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RESUMEN  

Los tumores de la familia del sarcoma de Ewing son tumores altamente agresivos que afectan 

principalmente a niños y adolescentes. Se caracterizan por translocaciones cromosómicas que 

generan proteínas de fusión entre EWS (o muy raramente FUS) y miembros de la familia ETS 

de factores de transcripción, que son capaces de transformar células. La actividad 

transformante de EWS/FLI1, la fusión más frecuente, parece residir en su capacidad para 

activar o reprimir genes diana específicos. Nosotros presentamos evidencias que demuestran 

que el inhibidor y, a la vez, gen diana de Wnt/β-catenina, DICKKOPF-1 (DKK-1), es una 

diana transcripcional de EWS/FLI1, que inhibe tanto su transcripción basal como la inducida 

por β-catenina y este efecto inhibitorio es independiente de la expresión de la proteína c-Myc. 

Además, nuestros datos indican que EWS/FLI1 tiene un efecto más general sobre la 

transcripción mediada por β-catenina/TCF, ya que bloquea la transcripción a partir de un 

promotor sintético con elementos de respuesta consenso para β-catenina/TCF. En 

consonancia, distintas líneas de Ewing que expresan diferentes translocaciones EWS/ETS 

apenas presentan actividad transcripcional β-catenina/TCF, mientras que el silenciamiento de 

EWS/FLI1 en células A673 y RD-ES de sarcoma de Ewing restaura su capacidad de 

respuesta a β-catenina. En este mismo sentido, el análisis bioinformático GSEA demostró un 

enriquecimiento en genes diana de β-catenina/TCF entre los genes reprimidos por EWS/FLI1 

en la línea celular A673. Mecanísticamente, los efectos inhibitorios de EWS/FLI1 pueden ser 

rescatados por una forma constitutivamente activa de TCF4 (TCF4-VP16). Además, 

EWS/FLI1 se une a LEF-1, un miembro de la familia TCF/LEF, e interfiere con su unión a 

β-catenina, lo que puede explicar su efecto negativo sobre la transcripción mediada por β-

catenin/TCF. Nuestros resultados demuestran que EWS/FLI1 inhibe tanto la expresión de 

DKK-1, como la transcripción dependiente de β-catenina/TCF, lo que podría contribuir a la 

progresión de los tumores de la familia del sarcoma de Ewing. 





 

 

 

SUMMARY 

Tumours of the Ewing family, which comprise Ewing´s sarcoma and peripheral primitive 

neuroectodermal tumours, are highly aggressive and mostly affect children and adolescents. 

They are characterized by chromosomal translocations leading to the generation of fusion 

proteins between EWS (or very rarely FUS) and members of the ETS family of transcription 

factors that are capable of transforming cells. EWS/FLI1, the most frequent fusion, is thought 

to cause transformation through activation or repression of specific target genes. We present 

evidence demonstrating that the Wnt inhibitor and β-catenin/TCF responsive gene 

DICKKOPF-1 (DKK-1) is a transcriptional target of EWS/FLI1, which can inhibit both basal 

and β-catenin-induced transactivation of the DKK-1 promoter and this inhibitory effect is 

independent of c-Myc protein expression. Moreover, our data indicate that EWS/FLI1 has a 

more general effect on β-catenin/TCF-mediated transcription, since it can block 

transactivation of a consensus β-catenin/TCF reporter construct. Consistently, Ewing tumour 

cells expressing different EWS/ETS translocations cannot engage β-catenin/TCF-dependent 

transcription, while silencing of EWS/FLI1 restores β-catenin responsiveness in A673 and 

RD-ES Ewing tumour cells. Accordingly, gene set enrichment analysis shows that β-

catenin/TCF target genes were significantly enriched among those genes downregulated by 

EWS/FLI1 in the Ewing cell line A673. Mechanistically, the inhibitory effect of EWS/FLI1 

can be overcome by a constitutively active TCF4 protein (TCF4-VP16). Moreover, 

EWS/FLI1 binds LEF-1, a TCF family member, and interferes with its binding to β-catenin, 

which could explain its negative effect on β-catenin/TCF-mediated transcription. Our results 

show that EWS/FLI1 inhibits both DKK-1 expression as well as β-catenin/TCF-dependent 

transcription which could contribute to progression of tumours of the Ewing family.
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1.  SARCOMA DE EWING 

1.1.  LOS TUMORES DE LA FAMILIA DEL SARCOMA DE EWING  

 

1.1.1.  Histología y epidemiología 

Descritos por primera vez por James Ewing en 1921 (Ewing J, 2006) los sarcomas de Ewing 

(ES: Ewing´s sarcomas) constituyen junto con los tumores neuroectodérmicos primitivos 

(PNET) y los tumores de Askin, los tumores de la familia del sarcoma de Ewing (ESFT: 

Ewing´s sarcoma family tumors). El sarcoma de Ewing es el segundo tumor óseo maligno más 

común, después del osteosarcoma, representando un 10-15% de todos los tumores primarios 

de hueso (Triche TJ, 1988). Estos sarcomas pueden afectar a cualquier hueso, manifestándose 

como masas destructivas asociadas más frecuentemente a la pelvis, los huesos largos de las 

extremidades inferiores y los huesos de la pared torácica (Grier HE, 1997). Sólo en el 15 % de 

los pacientes, el sarcoma de Ewing se encuentra en tejidos blandos sin aparente asociación a 

tejido óseo (Arvand A et al., 2001; Javery O et al., 2011).  

La edad de diagnóstico más frecuente es la segunda década de vida, con una incidencia de 3 

casos por millón de individuos menores de 15 años, aunque un 20-30% de los casos son 

diagnosticados en la primera década (Paulussen M et al., 2001). No es frecuente en menores de 

5 años o mayores de 40, y su frecuencia es ligeramente mayor en hombres que en mujeres 

(proporción 3:2) (Khoury JD, 2005), y en la población europea con respecto a la asiática o 

africana (Stiller CA y Parkin DM, 1996; Zucman-Rossi J et al., 1997). A nivel histológico, los 

sarcomas de Ewing son tumores malignos caracterizados por la presencia de capas de células 

pequeñas, redondas, uniformes, agrupadas densamente, con núcleo redondo libre de nucleolo, 

y muy indiferenciadas (Machado I et al., 2013).  

1.1.2.  Origen celular de los tumores de la familia del sarcoma de Ewing  

En 1983, Aurias y colaboradores descubrieron la presencia de translocaciones cromosómicas 

características de los ESFT (Turc-Carel C et al., 1983; Aurias A et al., 1984; Delattre O et al., 

1994). Estas alteraciones cromosómicas, que veremos en detalle en los apartados siguientes, y 

que dan lugar a proteínas de fusión con propiedades oncogénicas (EWS/FLI1, EWS/ERG, 

etc. Ver Tabla 1), están consideradas el primer evento mutacional que da origen a los ESFT 

(Teitell MA et al., 1999; Lessnick SL et al., 2002; Rorie CJ et al., 2004; Hu-Lieskovan S et al., 

2005a). El tipo de translocación más frecuente, t(11;22)(q24;q12), da lugar a la fusión de los 

primeros 264 aminoácidos amino terminales de la proteína EWS con los 232 aminoácidos 
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carboxilo terminales de la proteína FLI1, generándose la proteína quimérica EWS/FLI1 

(Figura 1).  Varios grupos han demostrado que existe una relación estrecha entre el fenotipo 

tumoral y esta translocación cromosómica, ya que la expresión de la proteína de fusión 

EWS/FLI1 en fibroblastos y células tumorales humanas induce un fenotipo que es 

reminiscente de ESFT, incluyendo la histología, el patrón de tinción inmunohistoquímica y el 

perfil de expresión génica (May WA et al., 1993a; May WA et al., 1993b; Kovar H et al., 1996). 

 

  

Figura 1: Caracteristicas estructurales de la proteína quimérica EWS/FLI1 y de las proteínas nativas de las que 

se origina. EWS: El dominio amino terminal de EWS comprende 264 aminoácidos, con 31 repeticiones de 
hexapéptidos degenerados (DHR: degenerate hexapeptide repeats). Las estructuras secundarias de este dominio (T-L-

T/S-T-S) tienen funciones de activación y regulatorias, siendo responsables de interacciones proteína-proteína. El 
dominio carboxilo terminal de EWS contiene 87 aminoácidos conservados que conforman el motivo de 

reconocimiento de ARN (RRM: RNA recognition motif), característico de las proteínas que se unen al ARN. 

Además, contiene un número de repeticiones arginina-glycina-glycina (RGG) y un dedo de zinc (C2-C2) que 

también parecen facilitar la unión a ácidos nucleicos de cadena simple. FLI1: Es un factor transcripcional típico, 

con la región de transactivacion en el extremo amino terminal, (ATA: amino-terminal transcriptional activation 

domain), y un dominio de unión a ADN tipo ETS específico de secuencia en su extremo carboxilo terminal (DBD: 

DNA Binding Domain). También posee un dominio de activación carboxilo terminal rico en prolinas (CTA: carboxy-

terminal transcriptional activation domain). EWS/FLI1: La translocación cromosómica t(11;22)(q24;q22) en ESTF 

conlleva la fusión del extremo amino terminal de EWS con el extremo carboxilo terminal de FLI1, generándose la 
proteína de fusion EWS/FLI1. 

 

La naturaleza de la célula precursora de los ES permanece desconocida (Jedlicka P, 2010). En 

1921, el Dr. Ewing sugirió un origen endotelial (Ewing J, 2006), pero desde entonces se han 

propuesto diferentes orígenes, incluyéndose el hematopoyético, fibroblástico, 

neuroectodérmico y mesenquimal (Owen LA y Lessnick SL, 2006).  La hipótesis más clásica 

sugiere que los sarcomas de Ewing derivan de células pluripotenciales de la cresta neural ya 

que presentan características de neuronas colinérgicas parasimpáticas como la expresión de 
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catecol-acetil-transferasa (implicada en la biosíntesis de neurotransmisores en nervios 

colinérgicos) o enolasa específica de neuronas (Khoury JD, 2005). Además, ciertas líneas 

celulares derivadas de los ESFT tienen la capacidad de formar dendritas en respuesta a 

agentes diferenciadores, y presentan un perfil de expresión génica similar al de las células 

derivadas de la cresta neural (Cavazzana AO et al., 1987; O'Regan S et al., 1995; Staege MS et 

al., 2004). Así pues, la expresión de marcadores neuronales en tumores de Ewing apuntaría a 

un origen potencialmente neuroectodérmico.  

Sin embargo, estudios recientes muestran que los transcriptomas de varias líneas celulares de 

sarcoma de Ewing que tienen silenciado el gen EWS/FLI1 presentan gran similitud con 

perfiles de expresión génica propios de células troncales mesenquimales (MSC: mesenchymal 

stem cells), colocando a estas células como las grandes candidatas a ser las precursoras de las 

células de sarcoma de Ewing (Hancock JD y Lessnick SL, 2008; Monument MJ et al., 2013). 

Según esta hipótesis, la expresión de EWS/FLI1 bloquearía la capacidad de diferenciación de 

la MSC abonando el terreno para futuros eventos mutacionales. En este sentido, el 

silenciamiento de EWS/FLI1 en células de ES conlleva la reexpresión de marcadores de MSC 

(CD44, CD54, CD59 y CD73) y las capacita para diferenciarse hacia cualquiera de los tres 

linajes mesenquimales principales (adipocitos, osteoblastos y condrocitos) (Tirode F et al., 

2007). Por otro lado, la expresión de EWS/FLI1 en MSC humanas, induce la expresión de 

genes específicos de células de ESFT (Riggi N et al., 2008). También, la expresión ectópica de 

EWS/FLI1 o EWS/ERG en MSC derivadas de médula ósea induce la re-expresión de 

marcadores característicos de células de ESFT, como CD54 (ICAM-1: Intercellular Adhesion 

Molecule-1), CD99 (MIC2), CD117 (KIT) y CD271 (NGFR: Nerve growth factor receptor),  

además de mostrar un fenotipo similar al observado en las células de ESFT (Miyagawa Y et 

al., 2008). 

 

1.1.3.  Diagnóstico molecular y estrategias terapéuticas 

Debido a la ausencia de características morfológicas diferenciales, el diagnóstico de los 

tumores de Ewing mediante técnicas histopatológicas presenta ciertas dificultades. Como 

marcadores inmunohistoquímicos utilizados cabe destacar la glicoproteína transmembrana 

MIC2/CD99 (Kovar H et al., 1990; Perlman EJ et al., 1994; Parham DM et al., 1999), presente 

en aproximadamente un 95-100% de los casos (Fellinger EJ et al., 1991; Ramani P et al., 1993; 

Weidner N y Tjoe J, 1994). Este marcador, sin embargo, se expresa también en elevadas 

cantidades en otros tumores, incluyendo algunos tumores de células pequeñas, redondeadas y 

azules, tales como los osteosarcomas de células pequeñas, los sarcomas sinoviales y algunos 
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rabdomiosarcomas, y por lo tanto no es un marcador específico de los tumores de Ewing 

(Hibshoosh H y Lattes R, 1997; Folpe AL et al., 2000). 

El descubrimiento de la presencia de translocaciones cromosómicas características de los 

ESFT en 1983,  ha permitido desde entonces realizar un diagnóstico definitivo mediante 

hibridación in situ fluorescente (FISH) o RT-PCR (Aurias A et al., 1983; Turc-Carel C et al., 

1983; Delattre O et al., 1994; Machado I et al., 2013). 

Los ESFT se tratan tradicionalmente con una combinación de cirugía, radiación y 

quimioterapia (Meyers PA y Levy AS, 2000; Weber KL, 2002; Rodriguez-Galindo C et al., 

2003). Los tratamientos quimioterápicos se basan en la administración de vincristina, 

ciclofosfamida (ifosfamida) y actinomicina D, combinada en algunos casos con doxorrubicina 

o etopósido (West DC, 2000; Juergens C et al., 2006; Dai X et al., 2011; Potratz J et al., 2012). 

Además, se están evaluando distintas estrategias como abordajes terapéuticos, entre los que 

destacan:  

 La inhibición de la expresión de la proteína de fusión EWS/FLI1 mediante técnicas 

de ARN de interferencia o similares (Ouchida M et al., 1995; Kovar H et al., 1996; 

Tanaka K et al., 1997; Toretsky JA et al., 1997; Yi H et al., 1997; Lambert G et al., 

2000; Prieur A et al., 2004; Hu-Lieskovan S et al., 2005a; Siligan C et al., 2005). Esta es 

una estrategia prometedora, cuya aplicación clínica requiere el desarrollo de 

tecnologías más seguras y efectivas.  

 La rapamicina, una molécula pequeña empleada para prevenir el rechazo de 

trasplantes de órganos, bloquea eficientemente la proliferación de las líneas celulares 

de ESFT, causando una parada del ciclo celular en G1 y una disminución en los 

niveles de EWS/FLI1, restaurándose los niveles de ARN mensajero del receptor de 

TGFβ tipo 2, inhibido por EWS/FLI1 (Mateo-Lozano S et al., 2003; Mateo-Lozano S 

et al., 2006). 

  Inhibidores de la ruta autocrina del factor de crecimiento IGF-1: anticuerpos dirigidos 

contra el receptor de IGF-1 (IGF-1R) como IMC-A12, SCH 717454 o figitumumab, 

que se están analizando en ensayos clínicos (Kolb EA et al., 2008; Olmos D et al., 

2010a; Olmos D et al., 2010b) o inhibidores de su actividad tirosina quinasa como 

NVP-AEW541 o NVP-ADW742 (Benini S et al., 2001). 

  Estrategias terapéuticas que inducen la apoptosis como el bloqueo con anticuerpos 

monoclonales de la proteína de superficie CD99 (que se expresa en cantidades 
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elevadas en las células de ESFT) (Kovar H et al., 1990; Scotlandi K et al., 2006; Rocchi 

A et al., 2010), la inhibición de metaloproteinasas de matriz extracelular  (induce la 

apoptosis mediada por FAS) (Mitsiades N et al., 1999) o bien mediante el uso de 

interferón-β (Sanceau, Hiscott et al. 2000) o de antagonistas de los receptores de 

Colecistoquinina, como el Devazepide  (Carrillo J et al., 2009).  

  El anticuerpo anti-VEGF humanizado, bevacizumab, y ciertos compuestos que 

bloquean la actividad tirosina quinasa del receptor de VEGF,  podrían usarse en el 

tratamiento de los ESFT (Ferrara N, 2002; Ahmed SI et al., 2004; Holden SN et al., 

2005; Minniti G et al., 2009; Tkaczuk KH, 2009; Bonomi P, 2010). La disminución de 

la angiogénesis mediante la inhibición de la señalización inducida por VEGF se ha 

visto que reduce el potencial oncogénico de las líneas celulares de ESFT (Guan H et 

al., 2005b). 

 

1.2. CARACTERÍSTICAS MOLECULARES Y FUNCIONALES DE LOS FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN QUIMÉRICOS EWS/ETS  

El gen EWSR1 (Ewing Sarcoma RNA-binding protein 1), pertenece a la familia TET, y en los 

ESFT aparece fusionado a cinco genes diferentes que codifican factores de transcripción de la 

familia ETS (FLI1, ERG, FEV, E1AF y ETV1), aunque en el 90-95% de los casos interviene 

FLI1 (Friend Leukaemia Integration 1) (Delattre O et al., 1994; Mackintosh C et al., 2010). 

También se ha descrito la fusión entre el gen TLS/FUS (Traslocated in Liposarcoma/Fusion), 

perteneciente a la misma familia que EWSR1, y el gen que codifica el factor de transcripción 

ERG (Shing DC et al., 2003) (Tabla 1).   

En todos estos casos ocurre una fusión entre el extremo amino-terminal de la proteína EWS (o 

TLS/FUS) y el extremo carboxilo-terminal del factor de transcripción ETS implicado 

(Zucman J et al., 1993; Zoubek A et al., 1994; Zoubek A et al., 1996). Además de las distintas 

combinaciones posibles de fusión entre genes, existe una heterogeneidad adicional en relación 

a los exones que cada gen aporta en la translocación, lo que se traduce en distintas 

combinaciones de exones entre EWS y FLI1 (o ERG). Además de la más común, la tipo I, 

que se da entre el exón 7 de EWS y el exón 6 de FLI1 (Figura 1) hay, al menos, 12 tipos 

distintos más de fusiones EWS/FLI1 y, al menos, 4 EWS/ERG (Zucman J et al., 1993; 

Zoubek A et al., 1994; Zoubek A et al., 1996). Las características funcionales de estos factores 

de transcripción quiméricos van a depender de los dominios aportados por cada gen (Figura 

1). A continuación se describen brevemente las características moleculares de las proteínas 

implicadas.  
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Tabla 1: Tipos de translocaciones y proteínas quiméricas que generan, identificadas en los tumores de la familia 

del sarcoma de Ewing 

 

 

1.2.1.  La proteína EWS 

Es una proteína de 656 aminoácidos, que pertenece a la familia TET de proteínas de unión a 

ARN en la que también se incluyen las proteínas TLS/FUS y TAFII68 (human TBP (TATA 

binding protein) Associated Factor II68). Estas tres proteínas tienen en común la presencia de un 

dominio de 87 aminoácidos (exones 11 al 13), en el extremo carboxilo terminal, que se une al 

ARN (RRM: RNA recognition motif) (Ohno T et al., 1994; Prasad DD et al., 1994; Lessnick SL 

et al., 1995; Bertolotti A et al., 1996; Zinszner H et al., 1997) y parece estar implicado en la 

regulación de la transcripción y/o procesamiento del mismo (Figura 1). Además, presentan 

tres motivos arginina-glicina-glicina (RGG1, RGG2, RGG3) que también  parecen facilitar su 

unión al ARN (Kim J y Pelletier J, 1999). 

En la región amino-terminal, EWS presenta un dominio de activación transcripcional (EAD: 

Enhancer activation domain), que formará parte de las fusiones EWS/ETS, rico en residuos de 

glutamina, serina y tirosina, agrupados en 31 motivos polipeptídicos degenerados de secuencia 

SYGQQSX (DHR: degenerate hexapeptide repeats) que comparten homología con dominios de 

la ARN polimerasa II eucariota, con la que EWS puede interaccionar, en concreto, con la 

subunidad hsRBP7 (Petermann R et al., 1998). También a través de este dominio de 

activación, se han descrito interacciones con el represor transcripcional/factor de splicing 

ZFM1/SF1 (Zhang D et al., 1998). Además, los residuos 258-280 contienen un dominio IQ, 

un motivo regulador originariamente identificado en la proteína neuromodulina (Alexander 

KA et al., 1988), que está involucrado en la unión a calmodulina (Deloulme JC et al., 1997). 

Por todos estos datos, también se le atribuye la función de factor transcripcional (May WA et 

al., 1993b; Ohno T et al., 1993; Bailly RA et al., 1994; Mao X et al., 1994). 
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La proteína EWS se localiza en el núcleo, pero existen evidencias bioquímicas de su presencia 

en el citosol y membrana plasmática (Felsch JS et al., 1999; Belyanskaya LL et al., 2001; 

Pahlich S et al., 2008; Leemann-Zakaryan RP et al., 2009). Su función biológica precisa se 

desconoce, aunque algunos autores han sugerido que el gen EWSR1 es un gen de 

mantenimiento general (housekeeping, Plougastel B et al., 1993) ya que su promotor es rico en 

GCs y carece de caja TATA; además se expresa de forma ubícua durante todo el ciclo celular 

y su ARN mensajero tiene una vida media larga. También se le atribuye la participación en el 

splicing del pre-ARN mensajero (Yang L et al., 2000) y en la exportación del ARN mensajero 

al citoplasma (Hallier M et al., 1998; Zhang D et al., 1998; Knoop LL y Baker SJ, 2000; Yang 

L et al., 2000; Lerga A et al., 2001).  

 

1.2.2. El factor de transcripción FLI1  

La familia de factores de transcripción ETS está formada por un número elevado de proteínas 

que han sido implicadas en el control de la proliferación celular, la diferenciación, la 

hematopoyesis, la apoptosis, la metástasis, la angiogénesis y la transformación tumoral 

(Dittmer J y Nordheim A, 1998; Oikawa T, 2004; Seth A y Watson DK, 2005). 

Estos factores de transcripción tienen en común  un dominio de unión a ADN (DBD: DNA 

Binding Domain) formado por 85 aminoácidos altamente conservados  (Figura 1), que se unen 

específicamente a la secuencia de ADN, GGAA/T (EBS, Ets Binding Site) (Donaldson LW et 

al., 1994; Truong AH y Ben-David Y, 2000). La secuencia del DBD y los nucleótidos que 

flanquean el sitio EBS influyen en la afinidad y especificidad de unión de estos factores al 

ADN (Graves BJ y Petersen JM, 1998) existiendo diferente especificidad de unión entre los 

distintos miembros de la familia. La proteína FLI1 posee además un dominio de 

transactivacion amino terminal (ATA: amino-terminal transcriptional activation domain), y otro 

carboxilo terminal rico en prolinas (CTA: carboxy-terminal transcriptional activation domain) 

(Figura 1). Ambos dominios contribuyen a la actividad transcripcional mediada por la 

proteína FLI1 (Rao VN et al., 1993). 

FLI1 es una proteína de localización nuclear, que durante el desarrollo embrionario temprano 

se expresa en células de la cresta neural; más tardíamente, se expresa además en el endotelio 

vascular y en los precursores de las células sanguíneas y, por último, en el adulto, su expresión 

está restringida principalmente a células hematopoyéticas (Meyer D et al., 1993; Melet F et al., 

1996; Mager AM et al., 1998; Brown LA et al., 2000). 
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1.2.3.  El factor de transcripción quimérico EWS/FLI1 

La translocación cromosómica t(11;22)(q24;q12) entre los genes EWSR1 y FLI1 caracteriza 

molecularmente la mayoría de los ESFT. Los primeros 264 aminoácidos de la proteína EWS 

se fusionan con los 232 aminoácidos carboxilo terminales de la proteína FLI1, donde reside su 

dominio de unión a ADN (Figura 1). Como consecuencia, el dominio de transactivación 

amino-terminal (ATA) del factor de transcripción FLI1, es reemplazado por la región amino 

terminal de EWS que, como hemos visto, también contiene un dominio de transactivación 

(EAD). Este intercambio convierte a EWS/FLI1 en un potente activador transcripcional 

(May WA et al., 1993b; Ohno T et al., 1993; Bailly RA et al., 1994; Mao X et al., 1994), incluso 

más potente que FLI1, a pesar de que ambas proteínas muestran la misma afinidad y 

especificidad de unión al ADN (May WA et al., 1993a; May WA et al., 1993b; Ohno T et al., 

1993; Bailly RA et al., 1994; Mao X et al., 1994; Lessnick SL et al., 1995). 

La proteína de fusión EWS/FLI1 presenta actividad oncogénica ya que es capaz de 

transformar fibroblastos de ratón inmortalizados NIH3T3, pudiendo estas células 

transfectadas formar colonias en medio semisólido, ser capaces de formar tumores cuando se 

inyectan en ratones inmunodeprimidos y presentar características histológicas similares a las 

de los ESFT (May WA et al., 1993a; May WA et al., 1993b; Lessnick SL et al., 1995; Ouchida 

M et al., 1995; Kovar H et al., 1996; Tanaka K et al., 1997; Yi H et al., 1997; Teitell MA et al., 

1999; Thompson AD et al., 1999). Sin embargo, EWS y FLI1 por sí solos, no son capaces de 

transformar estas células (May WA et al., 1993a). 

Se ha propuesto que EWS/FLI1 actua como un factor de transcripción aberrante que 

induciría/reprimiría la expresión de genes de manera descontrolada, causando así la 

tranformación oncogénica de las células diana (Delattre O et al., 1992; May WA et al., 1993a; 

May WA et al., 1993b; Lessnick SL et al., 1995; Hancock JD y Lessnick SL, 2008). 

Por otro lado, la  transfeccion de una construcción dominante negativa de FLI1 en líneas 

celulares de ESFT inhibe su crecimiento, y la introducción de vectores de expresión de ARN 

antisentido de EWS/FLI1 o el tratamiento de líneas de ESFT con oligonucleótidos 

antisentido dirigidos contra EWS/FLI1 disminuye su tasa de crecimiento, como consecuencia 

de una acumulación de las células en fase G1, un incremento de su susceptibilidad a la 

apoptosis, la inhibición de su capacidad para crecer independientemente de anclaje y la 

prevención de la formación de tumores en ratones inmunodeprimidos (Ouchida M et al., 1995; 

Kovar H et al., 1996; Tanaka K et al., 1997; Toretsky JA et al., 1997; Yi H et al., 1997; Lambert 

G et al., 2000; Prieur A et al., 2004; Hu-Lieskovan S et al., 2005a; Siligan C et al., 2005).  
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Las mutaciones que interfieren con la capacidad de unión al ADN de EWS/FLI1 reducen o 

eliminan su potencial transformante (May WA et al., 1993a; Jaishankar S et al., 1999) y como 

además, hasta la fecha, no se ha identificado ningún ESFT que presente una proteína 

EWS/FLI1 con el dominio de unión a ADN defectuoso, se asume que la unión al ADN es 

esencial para la capacidad oncogénica de EWS/FLI1 en humanos. Igualmente importante 

para el mantenimiento de sus propiedades oncogénicas es la capacidad de EWS/FLI1 para 

activar la transcripción a través del dominio amino terminal de EWS  (May WA et al., 1993a; 

Ohno T et al., 1993; Bailly RA et al., 1994; Mao X et al., 1994). De hecho, la deleción de este 

dominio de transactivación reduce drásticamente el potencial oncogénico de EWS/FLI1 

(Lessnick SL et al., 1995). 

Se han descrito además otras características de EWS/FLI1 que podrían afectar a su potencial 

oncogénico y que son independientes de su unión al ADN.  Por ejemplo, la proteína 

EWS/FLI1, localizada en el núcleo, interacciona con el factor de splicing U1C y con las 

subunidades mayor hiperfosforilada y hsRPB7 de la ARN polimerasa II (Petermann R et al., 

1998; Yang L et al., 2000). Mediante estas interacciones, la proteína EWS/FLI1 podría afectar 

al splicing acoplado a la elongacion de la transcripcion (Knoop LL y Baker SJ, 2000; Yang L et 

al., 2000; Knoop LL y Baker SJ, 2001). Por otro lado, EWS/FLI1 podría favorecer la 

tumorogénesis mediante su interacción física con la proteína BARD1 (Spahn L et al., 2002) o 

con el complejo BARD1/BRCA1, que actúa como una ubicuitín ligasa (Irminger-Finger I y 

Leung WC, 2002), inhibiendo su papel en la reparación del ADN (Narod SA y Foulkes WD, 

2004). Además, en los ESFT, el gen EWS está en hemicigosis, ya que uno de los alelos de 

EWS se inactiva como consecuencia de la translocación, pudiendo la reducción de dosis de 

este gen contribuir al desarrollo de estos tumores (Aman P et al., 1996; Kovar H et al., 2001). 

EWS/FLI1 puede también formar complejos con las proteínas EWS (Spahn L et al., 2003) y 

así potencialmente modular su función. De la misma manera, las proteínas que interaccionan 

con la región amino terminal de EWS o la región carboxilo terminal de FLI1, pueden también 

interaccionar con EWS/FLI1 y así ser secuestradas, interfiriendo con su normal 

funcionamiento (Rossow KL y Janknecht R, 2001; Nakatani F et al., 2003; Ramakrishnan R et 

al., 2004). 

Todos estos datos indican que la expresión constitutiva de EWS/FLI1 es necesaria para el 

inicio y progresión de los ESFT y que existen tanto mecanismos dependientes como 

independientes de la unión a ADN responsables de su potencial oncogénico.  
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1.3.  GENES DIANA DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN EWS/FLI1  

El factor de transcripción quimérico EWS/FLI1 regula la expresión génica a través de la 

unión a dos tipos de secuencias en el promotor de sus genes diana: los motivos consenso ETS 

y los microsatélites con varias repeticiones (al menos 4) de la secuencia GGAA (Lessnick SL y 

Ladanyi M, 2012). En este último caso, la activación de la transcripción es altamente 

dependiente del número de repeticiones GGAA presentes en el promotor de los mismos y, 

aunque se desconoce el mecanismo implicado, se ha propuesto que una unión cooperativa o 

un aumento en la probabilidad de unión debido a la alta concentración de sitios, pueden 

explicar esta correlación (Gangwal K et al., 2008; Garcia-Aragoncillo E et al., 2008; Guillon N 

et al., 2009). Algunos de los genes diana más relevantes de EWS/FLI1 son los siguientes: 

 

 El gen CCND1/Ciclina D1 está sobreexpresado en muchos ESFT y su promotor 

presenta sitios de unión a EWS/FLI1 (Khan J et al., 2001; Matsumoto Y et al., 2001; 

Wai DH et al., 2002; Baer C et al., 2004). La sobreexpresión de ciclina D1 está asociada 

a una desregulación del ciclo celular (Diehl JA, 2002; Fu M et al., 2004).  

 

 El gen c-MYC es también inducido de forma transcripcional directa por EWS/FLI1 y se 

expresa a niveles elevados en líneas celulares y ESFT (Bailly RA et al., 1994; Dauphinot 

L et al., 2001; Nishimori H et al., 2002). c-Myc es un factor de transcripción con un papel 

muy relevante en oncogénesis, induciendo, entre otros, CDK4 y el gen codificante de 

ciclina D2, y estimulando la proliferación celular (Luscher B, 2001; Pelengaris S et al., 

2002). 

 La proteína IGFBP-3 (Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-3) tiene funciones pro-

apoptóticas (Firth SM y Baxter RC, 2002; Grimberg A, 2003; Pollak MN, 2004) y 

EWS/FLI1 inhibe su expresión tanto in vivo como in vitro a través de la unión directa al 

promotor del gen que la codifica (Prieur A et al., 2004). 

 EWS/FLI1 actua de manera directa sobre el promotor del gen CAV1/Caveolina-1, 

estimulando su transcripción. La sobreexpresión de Caveolina-1 contribuye al proceso 

tumorogénico en células de ES (Tirado OM et al., 2006).  

 EWS/FLI1 también reprime de manera directa la expresión del gen supresor de 

tumores TGFBRII, que codifica el  receptor tipo II de TGFβ, como consecuencia de su 

unión al promotor de este gen tanto in vivo como in vitro. La expresión de este receptor 

en ESFT es indetectable por inmunohistoquímica (Hahm KB et al., 1999; Im YH et al., 

2000; Fukuma M et al., 2003; Kovar H, 2003). 
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 Otro ejemplo son los inhibidores de ciclinas dependientes de kinasas, como p21WAF1/CIP1 

y p57KIP2, que no se expresan en los tumores de Ewing (Nakatani F et al., 2003). Se ha 

visto que oligonucleótidos antisentido dirigidos contra EWS/FLI1 inducen la expresión 

de p21WAF1/CIP1 en líneas de ESFT (Nakatani F et al., 2003). Además, EWS/FLI1 puede 

unirse al promotor de p21WAF1/CIP1 in vitro y reducir su actividad (Nakatani F et al., 2003). 

EWS/FLI1 también puede unirse indirectamente al promotor de p21WAF1/CIP1, vía 

interacciones proteína-proteína con el factor de transcripción Brn-3a, inhibiendo la 

capacidad de activación de dicho promotor (Gascoyne DM et al., 2004). Por otro lado, 

c-Myc, que es inducido por EWS/FLI1, puede inhibir a su vez la transcripción de 

p21WAF1/CIP1 (Wanzel M et al., 2003).  

 Id2 es otro ejemplo de cómo EWS/FLI1 puede regular un gen de manera directa 

mediante la unión a su promotor tanto in vivo como in vitro, y por inmunohistoquímica y 

northern blot se ha observado que Id2 se expresa a elevados niveles en la mayoría de 

líneas y ESFT (Nishimori H et al., 2002; Fukuma M et al., 2003). Id2 puede suprimir la 

diferenciación de gran variedad de células, impidiendo la unión al ADN de otros 

factores de transcripción tipo hélice-lazo-hélice como E2A, MyoD o miogenina. De esta 

manera, Id2 podría contribuir al mantenimiento del estado indiferenciado característico 

de las células de ESFT. Además EWS/FLI1 a parte de inducir de manera directa el gen 

Id2, parece que también lo hace de manera indirecta a través de la sobreexpresión de la 

proteína c-Myc que colabora en la inducción del gen Id2 (Fukuma M et al., 2003). Por su 

parte, Id2 favorece la progresión del ciclo celular suprimiendo la activación de 

p21WAF1/CIP1 dependiente de E2A. 

 EWS/FLI1 activa también el promotor de hTERT (Human Telomerase Reverse 

Transcriptase) y su expresión disminuye tras el silenciamiento de EWS/FLI1 con 

siARNs en las líneas celulares de ESFT (Takahashi A et al., 2003; Fuchs B et al., 2004a). 

Al parecer, EWS/FLI1 no activa directamente el promotor de hTERT, sino que lo hace 

a través de CBP/p300, aunque también podría estar implicado en este proceso c-Myc 

(Luscher B, 2001; Janknecht R, 2004). En la mayoría de las células tumorales, el 

incremento de la expresión de hTERT permite que éstas escapen la senescencia y, en 

consecuencia, favorece la inmortalidad y la progresión tumoral (Hiyama E y Hiyama K, 

2003; Janknecht R, 2004). 

 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) se expresa a niveles elevados en más de la 

mitad de los ESFT e incluso se han detectado niveles elevados de VEGF en suero de 

algunos pacientes con sarcoma de Ewing (Kushlinskii NE et al., 2000; Holzer G et al., 

2001; Pavlakovic H et al., 2001). EWS/FLI1 activa la transcripción de VEGF (Fuchs B et 
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al., 2004b; Dalal S et al., 2005; Guan H et al., 2005a), aunque parece no unirse 

directamente a su promotor, sino indirectamente vía Sp1 (factor de transcripción con 

dedos de zinc de expresión ubicua) (Finkenzeller G et al., 1997; Mukhopadhyay D et al., 

1997; Suske G, 1999; Black AR et al., 2001). VEGF también es regulado indirectamente 

por EWS/FLI1 vía IGF-1 y su receptor (Strammiello R et al., 2003). 

Estos últimos ejemplos ponen de manifiesto que EWS/FLI1 no sólo regula genes de manera 

directa, a través de su unión a los promotores de sus genes diana, sino que además existen 

mecanismos de regulacion indirecta. 

 

2.  EL GEN DICKKOPF-1 (DKK-1) Y LA VIA WNT/β-CATENINA 

2.1.   LA VÍA WNT/β-CATENINA 

Los factores Wnt constituyen una amplia familia de glicoproteínas secretadas (19 miembros 

en humanos), muy conservadas evolutivamente (Guder C et al., 2006; Hausmann G et al., 

2007), que regulan importantes procesos celulares (proliferación, diferenciación, polaridad, 

migración, supervivencia, especificación de linaje, etc) y contribuyen al mantenimiento de la 

homeostasis del tejido adulto (Logan CY y Nusse R, 2004; MacDonald BT et al., 2009; van 

Amerongen R y Nusse R, 2009). Los factores Wnt pueden activar diferentes vías de 

señalización que tradicionalmente se clasifican en canónica o Wnt/β-catenina y no canónicas, 

independientes de β-catenina.  (MacDonald BT et al., 2009). En esta Tesis nos centraremos en 

la ruta Wnt/β-catenina que es la mejor caracterizada, la más conservada evolutivamente y la 

más relevante en el contexto tumoral. 

La vía Wnt/β-catenina regula los niveles intracelulares de la proteína β-catenina. En ausencia 

de factores Wnt, β-catenina está unida al dominio intracellular de la proteína transmembrana 

E-cadherina, en las uniones adherentes de la membrana plasmática de las células epiteliales 

(Figura 2 panel izquierdo). La β-catenina citosólica libre es rápidamente reclutada por un 

complejo multiproteico de destrucción del que forman parte las proteínas estructurales APC 

(Adenomatous polyposis coli) y Axina, y las quinasas caseína quinasa 1 (CK1) y glucógeno 

sintasa quinasa 3β (GSK3β). En este complejo multiproteico, las quinasas fosforilan  β-

catenina marcándola para su ubicuitilación por la E3 ubicuitín ligasa β-TrCP. Esta 

ubicuitilación etiqueta a β-catenina para su degradación en el proteasoma  (Figura 2, panel 

izquierdo) (Giles RH et al., 2003; Nelson WJ y Nusse R, 2004; Gregorieff A y Clevers H, 

2005; MacDonald BT et al., 2009).  
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Figura 2. La vía Wnt/β-catenina y sus alteraciones en cáncer. PANEL IZQUIERDO: En ausencia de factores Wnt 

la β-catenina libre en el citoplasma es reclutada por un complejo multiproteico donde se fosforila, lo que la marca 

para su ubicuitilación y degradación por el proteasoma. PANEL CENTRAL: Los factores Wnt inhiben la 
degradación de  β-catenina, por lo que se acumula en el citoplasma y pasa al núcleo, donde, asociándose con 

proteínas de la familia TCF/LEF, activa la transcripción de sus genes diana. PANEL DERECHO: En más del 80% 
de los tumores de colon, de forma independiente de los factores Wnt, mutaciones en APC (1), CTNNB1/β-catenina 

(2) o AXINA2 (3) (mecanismos mutuamente excluyentes) impiden la fosforilación y degradación de β-catenina, 

provocando la activación constitutiva de sus genes diana. Además, alteraciones genéticas y epigenéticas en 
inhibidores extracelulares de la vía Wnt/β-catenina (DKKs, SFRPs y WIF-1) pueden contribuir a su activación 

aberrante. Una fracción de β-catenina se localiza en las uniones adherentes, sirviendo de nexo de unión entre la E-

cadherina y el citoesqueleto de actina. β-Cat, β-catenina. 

 

Los factores Wnt se unen a receptores de membrana heterodiméricos formados por un 

miembro de la familia Frizzled  (10 en humanos) y por LRP5 ó 6, pertenecientes a la familia 

de proteínas relacionadas con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (rLDL) 

(MacDonald BT y He X, 2012; Niehrs C, 2012). La formación de este complejo ternario 

favorece la fosforilacion de LRP5/6 por CK1 y GSK3β creandose sitios de anclaje para Axina 

(Davidson G et al., 2005; Zeng X et al., 2005). La Axina es reclutada por el receptor LRP5/6 

fosforilado, lo que conlleva la inactivación del complejo de destrucción de β-catenina. El 

resultado es la estabilización y el aumento de los niveles de β-catenina citosólica libre, parte de 

la cual se transporta al núcleo, donde se une a factores de transcripción de la familia 

TCF/LEF (T-Cell factor/Lymphoid enhancer-binding factor: TCF1, TCF2/LEF-1, TCF3, TCF4) 

y regula la expresión génica (Figura 2, panel central) (Giles RH et al., 2003; Nelson WJ y 

Nusse R, 2004; Gregorieff A y Clevers H, 2005; Shitashige M et al., 2008; Arce L et al., 2009; 

Cadigan KM y Waterman ML, 2012; Kim W et al., 2013). 

Los factores TCF/LEF se unen a secuencias de ADN específicas denominadas elementos de 

respuesta a Wnt (WRE: Wnt response elements, CCTTTGA/TA/T). En ausencia de β-catenina 

nuclear, las proteínas TCF/LEF frecuentemente reprimen la transcripción de sus genes diana, 

aunque en algunos casos la activan (Daniels DL y Weis WI, 2005; Cinnamon E y Paroush Z, 

2008; Arce L et al., 2009; Ye F et al., 2009). Dicha represión la realizan asociándose con co-

represores como Groucho/TLE que promueve la desacetilacion de histonas, mediada por 
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desacetilasas de histonas (HDACs), y la compactación de la cromatina (Daniels DL y Weis 

WI, 2005; Cinnamon E y Paroush Z, 2008; Arce L et al., 2009; Ye F et al., 2009). 

Por el contrario, la activación de la transcripción de los genes diana de TCF/LEF se produce 

con la unión de β-catenina a estos factores desencadenándose el desplazamiento de co-

represores y el reclutamiento de co-activadores como CBP/p300  (Giles RH et al., 2003; 

Nelson WJ y Nusse R, 2004; Waterman ML, 2004; Daniels DL y Weis WI, 2005; Gregorieff 

A y Clevers H, 2005). Otros co-activadores que se asocian con β-catenina son: la histona 

acetiltransferasa (HAT) TRRAP/TIP60, la histona metiltransferasa (HMT) MLL1/2, la 

familia de ATPasas SWI/SNF que remodelan la cromatina, la telomerasa y el complejo 

PAF1 que participa en la modificación de histonas y la elongación de la transcripción (Willert 

K y Jones KA, 2006; Mosimann C et al., 2009; Park JI et al., 2009). 

Hasta la fecha han sido identificados numerosos genes diana de Wnt o β-catenina/TCF 

implicados en los principales procesos biológicos y, en general, muy específicos del contexto 

celular. Entre ellos podemos destacar genes relacionados con la regulación de quinasas del 

ciclo celular, la adhesión celular, la señalización hormonal y la regulación de la transcripción, 

entre otros (Vlad A et al., 2008). En la pagina web Roel Nusse´s Wnt homepage 

(http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html) aparece una extensa recopilación de 

genes diana de Wnt/β-catenina. 

La activación constitutiva de la vía Wnt/β-catenina (de forma independiente de factores Wnt) 

es frecuente en muchos tumores (Lindvall C et al., 2007; Kikuchi K et al., 2010; Thevenod F y 

Chakraborty PK, 2010; Wu WK et al., 2010; Zender L et al., 2010). Esta activación 

constitutiva puede deberse a diversas causas. Por ejemplo, en el caso de los tumores de colon, 

el 75% presentan mutaciones en el gen APC que dan lugar a una proteína truncada con 

capacidad reducida de unión a β-catenina o a Axina, lo que impide la formación adecuada del 

complejo de destrucción de β-catenina (Nathke IS, 2004). Menos frecuentemente, y sólo en los 

tumores que no presentan APC mutado, se observan mutaciones en el gen CTNNB1/β-

catenina (aproximadamente 7,5%) o, en escasa proporción, en el gen AXINA2. Las 

mutaciones de β-catenina afectan a los residuos fosforilables por CK1 y GSK3β impidiendo 

que sea marcada para su degradación (Morin PJ et al., 1997; Rubinfeld B et al., 1997; Liu W et 

al., 2000), y las de AXINA2 afectan, como las de APC, a la formación del complejo de 

destrucción (Figura 2, panel izquierdo).  

También se ha descrito la inhibición constitutiva de la ruta Wnt/β-catenina en un tipo de 

sarcomas (Matushansky I et al., 2007). 

http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html
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2.2.   INHIBIDORES DE LA VÍA WNT/β-CATENINA 

En condiciones fisiológicas, la vía Wnt/β-catenina está regulada por inhibidores extracelulares 

e intracelulares. Se distinguen dos tipos de inhibidores extracelulares (Figura 3): 

 

1.  Los que se unen directamente a los factores Wnt, disminuyendo su afinidad por el 

receptor, como las proteínas secretadas relacionadas con el receptor Frizzled (SFRPs) (Jones 

SE y Jomary C, 2002), el factor inhibitorio de Wnt (WIF)-1 (Hsieh JC et al., 1999) y, en 

Xenopus, Cerberus (Bouwmeester T et al., 1996).  

2.  Aquellos que interaccionan directamente con componentes del complejo receptor, 

como la familia WISE/SOST (Itasaki N et al., 2003; Semenov M et al., 2005) y las proteínas de 

la familia Dickkopf (DKK) (Glinka A et al., 1998; Krupnik VE et al., 1999; Niehrs C, 2006). 

 

 

Figura 3. Inhibidores extracelulares de la vía Wnt/β-catenina. Los antagonistas extracelulares de esta ruta se 
pueden unir directamente a los factores Wnt (Cerberus, SFRPs y WIF-1) o interaccionar con su correceptor 

LRP5/6 (Wise y DKKs), uno de los componentes del receptor heterodimérico. Se indican los dos mecanismos de 

inhibición de la vía Wnt/β-catenina por DKKs: (a) bloquea la unión Wnt-Frizzled-LRP5/6 y (b) provoca la 

endocitosis de LRP5/6. DKK-1 y -4 actúan siempre como antagonistas de la vía Wnt/β-catenina. La modulación 

de la ruta por DKK-2 y DKK-3, en cambio, depende del contexto celular.  

 

Además de estos inhibidores extracelulares, existen diversas isoformas de TCF/LEF, que 

carecen del dominio de interacción con β-catenina, actúando como dominantes negativos y 

además, numerosas rutas intracelulares antagonizan la vía Wnt/β-catenina a distintos niveles 

en diversos tejidos (Waterman ML, 2004; Arce L et al., 2006; Filipovich A et al., 2011). 

Existen también inhibidores intracelulares. Algunos funcionan en el citosol, como Naked o 

Axina2/Conductina (Behrens J et al., 1998; Zeng W et al., 2000; Wharton KA, Jr. et al., 2001) 

y otros en el núcleo celular, como Chibby o ICAT  (Tago K et al., 2000; Takemaru K et al., 

2009). 
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2.3. ESTRUCTURA DE LA FAMILIA DICKKOPF 

La familia de proteínas Dickkopf (DKK) está compuesta por cuatro miembros (DKK-1, -2, -3 

y -4) en vertebrados, habiéndose descrito además una proteína relacionada con DKK-3 

denominada DKKL1 (Dickkopf-like protein 1, también conocida como soggy) (Krupnik VE et al., 

1999; Kawano Y y Kypta R, 2003; Niehrs C, 2006). Los genes DKK codifican proteínas de 

secreción pequeñas, de unos 255-350 aminoácidos (24-38 kDa). La característica fundamental 

que confiere la identidad a esta familia es la presencia de dos dominios ricos en cisteína muy 

conservados (Krupnik VE et al., 1999). Estos dominios contienen un número y 

posicionamiento de cisteínas muy parecido, ciertos aminoácidos conservados y se encuentran 

separados por una región de longitud y secuencia variable (50–55 aminoácidos en el caso de 

DKK-1, -2 y -4, y 12 en el de DKK-3). El dominio rico en cisteínas situado más próximo al 

extremo amino, denominado DKK_N (Cys1), es único para esta familia, mientras que el más 

cercano al extremo carboxilo, el dominio colipasa (Cys2), exhibe un patrón de 10 cisteínas de 

elevada similitud con el que presentan las proteínas de la familia de las colipasas (Figura 4) 

(Aravind L y Koonin EV, 1998). Las cuatro proteínas DKK de vertebrados contienen ambos 

dominios ricos en cisteínas, aunque los análisis estructura-función de los DKKs de vertebrados 

revelan que el dominio colipasa es suficiente para ejercer su actividad biológica (Brott BK y 

Sokol SY, 2002; Li L et al., 2002; Mao B y Niehrs C, 2003), además de ser la región más 

conservada entre los distintos componentes de la familia.  

Las proteínas DKK-1, -2 y -3, y soggy poseen sitios de N-glicosilación (Fedi P et al., 1999; 

Krupnik VE et al., 1999; Haniu M et al., 2011), y DKK-2 -3 y -4 exhiben secuencias de corte 

por furín-proteasas. Sin embargo, se desconoce la implicación funcional de estos 

procesamientos post-traduccionales.  

 

Figura 4. Dominios estructurales de las proteínas de la familia Dickkopf. Esquema de las cuatro proteínas 

Dickkopf humanas (DKK-1, -2, -3 y -4) y de DKKL1. Las DKKs humanas comparten el dominio colipasa y el 

dominio DKK_N, aunque DKK-3 posee un dominio adicional, soggy, presente también en DKKL1. Modificado 
de (Niehrs C, 2006) 
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2.4.  PAPEL DE LA FAMILIA DICKKOPF EN LA INHIBICIÓN DE LA VÍA WNT/β-CATENINA  

La función hoy más conocida de la familia génica Dickkopf es la modulación de la vía 

canónica Wnt/β-catenina. En términos generales, DKK-1 y -4, denominados “inhibidores 

puros”, reprimen siempre la vía Wnt/β-catenina; en el caso de DKK-2  y DKK-3 la regulación 

es positiva o negativa dependiendo del contexto celular; (Figura 3) (Krupnik VE et al., 1999; 

Niehrs C, 2006; Wang K et al., 2008; Yue W et al., 2008). Existen dos mecanismos propuestos: 

Por una parte, la unión de DKK a LRP bloquea directamente la formación del complejo 

ternario Wnt/Frizzled/LRP (Semenov MV et al., 2001); por otra, en la membrana plasmática 

se forma, a su vez, un complejo ternario entre DKK, LRP y otro receptor de alta afinidad de 

DKK llamado Kremen (Krm 1/2), lo cual induce una rápida endocitosis de LRP5/6 (Mao B 

et al., 2002; Mao B y Niehrs C, 2003). El resultado es una inhibición de la vía Wnt/β-catenina 

por una menor disponibilidad de LRP5/6 en la membrana, o bien porque el que está presente 

se encuentra bloqueado por la unión de DKK (Figura 3). El dominio colipasa de los DKKs es 

el responsable de su unión con LRP5/6 y Kremen, así como de la inhibición de la vía Wnt 

(Brott BK y Sokol SY, 2002; Li L et al., 2002; Mao B y Niehrs C, 2003). Estudios genéticos y 

bioquímicos recientes sugieren que la inhibición del complejo Frizzled-LRP6 mediada por 

DKK-1 es independiente de la internalización  y degradación de LRP6 (Semenov MV et al., 

2008), lo que se ve apoyado por el hecho de que Kremen no es universalmente requerido para 

la función de DKK-1 (Ellwanger K et al., 2008). 

 

2.5.  REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN DICKKOPF-1 

DKK-1 tiene efectos variados y complejos sobre la proliferación y la diferenciación celular. En 

humanos adultos, DKK-1 induce la proliferación de las células troncales de la médula ósea 

(Gregory CA et al., 2005) e inhibe la diferenciación de los osteoblastos (Morvan F et al., 2006). 

De hecho, los niveles elevados de DKK-1 en el plasma  de pacientes con mieloma múltiple se 

asocia a lesiones osteolíticas (Tian E et al., 2003). Además, los glucocorticoides, que están 

asociados con pérdida ósea y osteoporosis (Weinstein RS, 2012), aumentan la expresión de 

DKK-1 en osteoblastos (Ohnaka K et al., 2004).  

Por el contrario, la expresión de DKK-1 favorece la diferenciación de los pre-adipocitos 

(Christodoulides C et al., 2006) y en el intestino delgado, la actividad transcripcional de β-

catenina provoca cambios en la expresión de genes que inducen un fenotipo desdiferenciado 

(van de Wetering M et al., 2002), mientras la expresión exógena de Dkk-1 inhibe este fenotipo 

proliferativo y desdiferenciado e incrementa la generación de células del linaje secretor 

(Kuhnert F et al., 2004). DKK-1, además de ser un inhibidor de la vía Wnt/β-catenina, es 
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también un gen diana de β-catenina/TCF, controlando, por tanto, su propia expresión 

mediante un mecanismo de retroinhibición (Gonzalez-Sancho JM et al., 2005). 

Por otro lado, en células humanas, la expresión de DKK-1 es inducida por p53 (Wang J et al., 

2000), aunque al mismo tiempo existen estudios que muestran que DKK-1 es inducido por 

daños en el ADN de forma independiente de p53 (Shou J et al., 2002).  

La 1α,25-dihidroxi-vitamina D3, el metabolito más activo de la vitamina D, induce la 

expresión de DKK-1 en células de cáncer de colon  (Aguilera O et al., 2007). 

También se ha descrito que DKK-1 es inhibido por c-Myc en células de cáncer de mama 

(Cowling VH et al., 2007), donde es frecuente la amplificación génica de este gen, (Liao DJ y 

Dickson RB, 2000; Jamerson MH et al., 2004) promoviéndose así la oncogénesis ya que DKK-

1 se comporta como un supresor tumoral en este tipo celular (Mikheev AM et al., 2008). 
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El objetivo general de este trabajo ha sido el estudio del estado de la vía Wnt/β-catenina en 

células de ESFT, incidiendo en la regulación del gen DICKKOPF-1, para así contribuir a un 

mejor conocimiento de la acción de la oncoproteína de fusión EWS/FLI1. 

 

 

OBJETIVOS CONCRETOS  

 

I.  Estudiar el estado de la vía Wnt/β-catenina y la expresión de su inhibidor y gen diana 

DICKKOPF-1 en células de ESFT, así como el papel de EWS/FLI1 como responsable de 

dicho estado. 

 

II.    Esclarecer el mecanismo a través del cual EWS/FLI1 inhibe la actividad Wnt/β-catenina 

y la expresión de DICKKOPF-1 en células de ESFT. 
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1.  MATERIALES 

1.1.  CULTIVOS CELULARES 

En la realización de esta Tesis Doctoral se han utilizado las siguientes líneas celulares de 

ESFT: RD-ES y TTC-466, mantenidas en medio RPMI 1640; SK-PN-DW, SK-N-MC y TC-

71, mantenidas en medio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM); SK-ES1, mantenidas en 

medio McCoy5A y A673, mantenidas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). 

También se han manejado dos líneas celulares humanas derivadas de carcinomas de colon 

(SW480-ADH, LS174T) y la línea de riñón embrionario humano HEK-293T, mantenidas 

todas ellas en medio DMEM. Las células SW480-ADH, cedidas por los Dres. F. X. Real 

(CNIO, Madrid) y A. García de Herreros (Instituto Municipal de Investigación Médica, 

Barcelona), se obtuvieron a partir de las células SW480 por dilución límite (Palmer HG et al., 

2001). En todos los casos, el medio se suplementó con 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mM 

de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Todos los medios, 

sueros y suplementos fueron suministrados por Life Technologies.  

Las líneas celulares HeLa pTET-E/F, A673/TR/shEF y A673/TR/shGFP, descritas en 

Carrillo et al., 2007, fueron cultivadas en DMEM suplementado con  10% FBS libre de 

tetraciclina (Clontech), 2mM L-glutamina, 100 µg/ml zeozina y 3 µg/ml blasticidina. Para 

inducir la expresión de EWS/FLI1 o de los shARNs correspondientes se adicionó 1 µg/ml de 

doxiciclina (Clontech). 

 

Tabla 2. Vectores de expresión.  

Proteina Vector Descripción formas codificantes 

β-catenina pMT23 β-catenina salvaje (β-CATwt) 

β-cateninS37Y 
pCDNA3 Forma mutada de β-catenina no degradable por el proteasoma.  

(β-CATS37Y) 

EWS/FLI1 pCIneo Proteína quimérica t(11;22)(q24;q12) 

ICN pCDNA3 Activador de la vía Notch 

TCF4-VP16 pCDNA3 Forma constitutivamente activa del factor de transcripción TCF4  

LEF-1 pCIneo Miembro de la familia TCF/LEF 

LEF-1-HA pCIneo LEF-1 con un epítopo HA en el extremo carboxilo terminal 

Mad CMV Dominante negativo de c-Myc 

c-Myc pCEFL Factor de transcripción c-Myc 

shEF pCIneo shARN específico para EWS/FLI1 

shGFP pCIneo shARN específico para GFP (control) 
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1.2.  PLÁSMIDOS  

En los ensayos de transactivación se emplearon dos tipos de construcciones: los plásmidos 

reporteros y los vectores de expresión. Los plásmidos reporteros contienen el ADNc de un 

gen testigo bajo el control del fragmento de ADN cuya actividad promotora se pretende 

estudiar. Los que se han utilizado para este trabajo contienen el gen testigo Luc (Luciferasa de 

luciérnaga) bajo el control de los siguientes fragmentos de ADN: tres copias de la secuencia 

consenso de unión de TCF/LEF en posición 5´ al promotor mínimo del gen c-FOS 

(pTOPFLASH, cedido por el Dr. H. Clevers, Hubrecht Laboratory, Utrecht, Holanda) y su 

versión mutada (pFOPFLASH) (Korinek V et al., 1997), varios fragmentos del promotor del 

gen DKK-1 humano (clonados en nuestro laboratorio) (Gonzalez-Sancho JM et al., 2005), 

cuatro copias de la secuencia de unión del efector de la vía Notch CBF1 (4xwtCBF1Luc) y su 

versión mutada (4xmtCBF1Luc) (Hsieh JJ et al., 1996), fragmentos del promotor de c-MYC 

(p1p2-Luc) (Lee TC y Ziff EB, 1999) y con sitios de unión consenso para la proteína c-Myc 

(EboxWT) y su versión mutada (EboxMT) (Kiessling A et al., 2006), cedidos por el Dr. Javier 

León (Universidad de Cantabria, Santander).  Como control positivo de la transactivacion 

mediada por EWS/FLI1 se utilizó un plásmido reportero que contiene un fragmento del 

promotor del gen DAX1 (gen diana de EWS/FLI1) obtenido de la línea celular de ES A4573 y 

clonado delante del gen Luc, todo ello en el vector  pGL3basic  (pGL3-promDAX1/A4573) 

(Garcia-Aragoncillo E et al., 2008). Este fragmento comprende una secuencia de 

microsatélite presente en el promotor de DAX1 que contiene 25 repeticiones GGAA, 

responsables de la transcripción de DAX1 mediada por EWS/FLI1. 

 

Tabla 3. Anticuerpos utilizados 

  Especie Aplicación   

 

Procedencia Anticuerpo Monoclonal Policlonal WB    IP           IF 

Anti-β-catenina Ratón  1:1000                   1:100 BD Transduction Laboratories 

Anti-FLI1  Conejo 1:1000                   1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Anti-nucleolina Ratón   1:5000  Santa Cruz Biotechnology 

Anti-GSK3β Ratón  1:1000  BD Transduction Laboratories 

Anti-HA Rata        1:100 Roche 

Anti-HA Ratón   1:1000  Covance 

Anti-ratón IgG HRP   Cabra 1:10000   Promega 

Anti-conejo IgG HRP  Cabra 1:10000  Jackson ImmunoResearch 

Anti-LEF-1 Conejo  1:1000  Cell Signaling Technology 

                    WB: Western blot; IP: inmunoprecipitación; IF:inmunofluorescencia. 
 

Como control interno de la eficiencia de transfección se utilizó el plásmido reportero pRL-TK 

(Promega), que contiene como gen testigo la luciferasa de Renilla reniformis (RLuc) bajo el 

control del promotor del gen de la timidina kinasa (tk). 
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Para la expresión ectópica de proteínas se usaron vectores de expresión en los cuales un 

promotor fuerte dirige la transcripción del ADNc u ORF de interés. Los vectores de expresión 

utilizados en este estudio se describen en la Tabla 2. 

 

1.3.  ANTICUERPOS 

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta Tesis se describen en la Tabla 3. 

 

1.4.  OLIGONUCLEÓTIDOS  

La secuencia y aplicación de los oligonucleótidos usados se detallan en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Cebadores utilizados para qRT-PCR. 

Genes    

   DKK-1 DKK-1-D 5’-GGCGGGAATAAGTACCAGACC-3’ 

DKK-1-R 5’-TGCAGGCGAGACAGATTTGC-3’ 

Sonda Taqman 5’-FAM-ACAACTACCAGCCGTACCCGTGCG-BHQ1-3’ 

   TBP TBP-D2 5’ GAACATCATGGATCAGAACAACAG 3’ 

TBP-R2 5’ ATT GGT GTTCTGAATAGGCTGTG 3’ 
Sonda Taqman 5’ FAM-CTGCCACCTTACGCTCAGGGCTTGG-TAMRA 3’ 

   EWS/FLI1 EWS-D2 5’ AGCCAAGCTCCAAGTCAATATAG 3’ 

FLI1-R3 5’ TCCTCTTCTGACTGAGTCATAAG 3’ 
Sonda Taqman 5’ TET-AAC AGAGCAGCAGCTACGGGCAGCA-TAMRA 3’ 

     

DKK-1: Dickkopf-1; TBP: TATA binding protein; EWS/FLI1: Oncoproteina presente en ESFT; Cebador –D: directo; -R: reverso 
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2. MÉTODOS 

2.1.  ANÁLISIS DE PERFILES DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE MICROARRAYS  

Los datos de microarrays usados en este estudio han sido previamente publicados y están 

descritos con detalle en (Carrillo J et al., 2007; Garcia-Aragoncillo E et al., 2008). Una serie de 

datos procede de tres tumores pediátricos: neuroblastoma, rabdomiosarcoma y ESFT; y se usó 

para identificar perfiles de expresión característicos de estos tumores (Carrillo J et al., 2007). 

La otra serie de datos procede de ARN aislado de células A673/TR/shEF y 

A673/TR/shGFP estimuladas con doxiciclina durante 72 horas para inducir la expresión de 

shARNs contra GFP (control) o EWS/FLI1, y se usó para estudiar genes regulados por 

EWS/FLI1 en células de ESFT (Garcia-Aragoncillo E et al., 2008). 

 

2.2.  ENSAYOS DE TRANSACTIVACIÓN 

Las células se transfectaron transitoriamente, por triplicado, en placas de 24 pocillos con 

jetPEITM transfection reagent (Poly Plus Transfection) siguiendo las instrucciones del fabricante y 

utilizando las cantidades indicadas en cada caso de los vectores de expresión, de pRL-TK y de 

los plásmidos reporteros con Luc. En caso necesario, a las 24 h de la transfección se cambiaron 

las células a medio de cultivo fresco y se trataron con doxiciclina o vehículo. 

 

 Dependiendo del experimento, transcurridas 48 h desde la transfección o dos días después del 

tratamiento con doxiciclina, se lisaron las células y se midieron las actividades Luc y RLuc en 

los extractos, utilizando el Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega), en un luminómetro 

GloMax 96 (Promega). La actividad Luc se normalizó por la actividad RLuc (Luc/RLuc) y se 

calcularon las medias y desviaciones estándar de los triplicados. Todos los experimentos se 

repitieron por lo menos tres veces. 

 

2.3.  EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL Y RT-PCR CUANTITATIVA 

La extracción de ARN total de células en cultivo, se realizó usando el RNeasy Mini Kit 

(Qiagen). El ARN extraído se analizó electroforéticamente en geles al 1% de agarosa con 

bromuro de etidio o SYBR SafeTM y se cuantificó en el espectrofotómetro. 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl conteniendo 1 µg de ARN, 

dNTPs 1 mM cada uno, DTT 10 mM, cebadores hexaméricos aleatorios 2,5 µM (Promega) y 

tampón de transcripción reversa 1x. La mezcla se incubó 10 minutos a 70 °C para 

desnaturalizar el ARN y se enfrió en hielo. Finalmente, se añadieron inhibidor de RNasas 

(RNasin, Promega) y transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen) para que su concentración 
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final en la reacción fuera 2 U/µl y 10 U/µl, respectivamente. La reacción se incubó 10 

minutos a 25 ºC, 30 minutos a 42 ºC, y finalmente 5 minutos a 95 ºC. Como controles 

negativos se incluyeron muestras en las que se omitió el enzima transcriptasa reversa. Para la 

PCR cuantitativa se utilizaron sondas Taqman en dos formatos, uno en tubos convencionales 

y otro en formato de tarjetas micro-fluídicas. 

La PCR cuantitativa en tubos convencionales se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl 

conteniendo 80 ng de ADNc, dNTPs 800 µM, MgCl2 4 mM, 1 µl solución cebadores/sonda 

Taqman (Applied Biosystems), 0,5 U Taq polimerasa (Biotools) y tampón de reacción 1x. El 

programa de PCR consistió en: 2 minutos a 95 ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC y 50 

segundos a 60 ºC. En todos los ensayos se amplificó en paralelo el ARNm del gen TBP 

(TATA binding protein), que se utilizó como referencia interna para la normalización de los 

niveles de expresión del resto de los genes. Las reacciones se llevaron a cabo en un aparato de 

PCR cuantitativa modelo RotorGene 6000 (Corbett Research). Las secuencias de los 

cebadores y sondas Taqman se muestran en la Tabla 4. 

El nivel de expresión de cada gen se normalizó con respecto al nivel de expresión del gen 

control TBP. Para cada gen, se extrajeron los datos de Ct (Cycle Threshold, ciclo en el que los 

productos de PCR inician la fase exponencial de la amplificación), usando un software 

específico (RotorGene versión 4.6). Para comparar los niveles de expresión de un determinado 

gen en dos muestras diferentes se usó el método de ∆∆Ct (Livak KJ y Schmittgen TD, 2001). 

En primer lugar se calculó el valor de ∆Ct de la muestra problema y de la muestra control 

usando la fórmula ∆Ct = Ctgen muestra problema – CtTBP. Posteriormente, se calculó el 

valor ∆∆Ct = ∆Ctmuestra problema – ΔCtmuestra control. El valor del cociente (veces de 

incremento o inhibición) entre las dos muestras se calculó como 2-∆∆Ct. Los ensayos de PCR 

cuantitativa se realizaron con la colaboración con los Dres. Javier Alonso y Noelia Agra. 

 

2.4.  CO-INMUNOPRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS E INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN 

BLOT) 

En los ensayos de co-inmunoprecipitacion, las células  fueron solubilizadas en tampón de lisis 

(150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH7,5; 0,2% Nonidet P-40), y los extractos centrifugados a 

12.000 x g durante 30 min a 4 ºC para eliminar los restos celulares. 1,5 mg  de proteína de 

cada lisado fueron incubados con un anticuerpo anti-HA de alta afinidad (Roche) durante 16 

h a 4 ºC y después se incubaron, en rotación, con  Gammabind G Sepharosa (GE Healthcare) 

durante 2 h a 4 ºC. Las esferas de sepharosa fueron decantadas por centrifugación, lavadas 

cuatro veces con tampón de lisis, disueltas en tampón Laemmli, y analizadas mediante 
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Western Blot. Los inmunoprecipitados y los extractos totales se analizaron en geles 

desnaturalizantes SDS-PAGE y se transfirieron a membranas Immobilon-P de PVDF 

(Millipore). Éstas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con solución de bloqueo 

(5% BSA en TBS + 0,5% Tween-20) y, posteriormente, toda la noche a 4 ºC con los 

anticuerpos primarios correspondientes, preparados en solución de bloqueo, a las diluciones 

indicadas en la Tabla 3. Posteriormente, tras dos lavados de 15 minutos, las membranas se 

incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios 

correspondientes acoplados a peroxidasa de rábano (IgG horseradish peroxidase-conjugated, HRP) 

y diluidos en solución de bloqueo (Tabla 3). El revelado se realizó con el sistema ECL 

(Amersham Biosciences). Las imágenes se adquirieron con el escáner SNAPSCAN e42 

(AGFA). En todos los casos, la imagen mostrada corresponde a un experimento 

representativo de al menos tres realizados. 

 

2.5.  OBTENCIÓN DE MEDIOS CONDICIONADOS 

Se sembraron células L control y células L que sobreexpresan Wnt3a (Willert K et al., 1999) en 

placas Petri de 10 cm de diámetro. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% se 

añadieron 6 ml/placa de medio DMEM con 10% FBS y se dejó que el cultivo condicionase el 

medio durante 72 h. A continuación, se eliminaron los restos celulares por centrifugación y el 

sobrenadante se congeló a -70 ºC para su uso posterior. 

 

2.6.  MUTAGENESIS DIRIGIDA 

Los experimentos de mutagénesis dirigida de los sitios de unión de TCF/LEF en la 

construcción -231/+112  del promotor de DKK-1 se realizaron mediante el uso del Stratagene 

QuikChange II XL Site-Directed Mutagénesis Kit (Stratagene), convirtiendo la secuencia canónica  

5'-CTTTG (A / T) (A / T) -3 ' en 5'-CTTTGGC-3'. 

 

2.7.  INMUNOFLUORESCENCIA 

Las células se sembraron en placas de cultivo p60 en las que previamente se habían colocado 

cristales de 10 mm de diámetro. Los cultivos se adhirieron a dichos cristales y sobre ellos 

crecieron. A las 24 h, las células se transfectaron transitoriamente con el vector de expresión 

EWS/FLI1, utilizando jetPEITM transfection reagent (Poly Plus Transfection) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Transcurridas 48 h desde la transfección, se realizó un lavado 

rápido con PBS, y las células se fijaron con paraformaldehído al 3,7 % durante 15 min a 

temperatura ambiente y con agitación suave. Posteriormente y en las mismas condiciones, se 

realizó un lavado con 0,5 M de glicina durante 5 min seguido de dos lavados adicionales con 

PBS. El bloqueo de los epítopos inespecíficos se realizó incubando las células ya fijadas con 
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1% de suero de cabra (Sigma) en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Después, las 

células se incubaron con la dilución correspondiente del anticuerpo primario disuelto en PBS 

durante 3 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. A continuación, tras cuatro 

lavados de 5 min con PBS, las células fueron incubadas durante 1 h con el anticuerpo 

secundario correspondiente conjugado con un fluorocromo. Nuevamente, se realizaron cuatro 

lavados de 5 min con PBS. Por último, los cristales se montaron en medio VectaShield (Vector 

Laboratories) y las imágenes fueron digitalizadas con un Microscopio Confocal Espectral 

Leica TCS SP5; el objetivo utilizado fue 63X/1.4-0.6 OIL CORR LAMBDA BLUE. 

Posteriormente se procesaron utilizando el programa Adobe Photoshop. 

Los anticuerpos específicos utilizados se muestran en la Tabla I. Además, se utilizó el 

compuesto fluorescente 4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI, 1:1000, Sigma) para 

el marcaje del ADN. 

 

2.8.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los datos se realizó usando los programas Microsoft Excel y 

GraphPad Instat 3.0. Los datos fueron expresados como las medias ± desviación estándar. La 

significación estadística fue comprobada mediante ANOVA. Un asterisco (*) indica P <0,05; 

dos asteriscos (**), P <0,01; y tres asteriscos (***), P <0,001. Los datos fueron considerados 

no significativos (ns) cuando P >0,05.  
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1. EFECTOS DE EWS/FLI1 SOBRE LA VIA WNT/β-CATENINA Y 

SUS GENES DIANA 

1.1.  EWS/FLI1 REPRIME LA EXPRESION DEL GEN DICKKOPF-1 

La mayoría de los estudios de regulación génica mediada por el factor de transcripción 

aberrante EWS/FLI1 han incidido especialmente en analizar aquellos genes cuya expresión es 

inducida o estimulada por esta oncoproteína. Sin embargo, está ampliamente aceptado que los 

genes que se inhiben o se dejan de expresar pueden ser tan relevantes para la fisiopatología 

celular como aquellos que se expresan de nuevo o aumentan su expresión. En esta convicción, 

nuestro grupo decidió centrarse en la búsqueda y estudio de genes diana específicamente 

inhibidos por EWS/FLI1, para posteriormente analizar su relevancia en el proceso de 

transformación tumoral que ocurre en los ESFT. 

 

 
 

Figura 5. La  expresión de DKK-1 está disminuidida en sarcoma de Ewing. Los ARNs procedente de biopsias de 

sarcoma de Ewing (ES, n=10), rabdomiosarcoma (RMS, n=10) y neuroblastoma (NB, n=7) fueron marcados e 

hibridados con matrices de oligonucleótidos CodeLink Human Uniset 20K (GE Healthcare, Amersham Biosciences). La 

figura muestra el diagrama de colores (genes con baja expresion en verde y genes sobreexpresados en rojo) de tres 
miembros de la familia Dickkopf (DKK-1, -2 y -4). En la parte derecha, el diagrama de colores muestra los efectos 

del silenciamiento de EWS/FLI1 sobre los niveles de ARNm de DKK-1 en la línea celular de ESFT, A673. En este 

caso, se extrajo el ARN de las células A673/TR/shGFP (células control) y A673/TR/shEF estimuladas con 
doxiciclina durante 72 horas, se marcó y se hibridó con matrices de oligonucleótidos CodeLink Human Uniset 20K. 

 

Para abordar este objetivo, usamos un modelo celular, ya descrito, en el que los niveles de la 

proteína EWS/FLI1 se pueden disminuir ad libitum mediante la expresión de un shARN 

inducible por tetraciclina (células A673/TR/shEF) (Carrillo J et al., 2007; Garcia-Aragoncillo 

E et al., 2008). En este modelo, los genes que son inhibidos por EWS/FLI1 aparecerán 

activados tras la adicción de doxiciclina, análogo de la tetraciclina, y la consiguiente expresión 

del shARN que silencia la expresión de EWS/FLI1.  

 

El análisis del perfil de expresión génica regulado por EWS/FLI1 en nuestro modelo y su 

comparación con otros estudios transcriptómicos similares (Prieur A et al., 2004; Kinsey M et 

al., 2006) mostró que uno de los genes más consistentemente inhibidos por EWS/FLI1 es 

DICKKOPF-1 (DKK-1), que codifica un inhibidor extracelular de la señalización por proteínas 

Wnt (Niehrs C et al. 2006, Figura 5). La reducción de la expresión de EWS/FLI1 en  células 
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A673/TR/shEF tratadas con doxiciclina conlleva un incremento selectivo y específico del 

ARNm de DKK-1, mientras que la expresión de DKK-2 y DKK-4, otros dos miembros de la 

familia Dickkopf, permanece inalterada (Figura 5). 

 

 

Figura 6. EWS/FLI1 reprime la  expresión de DKK-1. (A) La expresión de ARNm de DKK-1, EWS/FLI1 y TBP 

(gen control interno) fue analizada mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real a partir de ARN total extraído de 
células A673/TR/shEF tratadas con doxiciclina durante los tiempos indicados. Se muestra la expresión relativa de 

ARNm de DKK-1 y EWS/FLI1 frente a TBP en relación a células no estimuladas (cuyo valor se fijó arbitrariamente 

en 1 o 100, respectivamente). Las barras de error representan la desviación estándar (SD). Para la estadística se 

aplicó ANOVA: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. (B) Células Hela TeT-E/F fueron pre-tratadas o no con 
doxiciclina durante 48 h para inducir la expresión de EWS/FLI1 y entonces se estimularon con litio (LiCl, 40 

mM), un inhibidor de GSK3β, para así activar la ruta Wnt/β-catenina, o con vehículo durante 4 h. La expresión de 

ARNm de DKK-1, EWS/FLI1 y TBP fue analizada como en (A) a partir de ARN total. Se muestra la expresión 

relativa de ARNm de DKK-1 y EWS/FLI1 frente a TBP en relación a células no estimuladas (cuyo valor se fijó 

arbitrariamente en 1). Las barras de error representan la SD. La estadística se realizó como en (A).  

 

Adicionalmente, comparamos el patrón de expresión génica de los miembros de la familia 

Dickkopf en la línea A673 con otro análisis transcriptómico, publicado previamente (Carrillo J 

et al., 2007), diseñado para comparar los patrones de expresión génica de los sarcomas de 

Ewing (ES) con los de otros dos tumores pediátricos de células azules, redondeadas y 
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pequeñas, el rabdomiosarcoma (RMS) y el neuroblastoma (NB). En este estudio comparativo, 

el patrón de expresión génica de los miembros de la familia Dickkopf en nuestras células 

control (A673/TR/shGFP) coincidió perfectamente con el de las muestras de sarcoma de 

Ewing (Figura 5, shGFP, ES), lo que indica que la línea A673 es un buen modelo en  lo que 

respecta a esta familia génica. En concreto,  la expresión de DKK-2 es elevada en                            

 
 

 

 

Figura 7. EWS/FLI1 inhibe la transcripcion basal y mediada por β-catenina del gen DKK-1. (A) En células 

HEK-293T, el plásmido que contiene un fragmento de 2,2Kb (-2238/+112, B) del promoter de DKK-1, clonado 

delante del gen testigo luciferasa de luciérnaga, fue co-transfectado junto con β-catenina salvaje (β-catwt) o mutante 

(β-catS37Y) en presencia (+) o ausencia (-) de un plásmido de expresión de EWS/FLI1. Como control interno 

usamos un plásmido que porta la luciferasa de Renilla reniformis (pRL-TK) . Las células fueron lisadas 48 h después 

de la transfección y se midieron las dos actividades luciferasa. Se usaron los valores de pRL-TK para normalizar. 

Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada usando ANOVA: *** p<0,001. (B) Diagrama  de 

las construcciones del promotor de DKK-1 usadas en este estudio mostrando la localización de los sitios TCF/LEF 

salvajes (5´-CTTTG[A/T][A/T]-3´, óvalos azules) o sitios TCF/LEF mutantes (5´-CTTTGGC-3´, óvalos rojos).  

 

ESFT, mientras que la de DKK-4 es variable (Figura 5). Por el contrario, la expresión de DKK-

1 es baja tanto en sarcoma de Ewing, como en las otras dos neoplasias estudiadas (Figura 5). 

En conjunto, estos resultados sugieren que el gen DKK-1 está constitutivamente reprimido por 

EWS/FLI1 en células y ESFT.   

 

Para validar estos datos, realizamos una RT-PCR cuantitativa (Reverse Transcription-Polymerase 

Chain Reaction), utilizando nuestro modelo celular (A673/TR/shEF). Como esperábamos, el 

tratamiento con doxiciclina produjo un incremento lento de los niveles de ARNm de DKK-1 

en las células A673/TR/shEF, en paralelo a una disminución de la expresión de EWS/FLI1 

(Figura 6A). 
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Figura 8. Papel de los sitios de unión TCF/LEF en la inhibición del promotor de DKK-1 por EWS/FLI1. (A) 

Las células HEK-293T fueron co-transfectadas con las construcciones del promotor de DKK-1 mostradas en la 

figura 7B, junto con β-catS37Y (o vector vacío), en presencia o ausencia de un plásmido de expression de 

EWS/FLI1. Como control interno usamos el plásmido pRL-TK. Las células fueron lisadas 48 h después de la 

transfeccion y se midieron las actividades luciferasa. Los resultados representan las veces de induccion por β-catS37Y 

(frente al control) en ausencia (-, barras doradas) o en presencia (+, barras grises) de EWS/FLI1. Las barras de 

error representan la SD. La estadística fue generada usando ANOVA: *** p<0,001.  (B) Las células HEK-293T 

fueron co-transfectadas con el vector vacío pGL3basic o con las construcciones más cortas del promotor de DKK-1 

salvaje (231/+112) o mutada (231/+112**), junto con EWS/FLI1 y/o β-catS37Y como en (A). Las células fueron 

lisadas 48 h después de la transfección y procesadas como en (A). Las barras de error representan la SD. La 
estadística se realizó como en (A). 

 

Con el fin de comprobar si EWS/FLI1 era también capaz de regular la expresión de DKK-1 en 

un sistema heterólogo, utilizamos células HeLa que expresan una construcción del gen 

EWS/FLI1 inducible por tetraciclina  (Hela TeT-E/F, (Carrillo J et al., 2007)). El tratamiento 

con doxiciclina produjo una fuerte reducción de los niveles de ARN mensajero de DKK-1 en 

paralelo a una subida brusca de los niveles de ARN de EWS/FLI1 (Figura 6B). 
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Figura 9. Esquema de los reporteros pTOPFLASH y pFOPFLASH. Plásmidos pTOPFLASH y pFOPFLASH 

que contienen respectivamente tres copias del motivo consenso de unión de los factores TCF/LEF (CTTTGAT), o 

tres copias de dicho motivo mutado, TCF/LEFmut (CTTTGGC), clonadas delante de un promotor mínimo del 

gen c-FOS y del gen que codifica el enzima luciferasa de luciérnaga. 

 

El litio, vía inhibición de la quinasa GSK3β, estimula la actividad transcripcional del complejo 

β-catenina/TCF y nuestro grupo ha publicado previamente que es un activador de la 

expresión de DKK-1 en células Hela y HEK-293  (Gonzalez-Sancho JM et al., 2005). Así pues, 

analizamos mediante RT-PCR cuantitativa si EWS/FLI1 era capaz de antagonizar el efecto 

del litio sobre la expresión de DKK-1 en células Hela TeT-E/F. Como se muestra en la figura 

6B, la inducción de EWS/FLI1 inhibió claramente el efecto del litio sobre la activación de 

DKK-1.  

 

 

Figura 10. EWS/FLI1 inhibe la actividad transcripcional β-catenina/TCF. Las células HEK-293T fueron 

transfectadas con los plásmidos reporteros pTOPFLASH o pFOPFLASH (representados en la figura 9), para 
evaluar la actividad transcripcional de la ruta Wnt/β-catenina (panel izquierdo) o con los reporteros de la ruta 

Notch (4xwtCBF1Luc, 4xmutCBF1Luc, panel derecho), junto con un vector de expresión de β-catS37Y (+, panel 

izquierdo) o ICN (+, panel derecho) y en presencia (+) o ausencia (-) de un plásmido de expresión de EWS/FLI1. 
Como control interno usamos el plásmido pRL-TK. Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y se 

midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla. Las barras de error representan la SD. La estadística fue 

generada usando ANOVA: ***p<0,001. 
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En resumen, nuestros resultados indican que EWS/FLI1 reprime tanto la expresión basal de 

DKK-1 como la mediada por la activación de los complejos β-catenina/TCF, y que esta 

propiedad parece ser intrínseca a la proteína EWS/FLI1 e independiente del contexto celular.      

 

1.2.  EWS/FLI1 INHIBE LA TRANSCRIPCIÓN DEL GEN DICKKOPF-1 MEDIADA POR EL 

COMPLEJO β-CATENINA/TCF 

Usando un fragmento de 2.2 Kb del promotor del gen DKK-1 humano, clonado delante del 

gen testigo luciferasa (Gonzalez-Sancho JM et al., 2005) examinamos si EWS/FLI1 regula la 

transcripción de DKK-1. En línea con los resultados previos, la expresión de EWS/FLI1 en 

células HEK-293T produjo una inhibición del 56% en la actividad basal del promotor de 

DKK-1 (Figura 7A). Sin embargo, tras el análisis de la secuencia de ADN de este fragmento de 

promotor no conseguimos identificar secuencias fiables de unión de factores ETS que 

pudieran ser reconocidas por EWS/FLI1, lo que sugiere que la represión de la expresión de 

DKK-1 por EWS/FLI1 se lleva a cabo por un mecanismo indirecto. 

Estudios previos de nuestro grupo y de otros han demostrado que el promotor de DKK-1 

presenta múltiples sitios de unión para factores TCF/LEF (Niida A et al., 2004; Chamorro 

MN et al., 2005; Gonzalez-Sancho JM et al., 2005), Figura 7B). Por ello, pensamos que sería 

interesante analizar si EWS/FLI1 podría interferir con la transcripción de DKK-1 dependiente 

de los complejos β-catenina/TCF. Como se muestra en la figura 7A, EWS/FLI1 inhibe la 

activación del promotor de DKK-1 tanto por β-catenina (70%) como por una forma 

constitutivamente activa de β-catenina (83%), que no puede ser degradada (β-catenina S37Y, 

β-catS37Y).  

Con el fin de confirmar si los efectos de EWS/FLI1 sobre la actividad del promotor de DKK-1 

eran mediados a través de los sitios de unión TCF/LEF, utilizamos una serie de deleciones 

del promotor (Figura 7B) que habían sido previamente descritas por nuestro grupo (Gonzalez-

Sancho JM et al., 2005). Los resultados mostraron que había una correlación alta entre la 

activación mediada por β-catenina y el número de sitios de unión TCF/LEF presentes en la 

construcción; y que EWS/FLI1 inhibía eficientemente todas las construcciones que contenían 

sitios TCF/LEF (Figura 8A). Adicionalmente, generamos mutaciones puntuales en la 

construcción más corta del promotor (-231/+112**) que destruyen sus dos sitios TCF/LEF 

(Figura 7B). En la figura 8B mostramos que la inducción de la construcción corta del 

promotor de DKK-1 (-231/+112) por β-catenina es reducida eficientemente por EWS/FLI1, 

mientras que EWS/FLI1 no tiene efecto inhibitorio sobre la versión mutada (-231/+112**),  
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lo que indica que EWS/FLI1 interfiere con la actividad de β-catenina sobre los sitios 

TCF/LEF. 

 

 

Figura 11. La actividad transcripcional de los complejos β-catenina/TCF está inhibida en células de ESFT. Las 

células de ESFT y HEK-293T fueron co-transfectadas con los plásmidos reporteros pTOPFLASH o pFOPFLASH 

(representados en la figura 9), y con β-catS37Y (+) o vector vacío (-). Las células fueron lisadas 48 h después de la 

transfección y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla. Esta última se usó como control 

interno. Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada usando ANOVA: * p<0,05; ** p<0,01; 

***p<0,001. Se muestra el tipo de translocación EWS/ETS con indicación de los exones involucrados en la fusión 

de los dos genes. 
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1.3.  EWS/FLI1 INHIBE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL MEDIADA POR EL COMPLEJO β-

CATENINA/TCF  

El antagonismo existente entre EWS/FLI1 y los complejos β-catenina/TCF en la regulación  

del promotor de DKK-1 nos hizo plantearnos si el efecto era específico para este gen o, por el 

contrario, derivado de una acción más general de EWS/FLI1 sobre la transcripción mediada 

por los complejos β-catenina/TCF. Con el fin de abordar experimentalmente este 

planteamiento utilizamos los plásmidos reporteros pTOPFLASH y pFOPFLASH que 

contienen respectivamente tres copias del motivo consenso de unión de los factores TCF/LEF 

(CTTTGAT), o tres copias de dicho motivo mutado (CTTTGGC), clonadas delante del gen 

que codifica el enzima luciferasa de luciérnaga (Figura 9,  (Korinek V et al., 1997)). Ambos 

plásmidos, muy conocidos en el campo, han sido utilizados en numerosos trabajos para 

evaluar la actividad transcripcional de los complejos β-catenina/TCF (Korinek V et al., 1997). 

 

Figura 12. El silenciamiento de EWS/FLI1 en células de ESFT rescata la actividad transcripcional de los 

complejos β-catenina/TCF. (A) Las células A673/TR/shEF fueron co-transfectadas con los plásmidos reporteros 
pTOPFLASH o pFOPFLASH (representados en la figura 9), y con β-catS37Y (+) o su vector vacío (-). Se les añadió 

doxiciclina (1μg/ml) o vehículo 24 h después de la transfección y se lisaron 48 h más tarde. En los extractos, se 

midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla, usándose esta última como control interno. Las barras 

de error representan la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: ***p<0,001. (B) La línea celular de 

ESFT RD-ES fue co-transfectada con los plásmidos pTOPFLASH o pFOPFLASH, β-catS37Y (+) o su vector vacío 

(-), y un vector que contiene un shARN control (shGFP) o un shARN específico de EWS/FLI1 (shEF). Las células 

fueron lisadas 48 h después de la transfección y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla,. Las 

barras de error representan la SD. La estadística fue generada usando ANOVA: ***p<0,05. (C) Las células RD-ES 
fueron co-transfectadas con el plásmido reportero pGL3-promDAX1/A4573 junto con shGFP o shEF. Las células 

fueron lisadas 48 h después de la transfeccion y procesadas como en (B)  ***p<0,001. 

 
 

Como se puede ver en el panel izquierdo de la figura 10, la expresión transitoria de 

EWS/FLI1 en células HEK-293T bloqueó eficientemente la activación del plásmido reportero 

pTOPFLASH por β-catS37Y. Este efecto es específico, ya que la activación de un plásmido 
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reportero de la vía Notch (4xwtCBF1Luc, (Hsieh JJ et al., 1996)) por su activador natural, el 

dominio intracelular del receptor Notch (ICN: IntraCellular Notch) no se vió afectada por 

EWS/FLI1 (Figura 10, panel derecho).  

A la vista de los resultados anteriores y dado que las células de ESFT expresan EWS/FLI1 de 

forma endógena, nos preguntamos si la actividad transcripcional de los complejos β-

catenina/TCF estaría inhibida de forma constitutiva en estas células. Para evaluar esta 

hipótesis, utilizando los plásmidos pTOPFLASH y pFOPFLASH, analizamos la respuesta 

transcripcional a β-catS37Y de varias líneas de ESFT. Lo primero que nos llamó la atención, fue 

que la actividad basal de los complejos β-catenina/TCF era baja (razón pTOPFLASH/ 

pFOPFLASH~2, Figura 11, columnas amarillas). Además, como habíamos hipotetizado, β-

catS37Y era incapaz de estimular la transcripción dependiente de los sitios β-catenina/TCF del 

plámido pTOPFLASH en células de ESFT, algo que sí hacía en las células HEK-293T, que 

usamos como control positivo (Figura 11).  

 

 

 
Figura 13.  Una versión constitutivamente activa de TCF4 (TCF4-VP16), pero no β-catenina, puede activar la 

transcripción de DKK-1 en células A673 de ESFT. Las células A673 y HEK-293T (control positivo) fueron co-

trasfectadas con el plásmido reportero del promotor de DKK-1 y el plásmido pRL-TK, junto con β-catwt (+), TCF4-

VP16 (+) o sus correspondientes vectores vacíos (-). Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y se 
midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y de Renilla. Esta última se usó como control interno. Las barras 

de error representan la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: ***p<0,001.  

 

Por otro lado, si la activación dependiente de β-catenina/TCF está bloqueada por EWS/FLI1 

en células de ESFT, el silenciamiento de EWS/FLI1 debería restaurar la capacidad de β-

catS37Y de estimular el plásmido pTOPFLASH en estas líneas. Efectivamente, el silenciamiento 

de EWS/FLI1 tras el tratamiento con doxiciclina de la línea celular A673/TR/shEF (Figura 

12A), o tras la trasfección transitoria de un shARN dirigido contra EWS/FLI1 en la línea 

celular RD-ES (Figura 12B), produjo un incremento significativo de la actividad 

transcripcional β-catenina/TCF en respuesta a β-catS37Y. Para comprobar que la expresión 
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transitoria del shARN de EWS/FLI1 en células RD-ES inhibía eficientemente la actividad 

trascripcional de EWS/FLI1 utilizamos un plásmido reportero que contiene un fragmento del 

promotor del gen DAX1, que es una diana transcripcional directa de EWS/FLI1 ( (Kinsey M 

et al., 2006; Garcia-Aragoncillo E et al., 2008); ver Materiales y Métodos). En la figura 12C 

podemos ver cómo la expresión transitoria del shARN de EWS/FLI1 inhibió 

significativamente (58%) la actividad transcripcional de EWS/FLI1, lo que sugiere una 

reducción en los niveles de proteína. En resumen, todos estos datos apoyan la hipótesis de que 

EWS/FLI1 inhibe la actividad transcripcional de los complejos β-catenina/TCF en células de 

ESFT.  

 

Tabla 5. Principales 20 grupos de genes que muestran sitios de unión de factores de transcripción conservados en 

sus promotores y que ven reprimida su expresión significativamente por EWS/FLI1 en la línea celular de ESFT, 

A673. El grupo de genes que contienen sitios de unión específicos para LEF-1 en sus promotores aparece resaltado 

 

(*) Las secuencias de sitios de unión están catalogadas en (Xie X et al., 2005) y representan elementos reguladores 

conocidos en promotores conservados en genomas de humano, ratón, rata y perro. 

 

Los resultados previos permitían hipotetizar que al menos una serie de genes diana de β-

catenina/TCF deberían ser inhibidos por EWS/FLI1. Para intentar confirmar esta hipótesis, 

realizamos un análisis bio-informático denominado “Gene Set Enrichment Analysis” (GSEA) 

(Subramanian A et al., 2005), que sirve para determinar si una lista de genes (en nuestro caso, 

genes que comparten un sitio de unión específico para un factor de transcripción concreto) 

está enriquecida en genes de una segunda lista (en nuestro caso, la lista de genes regulados por 

EWS/FLI1 en células A673). Para nuestro análisis utilizamos 615 listas con genes que 

comparten el sitio de unión para un factor de transcripción concreto, según están definidos en 

la base de datos TRANSFAC (versión 7.4, http://www.generegulation.com/), y conservados 

http://www.generegulation.com/
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en el genoma humano, de rata, ratón y perro (Xie X et al., 2005). Estas listas se enfrentaron 

contra nuestra segunda lista de genes regulados por EWS/FLI1 en células A673 utilizando el 

método estadístico de la t de Student. En el análisis GSEA, identificamos varias listas de genes 

que están enriquecidas significativamente en genes regulados negativamente por  EWS/FLI1 

en células A673. (Tabla 5).  

Una de estas listas, en posición 9, contiene genes con el sitio de unión del factor de 

transcripción  LEF-1 (CTTTGT), apoyando nuestra hipótesis y sugiriendo que la represión de 

genes diana de los factores TCF/LEF es una característica general de la proteína EWS/FLI1.  

Adicionalmente, comparamos la lista de genes reprimidos por EWS/FLI1 en células A673 

con la lista de genes diana de TCF/LEF disponible en "The Wnt Homepage" 

(http://www.stanford.edu/~musse/pathways/targets.html). Esta comparación mostró que 

una proporción significativa de genes activados por los complejos β-catenina/TCF eran 

reprimidos por EWS/FLI1 en la línea celular A673 (Tabla 6). Además, también observamos  

 

Tabla 6. Lista de genes activados por β-catenina/TCF (http://www.stanford.edu/~musse/pathways/targets.html) 

y reprimidos por EWS/FLI1 en la linea celular de ESFT, A673 

 

(1) Referencias donde se describen activaciones dependientes de β-catenin/TCF; (2) Veces de inducción de la 

expresión de los genes  después del silenciamiento de EWS/FLI1 en la línea celular A673/TR/shEF 

 

que los genes de otros componentes de la vía Wnt, que no habían sido previamente 

identificados como genes diana de β-catenina/TCF, eran reprimidos por EWS/FLI1. Entre 

ellos podemos citar a KREMEN1 (un receptor de DKK-1), CTNNBIP1 (proteína de interacción 

http://www.stanford.edu/~musse/pathways/targets.html
http://www.stanford.edu/~musse/pathways/targets.html
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con  β-catenina) o DACT1 (Dapper, antagonista de β-catenina). En resumen, estos análisis 

indican que la represión de genes diana de TCF/LEF podría ser una característica general de 

la proteína EWS/FLI1 en células de ESFT. 

 

 

 
 

Figura 14. TCF4-VP16, pero no β-catenina, induce la actividad transcripcional β-catenina/TCF en células 

A673. Las células A673 y HEK-293T (control positivo) fueron co-transfectadas con los plásmidos reporteros 

pTOPFLASH o pFOPFLASH (representados en la figura 9),  junto con β-catenina (+, β-catwt), TCF4-VP16 (+) o 

los correspondientes vectores vacíos (-). Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y se midieron las 

actividades luciferasa de luciérnaga y de Renilla. Esta última se usó como control interno. Las barras de error 

representan la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: ***p<0,001. 

 

 

1.4. LA EXPRESIÓN DE UNA FORMA CONSTITUTIVAMENTE ACTIVA DE TCF4  RESCATA LA 

ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL β-CATENINA/TCF EN CÉLULAS DE SARCOMA DE EWING.    

Los resultados anteriores indican que las células de ESFT tienen bloqueada la respuesta 

transcripcional al complejo β-catenina/TCF. Si esto es así, β-catenina debería ser incapaz de 

activar la transcripción de DKK-1 en la línea celular A673. Confirmando esta hipótesis, 

nuestros resultados demostraron que efectivamente β-catenina no era capaz de estimular la 

transcripción mediada por el promotor de DKK-1 en estas células, mientras sí indujo un 

incremento de 4,5 veces en la línea control HEK-293T (Figura 13). 

Seguidamente, nos preguntamos si EWS/FLI1 estaría bloqueando la acción del complejo β-

catenina/TCF interfiriendo con la unión de éste a los elementos de respuesta a Wnt presentes 

en los promotores de los genes diana. Para intentar responder a esta pregunta utilizamos una 

construcción constitutivamente activa del factor de transcripción TCF4 (TCF4-VP16) 

generada mediante su fusión a un co-activador viral, VP16 (Gonzalez-Sancho JM et al., 2005). 

TCF4-VP16 está activo de forma constitutiva y su actividad transcripcional es independiente 

de la unión a β-catenina. En claro contraste con la respuesta a β-catenina, TCF4-VP16 activó 
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la transcripción de DKK-1 en células A673 de forma comparable a como lo hizo en células 

HEK-293T (Figura 13). 

En la misma línea, el plásmido pTOPFLASH, que no es estimulado por β-catenina en células 

A673, fue activado aproximadamente 10 veces por TCF4-VP16 (Figura 14). Además, a 

diferencia de lo que ocurre con β-catenina, la activación de pTOPFLASH por TCF4-VP16 no 

pudo ser inhibida por EWS/FLI1 en células HEK-293T  (Figura 15). Así pues, nuestros datos 

indican que una forma constitutivamente activa de TCF4 (TCF4-VP16), es capaz de unirse a 

los elementos de respuesta β-catenina/TCF en los promotores de sus genes diana, estimulando 

la transcripción de los mismos, y EWS/FLI1 es incapaz de interferir con esta unión. 

 

 

Figura 15. El efecto inhibitorio de EWS/FLI1 sobre la transcripción mediada por los complejos β-

catenina/TCF no se debe a una inibición de la unión de los factores TCF/LEF al ADN. Las células HEK-293T 
fueron co-transfectadas con los plásmidos reporteros pTOPFLASH o pFOPFLASH (representados en la figura 9), 

junto con β-catS37Y (+), TCF4-VP16 (+), EWS/FLI1 (+) o los correspondientes vectores vacíos (-). Las células 

fueron lisadas 48 h después de la transfeccion y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y de Renilla. 

Esta última se usó como control interno. Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada 

mediante ANOVA: *p<0,05; ***p<0,001. 
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2. MECANISMO DE INHIBICION DE LA VÍA WNT/β-CATENINA 

MEDIADO POR EWS/FLI1 

2.1. EWS/FLI1 NO INTERFIERE CON EL TRANSPORTE de β -CATENINA AL NÚCLEO 

La proteína β-catenina tiene la propiedad de movilizarse desde la membrana o el citoplasma al 

núcleo, donde ejerce su papel como co-activador de los factores de transcripción de la familia 

TCF/LEF  (Stadeli R et al., 2006; Willert K y Jones KA, 2006; Mosimann C et al., 2009; 

Takemaru K et al., 2009; Jamieson C et al., 2012). Así, la acumulación de β-catenina en el 

citoplasma, al inhibirse su degradación en respuesta a factores Wnt (Mosimann C et al., 2009), 

conlleva su transporte al núcleo y la consiguiente activación de la transcripción mediada por 

los complejos β-catenina/TCF. Por el contrario, la actividad transcripcional de la vía Wnt/β-

catenina disminuye si el transporte de β-catenina al núcleo es bloqueado por diversos factores 

(Mosimann C et al., 2009). A la vista de nuestros resultados, nos planteamos la posibilidad de 

que la proteína EWS/FLI1 pudiera disminuir la actividad transcripcional β-catenina/TCF y 

consecuentemente la expresión de DKK-1 mediante el bloqueo del transporte de β-catenina al 

núcleo. Para confirmar o refutar esta hipótesis, realizamos ensayos de fraccionamiento 

subcelular y western blot en células A673 de ESFT tratadas con medio condicionado por 

Wnt3a. Estos experimentos demostraron que β-catenina se acumula en el citosol y en el 

núcleo de estas células en respuesta a Wnt3a (Figura 16), lo que descarta un efecto de  

EWS/FLI1 sobre el transporte de β-catenina al núcleo.  

 

 

Figura 16. β-catenina se acumula en el citosol de las células A673 y entra en el núcleo en respuesta a Wnt3a. 
Las células A673 fueron tratadas con medio condicionado control (-) o con Wnt3a (+) durante 3 h. Las muestras de 

proteína fueron obtenidas como se describe en Materiales y métodos. En los western blots de las fracciones citosólicas 

(izquierda) y nucleares (derecha) se usó el anticuerpo anti- β-catenina. Como controles de carga citosólico y nuclear 

se usaron GSK3β y nucleolina, respectivamente. 

 

Además, se adquirieron imágenes de microscopía confocal de células de cáncer de colon 

SW480-ADH, transfectadas con EWS/FLI1, con el fin de determinar si la localización 

nuclear de β-catenina en estas células se ve alterada por la oncoproteína (Figura 17). Las 
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imágenes muestran claramente que EWS/FLI1 no afecta a la localización nuclear de β-

catenina, aunque no podemos descartar un ligero efecto sobre sus niveles. 

 

 
 

Figura 17. La proteína EWS/FLI1 no afecta al patrón de expresión de β-catenina en células SW480-ADH. 

Imágenes de microscopía confocal de un plano ecuatorial de células SW480-ADH transfectadas con EWS/FLI1. 

La expresión de β-catenina (rojo) y EWS/FLI1 (verde) se analizó mediante inmunofluorescencia; los núcleos se 

tiñeron con DAPI. Barra de escala, 10 µm. 
 

 

Por otro lado, se sabe que, en células epiteliales, β-catenina forma parte de las uniones 

adherentes de la membrana plasmática donde forma complejos con otras proteínas entre las 

que destaca la E-cadherina (Heuberger J y Birchmeier W, 2010). En este sentido, nuestro 

grupo ha descrito anteriormente en células de cáncer de colon que la inducción de E-

cadherina hace que β-catenina se relocalice en la membrana plasmática disminuyendo su 

transporte al núcleo y por consiguiente, la actividad transcripcional β-catenina/TCF (Palmer 

HG et al., 2001). Aunque E-cadherina es un marcador epitelial y no se considera marcador de 

sarcomas, algunos autores han demostrado la expresión de E-cadherina en tumores de Ewing, 

al menos en determinados contextos o líneas celulares (Sanceau J et al., 2003; Tirado OM et 

al., 2006; Kang HG et al., 2007). Otros, sin embargo, siguen negando su expresión 

generalizada en este tipo de tumores (Schuetz AN et al., 2005). A pesar de estas discrepancias, 

para descartar un posible papel de E-cadherina en el efecto que EWS/FLI1 tiene sobre la 

actividad β-catenina/TCF, se realizaron ensayos con el plásmido reportero pTOPFLASH en 

células de cáncer de colon LS174T que no expresan E-cadherina debido a una mutación en su 

gen (CDH1/E-caderina) que impide la traducción de la proteína (Efstathiou JA et al., 1999).  

 

 



 

74 

 

 

Figura 18. La proteína EWS/FLI1 inhibe la actividad Wnt/β-catenina en células que carecen de E-cadherina 

(LS174T). Las células LS174T fueron co-transfectadas con los plásmidos reporteros  pTOPFLASH o pFOPFLASH 
(representados en la figura 9), y β-catenina (+) o su correspondiente vector vacío (-) en presencia o ausencia (-) de 

las cantidades indicadas de EWS/FLI1 (en ng). Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y se 
midieron las actividads luciferasa de luciérnaga y Renilla, respectivamente. Esta última se usó como control interno. 

Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: *p<0,05; ***p<0,001.  

 

Como se puede ver en la figura 18, EWS/FLI1 inhibió la actividad transcripcional β-

catenina/TCF en las células LS174T, descartándose así que el mecanismo de acción de 

EWS/FLI1 implique el secuestro en membrana de β-catenina unida a E-cadherina. 

 

Por otro lado, se adquirieron imágenes de microscopía confocal de células HEK-293T, 

transfectadas con EWS/FLI1, con el fin de determinar si se ve alterada la localización en 

membrana de la proteína β-catenina en presencia de la oncoproteína (Figura 19). Las 

imágenes muestran claramente que EWS/FLI1 no afecta a la localización de β-catenina en la 

membrana plasmática. 
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Figura 19.  La proteína EWS/FLI1 no afecta al patrón de expresión de β-catenina en células HEK-293T. 
Imágenes de microscopía confocal de un plano ecuatorial de células HEK-293T transfectadas con EWS/FLI1. La 

expresión de β-catenina (rojo) y EWS/FLI1 (verde) se analizó mediante inmunofluorescencia; los núcleos se 

tiñeron con DAPI. Barra de escala, 10 µm. 
 

 

Figura 20. (A) Represión del promotor de DKK-1 por la proteína c-Myc en células HEK-293T.  Las células 

HEK-293T fueron co-trasfectadas con el plásmido reportero del promotor de DKK-1 (-2238/+112) junto con 

vectores de expresion de β-catenina (+), c-Myc (50 o 100 ng) o sus correspondientes vectores vacíos (-). Las células 

fueron lisadas 48 h después de la transfección y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla, 

respectivamente. Esta última se usó como control interno . Las barras de error representan la SD. La estadística fue 

generada mediante ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (B) Activación del promotor de c-MYC por la 

proteína EWS/FLI1 en células HEK-293T. Las células HEK-293T fueron co-trasfectadas con el plásmido 

reportero del promotor de c-MYC (c-Myc/P1P2) junto con vectores de expresión de EWS/FLI1 (+), c-Myc (+) o 

sus correspondientes vectores vacíos (-). Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y fueron 
procesadas como en (A). Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada igual que en (A). 
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2.2. EL PROTO-ONCOGÉN c-MYC INHIBE LA EXPRESIÓN DEL GEN DICKKOPF-1 DE FORMA 

INDEPENDIENTE DE EWS/FLI1 

Estudios realizados por varios grupos han demostrado que el proto-oncogén c-MYC está 

expresado a niveles muy elevados en la mayoría de líneas celulares de ESFT (Bailly RA et al., 

1994; Dauphinot L et al., 2001; Nishimori H et al., 2002).  

 

Figura 21.  Mad bloquea la actividad transcripcional de c-Myc en células HEK-293T. Las células HEK-293T 

fueron co-trasfectadas con los plásmidos reporteros Ebox-WT  o Ebox-MT y pRL-TK,  junto con los vectores de 
expresión  de Mad (+), c-Myc (+) o sus correspondientes vectores vacíos (-). Las células fueron lisadas 48 h después 

de la transfección y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla, respectivamente. Esta última se 

usó como control interno. Las barras de error representan la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Ebox-WT= elemento de respuesta a c-Myc; Ebox-MT= elemento de respuesta a c-

Myc con los sitios de unión mutados.  

 

La proteína c-Myc es un factor de transcripción implicado en numerosos procesos celulares, 

entre los que se encuentran el desarrollo embrionario, la organogénesis, el ciclo celular, la 

apoptosis (Meyer N y Penn LZ, 2008; Luscher B y Vervoorts J, 2012) y la oncogénesis 

(Albihn A et al., 2010; Myant K y Sansom OJ, 2011; Wang C et al., 2011; Dang CV, 2012). 

Además, es una diana transcripcional de EWS/FLI1, lo que podría explicar su elevada 

expresión en tumores de Ewing (Noguera R et al., 1992; Bailly RA et al., 1994; Dauphinot L et 

al., 2001; Nishimori H et al., 2002). Como ya se ha comentado en la Introducción, se ha 

publicado que los genes Id2 y hTERT  están regulados por EWS/FLI1, y que esta regulación 
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podría ocurrir, en parte, a través de la proteína c-Myc (Luscher B, 2001; Fukuma M et al., 

2003; Janknecht R, 2004), por lo que nos planteamos la posibilidad de que la regulación de 

DKK-1 por EWS/FLI1 estuviese mediada a través de c-Myc. No existían, sin embargo, 

evidencias publicadas que demostrasen una posible regulación de la expresión de DKK-1 por 

c-Myc. Por ello, realizamos ensayos de transfección transitoria y transactivacion de gen 

reportero con el fin de estudiar si el promotor de DKK-1 era inhibido por la proteína c-Myc en  

células HEK-293T. En efecto, como se puede ver en la figura 20A, la actividad basal del 

promotor de DKK-1 es inhibida por c-Myc de forma dependiente de dosis. Igualmente, la 

activación del promotor de DKK-1 por  β-catenina es inhibida por c-Myc (Figura 20A). 

Por otro lado, la expresión exógena de EWS/FLI1 en estas células era capaz de inducir de 

forma significativa la actividad del promotor de c-MYC (Figura 20B), lo que en principio se 

ajustaba a nuestra hipótesis en la que EWS/FLI1 inhibiría la expresión de DKK-1 a través de 

la inducción de c-Myc. 

 

                                    

Figura 22. La inhibición del promotor de DKK-1 mediada por EWS/FLI1 no es rescatada por el  dominante 

negativo de c-Myc (Mad) en células HEK-293T. Las células HEK-293T fueron co-trasfectadas con el plásmido 

reportero del promotor de DKK-1 (-2238/+112) y con el plásmido pRL-TK,  junto con los vectores de expresión de 

Mad (+), c-Myc (+), β-catenina (+), EWS/FLI1 (+) o sus correspondientes vectores vacíos (-). Las células fueron 

lisadas 48 h después de la transfección y se midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla, 

respectivamente. Esta última se usó como control interno. Las barras de error representan la SD. La estadística fue 

generada mediante ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Sin embargo, una vez demostramos que la proteína c-Myc inhibe la actividad del promotor de 

DKK-1 y que EWS/FLI1 es capaz de activar el promotor del gen c-MYC en células HEK-

293T, quisimos comprobar si un inhibidor de c-Myc, la proteína Mad, era capaz de revertir la 

inhibición de DKK-1 mediada por EWS/FLI1. Antes de eso, confirmamos la funcionalidad de 

nuestra construcción de Mad, utilizando un plásmido que contiene 4 elementos de respuesta a 

la proteína c-Myc (Ebox-WT) clonados delante del gen que codifica la proteína luciferasa de 

luciérnaga y su correspondiente control, que contiene dichos elementos mutados (Ebox-MT). 

Como se observa en la figura 21, la proteína Mad, interfiere eficientemente la activación 

transcripcional mediada por c-Myc a través de las cajas E. Sin embargo, cuando estudiamos el 

efecto de Mad sobre la activación  del promotor de DKK-1 por β-catenina nos encontramos 

que, aunque Mad es capaz de revertir la inhibición inducida por c-Myc, no puede hacer lo 

mismo con la inhibición dependiente de EWS/FLI1 (Figura 22). Este resultado sugiere que 

ambos eventos son independientes, y por lo tanto EWS/FLI1 no parece inhibir el promotor de 

DKK-1 a través de la proteína c-Myc.  

 

 

Figura 23. Expresión endógena de LEF-1 en distintas  líneas de ESFT. Análisis por western blot de la expresión de 

LEF-1 en células HEK-293T, SW480 (de cáncer de colon) y una serie de líneas celulares de ESFT. Se usó β-actina 

como control de carga. 

 

2.3. EWS/FLI1 INTERFIERE CON LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO β-CATENINA/LEF-1 

La transcripción de los genes diana de la vía Wnt/β-catenina es dependiente de la interacción 

entre β-catenina y los factores TCF/LEF (Stadeli R et al., 2006; Willert K y Jones KA, 2006; 

Mosimann C et al., 2009; Takemaru K et al., 2009; Jamieson C et al., 2012). De todos los 

miembros de la familia TCF/LEF, el factor LEF-1 es el más estudiado y está implicado en 

múltiples procesos como el desarrollo embrionario, la transición epitelio mesénquima, la 

diferenciación de melanocitos y la hematopoyesis (Oosterwegel M et al., 1993; Takeda K et al., 
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2000; Skromne I y Stern CD, 2001; Nawshad A y Hay ED, 2003; Schmidt M et al., 2004; 

Skokowa J y Welte K, 2007). 

 

Al analizar los niveles de LEF-1 en distintas líneas celulares de ESFT (Figura 23), nos dimos 

cuenta que la línea celular que mostraba los niveles más elevados de LEF-1, la línea celular 

SK-N-MC, era precisamente, la línea celular que presentaba más actividad transcripcional β-

catenina/TCF (Figura 11). Por este motivo, investigamos si EWS/FLI1 podía interferir con la 

capacidad de β-catenina  para interaccionar con LEF-1. Para ello, en primer lugar, realizamos 

un ensayo de transfección transitoria con la construcción de 2,2 kb del promotor de DKK-1 en 

células HEK-293T (Figura 24). En este experimento evaluamos la capacidad de LEF-1, de 

rescatar la inhibición producida por la proteína EWS/FLI1 sobre el promotor de DKK-1. 

 

Figura 24. LEF-1 revierte parcialmente la inhibición por parte de la proteína EWS/FLI1 de la activación del 

promotor de DKK-1. Las células HEK-293T fueron co-trasfectadas con el plásmido reportero del promotor de 

DKK-1 (-2238/+112) y con pRL-TK, junto con β-catenina (+), EWS/FLI1 (+), LEF-1 (+) o sus correspondientes 

vectores vacíos (-). Las células fueron lisadas 48 h después de la transfección y se midieron las actividades luciferasa 
de luciérnaga y Renilla, respectivamente. Esta última se usó como control interno. Las barras de error representan 

la SD. La estadística fue generada mediante ANOVA: **p<0,01; ***p<0,001. 
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Como se puede apreciar en la figura 24, la expresión de LEF-1 produjo una estimulación del 

promotor de DKK-1 en condiciones basales. Además, potenció el efecto activador de β-

catenina sobre dicho promotor. La expresión de EWS/FLI1 produjo una reducción de 

aproximadamente el 80% en la estimulación del promotor de DKK-1 inducida por β-catenina. 

Este efecto fue revertido en gran medida por la sobreexpresión de LEF-1. Teniendo en cuenta 

los datos de la tabla 5, que indican que es común la presencia de sitios de unión para el factor 

LEF-1 en los promotores de genes reprimidos por EWS/FLI1 y sumando las evidencias de la 

figura 24, que sugieren que EWS/FLI1 posiblemente interfiere con la interacción entre β-

catenina y LEF-1, diseñamos experimentos de inmunoprecipitación para investigar la 

posibilidad de que EWS/FLI1 interfiriese con la capacidad de β-catenina para interaccionar 

con LEF-1. Para ello, co-transfectamos células HEK-293T con vectores de expresión para β-

catS37Y y LEF-1-HA (LEF-1 unido a una etiqueta HA), en presencia o ausencia de EWS/FLI1 

e inmunoprecipitamos con un anticuerpo contra la etiqueta HA. Los datos mostraron que la 

cantidad de β-catenina co-inmunoprecipitada con LEF-1 era claramente inferior en presencia 

de EWS/FLI1 (Figura 25A), lo que indica que este factor de transcripción aberrante inhibe la 

formación del complejo entre β-catenina  y LEF-1.  Además, EWS/FLI1 era específicamente 

inmunoprecipitado junto con LEF-1 (Figura 25A). Por otro lado, en una inmunoprecipitación 

paralela, utilizando anticuerpos contra β-catenina, EWS/FLI1 fue detectado con muy baja 

intensidad después de una larga exposición (datos no mostrados), sugiriendo que EWS/FLI1 

podría unirse preferentemente a LEF-1, compitiendo así con β-catenina por su unión a LEF-1. 

 

 En algunas réplicas de inmunoprecipitaciones similares a las de la figura 25A observamos un 

ligero descenso de la cantidad total de β-catenina en los extractos celulares tras la expresión de 

EWS/FLI1, que era variable dependiendo del experimento. Para descartar que estas pequeñas 

variaciones en los niveles de β-catenina fueran las responsables de los efectos que EWS/FLI1 

tiene sobre la formación del complejo β-catenina/LEF-1, diseñamos un nuevo experimento en 

el cual las células HEK-293T fueron co-transfectadas con β-catS37Y, LEF-1-HA y 

concentraciones variables del plásmido de expresión de EWS/FLI1 (Figura 25B). El resultado 

mostrado en el panel inferior de la figura 25B, confirmó que  los niveles de β-catenina en el 

extracto total permanecieron razonablemente constantes a tres dosis diferentes de EWS/FLI1, 

mientras que se observa una progresiva disminución de las cantidades de β-catenina unidas a 

LEF-1 a medida que incrementamos la dosis de EWS/FLI1 (Figure 25B, panel superior), 

reforzando así la idea de que EWS/FLI1 inhibe la formación del complejo β-catenina/LEF-1 

independientemente de posibles efectos pequeños que pudieran existir sobre los niveles de β-

catenina. 
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Figura 25. EWS/FLI1 se une a LEF-1 e interfiere con la formacion del complejo β-catenina/LEF-1. (A) Células 

HEK-293T, cultivadas en placas Petri de 10 cm fueron co-transfectadas con β-catS37Y (2 µg) y LEF-1-HA (2 µg), en 

presencia (+) o ausencia (-) de EWS/FLI1 (6 µg). 1,5 mg de extracto proteico total fue inmunoprecipitado con 
anticuerpos anti-HA o IgG (control) como se indica, y se analizó por western blotting usando anticuerpos anti-β-

catenina y anti-FLI1 (paneles superiores). Los extractos totales (inputs) también se analizaron con estos mismos 

anticuerpos (paneles inferiores). IP, inmunoprecipitación; IB, inmunoblot. (B) Células HEK-293T fueron co-

transfectadas con β-catS37Y (2 µg), LEF-1-HA (2 µg), y diferentes dosis (0,5; 1 o 2 µg) de EWS/FLI1. 1,5 mg del 
extracto  total fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-HA y analizados como en (A). 

 

 





 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discus i ón  





D i s c u s i ó n  

 

85 

 

1. EFECTOS DE EWS/FLI1 SOBRE LA VÍA WNT/β-CATENINA Y 

SUS GENES DIANA 

Los datos experimentales disponibles hasta la fecha indican que las proteínas de fusión 

EWS/ETS son responsables de la tumorogénesis en los tumores de la familia del sarcoma de 

Ewing, principalmente actuando como factores de transcripción anómalos. Por ello, la 

identificación de genes regulados por estas proteínas oncogénicas representa un aspecto clave 

en el entendimiento de la patología molecular de estos tumores de altísima malignidad. 

 

1.1.   EL GEN DICKKOPF-1 ES UNA DIANA TRANSCRIPCIONAL DE EWS/FLI1  

En esta Tesis Doctoral demostramos que el inhibidor de la ruta Wnt/β-catenina, DKK-1, es 

una diana transcripcional de EWS/FLI1. La expresión de DKK-1 es inhibida por la proteína 

EWS/FLI1 independientemente del contexto celular y su represión en celulas de ESFT es 

revertida en presencia de shARN de EWS/FLI1. Esto concuerda con los resultados de varios 

análisis transcriptómicos (Prieur A et al., 2004; Kinsey M et al., 2006) que sugieren que DKK-1 

es un gen diana de EWS/FLI1 y está constitutivamente reprimido tanto en células como en 

tumores de la familia del sarcoma de Ewing. 

 

Aunque se han descrito elementos de respuesta negativos en la región promotora de algunos 

genes, lo más frecuente es que la represión transcripcional mediada por un determinado factor 

de transcripción se deba a su interferencia con la actividad de otro factor de transcripción o 

con una vía de señalización. En tales casos, el factor de transcripción puede competir con 

otros factores de transcripción por su unión a sitios específicos en el ADN, alterar su dinámica 

de unión y/o su actividad de transactivación vía interacciones proteína-proteína (Pascual G y 

Glass CK, 2006; Kato S et al., 2007).  

 

Como la transcripción basal del promotor de DKK-1 es inhibida por EWS/FLI1 y las células 

de ESFT expresan proteínas Wnt endógenas (Uren A et al., 2004), una explicación posible es 

que EWS/FLI1 antagonice el efecto de estos factores sobre la transcripción de DKK-1. En este 

sentido, el hecho de que la paulatina eliminación de los distintos sitios de unión a β-

catenina/TCF del promotor de DKK-1 disminuya la eficiencia con la que EWS/FLI1 inhibe 

la activación del mismo por β-catenina, nos induce a pensar lo que hemos mostrado en este 

trabajo, que EWS/FLI1 antagoniza la transcripción del gen DKK-1 mediada por β-

catenina/TCF, sugiriendo que la interferencia con los complejos β-catenina/TCF es un nuevo 

mecanismo de represión transcripcional mediada por EWS/FLI1.  



 

86 

 

Por supuesto, no podemos descartar otras posibilidades como la unión directa de EWS/FLI1 

al promotor de DKK-1. Esta hipótesis, sin embargo, parece improbable, pues aunque 

Miyagawa y colaboradores han mostrado que EWS/FLI1 es capaz de unirse al promotor de 

DKK-2, no son capaces de detectar su unión al promotor de DKK-1 en ensayos de 

inmunoprecipitación de cromatina (Miyagawa Y et al., 2009). 

 

1.2.  LA VÍA WNT/β-CATENINA ES CONSTITUTIVAMENTE REPRIMIDA POR EWS/FLI1 EN 

CÉLULAS DE ESFT 

Una conclusión muy importante de nuestro estudio es que la ruta canónica Wnt/β-catenina es 

constitutivamente reprimida por EWS/FLI1 en células de ESFT, sugiriendo que la inhibición 

de esta ruta es un paso esencial en la oncogénesis mediada por EWS/FLI1.  

 

La actividad Wnt/β-catenina no sólo es inhibida por EWS/FLI1 en sistemas de expresión 

transitorios, utilizando promotores sintéticos, en células no relacionadas con el sarcoma de 

Ewing. También hemos visto que la actividad basal β-catenina/TCF es baja en distintas líneas 

celulares de ESFT y que la activación de la ruta Wnt/β-catenina por β-catenina en estas 

células se ve reprimida por la presencia de la proteína EWS/FLI1, ya que cuando se silencia 

la expresión de EWS/FLI1 aumenta tanto la actividad basal β-catenina/TCF como su 

activación por β-catenina exógena. Cabe resaltar que las células TTC-466, que portan la 

segunda translocación más frecuente en sarcoma de Ewing (EWS/ERG), también mostraron 

actividad basal β-catenina/TCF baja y resistencia a la activación con β-catenina exógena.  

 

Dada la relación inversamente proporcional entre la expresión de EWS/FLI1 y la actividad 

de la ruta canónica Wnt/β-catenina, era lógico pensar que un cierto número de genes diana de 

β-catenina/TCF podrían ser inhibidos por EWS/FLI1. El análisis bioinformático GSEA 

confirmó esta hipótesis, dejando como corolario que la represión de genes diana de TCF/LEF 

podría ser una característica general de la proteína EWS/FLI1 en células de ESFT. 

 

Es interesante destacar que el antagonismo de EWS/FLI1 sobre la señalización por factores 

Wnt se circunscribe específicamente a la ruta canónica, ya que la señalización a través de un 

mecanismo no-canónico, dependiente de la quinasa amino-terminal de c-Jun (JNK), es 

activado por Wnt3a en células de ESFT (Endo Y et al., 2008). 
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1.3.  EWS/FLI1 INHIBE LA VÍA WNT/β-CATENINA ANTES DE LA UNIÓN DE LOS 

FACTORES TCF/LEF A SUS ELEMENTOS DE RESPUESTA EN LOS PROMOTORES DE SUS GENES 

DIANA 

El uso de la proteína de fusión TCF4-VP16 para activar de forma constitutiva e independiente 

de β-catenina promotores con sitios β-catenina/TCF nos permitió demostrar que EWS/FLI1 

antagoniza la vía Wnt/β-catenina upstream de la interacción TCF/LEF-ADN, ya que no logró 

bloquear la activación transcripcional mediada por TCF4-VP16. Esto indica que EWS/FLI1 

no puede bloquear la unión de los factores TCF/LEF a los promotores de sus genes diana.  

 

El activador transcripcional VP16 actúa en etapas posteriores a la formación del complejo de 

pre-iniciación (PIC: preinitiation complex), favoreciendo la elongación de la transcripción (Lis J 

y Wu C, 1993; Yankulov K et al., 1994; Blair WS et al., 1996; Blau J et al., 1996). Así pues, 

dado que EWS/FLI1 no bloquea la activación mediada por TCF4-VP16 de promotores con 

sitios de unión β-catenina/TCF, no es descabellado pensar que EWS/FLI1 no interfiere con 

la formación del PIC, sino con la elongación de la transcripción y dicha supresión se ve 

rescatada por un estimulador de la elongación como VP16.  

 

2. MECANISMO DE INHIBICION DE LA VÍA WNT/β-CATENINA 

MEDIADO POR EWS/FLI1 

Conocer el mecanismo mediante el cual EWS/FLI1 bloquea la vía de señalización Wnt/β-

catenina tiene gran interés científico y quizá también, un importante potencial terapéutico, ya 

que nos daría la posibilidad de interferir dicha inhibición y determinar el efecto que tiene sobre 

las células tumorales de sarcoma de Ewing.  

 

2.1. EWS/FLI1 NO INTERFIERE CON EL TRANSPORTE DE β-CATENINA AL NÚCLEO 

Nuestros experimentos, en células A673, donde la proteína β-catenina se acumula en el citosol 

y en el núcleo en respuesta a Wnt3a, demuestran que la proteína EWS/FLI1 disminuye la 

actividad transcripcional β-catenina/TCF y consecuentemente la expresión de DKK-1, sin 

afectar el transporte de β-catenina al núcleo. Esto concuerda con trabajos de otros grupos en 

los que se demuestra que la acumulación citoplasmática de β-catenina en respuesta a factores 

Wnt y su  transporte al núcleo no están alterados en células de ESFT (Uren A et al., 2004; 

Endo Y et al., 2008). Además, EWS/FLI1 inhibe la actividad transcripcional β-catenina/TCF 

independientemente de la presencia de E-cadherina, que podría secuestrarla en la membrana 
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plasmática, disminuyendo sus niveles en el núcleo. Es importante haber descartado este tipo 

de regulación, ya que se ha publicado que la expresión de E-cadherina está aumentada en 

ESFT (Tirado OM et al., 2006) y en nuestro laboratorio se había demostrado cómo en células 

de cáncer colorrectal, la expresión de E-cadherina conlleva la relocalización de β-catenina en 

las uniones adherentes intercelulares, su salida del núcleo y la disminución de la actividad 

transcripcional β-catenina/TCF (Palmer HG et al., 2001).  

 

Como se puede ver en la figura 5, DKK-2 se expresa a altos niveles en la línea celular A673 y 

en los ESFT. Dependiendo del contexto celular, DKK-2 puede funcionar como un inhibidor 

de la ruta Wnt/β-catenina evitando la acumulación de β-catenina en el citosol y, por lo tanto, 

en el núcleo (Niehrs C, 2006). Esto podría contribuir, potencialmente, a la inhibición de la vía 

Wnt/β-catenina en sarcomas de Ewing, aunque nuestros datos demuestran que no es ese el 

caso. A pesar de los elevados niveles de DKK-2 en ESFT, éste es incapaz de suprimir la 

señalización mediada por factores Wnt, ya que el tratamiento de  células A673 con Wnt3a 

conlleva la acumulación citosólica y nuclear de β-catenina, una señal de que los niveles 

superiores (upstream) de la vía Wnt/β-catenina están activos.  

 

2.2.  EWS/FLI1 NO INHIBE LA EXPRESIÓN DEL GEN DICKKOPF-1 A TRAVÉS DE C-MYC 

Nuestros datos muestran que la expresión de la proteína c-Myc produce una inhibición de la 

actividad basal del promotor de DKK-1 y de la inducida por β-catenina. En un principio, esto 

nos llevó a pensar en la posibilidad de que c-Myc, que es un gen diana de EWS/FLI1 (Bailly 

RA et al., 1994; Dauphinot L et al., 2001; Fukuma M et al., 2003), fuese el mediador del efecto 

de EWS/FLI1 sobre el promotor de DKK-1.  No parece ser el caso. Por un lado, la inhibición 

producida por c-Myc es menor a la ejercida por EWS/FLI1. Pero además, cuando 

antagonizamos la actividad transcripcional de c-Myc, co-expresando la proteína Mad, se 

rescata el efecto inhibitorio de c-Myc sobre el promotor de DKK-1, pero no se afecta en 

absoluto el efecto de EWS/FLI1 sobre dicho promotor. En conjunto, nuestros datos sugieren 

que las acciones inhibitorias de EWS/FLI1 y c-Myc sobre la expresión de DKK-1 son, en gran 

medida, independientes.  

 

2.3.  EWS/FLI1 INTERFIERE CON LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO  β -CATENINA/LEF-1 

A lo largo de este trabajo, se ha descartado que la inhibición de EWS/FLI1 sobre la actividad 

transcripcional β-catenina/TCF se deba al bloqueo de la acumulación de β-catenina en el 

citosol y su paso al núcleo, o a una represión indirecta a través de la inducción de c-Myc. Por 

otro lado, nuestros datos usando TCF4-VP16 indican que EWS/FLI1 no puede bloquear la 

unión de TCF4 al ADN sobre los promotores de sus genes diana, y también sugieren que 
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EWS/FLI1 debe interferir en un nivel anterior a la unión TCF-ADN. Dado que β-catenina 

entra en el núcleo, todo apuntaba que EWS/FLI1 actuaba inhibiendo la unión entre β-

catenina y los factores TCF/LEF.  

 

En este sentido, al sobreexpresar el factor LEF-1, el promotor de DKK-1 mostró más 

resistencia a su inhibición por parte de la proteína EWS/FLI1 tanto en condiciones basales, 

como en presencia de β-catenina. Este resultado nos adelantaba que la proteína LEF-1 debía 

tener un papel importante en la encrucijada entre EWS/FLI1 y la ruta Wnt/β-catenina. 

Efectivamente, los experimentos de inmunoprecipitación demostraron que EWS/FLI1 

bloquea la formación del complejo β-catenina-LEF-1 favoreciendo la formación del complejo 

EWS/FLI1-LEF-1. Es decir, existe una competencia entre β-catenina y EWS/FLI1 por unirse 

a LEF-1. Este mecanismo podría explicar perfectamente el efecto general de EWS/FLI1 sobre 

la transcripción mediada por β-catenina/TCF en células de sarcoma de Ewing. 

Desafortunadamente, nosotros no hemos sido capaces de detectar la unión endógena entre 

EWS/FLI1 y LEF-1 en células de ESFT, probablemente debido a que los anticuerpos 

disponibles  son inadecuados. 

 

En este sentido, serán necesarios trabajos futuros no sólo para confirmar el mecanismo 

molecular responsable de esta inhibición, sino también para mapear los dominios  

involucrados en la interacción entre EWS/FLI1 y LEF-1 (y posiblemente con otros miembros 

de la familia de factores de transcripción TCF/LEF). Dichos datos deberían ser de ayuda para 

diseñar moléculas con la habilidad de bloquear específicamente esta unión, que permitirían 

estudiar su efecto sobre  la génesis y evolución de los sarcomas de Ewing. 
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3. EL GEN DICKKOPF-1 Y LA VÍA WNT/β-CATENINA EN EL 

CONTEXTO DEL SARCOMA DE EWING 

3.1.   RELEVANCIA  DE LA INHIBICIÓN DEL GEN DICKKOPF-1 EN EL SARCOMA DE EWING 

La inhibición de DKK-1 parece ser relevante para la tumorogénesis mediada por  EWS/FLI1 

ya que la expresión ectópica de DKK-1, pero no de DKK-2, en la línea celular de sarcoma de 

Ewing SK-ES1, resultó en la supresión del crecimiento de tumores xenotransplantados en 

ratones inmunodeprimidos (Miyagawa Y et al., 2009). Esto está de acuerdo con resultados 

publicados por nuestro grupo donde la expresión de DKK-1 en células de cáncer de colon 

DLD-1 diminuyó el crecimiento celular in vitro y la formación de tumores en ratones 

inmunodeficientes (Aguilera O et al., 2006). Las células DLD-1 presentan mutaciones en el 

gen APC, teniendo la ruta Wnt/β-catenina constitutivamente activa; así pués, parece que 

DKK-1 tiene efectos antitumorales independientes de su papel como antagonista de la 

actividad transcripcional β-catenina/TCF. Estos efectos independientes de β-catenina también 

han sido descritos en las células H28 y MS-1 de mesothelioma, en las células Hela, de cáncer 

de cuello de útero, y en las células JAR y JEG3 de coriocarcinoma de placenta humana (Lee 

TC y Ziff EB, 1999; Mikheev AM et al., 2004; Peng S et al., 2006). En este sentido, se cree que 

la activación de la ruta de señalización de la quinasa JNK podría estar involucrada en alguno 

de estos efectos de DKK-1 como supresor tumoral (Lee AY et al., 2004; Mikheev AM et al., 

2004; Peng S et al., 2006). 

 

Por lo tanto, la inhibición de DKK-1 por EWS/FLI1 podría tener gran relevancia para la 

progresión del sarcoma de Ewing, no tanto por su papel como inhibidor de la actividad β-

catenina/TCF, ya que dicha actividad  ya estaría inhibida en los ESFT, sino por su posible rol 

como gen supresor tumoral de forma independiente de β-catenina.  En cualquier caso, para 

apoyar esta hipótesis, serán necesarios nuevos estudios que determinen si DKK-1 es realmente 

un supresor tumoral en sarcoma de Ewing y, dado el caso, qué mecanismos son responsables 

de su activadad supresora en células de ESFT, con el fin de determinar si la administración de 

DKK-1 exógeno podría ser una estrategia terapéutica contra esta neoplasia.  

 

Por otra parte, se sabe que las líneas celulares de sarcoma de Ewing son sensibles a inhibidores 

de desacetilasas de histonas (HDI, Histone deacetylase inhibitor) (Jaboin J et al., 2002; Sakimura 

R et al., 2005; Sonnemann J et al., 2007) que por otro lado activan la expresión de DKK-1 en 

algunos contextos celulares (Cui J et al., 2012; Wang H et al., 2012) induciéndonos a 

hipotetizar que DKK-1 pudiera tener algún papel en la sensibilidad del sarcoma de Ewing a 

HDI, siempre y cuando la expresión de DKK-1 se viese aumentada en el contexto celular del 
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sarcoma de Ewing por el tratamiento con estos inhibidores, cosa que todavía está por 

determinar. 

 

3.2.   RELEVANCIA DE LA REPRESIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DEPENDIENTE DE β-

CATENINA/TCF EN EL SARCOMA DE EWING  

La activación constitutiva, de manera aberrante, de la vía de señalización Wnt/β-catenina es 

un evento frecuente en carcinomas (Clevers H, 2006). La acumulación de β-catenina nuclear 

como indicador de activación de la vía canónica está bien documentada en diversos 

carcinomas: colorectal (Rubinfeld B et al., 1993), de próstata (Voeller HJ et al., 1998), de mama 

(Colter DC et al., 2000), y de ovario (Kobayashi K et al., 1999), entre otros. Además, 

numerosas mutaciones activadoras de la propia β-catenina (Ilyas M et al., 1997) así como 

mutaciones que inactivan componentes del complejo de destrucción de β-catenina, en 

concreto APC y Axina  (Kinzler KW et al., 1991), han sido bien caracterizadas en carcinoma 

colorrectal y otros. Adicionalmente, existen evidencias funcionales que demuestran que la 

activación aberrante de la vía Wnt/β-catenina en carcinomas juega un papel esencial en la 

progresión tumoral y en el caso del cáncer de colon, paradigma de activación de esta ruta, está 

considerada el evento iniciador del proceso neoplásico (Albuquerque C et al., 2002; 

MacDonald BT et al., 2009). Sin embargo, nuestros datos sugieren que la señalización a través 

de la vía Wnt/β-catenina podría tener un papel muy diferente en sarcomagénesis si lo 

comparamos con lo que ocurre en la carcinogénesis. La represión constitutiva de esta vía en 

sarcoma de Ewing sugiere que este evento podría jugar un papel relevante en la oncogénesis 

mediada por EWS/FLI1. Aunque esta hipótesis supone asignar a la vía Wnt/β-catenina un 

rol opuesto al demostrado en carcinomas, ya hay antecedentes de que la inhibición de esta 

ruta es un paso necesario para el desarrollo de sarcomas pleomórficos desdiferenciados de alto 

grado  (Matushansky I et al., 2007). De hecho, estos autores sugieren que  la inhibición de la 

vía Wnt/β-catenina es un evento pro-oncogénico en células troncales mesenquimales, 

mientras que su activación tendría propiedades supresoras de tumores mesenquimales 

(Matushansky I et al., 2007). Además, en contraste con los carcinomas, la actividad nuclear β-

catenina/TCF en sarcomas no es significativa (Arango NA et al., 2005), con excepción de 

algunos sarcomas (Saito T et al., 2002; Bhattacharya B et al., 2005). 

 

En resumen, estos estudios apuntan a que mantener inactiva la vía Wnt/β-catenina es 

necesario para, al menos, algunos tipos de sarcoma y el sarcoma de Ewing podría ser uno de 

ellos, como avalarían nuestros resultados.  
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La inhibición por parte de EWS/FLI1 de la señalización mediada por Wnt/β-catenina en 

células de sarcoma de Ewing afecta a múltiples genes diana de β-catenina/TCF, haciendo 

difícil la identificación de genes específicos que pudieran estar involucrados en el proceso 

tumorogénico. Uno de estos genes podría ser DKK-1 (como comentamos anteriormente). Sin 

embargo, nosotros pensamos que puesto que la transcripción dependiente de β-catenina/TCF 

parece estar globalmente reprimida en sarcomas de Ewing, el estudio de la importancia 

funcional de la vía Wnt/β-catenina en el proceso tumorogénico, debería ser también abordado 

de forma global.  

 

3.2.1. Diferenciación y origen celular del Sarcoma de Ewing: EWS/FLI1 y vía Wnt/β-

catenina 

 

Los sarcomas de Ewing se caracterizan por ser tumores indiferenciados, con cierto carácter 

neural, compuestos por células primitivas indiferenciadas (Ushigome S et al., 1992; Rorie CJ et 

al., 2004; Shu CH et al., 2002) En este sentido, existen evidencias experimentales que sugieren 

que EWS/FLI1 inhibe la diferenciación asociada a tejido, ya que su expresión ectópica en 

células mesenquimales pluripotentes bloquea su diferenciación en etapas tempranas (Torchia 

EC et al., 2003; Lin PP et al., 2008). Así, el motivo por el cuál el sarcoma de Ewing está 

compuesto por células primitivas indiferenciadas podría ser que EWS/FLI1 mantiene las 

células originarias del tumor en un estadío temprano de diferenciación o completamente 

indiferenciadas (Lin PP et al., 2008). Es tentador pensar en la existencia de alguna relación 

entre el papel de EWS/FLI1 en el bloqueo de la diferenciación asociada a tejido y el hecho de 

que EWS/FLI1 bloquee la ruta Wnt/β-catenina, la cual tiene un papel clave en diferenciación 

y en la determinación de distintos linajes celulares (Boland GM et al., 2004; de Boer J et al., 

2004a; De Boer J et al., 2004b; Etheridge SL et al., 2004). Dicho de otra forma, la inhibición de 

la actividad Wnt/β-catenina en sarcoma de Ewing podría ser la responsable del carácter 

indiferenciado de estos tumores. Se sabe, por ejemplo, que EWS/FLI1 bloquea procesos de 

diferenciación concretos como son la osteoblastogénesis y la miogénesis (Eliazer S et al., 2003; 

Torchia EC et al., 2003) y es posible que, en parte, ese bloqueo se explique a través de la 

inhibición de la vía Wnt/β-catenina cuya importancia en la ejecución de estos dos procesos es 

bien conocida (Church VL y Francis-West P, 2002; Bain G et al., 2003; Polesskaya A et al., 

2003; Arango NA et al., 2005; Gaur T et al., 2005; Garcia-Gras E et al., 2006; Shang Y et al., 

2007). 

 

Como se ha comentado en la Introducción de esta Tesis Doctoral una cuestión que permanece 

todavía en discusión es la identidad de las células a partir de las cuales se originan los tumores 
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de la familia del sarcoma de Ewing, que muestran permisividad para la transformación 

mediada por EWS/FLI1 (Kovar H, 2005). Estos tumores, a pesar de presentar un fenotipo 

indiferenciado, muestran características neuroectodérmicas, es decir, histológicamente, el 

sarcoma de Ewing parece un tumor de células neuroectodérmicas primitivas y, de hecho, hace 

tiempo que se hipotetizó que estos sarcomas se originaban a partir de tales células (Cavazzana 

AO et al., 1987; Rettig WJ et al., 1992; O'Regan S et al., 1995; Arvand A et al., 2001; Suh CH et 

al., 2002; Staege MS et al., 2004; Khoury JD, 2005). Apoyando esta hipótesis, marcadores 

neuronales tempranos tales como la enolasa específica de neuronas (NSE: neuron-specific 

enolase) y la proteína S-100, están presentes en algunos sarcomas de Ewing (Rettig WJ et al., 

1992; Franchi A et al., 2001). Además, mediante microscopía electrónica, pueden observarse 

gránulos neurosecretores, en algunos de estos tumores (Suh CH et al., 2002). En este mismo 

sentido, experimentos de laboratorio han demostrado que las células de sarcoma de Ewing 

pueden ser inducidas a diferenciar hacia linajes neuronales in vitro y adquirir procesos 

neuríticos tras una estimulación apropiada (Navarro S et al., 1990). 

Sin embargo, cada vez cobra más fuerza la posibilidad de que las características 

neuroectodérmicas del sarcoma de Ewing sean un resultado directo de la expresión de 

EWS/FLI1 y no necesariamente del origen celular (Lin PP et al., 2011). Existen varias 

evidencias que apoyan esta hipótesis. Por un lado, células humanas que no son de origen 

neuroectodérmico pero que expresan EWS/FLI1 de forma ectópica muestran una morfología 

redondeada y expresan algunos de los marcadores neuroectodérmicos presentes en sarcoma de 

Ewing (Miyagawa Y et al., 2008; Riggi N et al., 2008). Por otro, los tumores formados a partir 

de la línea celular de fibroblastos murinos NIH3T3 transformada mediante la expresión 

exógena de EWS/FLI1 adquieren ciertas características neurales, con una morfología de 

células redondas y pequeñas típicas del sarcoma de Ewing, pero muy distintas de las de los 

fibrosarcomas (Teitell MA et al., 1999). Además, un grupo de sarcomas bi-fenotípicos de 

tejidos blandos que contienen EWS/FLI1 o EWS/ERG, presentan un menor grado de 

diferenciación miogénica que los rhabdomiosarcomas sin translocaciones, mientras que 

manifiestan algunas características neurales (Sorensen PH et al., 1995; Thorner P et al., 1996; 

Tan SY et al., 2001). De hecho, en las células de rhabdomiosarcoma que expresan EWS/FLI1 

de forma exógena la diferenciación terminal a músculo esquelético está casi completamente 

perdida, siendo sustituida por una diferenciación de marcado carácter neural, con aparición de 

neuritas, gránulos de núcleo denso y expresión de varios genes asociados a neuronas (Teitell 

MA et al., 1999; Hu-Lieskovan S et al., 2005b), entre los que se encuentran Krox20, MSX1 

(Streit A y Stern CD, 1999) y c-MYC, marcadores de cresta neural durante el desarrollo. En 

otros estudios, células progenitoras mesenquimales transformadas con EWS/FLI1 adquieren 
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el marcador neuronal de superficie celular NSE (Riggi N et al., 2005), presente también en 

células de sarcoma de Ewing (Amann G et al., 1999). 

En resumen, EWS/FLI1 puede inducir un fenotipo neural típico de sarcoma de Ewing en 

múltiples contextos celulares mientras bloquea el programa de diferenciación existente en 

cada caso, lo que sugiere que esta proteína de fusión específica del tumor actúa como un 

determinante del linaje celular, más que como un oncogén puro; es decir, EWS/FLI1 inhibiría 

la diferenciación asociada a tejido pero promovería en estos tumores un programa de 

diferenciación neuroectodérmico específico de sarcoma de Ewing (Teitell MA et al., 1999; Hu-

Lieskovan S et al., 2005b). 

Nosotros hemos demostrado que EWS/FLI1 inhibe la actividad Wnt/β-catenina. En este 

sentido, sería interesante comprobar si esta inhibición podría contribuir a inducir un fenotipo  

neural típico de sarcoma de Ewing, ya que existen evidencias de que el bloqueo de la actividad 

Wnt/β-catenina impide la diferenciación hacia determinados linajes, pero parece inducir 

programas de diferenciación neuronal en múltiples sistemas y contextos celulares (Dorsky RI 

et al., 1998; Kong XB y Zhang C, 2009; O'Connell MP y Weeraratna AT, 2009). De hecho, la 

inhibición de la ruta Wnt/β-catenina incrementa la expresión del marcador neuroectodérmico 

temprano Sox1 (Watanabe K et al., 2005) y de los marcadores neuronales Nestina y Dlx-2 

(Verani R et al., 2007). Por el contrario, la activación sostenida de esta vía inhibe la 

diferenciación neuronal al tiempo que induce la diferenciación hacia linajes 

meso/endodérmicos en células troncales embrionarias humanas y de ratón (Aubert J et al., 

2002; Bakre MM et al., 2007). Además, se ha demostrado que la activación de la ruta Wnt/β-

catenina con Wnt3a (Yoshikawa Y et al., 1997), Wnt1 (Aubert J et al., 2002), cloruro de litio 

(un inhibidor de GSK3β)  (Aubert J et al., 2002), o mediante la sobre-expresión de una forma 

constitutivamente activa de β-catenina (Haegele L et al., 2003) inhibe la diferenciación neural. 

Así, por ejemplo, en el pez cebra, la activación de la ruta Wnt/β-catenina por sobre-expresión 

de β-catenina exógena en las células pigmentarias de la cresta neural bloquea la diferenciación 

neural (Dorsky RI et al., 1998). 

Si aceptamos, entonces, que el sarcoma de Ewing no tiene un origen neuroectodérmico 

propiamente dicho, sino que tales características son consecuencia de la expresión de 

EWS/FLI1 y quizá, de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina, cobra fuerza la hipótesis que 

afirma que su origen celular es mesenquimal (Amann G et al., 1999; Dejana E, 2004) y en 

concreto que deriva de MSC (Watanabe K et al., 2005; Lin PP et al., 2011). En este sentido y 

apoyando un papel relevante de la vía Wnt/β-catenina, existen publicaciones donde, de 

distintas formas, se demuestra que la actividad de esta ruta está relacionada de manera inversa 

con la adquisición de características fenotípicas neurales por parte de células mesenquimales 
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(Yoshikawa Y et al., 1997; Aubert J et al., 2002; Haegele L et al., 2003; Bakre MM et al., 2007; 

Kong XB y Zhang C, 2009). 

Así pues, todas estas evidencias apuntarían a un escenario hipotético en el que EWS/FLI1 

bloquearía la actividad Wnt/β-catenina en células stem mesenquimales inhibiendo así su 

diferenciación hacia linajes mesenquimales, promoviendo la formación de sarcomas y la 

diferenciación hacia linajes neurales, lo que explicaría las características neuroectodermicas de 

las células de sarcoma de Ewing. Esta hipótesis, por supuesto, requiere la necesidad de 

experimentos futuros que permitan confirmar una posible relación entre el bloqueo de la vía 

Wnt/β-catenina en sarcoma de Ewing y su fenotipo indiferenciado con carácter neural. 

 

3.3.   PAPEL DE LEF-1 EN SARCOMA DE EWING 

Los resultados que presentamos en esta Tesis Doctoral indican que EWS/FLI1 puede unirse a 

la proteína LEF-1 e impedir su unión con β-catenina. En el futuro, sería interesante mapear el 

dominio de unión de LEF-1 con EWS/FLI1 y determinar si EWS/FLI1 y β-catenina 

compiten por el mismo sitio de unión con LEF-1.  

 

El factor LEF-1 actúa como represor transcripcional en ausencia de β-catenina (Bienz M, 

1998) y existen distintos estudios en la bibliografía que describen regulaciones del complejo β-

catenina-LEF-1 (Huber O et al., 1996; Brannon M et al., 1997; Cadigan KM y Nusse R, 1997; 

Cavallo R et al., 1997; van de Wetering M et al., 1997; Behrens J et al., 1998; Hsu SC et al., 

1998; Roose J et al., 1998; Billin AN et al., 2000; Ravindranath A et al., 2008; Sun J y Weis 

WI, 2011). En uno de ellos, el mecanismo de regulación del complejo β-catenina-LEF-1 

implica la participación del complejo de la histona desacetilasa 1 (HDAC1) como nuevo 

protagonista en la modulación de esta interacción (Billin AN et al., 2000). Según este modelo, 

la asociación HDAC1-LEF-1 reprime la actividad transcripcional β-catenina/LEF, y la 

acumulación paulatina de β-catenina inhibiría la actividad de HDAC1 y la unión física entre 

HDAC1 y LEF-1. De la misma forma, inhibidores de la actividad desacetilasa de histonas 

(HDI) bloquearían el efecto represor del complejo HDAC1-LEF-1 sobre la actividad 

transcripcional β-catenina/LEF.  

 

Se sabe que un número elevado de líneas celulares de ESFT son sensibles a HDI (Jaboin J et 

al., 2002; Furchert SE et al., 2007; Sonnemann J et al., 2007; Fouladi M et al., 2010). Sería, 

pues, interesante estudiar si la proteína EWS/FLI1 al interaccionar con la proteína LEF-1 e 

impedir su asociación con β-catenina, favorecería de algún modo la formación del complejo 

HDAC1-LEF-1 reprimiendo así la actividad β-catenina/LEF. En este sentido, el hecho de que 
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la proteína EWS/FLI1 forme un complejo con HDAC1 a través de su región amino terminal 

(Li Y et al., 2012) deja abierta la posibilidad de un complejo HDAC1-EWS/FLI1-LEF-1 que 

impida la asociación de LEF-1 con β-catenina. 

 

Finalmente, como proyección de futuro, sería interesante estudiar cómo el bloqueo de la 

expresión de DKK-1 y de la actividad Wnt/β-catenina en sarcoma de Ewing podría contribuir 

a la tumorogénesis y profundizar en cómo la inactivación de la vía Wnt/β-catenina en 

sarcoma de Ewing puede desenmascarar su origen celular; así como resolver si el fenotipo 

indiferenciado y con carácter neural del sarcoma de Ewing se debe en parte a la inactivación 

de esta ruta que participa en la determinación de linajes celulares. Por otro lado, la interacción 

física y funcional entre LEF-1 y EWS/FLI1 debería ser estudiada más a fondo, con el fin de 

determinar su posible uso terapéutico. 
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I. EFECTOS DE EWS/FLI1 SOBRE LA VÍA WNT/β-CATENINA Y SUS GENES DIANA  

1.  La expresión del gen DICKKOPF-1 está disminuida en líneas celulares de sarcoma de 

Ewing,  siendo la proteína EWS/FLI1 la responsable de ello. 

 2.  La activación transcripciónal del gen DICKKOPF-1 por β-catenina/TCF está bloqueada en 

líneas celulares de sarcoma de Ewing y en células que expresan la proteína EWS/FLI1 de 

forma heteróloga. 

3.  La activación de la vía Wnt/β-catenina está reducida en líneas celulares de sarcoma de 

Ewing y en células que expresan la proteína EWS/FLI1 de forma heteróloga. 

4.  EWS/FLI1 antagoniza la actividad transcripcional mediada por los complejos β-

catenina/TCF, independientemente del contexto celular y sin afectar a la unión TCF-ADN. 

II. MECANISMO DE INHIBICION DE LA VÍA WNT/β-CATENINA POR EWS/FLI1  

5.  EWS/FLI1 no interfiere con el trasporte de β-catenina al núcleo. 

6. EWS/FLI1 bloquea la actividad transcripcional mediada por los complejos β-

catenina/TCF independientemente de la expresión de E-cadherina y sin inducir la 

localización de β-catenina en membrana plasmática. 

7.  EWS/FLI1 inhibe la transcripción del gen DICKKOPF-1 por β-catenina/TCF de forma 

independiente de c-Myc. 

8.  La proteína EWS/FLI1 interacciona con la proteína LEF-1 e interfiere con la formación 

de los complejos β-catenina/LEF-1.  
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