueron

previamente anestesiados mediante inhalaciéon con isofluorano (ABBOT Laboratories). Para
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evaluar la concentracién éptima de células a inocular utilizamos el indice de progresién del
volumen del tumor, posteriormente detallado (véase M.M.4.7 Analisis del patréon de

crecimiento de los tumores in vivo).

M.M.3.3 Determinacion de la concentracion 6ptima del farmaco

El DAPT (Sigma-Aldrich) se disolvid en una solucién de DMSO. Para determinar la dosis
adecuada dividimos aleatoriamente los ratones SCID, inoculados previamente con las linea
celular RH30-GFP-Luciferasa, en cuatro grupos diferentes: tratamiento 1 (1umol/Kg/dia),
tratamiento 2 (5 umol/Kg/dia), placebo 1 (1 pmol/Kg/dia de DMSO) y placebo 2 (5 umol/Kg/dia
DMSO). Se les inyectd la preparacion correspondiente a los ratones intraperitonealmente
durante cinco semanas, empezando un dia después de la inoculacién. Para determinar la dosis
efectiva evaluamos los niveles de expresion de Hesl de los tumores de los ratones, tanto a
nivel de RNA como de proteina. Consideramos un evento téxico como aquel en que la pérdida

de peso al final del tratamiento era 220% al peso inicial del animal.

M.M.3.4 Tratamiento con DAPT

Una vez determinado el nimero de células y la concentracién éptima del farmaco, se procedié
a evaluar los efectos del tratamiento con DAPT. Se inyectaron ortotépicamente en el musculo
gastrocnemio de las extremidades posteriores 1x10° células tumorales RH30-pEGFP-Luciferasa
(en 50 pl de suero fisioldgico) en 8 ratones SCID. Un dia después de la inoculacidn, los ratones
fueron aleatoriamente distribuidos en dos grupos (grupo control —tratados con DMSO- o grupo
de estudio -tratados con GSI-). El GSI se preparé a 10 mM en DMSO. El dia de la inyeccion, la
droga fue diluida con EtOH-PBS al 30% hasta una concentracién final de 5 umol/Kg. Se
procedid de la misma manera para preparar la solucidn placebo substituyendo la droga por
DMSO. Se les inyecté la preparacion correspondiente a los ratones intraperitonealmente

durante cinco semanas, empezando un dia después de la inoculacion.

M.M.3.5 Sacrificio de los ratones y extraccion de tumores

Se sacrificaron los ratones por dislocacién cervical bajo anestesia por isofluorano. Se procedio
a la extraccidon del tumor primario. Se pesé y se dividid en dos mitades, una para parafina

(paraformaldehido) y otra para congelar (nieve carbdnica).
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M.M.3.6 Visualizacion del crecimiento de los tumores in vivo

Los animales fueron anestesiados mediante inhalacién con 2% isofluorano. Para la
visualizacidn in vivo fue necesario un total de 150 mg de Luciferina/kg, administrada mediante
dos inyecciones en la cavidad peritoneal. Pasados 10 min. de la inyeccidn, se procedio a medir
el flujo de fotones mediante el sistema IVIS® Spectrum (Caliper Life Sciences). El flujo de
fotones es proporcional al numero de células vivas que expresan luciferasa y se correlaciona

con el tamafio del tumor (Figura M.M.2).

Tmage #: MGL 3010033515347 Expariment: £3+10_Intramuscular Image #: MGL 0100306144051 Experiment: £3-10
Tha Feb 25, 2010 15:39:41 Com + 250210 62 Mon Mar 09, 4
Em Filber=Cpen , = View: Laberal Em Filber=Cpen , Ex Fiker=
BB, Line: RH0 GFP-Fluc B4,
Camera [SOT4INAM0, Spectral Instruments TE

Lu Injection Time: 2

Radaren
Infsacom3jsr)

Radkaen
Infsacom3jsr)

Figura M.M.2 Visualizacion del crecimiento de los tumores mediante el sistema IVIS® Spectrum. En la
imagen se muestra el crecimiento de los tumores in vivo al final del tratamiento.

M.M.3.7 Analisis del patron de crecimiento de los tumores in vivo

Los animales inoculados fueron peridodicamente observados y clinicamente examinados. El
volumen de los tumores se midié cada semana con un pie de rey y se calculd el volumen

o n
r

mediante la siguiente férmula: (4/3) x it x (r)*, donde es el radio del tumor. El tiempo de
observaciéon global fue de un maximo de 35 dias, dependiendo del tamafio del tumor. Los
volumenes relativos de los tumores fueron calculados seguin la siguiente férmula: V.e= Vg/Vao,
donde Vg4 es el volumen del tumor en el dia x y Vg es el volumen del tumor al inicio de la
observacién. Los valores medios y las desviaciones estandares fueron calculados vy

estadisticamente analizados en ambos grupos usando el test de la T-Student.

M.M.3.8 Analisis de RNA y proteina

Para analizar la inhibicién de la via Notch en los tumores de los ratones, se procedid a la
extraccién y analisis de RNA y de proteina tal y cdmo se ha detallado en los apartados M.M.1.7

Extraccion y andlisis de RNA y M.M.1.9 Extraccion y analisis de proteina.
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ANEXO |

A.1 Relacion entre la activacién de la via Notch y las caracteristicas clinicas y

evolutivas de los pacientes de RMS

A.1.1 Caracterizacion de la expresion de los componentes de la via Notch, N-Caderina
e Integrina-a9 mediante RT-PCR

Patient # Histology Metastasis Outcome Age Notchl Notch2 Notch3 Notch4 Hesl Heyl CDH2 ITGA?

1 E YES D F 232 139 234 035 121 4.61 -3.26 #

2 E NO A F 118 503 1.0z i 456 490 -1.30 -
3 E NO A F 5.66 2,04 018 0,06 4.55 1,08 - -
4 E NO A E 102 143 245 038 385 2,69 S #

5 E NO D F 22 132 43 -0.84 315 055 054 &

6 E YES D U 293 229 23 038 248 182 -1.13 =

7 E NO A E 045 0.76 637 162 185 1.26 187 208
8 E NO A U 0,08 2,76 397 21 1,08 -4.64 015 -1.62
9 E NO A E 154 128 0.62 079 0,84 0.82 o 1,84
10 E NO A F 09 13 392 -1.91 040 -1.87 028 =115
11 E NO A F 0,77 299 0.26 032 028 0.02 = #
12 E NO A F 301 0.56 261 -2.1 0.24 -1.94 - -
13 E NO A F 186 217 344 =247 -0.18 011 -4.98 312
14 E NO A E 203 1.56 312 012 -0.24 1.65 294 #
15 E NO D F -1.28 272 423 119 -0.32 1,26 -1.17 -
16 E NO A i 04 0.78 1.91 -2.1 -0.44 =153 = =
17 E YES D E 048 043 362 -0.83 -0.50 -027 -0.53 033
18 E YES D U =272 131 5.09 -1.42 -1.08 137 -2.17 -
19 E NO A E 148 1.64 124 -1.95 “157 -3.92 -4.40 -0.85
20 E NO A E 623 03 -3.05 -1.06 -1.95 -042 094 207
21 E NO A F -9.02 233 33 2,68 -1.98 077 -3.36 -4.68
22 E = = 1.99 -1.26 -0.11 -15.16 -2.21 0.07 034 -0.25
23 E NO A E 4.06 06 302 -0.45 -2.38 -240 =237 131
24 E YES D U -10.23 24 34 -136 -2.83 0,00 -2.87 095
25 E NO = = 248 163 0.8 =113 -2.92 -2.86 -0.51 123
26 E YES D U -9.05 12 1.39 161 -6.00 -0.87 -2.89 1.80
27 A NO A E 284 383 199 -1.34 038 1.68 - -
28 A NO D v 4,04 -135 2.%6 ¥ 032 -0.54 -2.02 #
29 A NO D U 219 2,52 385 187 -0.04 -0.30 002 =
30 A NO A U 272 378 3.66 007 -0.98 -0.19 -4.98 133
31 A NO A U 3,08 187 314 =234 -1.73 -0.,05 -3.04 0,26
32 A YES D U 123 1.67 375 -0.8 -1.74 0,08 -2.08 -0.59
33 A YES A u 342 0,72 193 -1.82 -230 -235 -0.04 -0.11
34 A NO D F 38 169 1,99 -048 -2.60 239 1,17 =1T%
35 A NO A F 2m 1.62 281 -1.64 -3.09 -3.84 -0.36 o
6 A NO A F 357 -042 1.62 -1.77 =351 -497 -0.70 117
a7 A NO A F -14.13 02 0.15 -1.69 -4.26 012 -4.98 043
as A NO D U -4.73 107 572 412 437 044 018 143

Tabla A.1 Relacién entre la expresion de los componentes de la via Notch, N-Caderina e Integrina-a9 y las
caracteristicas clinicas y evolutivas de 38 pacientes de RMS. Histologia: A=aRMS, E=eRMS; Age: F=favorable: 1-10
y; U=unfavorable: <1y or >10y; Outcome: A=alive, D=deceased; Notch1-4, Hes1, Hey1, CDH2, ITGA9: valores -ACT.
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A.1.2 Caracterizacion de la expresion de los componentes de la via Notch mediante
IHC

Relacién del marcaje con la supervivencia y los factores prondsticos
Para relacionar el marcaje con las caracteristicas clinicas del paciente se categorizd la
inmunotincion como negativa (N) o positiva (P) en funcion del valor final, de 0 a 3 (tincion
negativa/leve) o 3 a 7 (tincion moderada/fuerte) respectivamente (véase M.M.2.4

Inmunohistoquimica, Tabla M.M.13) (Tabla A.2).

Patient# Metistazsis Histologda SLE Loc Edad HESI HEY1

1 DF F 8 DF F P P
2 F DF E DF F P N
3 DF F E F DF P P
4 0 F 0 F DF P P
5 E F 8 DF F P N
] E F 8 DF DF P N
7 E F 5 F F P N
8 E F 8 DF DF P P
9 E DF E DF DF P P
10 E DF 5 DF F N N
11 F DF g DF DF P N
12 E F 8 OF F P N
14 E F 8 F DF P P
15 F F 8 F DF P P
16 E F 8 F DF P P
17 F F 8 F DF {1 P
18 3 F 8 F DF P N
19 F F 8 DF DF P P

Tabla A.2 Relacién entre la activacion de la via Notch y los factores pronésticos del RMS en 19
pacientes de RMS. Factores prondsticos analizados: metastasis a distancia, tipo histolégico, localizacion del
tumor (Loc) y edad al diagnéstico (ed). DF: Desfavorable, F: favorable. 0: desconocido. SLE: supervivencia libre
de enfermedad, S: superviviente, E: éxitus. Marcadores analizados: HES1, HEY1. P: marcaje positivo; N: marcaje
negativo.

Segun los criterios definidos en la siguiente tabla, se categorizd los factores prondsticos de los

pacientes como favorables (F) o desfavorables (DF):

F. PRONOSTICOS FAVORABLES (F) DESFAVORABLES (DF)

Edad al diagndstico <10 afios = 10 afios

orbita, genitourinario no
Localizacidn del umor vejiga ni prostata, cabezay Resto de localizaciones

cuello no parameningeos

Tipo histologico RMSe RMSa

Metdastasis a distancia No Si

Tabla A.3 Categorizacion de los factores prondsticos segun criterios favorables (F) o desfavorables (DF).
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ANEXO |

Se incluyd la supervivencia (S) hasta la actualidad y el éxitus (E) en el analisis de la evolucién

del paciente respecto a la activacién de la via Notch.

193



194



ANEXO Il

A.2 Publicaciones

A.2.1 Publicaciones del autor relacionadas con el trabajo de la tesis:

Roma J*, Masia A*, Reventos J, Sanchez de Toledo J, Gallego S. Notch pathway inhibition
significantly reduces rhabdomyosarcoma invasiveness and mobility in vitro. Clin Cancer
Res 2011 Feb 1;17(3):505-513. *J. Roma and A. Masia contributed equally to this work

Masia A, Almazan-Moga A, Velasco P, Reventos J, Toran N, Sanchez de Toledo J, Roma J,
Gallego S. Notch-mediated induction of N-cadherin and a9-integrin confers higher
invasive phenotype on rhabdomyosarcoma cells. Br J Cancer 2012 Oct 9;107(8):1374-83.
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Notch Pathway Inhibition Significantly Reduces Rhabdomyosarcoma

Invasiveness and Mobility /In Vitro

Josep Roma', Anna Masia'’, Jaume Reventds', Josep Sanchez de Toledo?, and Soledad Gallego'2

Abstract

Purpose: Rhabdomyosarcoma (RMS) is the most common type of soft tissue sarcoma in children and
can be divided into two main subtypes: embryonal and alveolar RMS. Patients with metastatic disease
continue to have very poor prognosis although aggressive therapies and recurrences are common in
advanced localized disease. The oncogenic potential of the Notch pathway has been established in some
cancers of the adult and in some pediatric malignancies.

Experimental Design: A real-time PCR assay was used to ascertain the expression of several Notch
pathway components in a wide panel of RMS and cell lines. Four y-secretase inhibitors (GSIs) were tested
for pathway inhibition and the degree of inhibition was assessed by analysis of Hes1 and Hey1 expression.
The putative effects of Notch pathway inhibition were evaluated by wound-healing, matrigel/transwell
invasion, cell-cycle, and apoptosis assays.

Results: The Notch pathway was widely expressed and activated in RMS and underwent substantial
inhibition when treated with GSIs or transfected with a dominant negative form of MAML1. RMS cells
showed a significant decrease in its mobility and invasiveness when the Notch pathway was properly
inhibited; conversely, its inhibition had no noticeable effect on cell cycle or apoptosis.

Conclusion: Pharmacological or genetic blockage of the pathway significantly reduced invasiveness of
RMS cell lines, thereby suggesting a possible role of the Notch pathway in the regulation of the metastatic
process in RMS. Clin Cancer Res; 17(3); 505-13. ©2010 AACR.

Introduction

Rhabdomyosarcoma (RMS) is the most common type of
soft tissue sarcoma in children. Regarding histopathologi-
cal criteria, RMS can be divided into 2 main subtypes:
embryonal and alveolar RMS (eRMS and aRMS, respec-
tively). The majority of aRMS (80% to 85%) contain one of
the reciprocal chromosomal translocations: either t(2;13)
(g35;q14), or t(1;13)(p36;q14). These translocations gen-
erate the novel fusion genes PAX3-FOXO1 and PAX7-
FOXO1, respectively (1, 2). However, no characteristic
translocations have been described in eRMS. The eRMS
is typically characterized by loss of heterozygosity on the
short arm of chromosome 11 (11p15.5, Ref. 3) and gains in
chromosomes 2, 7, 8, 11, 12, 13, and 17 are also common
in this subtype (4).

The Notch signaling pathway is an evolutionary conserved
pathway that plays a critical role in tissue development in
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organisms ranging from nematodes to mammals. The highly
conserved Notch gene family encodes 4 cell surface receptors
(Notch1, Notch2, Notch3, and Notch4). When the Notch
receptor is activated by its ligands (Delta and Jagged in
vertebrates), the Notch intracellular domain (NICD) is
released by the y-secretase complex (5) and translocates to
the nucleus where it binds to CSL (CBF1-Su(H)-Lagl) tran-
scription repressors, converting them into transcriptional
activators. The targets of these transcription factors in verte-
brates are typified by Hes and Hey genes (6, 7).

The oncogenic potential of the Notch pathway was first
described in acute T-cell lymphoblastic leukemia (T-ALL)
in the late 1980s (8). An abnormal upregulation of the
Notch pathway has also been reported in ovarian (9),
breast (10), and other cancers (11). With respect to pedia-
tric malignancies, Notch signaling appears to contribute
essentially to osteosarcoma metastasis (12) and prolifera-
tion (13); Notch signaling also promotes medulloblastoma
cancer stem cell survival (14) and contributes to angiogen-
esis in neuroblastoma (15).

In the last decade, the use of pharmacological inhibi-
tors of the y-secretase complex, which inhibit activation
of the 4 Notch receptors, has been reported. Gamma-
secretase inhibitors (GSIs) block the generation of the
active form of Notch: the NICD (16). In recent decades,
several GSIs have been actively studied as potential inhi-
bitors of the generation of the f-amyloid peptide asso-
ciated with Alzheimer,s disease (17). More recently, some
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Translational Relevance

Rhabdomyosarcoma (RMS) patients with metastatic
disease continue to have very poor prognosis, despite
the indication of aggressive therapies. Moreover, the
major cause of death in these patients is the formation
of distant metastases. This work states that the Notch
pathway is broadly expressed in RMS tumors, and its
inhibition in vitro using y-secretase inhibitors clearly
impairs the mobility and invasiveness of RMS cells. This
work proposes the Notch pathway as a candidate for the
development of targeted therapies focused on reducing
metastases in this neoplasia.

GSIs have begun to be studied in phase I trials for patients
with advanced breast cancer and acute T-cell leukemias
(18, 19).

The possible role of the Notch pathway in RMS remains
unknown. Since the regulation of Notch signaling is
involved in satellite cell activation and in cell fate deter-
mination during postnatal myogenesis (20) and since RMS
are embryonal tumors whose cells exhibit gene expression
profiles resembling those of fetal muscle cells (21), we
hypothesized that the Notch pathway could play a major
role in maintaining the immature muscle status character-
istic of RMS. In the present work, Notch pathway expres-
sion and activation profiles were characterized for the first
time in a wide panel of RMS tumors and cell lines. The
reduction by several y-secretase inhibitors in the oncogenic
potential of RMS was evaluated by wound-healing, matri-
gel/transwell invasion, cell cycle, and apoptosis assays.

Methods

Tumor samples

Samples were collected from a nonselected cohort of 37
children with RMS. Twenty-seven samples were from
patients referred for diagnosis and/or treatment at the Vall
d’Hebron Hospital Oncology Unit and 10 were a kind
donation from Dr Albert Chetcuti (Tumour Bank, Oncol-
ogy Research Unit, Children’s Hospital at Westmead, Aus-
tralia). Informed consent has been previously obtained
from all parents or legal guardians.

Cell cultures and drug treatments

Cells were cultured in MEM media with Earle’s Salts (PAA
Laboratories), supplemented with 10% FCS (PAA), 2 mM
L-glutamine (PAA), 1 mM sodium pyruvate (PAA), 1x
NEAA (PAA), 100 U/mL penicillin (PAA) and 0.1 mg/
mL streptomycin (PAA), and maintained at 37°C in a
5% CO, water-jacketed incubator. All GSI inhibitors were
diluted in DMSO and added to the culture media at the
desired concentration. Doses were as follows: 25 uM for
DAPT, 200 nM for GSI-X, 8 nM for GSI-XX, and 2 nM for
GSI-XXI. The untreated plates were supplemented with an
equivalent volume of DMSO. The inhibitors GSI-X, GSI-
XX, and GSI-XXI were purchased from Calbiochem and

DAPT from Sigma-Aldrich. Cell lines RH-30, CW-9019,
and HTB-82 were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC).

RNA isolation, retrotranscription and Real-time PCR

Total RNA was isolated using a Quick-prep micro RNA
isolation kit (Qiagen, Valencia); RNA integrity was quanti-
fied and verified by an ABI PRISM 7000 sequence detection
system (Applied Biosystems). Samples of 2 ug of total RNA
were reverse-transcripted using random primers (Invitro-
gen). The reaction mixture was incubated for 60 minutes at
37°C with 200U of Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Promega). Real-time PCR was based on the
TagMan assay (Applied Biosystems). A 40-cycle PCR
was performed to detect the 4 Notch receptors (assays
Hs01062014_m1, Hs01050708_m1, Hs00166432_ml,
and Hs00270200_m1 for Notchl, Notch2, Notch3,
and Notch4, respectively) and the effectors Hesl and
Heyl (assays Hs00172878_m1l and Hs00232618_ml,
respectively). The housekeeping gene TBP (assay
Hs00172424_m1) was used as internal control. Quantifica-
tion of relative levels of each mRNA analyzed was per-
formed by the method of Livak and Schmittgen (22). All
samples were tested in triplicate.

Western blot analysis and immunohistochemistry

Western blot: Cells were homogenized in lysis buffer (50
mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM
EDTA, 5 mg/mL aprotinin, 5 mg/mL leupeptin, 1% Triton
X-100, 1% sodium deoxycholate, and 0.1% SDS) and
incubated for 4 minutes at 90°C and the total protein
content was measured (DC assay kit, Bio-Rad Labora-
tories). Following the addition of 5% B-mercaptoethanol,
0.001% bromophenol blue, and 20% glycerol, 12.5 pg of
protein per lane were loaded in 12% SDS-PAGE and then
blotted onto PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories).
Membranes were then incubated with rabbit polyclonal
antibody anti-Hes1 AB5702 (Millipore) diluted 1:1000,
and anti-o-tubulin (Cell Signaling) diluted 1:2000 was
used as a loading control.

Immunohistochemistry (IHC): Patient samples were
obtained from the Vall d’Hebron Hospital Pathology
Department (kindly provided by Dr. Nuria Toran). Paraf-
fin-embedded tissues were sliced, deparaffinized, and rehy-
drated, followed by antigen retrieval in 10 mM citrate
buffer (DAKO). Endogenous peroxidase activity was
quenched using 1% hydrogen peroxide. Samples were
blocked and incubated overnight with anti-Hes1 antibody
(AB5702, Millipore) diluted 1:200. After incubation with
peroxidase conjugated secondary antibody and peroxidase
substrate, samples were counterstained with hematoxylin
for 10 seconds, dehydrated, and mounted.

Wound-healing and transwell assays

For wound-healing assay, cells were grown until con-
fluence in the presence of the appropriate GSI (48 hours).
Cell monolayers were then scratched with a pipette tip and
placed in complete growth medium with the appropriate
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GSI. Over 37.5 hours, serial images of selected fields were
acquired every 15 minutes by a live cell imaging cell-R
workstation (Olympus) coupled to a bright-field micro-
scope. The scratched area was measured using the Image]
software (NIH, freely available at http://rsb.info.nih.gov/ij/)
and the healing velocity was calculated as a quotient
between the scratched area and time required for the wound
to heal.

For the matrigel/transwell assay, cells were pretreated
with GSI for 48 hours and harvested using trypsin. Once
pretreated, 10° cells were resuspended in serum-free MEM
media with the appropriate GSI and plated in the upper
chamber previously coated with BD Matrigel™ (BD-Bios-
ciences) in an 8 um pore size transwell (Corning). Follow-
ing incubation at 37°C, remaining cells were removed from
the upper chamber with a cotton swab, and cells migrated
to the lower surface of the membrane were stained in 5 ng/
mL of Hoechst33342. Cells were then stained with 0.2%
crystal violet, lysed in 10% acetic acid, and the absorbance
at 590 nm was determined as a value proportional to the
number of cells on each membrane lower surface. All
analyses were made in triplicate.

Cell cycle and apoptosis

One million cells were grown for 3 days in MEM media
supplemented with the appropriate GSI or DMSO (con-
trol) and harvested with trypsin. For cell cycle, cells were
fixed in 70% ethanol, treated with 100 pg/mL RNase A, and
stained for 1 hour at room temperature with 1 ug/mL
propidium iodide. Apoptosis was detected using the
annexin-V apoptosis kit (BD Biosciences) following man-
ufacturer’s instructions. Cells were analyzed in a FacsCali-
bur cytometer (BD Biosciences).

Transfection with dnMAML1

Cells were transfected using FUGENE 6 transfection
reagent (ROCHE) with dominant negative dnMAMLI-
GFP or GFP alone both cloned in the plasmidic vector
pPEGFP (Clontech Laboratories). Stably transfected cells
were selected for vector incorporation over 3 weeks in
MEM culture media containing 2.0 mg/mL G418
(Sigma-Aldrich).

Results

Notch pathway is consistently expressed and activated
in RMS tumors

Expression of the 4 Notch receptors and 2 downstream
effectors of the Notch pathway were studied by quantitative
PCR in 37 RMS primary tumor samples. The results showed
awide distribution of the Notch receptors and downstream
effectors in the RMS samples studied (Fig. 1). Levels of the
RNAs studied in tumoral tissue (aRMS and eRMS) were
compared with those of adult and fetal muscle (AM and
FM, 2 pools of 3 samples were analyzed for both AM and
FM). The most striking finding in tumors was the increase
in the expression of Notch2, a receptor that showed very
obvious upregulation in both aRMS and eRMS. Notch3

showed slight upregulation in both aRMS and eRMS not as
clear as Notch2. Conversely, Notch1 and Notch4 showed
no significant expression increase in RMS (Fig. 1A). Hes1
expression was slightly upregulated in eRMS compared
with both adult and fetal muscle, while Heyl showed an
increase in aRMS and eRMS compared with adult muscle
levels (Fig. 1A). IHC showed cytoplasmic and nuclear
staining of Hesl in a majority of RMS samples (Fig. 1B)
compared with prostate carcinoma as positive control (23).

Notch pathway activation correlates with invasive
phenotype in RMS cells

Although the RMS cell lines analyzed significantly
expressed Notchl, Notch2, and Notch3, no significant
association was observed between their expression and
the oncogenicity of the 3 cell lines analyzed (data not
shown). Conversely, when expression of the Notch down-
stream effectors Hes1 and Hey1 was studied in the 3 RMS
cell lines, they showed low values in HTB-82 (derived from
eRMS), moderate values in CW-9019 (aRMS with PAX7-
FOXOL1 translocation), and high values in RH-30 (aRMS
bearing the PAX3-FOXO1 translocation). Thus, expressing
results as a fold increase relative to the values found in HTB-
82 (Fig. 2A), Hes1 showed 24.2-fold higher expression in
CW-9019, and 37.5-fold higher in RH-30. The same
increasing pattern was observed for Hey1 (12.3-fold higher
in CW-9019 and 34.8-fold higher in RH-30). When the
invasive capabilities of the 3 cell lines were tested by
matrigel/transwell invasion assay (Fig. 2B), the results
verified the correlation between the expression of the
aforementioned Notch targets and the invasiveness of each
cell line. Thus, invasiveness of the HTB-82 line was very
low, with no significant invasion being found even at 48
hours. In contrast, the cell line CW-9019 showed notice-
ably invasive potential. At 8 hours, there was no significant
invasion, but the number of cells migrated to the lower
chamber rose considerably at 24 and 48 hours. Finally, the
putatively most invasive cell line showed very high inva-
siveness detected as soon as at 8 hours. At longer times (24
and 48 hours), the invasion was so great that the lower
chamber was saturated with cells and no significant differ-
ences were observed between 24 and 48 hours. When the
wound-healing capability of the 3 cell lines was tested, the
results revealed that while the RH-30 cell line completed
the healing in approximately 18 hours, the CW-9019 cell
line needed approximately 3 days to close the wound
completely and the time required was even longer than
a week for HTB-82. A significant image of each cell line was
taken at 48 hours postwounding (Fig. 2C). At that time, cell
line HTB-82 was very far from closing the wound, CW-9019
near to complete closure, and RH-30 was completely
closed.

Notch pathway can be pharmacologically inhibited
using y-secretase inhibitors (GSIs) in RMS cells

The effects of the inhibitors on the Notch pathway were
evaluated by quantification of Hesl and Heyl mRNA
expression. Hes1 mRNA expression showed a significant
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decrease in the 3 cell lines treated with DAPT (25 uM) GSI-
XX (8 nM) and GSI XXI (2 nM). The GSI-X (200 nM)
produced minor or null inhibition in the 3 cell lines
analyzed (Fig. 3A). Heyl expression showed a similar
inhibition pattern, with a significant decrease in the 3 cell

fetal muscle, ERMS, embryonal
RMS, ARMS, alveolar RMS.
Asterisks, mean values
significantly higher than levels
obtained in AM (*) or FM (**). B,
Hes1 IHC in 3 samples of RMS
(RMS 1, 2, and 3). Prostate
carcinoma (PC) was used as
positive control. Horizontal bar,
100 um.

lines treated with GSI-XX and GSI-XXI, while DAPT ren-
dered only a significant reduction in Hey1 expression in the
cell lines RH-30 and CW-9019. The GSI-X rendered a minor
or null reduction, only significant in the cell line RH-30
(Fig. 3B).
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Although total inhibition was not achieved, Hes1 pro-
tein also decreased significantly when cells were treated
with GSIs, especially with GSI-XXI (Fig. 3C). No significant
effect was observed when cells were treated with GSI-X or
DAPT (not shown).

Notch pathway inhibition severely impairs cell
mobility and invasiveness in RMS cells

When the 3 RMS cell lines were treated with GSls, a
significant reduction was observed in their mobility that
could be measured in a wound-healing assay (Fig. 4). The
delay observed is illustrated in Figure 4A for the cell line
RH-30. Two images per treatment taken immediately post-
wounding and 18 hours later are shown. It can be clearly
seen that while cells treated with DMSO (control) closed

the wound in approximately 18h, cells treated with all
GSIs, particularly with DAPT, GSI-XX, and GSI-XXI, did
not. GSI-X, though presenting delay versus the control,
showed a lesser effect on wound-healing time than the
other 3 inhibitors tested. This lessening of wound-healing
capability of cells treated with GSIs is demonstrated as a
reduction in healing velocity to approximately half that of
the control in the 3 cell lines treated with GSI-XX and GSI-
XXI. DAPT produced significant inhibition; however, while
the reduction in the RH-30 cell line was approximately half
that of the control, the reduction in the other 2 cell lines
was only moderate. Finally, with GSI-X treatment, the
reduction was very slight or null for all 3 cell lines (Fig. 4B).

Furthermore, the 3 cell lines suffered severe impairment
in the matrigel/transwell invasion assay when treated with

>
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lines expressed as levels relative
to untreated RH-30 (DMSO).
Significance of differences
compared to control: *, P < 0.05.
All RNA measurements were
taken in triplicate. C, effects of
GSls on Hes1 protein amount in
the RMS cell lines RH-30 (20 pug of
protein/well), CW9019 (40 pg of C RH-30
protein/well) and HTB-82 (80 ug of Dm
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Figure 4. Inhibition of Notch
activation severely impairs
wound-healing. A, representative
images of the wound-healing
assay in presence of the indicated
GSis just after wounding (0 hour)
and 18 hours later (18 hours) in the
RH-30 cell line. Horizontal bar, 100
um. B, effect of the GSls on
healing velocity in 3 RMS cell lines
RH-30, CW-9019, and HTB-82.
Each bar represents the mean of
healing velocity in 8 independent
samples in um? per hour.
Significance of differences with
control: *, P < 0.05; **, P < 0.005.

some GSIs (Fig. 5), suggesting that the Notch pathway
could also play a role in their invasiveness. In that assay,
the observed effects of the 4 Notch inhibitors tested were
also unequal. Thus, cells treated with GSI-X showed only a
minor reduction in their invasiveness (slightly lower than
80% compared to the DMSO control). On the other hand,
cells treated with GSI-XX and GSI-XXI showed a remarkable
reduction in invasiveness in the 3 cell lines (all values
under 30% compared to the control, respectively). Finally,
DAPT produced cell-line dependent effects, with moderate
effect on RH-30 invasiveness, but a remarkable effect on
CW-9019 and HTB-82 (Fig. 5B).

Downregulation of Notch pathway has no noticeable
effect on cell cycle and apoptosis

Notch pathway inhibition had no significant effect on
cell cycling and apoptosis, and all the drugs applied (in a 3-
day treatment) produced the same results in treated and
nontreated RMS cells (data not shown), confirming that
the inhibition observed in cell motility and invasion can-
not be attributable to changes in cell proliferation or in
apoptosis.

Specificity (dnMAML1)

Seeking to rule out the possibility of the effects observed
in cells treated with GSIs being attributable to the involve-
ment of other pathways and therefore demonstrate that
these effects resulted from specific Notch inhibition, we
genetically manipulated Notch signaling activity by trans-
fecting a construct containing dominant negative MAML1

(dnMAML1) or empty vector (pEGFP). MAMLI is a co-
activator that cooperates with NICD and CSL transcription
factors (CBF1, Su(H) and Lag-1) to activate transcription of
Notch target genes (24,25). It has been demonstrated that
truncated versions of MAML-1 can maintain an association
with the complex that behaves in a dominant negative
fashion and depresses transcription of Notch target genes
(26). In the RH-30 cell line stably transfected with
dnMAML1, Hes1 mRNA expression fell to under 30% of
the levels found in controls (Fig. 6A). Likewise, the levels of
Hes1 protein underwent a decrease in cells transfected with
dnMAML1 (Fig. 6B). This attenuation of Hes1 expression
produced effects on cell mobility and invasiveness. Thus,
RH-30 cells (not transfected) or transfected with GFP alone
(control) closed the wound significantly faster than cells
transfected with dnMAML1. This lessening of wound-heal-
ing capability in cells transfected with dnMAML1 is demon-
strated as a reduction in healing velocity (Fig. 6C). Finally,
and paralleling the results previously shown with GSI
treatments, the RH-30 cell line expressing the dnMAML1
underwent substantial inhibition of its invasiveness on a
matrigel/transwell assay (Fig. 6D) which was seen to fall to
a level under 20% of that of control cells.

Discussion

Notch signaling is known to play a fundamental role in
the normal development of multicellular organisms, parti-
cularly in processes that imply cell-fate determination. More
recently, some advances have been made in elucidating the
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Figure 5. Inhibition of Notch
activation severely impairs
invasiveness in RMS cell lines. A,
photocomposition showing 1
representative field per treatment
on the lower surface of the
transwell membrane in RH-30
cells. Cells were stained with
Hoechst33342. The inhibitor is
indicated in the upper right corner
of each picture. Merged image:
Hoechst33342 and visible light. B,
bars represent the percentage of
invasion for the 3 cell lines
analyzed compared to the control
(DMSO) when the GSI indicated
below each bar were added to the
media. Each bar represents the
mean of 3 independent wells.
Horizontal bar, 100 um.
Significance of differences with
control: *, P < 0.05; **, P < 0.005.
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role of the Notch pathway in adult cancer. However, little is
known on the role of the Notch pathway in the oncogenicity
of pediatric tumors. Only very recent works on medullo-
blastoma (14), neuroblastoma (15), and osteosarcoma (12,
13) have clarified some aspects of the Notch pathway in
these neoplasias; however, the overall role of this pathway
in pediatric malignancies remains unclear. In addition, the
possible role of the Notch pathway on the oncogenicity of
RMS remains unknown. RMS patients with metastatic dis-
ease continue to have a very poor prognosis, although

aggressive therapies are indicated. Moreover, the major
cause of death in these patients is the formation of distant
metastasis. The cellular components that control metastasis
in RMS should be identified before the development of
targeted therapies focused on reducing metastasis in this
neoplasia.

In this report, we provide evidence of Notch pathway
expression and activation in RMS. One criterion to be met
before a possible role of a pathway in a tissue can be
considered is that this pathway must be expressed and

Figure 6. Effects of Notch
downstream target silencing using
dominant negative MAML1
(dnMAML1) in RH-30 cells. A,
effects of dnMAML1 on Hes1
expression assessed by real-time
PCR expressed as a percentage
and compared to the control
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showing the reduction in healing 60
velocity in cells expressing
dnMAMLA1. D, effects of
dnMAML1 on matrigel/transwell
invasion assay. In A, C, and D,
*, significance of differences with
control (P < 0.005).
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activated in that tissue. It is noteworthy that all RMS tumors
(n = 37) analyzed presented expression of several Notch
receptors and downstream Notch targets. Upregulation of
Notch2 was particularly striking while upregulation of
Notch3, Hes1, and Heyl was also significant.

The possible correlation between Notch pathway activa-
tion and the invasiveness and mobility of each RMS cell
line analyzed is of particular interest. The HTB-82 cell line is
derived from an eRMS, bears no translocation, and is
associated with the most benign phenotype of the disease.
Its invasiveness is minimal and Notch activation is practi-
cally absent. By contrast, the RH-30 cell line is derived from
an aRMS bearing the PAX3-FOXO1 translocation (repre-
senting the most aggressive phenotype). This cell line
presents a highly invasive phenotype in culture and is
the cell line with the highest Notch pathway activation.
Finally, the CW-9019 cell line is derived from an aRMS
bearing the PAX7-FOXO1 translocation (moderately
aggressive phenotype) and presents considerable invasive-
ness, although less than the RH-30 cell line. Its levels of
Notch activation are also considerable and situated
between the other 2 cell lines. These results raise the
possibility that Notch pathway activation could be respon-
sible for the triggering, at least in part, of metastatic
mechanisms in the invasive cells, particularly in RMS cell
lines. Using the 3 aforementioned RMS cell lines as models
for the study of Notch activation and its possible role in the
promotion of oncogenicity, some GSIs were used to test the
effects of Notch inhibition on the oncogenicity of these cell
lines. GSIs were first assayed for possible use as therapeutic
agents in Alzheimer's disease (27). However, the use of
GSIs reveals a concomitant Notch proteolytic inhibition
and, over recent decades, these inhibitors have also been
tested for anti-oncogenic effects (28). In the present work,
we demonstrate the usefulness of several GSIs for Notch
pathway inhibition in 3 RMS cell lines. One of the 4 drugs
tested (GSI-X) produced only moderate inhibition but the
other 3 drugs (DAPT, GSI-XX and GSI-XXI) yielded better
results. This GSI-mediated Notch inhibition in the 3 cell
lines analyzed—although total inhibition was not
achieved—led to severe lessening of cell mobility and
invasiveness in vitro, suggesting that the Notch pathway
is responsible, at least partially, for the control of the
mechanisms that allow cells to migrate and invade, thereby
pointing to a possible future use of the drugs tested—
particularly GSI-XX and GSI-XXI—as a therapeutic agents
in the fighting against metastasis in RMS. Treatment with
GSIs produces considerable gastrointestinal toxicity (29)
that could be reduced, at least in part, by concurrent
treatment with corticosteroids (30). Moreover, GSI-XX
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Notch-mediated induction of N-cadherin and a9-integrin confers
higher invasive phenotype on rhabdomyosarcoma cells
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BACKGROUND: Rhabdomyosarcoma (RMS) is the commonest type of soft-tissue sarcoma in children. Patients with metastatic RMS
continue to have very poor prognosis. Recently, several works have demonstrated a connection between Notch pathway activation
and the regulation of cell motility and invasiveness. However, the molecular mechanisms of this possible relationship remain unclear.
METHODS: The Notch pathway was manipulated pharmacologically and genetically. The mMRNA changes were analysed by quantitative
PCR and protein variations by western blot and immunofluorescence. Finally, the capabilities of RMS cells to adhere, heal a wound
and invade were assessed in the presence of neuronal cadherin (N-cadherin)- and a9-integrin-blocking antibodies.

ResuLTs: Cells treated with y-secretase inhibitor showed lower adhesion capability and downregulation of N-cadherin and o9-integrin.
Genetic manipulation of the Notch pathway led to concomitant variations in N-cadherin and a9-integrin. Treatment with anti-N-
cadherin-blocking antibody rendered marked inhibition of cell adhesion and motility, while anti-a9-integrin-blocking antibody exerted
a remarkable effect on cell adhesion and invasiveness.

CONCLUSION: Neuronal cadherin and a9-integrin are postulated as leading actors in the association between the Notch pathway and
promotion of cell adhesion, motility and invasion, pointing to these proteins and the Notch pathway itself as interesting putative
targets for new molecular therapies against metastases in RMS.

© 2012 Cancer Research UK

Rhabdomyosarcoma (RMS), a malignant tumour of early onset, is
the most common type of soft-tissue sarcoma in children.
Regarding histopathological criteria, RMS can be divided into
two main subtypes: embryonal and alveolar (eRMS and aRMS,
respectively). The majority of aRMS (80-85%) contain one of the
reciprocal chromosomal translocations: t(2;13)(q35;q14) or
t(1;13)(p36;q14). These translocations generate the novel fusion
genes PAX3-FOXOI and PAX7-FOXOI, respectively (Barr et al,
1993; Davis et al, 1994). However, no characteristic translocations
have been described in eRMS. Patients with metastatic RMS have
very poor prognosis and more intense therapies are thus indicated.
Moreover, the major cause of death in these patients is the
formation of distant metastases. The cellular components that
control mobility, invasiveness and metastasis in RMS remain
largely unknown. The molecules responsible for these processes
should be identified before the development of targeted therapies
focused on reducing metastasis in this neoplasia. Recently, we
described the role of Notch pathway activation in controlling the
migration and invasiveness processes in RMS (Roma et al, 2011).
Similarly, the role of the Notch pathway in invasion and metastasis
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has also been reported in osteosarcoma (Zhang et al, 2008; Zhang
et al, 2010; Engin et al, 2009) and some adult cancers, such as
colon, prostate, cervical carcinoma and glioblastoma among others
(Zayzafoon et al, 2004; Pang et al, 2010; Chigurupati et al, 2010;
Christofori, 2011).

The acquisition of invasive properties by cancer cells during
tumour progression is closely linked to changes in the expression
of adhesion molecules that mediate the interaction of cancer cells
with their surrounding cells and extracellular matrix. During
tumour progression, malignant cells typically downregulate
proteins that mediate adhesion to basal membrane and neighbour-
ing cells and, at the same time, promote the expression of adhesion
molecules that facilitate dynamic interaction with extracellular
matrix components (Mariotti et al, 2007). A paradigmatic example
of this phenomenon is the cadherin switch, frequently observed in
the epithelial-mesenchymal transition of epithelial cancer cells
(Cavallaro et al, 2002; Hazan et al, 2004). During this transition,
E-cadherin expression is downregulated with concomitant
enhancement of neuronal cadherin (N-cadherin) expression,
which correlates with the acquisition of greater invasiveness and
metastatic potential by malignant cells.

Neuronal cadherin (N-cadherin or cadherin-2) is a member of the
classical type I cadherin family, which is critically involved in tissue
development and maintenance. Like other classical type I cadherins,
N-cadherin contains a large N-terminal extracellular domain com-
posed of five tandem-repeated domains, a transmembrane segment
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and a cytoplasmatic C-terminal domain able to interact with catenins
(Mariotti et al, 2007). Although the mechanism by which increased
N-cadherin expression promotes malignancy is not fully understood,
in a subset of primary tumour cells, it is thought to promote adhesion
of malignant cells to N-cadherin-expressing stromal or endothelial
cells, thereby facilitating invasion and migration of tumour cells to
distant sites (Sandig et al, 1997; Qi et al, 2005). Several experiments
have demonstrated that the expression of N-cadherin suffices to
promote invasion and metastasis in some cancers (Nieman et al, 1999;
Hazan et al, 2000; Li et al, 2009).

The superfamily of integrins includes several transmembrane
cell adhesion proteins that bind to extracellular matrix, cell surface
and soluble ligands. All integrins act as heterodimers composed of
o- and f- subunits. The o- and f-polypeptidic chains are distinct
with no detectable homology between them (Takada et al, 2007).
The heterodimer «9f1 has been implicated in several processes
that entail dynamic interaction between cells and extracellular
matrix, such as re-epithelialisation during cutaneous wound
healing (Singh et al, 2009), cell adhesion in medulloblastoma and
in hematopoietic progenitor cells (Fiorilli et al, 2008; Schreiber
et al, 2009) and finally, cell migration in neoplasic and non-
neoplasic cells (Gupta and Vlahakis, 2009; Oommen et al, 2011).

The main objective of this work was to demonstrate the
existence of a connection between Notch pathway activation and
the regulation of mechanisms underlying cell motility and
invasiveness in RMS. It has been previously suggested that Notchl
and Notch3 signalling may promote an upregulation of N-cadherin
expression in primary melanoma (Liu et al, 2006; Wang et al,
2007); however, the molecular mechanisms of this possible
relationship remain unclear. Moreover, as we demonstrated
recently, the Notch pathway mediates RMS cell motility and
invasiveness (Roma et al, 2011). The oncogenic potential of the
Notch pathway was first described in acute T-cell lymphoblastic
leukaemia in the late 1980s (Radtke et al, 1999). An abnormal
upregulation of the Notch pathway has also been reported in
ovarian (Park et al, 2006), breast (Glahan and Callahan, 1997) and
other cancers (Nickoloff et al, 2003). With respect to paediatric
malignancies, Notch signalling appears to contribute essentially to
osteosarcoma metastasis (Zhang et al, 2008; Zhang et al, 2010) and
proliferation (Tanaka et al, 2009); Notch signalling also promotes
medulloblastoma cancer stem cell survival (Fan et al, 2006) and
contributes to angiogenesis in neuroblastoma (Funahashi et al,
2008). The four Notch receptors are synthesised as precursor
proteins that are processed by furin-like enzymes in the trans-
Golgi compartment. This cleavage leads to the production of a
heterodimeric Notch receptor, which is further processed at the
cell surface in a ligand-dependent manner by «- and y-secretase. The
o-secretase cleavage occurs at an extracellular site and removes the
Notch ectodomain, whereas y-secretase cleavage occurs in the Notch
transmembrane domain, leading to the release of the intracellular
Notch fragment (NICD) that translocates to the nucleus where it
binds to CSL (CBF1-Su(H)-Lagl) transcription repressors, convert-
ing them into transcriptional activators. The targets of these
transcription factors in vertebrates are typified by Hes and Hey
genes (Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Luo et al, 2005). The possible
demonstration of a connection between Notch signalling and the
expression of adhesion molecules may shed light on the unknown
molecular mechanism of the Notch-mediated invasive phenotype of
RMS cells and allow us to adopt new therapeutic approaches to the
fight against metastases in this neoplasia.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture, transfections and drug treatments

RH30, CW9019 and HTB82 RMS cell lines were grown in MEM
medium with Earle’s Salts, supplemented with 10% FCS, 2m
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M L-glutamine, 1 mm sodium pyruvate, 1 X non-essential aminoa-
cids, 100Uml ' penicillin and 0.1 mgml ' streptomycin (all
culture reagents supplied by PAA Laboratories, Haidmannweg,
Austria) and maintained at 37°C in a 5% CO, water-jacketed
incubator. Full-length dnMAMLI, Delta and Hes1 complementary
DNAs (cDNAs) were generously provided by Dr Anna Bigas
(Institut Municipal d’Investigacié Medica, Barcelona, Spain). The
full-length NICD ¢cDNA was a kind gift from Dr Rosanna Paciucci
(Institut de Recerca Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Spain). All
cDNAs used were cloned into a pCDNA3.1 vector, except
dnMAML1 that was cloned into a pEGFP vector. All ¢cDNA
transfections were carried out in parallel with the respective empty
vector as a control. Transient transfections were performed using
8ug of plasmid DNA and FuGENE 6 transfection reagent
according to the manufacturer’s protocol (Roche, Basel,
Switzerland). Transfection efficiency was approximately 70% for
the three cell lines and was assessed by calculating the percentage
of GFP-positive cells referred to the total of cells. Transfected cells
were harvested between 48 and 72 h and processed for subsequent
assays. Gamma-secretase inhibitor (GSI)-XXI (Calbiochem, San
Diego, CA, USA) was diluted in DMSO and added to the culture
medium for 3 days at a final concentration of 4nm as previously
described (Roma et al, 2011). Control plates were supplemented
with an equivalent volume of DMSO.

Complementary DNA microarrays

Microarrays were carried out using the Affymetrix microarray
platform and the Genechip Human Gene 1.0 ST Array; 100 ng of
total RNA were used per sample. Two plates of RH30 cells
previously treated with GSI were compared with their control
(DMSO). Quality of total RNA was assessed by Bioanalyzer Assay
(Agilent). Chips were processed on an Affymetrix GeneChip
Fluidics Station 450 and Scanner 3000. Results were analysed using
TMEV software (Saeed et al, 2006).

Western blotting

Cells were homogenised in lysis buffer (50 mm Tris-HCl, pH 7.4,
150mm NaCl, 1mm PMSF, 1mm EDTA, 5mg ml ! aprotinin,
5mgml ™' leupeptin, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate
and 0.1% SDS) and incubated for 4 min at 90 °C. The total protein
content was measured using the DC assay kit (Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA, USA), a 10% SDS-PAGE was performed and
the resolved proteins were in turn transferred onto PVDEF
membranes (Bio-Rad Laboratories). Membranes were then incu-
bated with anti-Hesl polyclonal antibody AB5702 (Millipore,
Billerica, MA, USA) diluted 1:200, anti-N-cadherin monoclonal
antibody C2542 (Sigma, St Louis, MO, USA) diluted 1:1000,
anti-o9-integrin monoclonal antibody clone 3E4 (Abnova, Aachen,
Germany) diluted 1:250 and anti-Notchl (C-20) sc-6014 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluted 1:500. An
anti-o-tubulin monoclonal antibody (Cell Signaling, Danvers, MA,
USA) diluted 1:2000 was used as a loading control.

Immunofluorescence

Each well was plated with 3 x 10> cells on 12-mm round glass
coverslips pre-coated with a 4% collagen-I solution (BD Bios-
ciences, Erembodegem, Belgium). After 24 h, cells were transfected
with the appropriate plasmids as described above. After 48 h, cells
were washed with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde, incubated
with 50 mm NH,Cl and permeabilised with 0.1% Triton X-100.
Samples were then blocked with 5% FCS prior to incubation with
the following primary antibodies: anti-Hesl AB5702 (Millipore)
diluted 1:50, anti-N-cadherin C2542 (Sigma) diluted 1:250 and
anti-o9-integrin clone 3E4 (Abnova) diluted 1:125. Cells were then
incubated with suitable secondary antibodies labelled with
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AlexaFluor-647 or AlexaFluor-488 (Molecular %)robes, Eugene, OR,
USA). Nuclei were stained with 5ngml™ " of Hoechst33342
(Sigma). Fluorescence was visualised in a FV1000 confocal
microscope (Olympus, Hamburg, Germany) and quantified with
Olympus Fluorview software. A minimum of 100 cells obtained
from random selected fields was evaluated.

Immunohistochemistry

Patient samples (n=9) were obtained from the Vall d’Hebron
Hospital Pathology Department (kindly provided by Dr Nuria
Toran). Paraffin-embedded tissues were sliced, deparaffinised and
rehydrated, followed by antigen retrieval in 10 mm citrate buffer
(DAKO). Endogenous peroxidase activity was quenched using 1%
hydrogen peroxide. Samples were blocked and incubated with
antibodies against Hesl (AB5702, Millipore), N-cadherin (C2542,
Sigma) and o9-integrin (3E4, Abnova), all diluted 1:200. After
incubation with peroxidase-conjugated secondary antibody and
peroxidase substrate, samples were counterstained with hematox-
ylin for 10, dehydrated and mounted. Labelling of each antibody
was evaluated using a semiquantitative method regarding the
percentage of positive cells (<25%, 26-50%, 51-75% and >75%
corresponding to a score of 1, 2, 3 and 4 respectively) and intensity
of the labelling (0-3). The assigned final score (1-7) corresponds
to the sum of the labelling and percentage of positive cell scores.

RNA isolation, retrotranscription and real-time PCR

RNA was isolated using the Quick-prep micro RNA isolation kit
following the manufacturer’s instructions (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Samples of 2 ug of total RNA were reverse transcripted using
random primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The reaction
mixture was incubated for 1h at 37°C with 200U of Moloney
murine leukaemia virus reverse transcriptase (Promega, Madison,
WI, USA). A 40-cycle PCR based on the TagMan assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) was performed to detect
N-cadherin and a9-integrin (Hs00983056_m1 and Hs00979865_m1
TagMan assays, respectively). The downstream Notch effector
Hesl (assay Hs00172878_m1) was used to assess Notch activation.
The housekeeping gene TBP (assay Hs00172424_m1) was used as
internal control. Quantification of relative levels of each mRNA
analysed was performed by the method of (Livak and Schmittgen,
2001). All samples were tested in triplicate.

Fibronectin and collagen adhesion assay

A total of 3 x 10°> GSI-pre-treated cells per well was seeded in a 24-
well plate previously coated with collagen or fibronectin. Cells were
then incubated at 37 °C for 15 min (RH30), 30 min (CW9019) or 1h
(HTBS82), respectively, fixed with 4% paraformaldehyde and
stained with 0.2% crystal violet. Cells were then lysed in 10%
acetic acid and the absorbance at 590 nm was determined as a
value proportional to the number of cells adhered to the substrate.
To establish the specificity of the assay for N-cadherin and
09-integrin, some wells were treated with 20 ugml ' of either
N-cadherin- (GC-4, Sigma) or o9-integrin-blocking antibodies
(Y9A2, Chemicon International, Temecula, CA, USA). The control
wells were treated with an anti-a-tubulin monoclonal antibody
(Cell Signaling) at the same concentration, as isotypic control. All
measurements were taken in triplicate.

Transwell assay

Cells were trypsinised, seeded at 10 cells per well and incubated in
the presence or absence of 20 ugml ' of either N-cadherin or
a9-integrin-blocking antibodies for 30 min on ice. Following the
incubation, cells were plated in the upper chamber previously
coated with BD Matrigel (BD Biosciences) in an 8-um pore-size
transwell (Corning). Basal medium containing 1% FBS in the

© 2012 Cancer Research UK

Notch-mediated induction of NCAD and ITGA9
A Masia et al

JQ

presence or absence of the aforementioned N-cadherin and
o9-integrin-blocking antibodies was added to each well and
incubated at 37 °C for 6, 12 and 48h (for RH30, CW9019 and
HTBS82 cell lines, respectively). The control wells were treated with
20 pgml " anti-o-tubulin monoclonal antibody (Cell Signaling).
Remaining cells were removed from the upper chamber with a
cotton swab, and cells migrated to the lower surface were stained
with 0.2% crystal violet, lysed in 10% acetic acid and the
absorbance at 590 nm was determined as a value proportional to
the number of cells on the lower surface of each membrane. All
analyses were made in triplicate.

Wound-healing assay

Cells were seeded on a 24-well plate (3 x 10° cells per well) and
incubated in the presence or absence of 20ugml ' of either
N-cadherin- or «9-integrin-blocking antibodies as described above.
The control wells were treated with 20ugml™ ' anti-a-tubulin
monoclonal antibody as isotypic control (Cell Signaling). A day later,
cell monolayers were scratched with a pipette tip and placed in
complete growth medium with or without the suitable blocking
antibody. The initial scratched areas were measured using the ImageJ
software (NIH, freely available at http://rsb.info.nih.gov/ij/) and serial
images of random selected fields were acquired until the healing of
the wounds was complete. Healing velocity was calculated as a
quotient between the scratched area and the time required for the
wound to heal. All analyses were made in triplicate.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

Chromatin immunoprecipitation was performed following the
manufacturer’s (Millipore) instructions using 5 ug of polyclonal
rabbit antibodies against Hesl AB5702 (Millipore) and Notchl
sc-6014 (Santa Cruz Biotechnology). The same amount of rabbit
immunoglobulin (IgG) was used as a control (Abcam). The
co-immunoprecipitated DNAs were used for PCR to amplify
N-cadherin and o9-integrin promoter regions. The primers used
were as follows: N-cadherin promoter (forward 5'-ACCCAGAGA
TCAAGGAGCTG-3'; reverse 5-CTCCACTTCCACCTCCACAT-3)
and o9-integrin promoter (forward 5-GAGCTCAAAAGTGCCCT
CTC-3'; reverse 5'-TGAGGGAGGAAAAAGAAGCA-3').

RESULTS

Pharmacological inhibition of Notch signalling impairs cell
adhesion in RMS cell lines

Cells treated with GSI showed a clear reduction in cell adhesiveness
detected in either collagen- or fibronectin-coated plates (Figure 1).
The effect produced by GSI-XXI on cell adhesiveness varied among
the cell lines analysed and according to the coating of the plate
surface; however, in general, treated cells showed a significant
reduction in adhesion that ranged from 20 to 50% in fibronectin-
coated plates (Figure 1A) and from 30 to 60% in collagen-coated
plates (Figure 1B). Cell viability was assessed by flow cytometry with
no substantial differences observed between GSI-treated and
untreated (DMSO) cells (Supplementary Figure S1). These observa-
tions fitted our hypothesis that Notch pathway may be able to
regulate some of the molecular processes that lead to cell adhesion
and migration. However, they did not rule out the possibility that
the effects observed may have been caused by effects of the drug on
other pathways or directly on cell adhesion molecules.

Pharmacological inhibition of Notch signalling significantly
reduces N-cadherin and 09-integrin expression

A cDNA microarray permitted preliminary identification of
adhesion proteins downregulated under GSI treatment. Neuronal
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cadherin and o9-integrin were selected for their downregulation
under GSI treatment, their significant expression (other proteins
downregulated but barely expressed in control samples were ruled
out) and their previously well-established involvement in cell
adhesion, motility and metastasis (Figure 2A). With the aim of
confirming the results obtained in the ¢cDNA microarray, we
specifically analysed the expression of the two selected genes by
western blotting and qRT-PCR. Western blotting (Figure 2B)
revealed a reduction in both full-length N-cadherin and the CTF2
fragment levels. The CTF1 fragment was not detected in the RMS
cell lines analysed (not shown), thereby suggesting a negligible role
of this isoform in RMS. Levels of 29-integrin were also reduced in
cells treated with GSI. Levels of f1-integrin, the usual partner of
09-integrin, showed no changes (not shown). The reduction in
Hesl, as a marker of effective Notch inhibition in treated cells, is
also shown in Figure 2B. Similarly, mRNA levels of both
N-cadherin and o9-integrin showed statistically significant reduc-
tions in the three cell lines, down to between 60 and 85% for
N-cadherin and to 20-50% for «9-integrin, compared with
untreated cells (100%). The mRNA expression of Hesl was also
analysed as a marker of correct Notch inhibition and showed a
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statistically significant reduction, as expected, in cells treated with
GSI (Figure 2C). Although pharmacological Notch inhibition was
not complete, reductions in N-cadherin and «9-integrin expres-
sions were significant, particularly for o9-integrin.

Although these results confirmed the N-cadherin and «9-
integrin reduction in cells treated with GSI, they failed to
demonstrate unequivocally that the effects observed could be
exclusively Notch-dependent.

Genetic modification of Notch pathway activation gives
rise to a parallel regulation of N-cadherin and «9-integrin

Seeking to rule out the possibility of the observed effects on cells
treated with Notch inhibitors being attributable to the involvement
of other pathways or to a direct effect of the drugs on N-cadherin
or o9-integrin - and therefore demonstrate that these effects
resulted from specific Notch activation - we genetically manipu-
lated Notch signalling activity by transfecting constructs contain-
ing the Notch ligand Deltal (Delta) and a dominant negative form
of MAML1 (dnMAML1). Activation of the Notch pathway by
transfection of Delta promotes N-cadherin and «9-integrin

© 2012 Cancer Research UK
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expression microarray showing the relative levels of a9-integrin (ITGA9), N-cadherin (N-Cad) and Hes| expression in GSI-treated samples (GSI) compared
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composition, a plot depicting densitometric analysis of each band of the western blot. (C) Relative mRNA levels evaluated by quantitative PCR in the
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t-test significance: *P < 0.05, **P < 0.005.

increases in both protein and mRNA levels (Figures 3A and C).
Conversely, inhibition of the pathway by overexpression of the
dominant negative dnMAMLI produces a parallel reduction in
protein and mRNA levels of N-cadherin and «9-integrin
(Figures 3B and C). Western blot revealed the presence of full-
length N-cadherin (N-Cad FL) and the CTF2 fragment, whereas the
CTF1 fragment was not detected (not shown). Both forms of
N-cadherin detected (N-Cad FL and CTF2) and «9-integrin showed
induction when the Notch pathway was activated (overexpression
of Delta) and a clear reduction when repressed (overexpression of
dnMAML1) (Figures 3A and B). No changes were observed in the
amount of f1l-integrin, the usual partner of «9-integrin (not
shown).

Immunofluorescence

Fluorescent immunocytochemistry against N-cadherin revealed
moderate expression of this protein in non-transfected cells
(Figures 4A and C). When cells underwent overactivation of the
Notch pathway (by Deltal transfection), N-cadherin expression
was significantly increased in the three cell lines analysed and
conserved the localisation pattern of the endogenous protein in
each cell line. The staining was localised in cytoplasm and cell
membrane in RH30 and CW9019 cell lines, but more prominently
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in the nucleus in HTB82, which suggests a major presence of the
CTF2 form in this cell line (also observed by western blot,
Figure 3).

The distribution of #9-integrin staining was general and showed
prominent nuclear and cytoplasmic staining. As in the results
found with N-cadherin transfections, RMS cells transfected with
Delta also showed a statistically significant increase in 29-integrin
staining compared with controls (Figures 4B and C).

Specific anti-N-cadherin- and anti-«9-integrin-blocking
antibodies reduce invasive properties of RMS cells

Seeking to demonstrate that the role of N-cadherin and 9-integrin
is critical for the Notch-mediated increase in RMS cell capability to
migrate and invade, we performed adhesion, wound-healing and
invasion assays in the presence or absence of specific blocking
antibodies against these two proteins. The main aim of these
experiments was to demonstrate whether inhibition of N-cadherin
and/or «9-integrin suffices to compensate for the increases in
adhesion, wound-healing and invasiveness detected in cells with
constitutive Notch activation. Cells transfected with Delta or NICD
showed an increase in their adhesion to fibronectin-coated plates,
which could be reverted using either anti-N-cadherin- or anti-«9-
integrin-blocking antibodies (Figure 5A). The effects of the
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Figure 3 Genetic modifications of the Notch pathway influenced N-cadherin and o9-integrin expression. Western blots showing the concomitant
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blocking antibodies on healing velocity differed for N-cadherin
and «9-integrin. Thus, while N-cadherin-blocking antibody gave
rise to a significant reduction in healing velocity in the three cell
lines analysed, the anti-o9-integrin-blocking antibody did not
promote any significant decrease in the capability of cells to heal a
wound (Figure 5B). Finally, the effects observed with both
antibodies on cell invasiveness in a matrigel/transwell assay also
differed (Figure 5C). Interestingly, the u9-integrin-blocking anti-
body produced marked invasiveness impairment in this assay,
whereas only a very weak effect of N-cadherin-blocking antibody
on invasiveness was observed.

Correlation among Hesl, N-cadherin and «9-integrin in
RMS archival tumour samples

Patient sections were stained using antibodies against Hesl,
N-cadherin and o9-integrin with the aim of demonstrating the
correlation among these proteins observed in cultured RMS cell
lines. The intensity of labelling was evaluated using a semiquanti-
tative method as described above. The results obtained showed a
correlation between the expression of Hesl with both N-cadherin
and o9-integrin (Figure 6). Although the number of samples was
limited (n=9), the correlation between Hesl and N-cadherin
yielded a Pearson correlation of 0.584 (P<0.1) and the correlation
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for Hesl and o9-integrin a value of 0.771 (P<0.05), thereby
suggesting a dependency of Hesl expression on N-cadherin and
09-integrin. This correlation among these proteins confirms, in
patients, the aforementioned findings in cultured cells and
suggests that Notch activation may also influence the expression
of these two adhesion proteins in tumours.

NICD and Hesl bind to N-cadherin and «9-integrin
promoters

Chromatin immunoprecipitation assay revealed co-immunopreci-
pitation of both NICD and Hesl with the N-cadherin and o9-
integrin promoter sequences. The control IgGs rendered no
amplification (Figure 7). These results pointed to a direct binding
of these Notch downstream effectors to the promoter regions of
N-cadherin and «9-integrin genes.

DISCUSSION

Rhabdomyosarcoma patients with metastatic disease continue to
have poor prognosis and the major cause of death in these patients
is the formation of distant metastases. The identification of
molecular components and mechanisms that control metastasis in

© 2012 Cancer Research UK
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RMS may be useful for developing targeted therapies focused on
reducing metastasis in this neoplasia. Although the mechanism by
which increased N-cadherin expression promotes malignancy is
not fully understood, it is thought to promote adhesion of
malignant cells to N-cadherin-expressing stromal or endothelial
cells, thereby facilitating invasion and migration of tumour cells to
distant sites (Sandig et al, 1997; Qi et al, 2005). Although several
works have demonstrated that N-cadherin expression suffices to
promote metastasis in some cancers (Nieman et al, 1999; Hazan
et al, 2000; Li et al, 2009) and an aberrant N-cadherin expression
has been described in RMS (Soler et al, 1993), no previous
publications have shown the importance of N-cadherin for RMS
invasiveness. Herein, a central role of N-cadherin in RMS cell
adhesion and motility is demonstrated; furthermore, a new
mechanism of N-cadherin induction, mediated by Notch pathway
activation, is also proposed. Likewise, o9-integrin - forming a
heterodimer with f1-integrin - has previously been implicated in
processes, such as cell migration, involving dynamic interaction
among cells and their microenvironment (Gupta and Vlahakis,
2009; Oommen et al, 2011). However, its possible role in RMS
remains unknown. Therefore, this work represents the first
description of a pro-invasive role of «9-integrin in RMS.

We and others recently implicated the Notch pathway in
paediatric sarcoma motility and invasiveness (Zhang et al, 2008;
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Roma et al, 2011); however, the molecular connection between the
Notch pathway and the process that leads to cell adhesion remains
largely obscure. A previous work described the requirement of
Notch activation in the epithelial-to-mesenchymal transition of
epithelial cells, which finally rendered a disassembly of E-cadherin
junctions, thereby permitting an increase in cell motility (Zavadil
et al, 2004). The results herein presented point to the existence of a
Notch-mediated mechanism able to positively modulate the
expression of adhesion proteins, such as N-cadherin and o9-
integrin, which may drive motility and invasiveness in neoplasic
cells, thereby permitting cancer progression. The three cell lines
studied belong to different RMS subtypes and are known to have
great biological differences. Two contain PAX/FOXOLI transloca-
tions and one bears no translocation. The fact that we consistently
found a relationship between Notch and N-cadherin and o9-
integrin in such different cell lines suggests that the mechanism
here described is a general mechanism in RMS - and perhaps in
other neoplasias - and not a mere characteristic of a particular
RMS subtype. Therefore, Notch-controlled changes in the levels of
proteins implicated in tumour cell spread, such as a down-
regulation of E-cadherin in epithelial tumours (Zavadil et al, 2004)
and an upregulation of N-cadherin and o9-integrin in a
mesenchymal tumour such as RMS, support the role of Notch as
an upstream key signalling pathway in the control of cancer
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Figure 5 Anti-N-cadherin- and anti-a9-integrin-blocking antibodies reduced invasive properties induced by Notch activation. Three RMS cell lines were
transfected with the constructions indicated below the bottom of each bar (pCDNA, Delta) in the presence (+) or absence (—) of either N-cadherin-
blocking antibody (N-Cad Ab) or a9-integrin-blocking antibody («9-ITG Ab) as indicated in the figure. (A) Adhesion assay on fibronectin-coated plates. The
percentage of cells attached was quantified per cell line and condition. (B) Wound-healing assay. All bars indicate the healing velocity of each cell line,
transfection and treatment (C) Matrigel/Transwell assay. Invasiveness is represented as a percentage of cells in the lower compartment, compared with the
control. The three assays were performed in three independent wells per cell line and condition. Student’s t-test significance: *P <0.05.

dissemination. Furthermore, the promoter-binding study, herein
provided, pointed to a direct interaction of Hesl and NICD to
N-cadherin and «9-integrin gene regulatory regions. NICD and
Hesl are known to be proteins able to bind directly (Hesl) or
indirectly (NICD) to DNA, thereby influencing gene transcription.
The binding of NICD to the N-cadherin and «9-integrin promoter
regions strongly suggests a role in their transcriptional activation,
as NICD is an archetypal transcriptional activator. On the other
hand, Hesl is a known transcriptional repressor; however, it may
also act as a transcriptional activator of certain genes (Yan et al,
2002). It is not clear whether Hesl can exert a repressive or
activating role in the promoters of the two genes included in this
study. It is also conceivable that the relative amounts of both NICD
and Hesl may cooperatively regulate - inducing or repressing,
depending on their relative proportion - the expression of the
N-cadherin and «9-integrin genes.

British Journal of Cancer (2012), | —10

The use of pharmacological Notch pathway inhibitors, such as
GSIs, has been proposed as a therapeutic alternative in several
cancers, focused essentially on reducing cell proliferation. Several
GSIs have been actively studied as potential inhibitors of the
generation of the f-amyloid peptide associated with Alzheimer’s
disease (Selkoe and Kopan, 2003). More recently, some GSIs have
begun to be studied in phase I-II trials for patients with advanced
breast cancer and acute T-cell leukaemias (Deangelo et al, 2006;
Krop et al, 2006). Beyond the use of GSIs as anti-proliferation
agents, the results of our experiments point to GSIs as compounds
able to reduce the invasive features of tumour cells and, therefore,
suitable for use in the fight against metastasis.

Taken together, the results of this work reveal that the Notch
pathway has a significant role in the regulation of N-cadherin and
o9-integrin expression in RMS and, therefore, the Notch pathway
should be considered a key regulator of the mechanisms, such as

© 2012 Cancer Research UK
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Figure 7 Binding of NICD and Hesl to N-cadherin and o9-integrin
promoters. Lysates from RH30 cells were analysed by ChIP assay using
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Immunoprecipitated chromatin was amplified by PCR using N-cadherin and
09-integrin promoter region-specific primers. 1gG: negative control rabbit
IgG; Input: 5% of the sonicated cell lysate used for IP; H,O: PCR negative
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cell motility and invasiveness, which lead to tumour progression.
Hence, Notch-inhibiting molecules can be considered as possible
therapeutic agents against metastasis. Furthermore, the impor-
tance of N-cadherin and o9-integrin as players directly involved in
cell attachment, migration and invasiveness in RMS is also

© 2012 Cancer Research UK

demonstrated, consequently pointing to these proteins as new
candidates for target-specific therapies focused on reducing
metastasis in this neoplasia.
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