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DESCRIPCIÓN

Receptores de Rspo2 y Rspo3

La presente invención se refiere al hallazgo de que los sindecanos (Sdc) son receptores de R-espondina-2 (Rspo2) y 5
R-espondina-3 (Rspo3). Por lo tanto la presente invención se refiere a la identificación de los moduladores de la 
actividad de Rspo2, Rspo3 y/o Sdc, determinando si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la 
unión de un polipéptido de Rspo2 y/o de Rspo3 a un polipéptido de Sdc o la unión de un polipéptido de Rspo3 a un 
polipéptido de Glp.

10
Los factores de crecimiento Wnt juegan un papel esencial en el desarrollo y en las enfermedades y la comprensión 
de sus complejos mecanismos de señalización y de su participación biológica es de interés general (Nusse 2005; 
Grigoryan y otros, 2008). Los Wnt transmiten sus señales mediante diferentes receptores y vías distales (Angers y 
Moon 2009; MacDonald y otros, 2009; Tada y Kai 2009). Además de los Wnt las R-espondinas (Rspo1-4; espondina 
específica de la placa del techo) codifican una familia de proteínas secretadas en los vertebrados, las cuales pueden 15
activar fuertemente la señalización mediante β-catenina (Kazanskaya y otros, 2004; Kim y otros, 2005; Kazanskaya 
y otros, 2007). Las R-espondinas presentan patrones específicos de expresión embrionaria y son frecuentemente 
coexpresadas con los Wnt e inducidas por ellos (Kamata y otros, 2004; Kazanskaya y otros, 2004; Nam y otros,
2006b), lo cual sugiere que sirven como moduladores de la respuesta positiva de las señales de Wnt locales. Están 
involucradas en la patronización y diferenciación embrionaria de ranas y ratones (Kazanskaya y otros, 2004; Kim y 20
otros, 2005; Aoki y otros, 2006; Blaydon y otros, 2006; Kishigami y otros, 2006; Parma y otros, 2006). Las R-
espondinas también intervienen en enfermedades humanas y constituyen una promesa terapéutica como potentes 
factores de crecimiento de células madre (Kim y otros, 2005; Blaydon y otros, 2006; Parma y otros, 2006; Zhao y 
otros, 2009). Para este estudio tiene importancia la Rspo3, que interviene en la vasculogénesis y angiogénesis del 
Xenopus y del ratón durante su desarrollo (Aoki y otros, 2006; Kazanskaya y otros, 2007).25

Las R-espondinas actúan sinérgicamente con los Wnt y los Fzd y requieren la presencia de Wnt para activar la 
señalización por β-catenina (Nam y otros, 2006a; Kazanskaya y otros, 2007; Kim y otros, 2008b). Su implicación en 
otras vías Wnt, sobre todo en la vía Wnt/PCP, no ha sido referida. Los miembros de la familia de las R-espondinas 
codifican proteínas de aproximadamente 30 kDa que tienen una gran similitud estructural y una secuencia con una 30
homología global del 60% aproximadamente. Todas ellas comprenden un dominio C-terminal de tromboespondina I 
y dos dominios N-terminales ricos en cisteína parecidos a la furina, que están presentes en ciertas proteasas y en 
factores de crecimiento tales como los IGF.

Otro grupo de correceptores de Wnt son los sindecanos, una familia de cuatro proteoglicanos transmembrana que 35
controlan la proliferación, diferenciación, adhesión y migración celular (Bellin y otros, 2002; Bass y otros, 2009). Los 
sindecanos no actúan solamente como correceptores de varios factores de crecimiento, sino que también pueden 
transducir señales a través de su dominio intracelular por interacción con numerosos efectores. Los sindecanos se 
agrupan como respuesta a la unión al ligando, son endocitados y pueden controlar el transporte vesicular (Oh y 
otros, 1997; Tkachenko y Simons, 2002). Al contrario que en el ratón, los sindecanos son fundamentales para el 40
desarrollo embrionario del Xenopus (Kramer y Yost, 2002; Munoz y otros, 2006; Matthews y otros, 2008; Kuriyama y 
Mayor, 2009; Olivares y otros, 2009). Para este estudio es de especial importancia el sindecano-4 (Sdc4), que 
modula la señalización por FGF y quimiocinas (Tkachenko y Simons, 2002; Charnaux y otros, 2005; Iwabuschi y 
Goetinck, 2006). El Sdc4 promueve la migración celular en diversas células y en el Xenopus es esencial para los 
movimientos de gastrulación, la migración de la cresta neural y la inducción neural al promover la señalización por 45
Wnt/PCP y FGF (Munoz y otros, 2006; Matthews y otros, 2008; Kuriyama y Mayor, 2009).

Aquí se demuestra que los sindecanos (Sdc), es decir el sindecano-1 (Sdc1), el sindecano-2 (Sdc2), el sindecano-3 
(Sdc3) y el sindecano-4 (Sdc4), actúan como receptores de R-espondina-2 (Rspo2) y R-espondina-3 (Rspo3) para 
promover la señalización por Wnt. En cambio no se detectó ninguna unión de sindecanos a R-espondina-1 (Rspo1) 50
y a R-espondina-4 (Rspo4). Anteriormente no se había señalado ninguna interacción entre la Rspo2 o Rspo3 y los 
sindecanos. Por lo tanto la presente invención revela una vía adicional para la señalización de Rspo2 y Rspo3 que 
ofrece nuevos usos para la investigación diagnóstica y terapéutica. Además demostramos mediante ensayos de 
ganancia y pérdida funcional que el Sdc4 y la Rspo3 interactúan funcionalmente para inducir la señalización por 
Wnt/PCP durante la gastrulación y la morfogénesis del cartílago de cabeza en el Xenopus. El estudio revela un 55
nuevo mecanismo de acción de la R-espondina-2 y de la R-espondina-3, el cual demuestra que su señalización es 
mediada por sindecanos, p.ej. por el sindecano-4, y es necesaria para la activación de Wnt/PCP.

Asimismo se demuestra que las R-espondinas, en particular la R-espondina-3, se unen a glipicanos, en particular al 
glipicano-1, al glipicano-2, al glipicano-3, al glipicano-4, al glipicano-5 y al glipicano-6.60

Un primer aspecto de la presente invención se refiere a un método de identificación de un modulador de la actividad 
de R-espondina-2 (Rspo2) y/o R-espondina-3 (Rspo3) y/o de sindecano (Sdc), es decir la actividad de Sdc1, Sdc2, 
Sdc3 y/o Sdc4, que consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la 
unión de un polipéptido de Rspo2 o de Rspo3 a un polipéptido de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, en comparación con 65
un control.
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Tal como se usan aquí, los términos “polipéptido de R-espondina-2” o “polipéptido de Rspo2” se refieren según la 
presente invención a polipéptidos que codifican R-espondina-2, la cual puede proceder de mamíferos o de otros 
organismos vertebrados.

Preferiblemente el polipéptido de R-espondina-2 es R-espondina-2 humana. La secuencia de aminoácidos del 5
polipéptido de R-espondina-2 humana figura en el banco de genes Gene Bank con el nº de acceso NM_178565. Una 
secuencia particular de la R-espondina-2 humana aparece en la SEQ ID NO:3.

Tal como se usan aquí, los términos “polipéptido de R-espondina-3” o “polipéptido de Rspo3” se refieren según la 
presente invención a polipéptidos que codifican R-espondina-3, la cual puede proceder de mamíferos o de otros 10
organismos vertebrados.

Preferiblemente el polipéptido de R-espondina-3 es R-espondina-3 humana. La secuencia de aminoácidos del 
polipéptido de R-espondina-3 humana figura en el banco de genes Gene Bank con el nº de acceso BC022367. Una 
secuencia particular de la R-espondina-3 humana aparece en la SEQ ID NO:1.15

Otros ejemplos de secuencias de Rspo2 o Rspo3 son las secuencias polipéptidas de Rspo2 o Rspo3 de Xenopus, 
p.ej. de Xenopus tropicalis y Xenopus laevis, o de Mus musculus.

Aquí, además, los polipéptidos de Rspo2 o Rspo3 se definen como polipéptidos que presentan al menos un 40%, 20
preferiblemente al menos un 60%, con mayor preferencia al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al 
menos un 98% o al menos un 99% de identidad con la secuencia de aminoácidos del respectivo polipéptido de 
Rspo2 o Rspo3 humano, a lo largo de toda ella (Kazanskaya y otros, 2004, Dev. Cell 7, 525-534).

Tal como se usa aquí, el término “polipéptido de sindecano” o “polipéptido de Sdc” se refiere según la presente 25
invención a polipéptidos que codifican sindecano-1, sindecano-2, sindecano-3 o sindecano-4, los cuales pueden 
proceder de mamíferos o de otros organismos vertebrados.

Preferiblemente el polipéptido de sindecano es sindecano-1, sindecano-2, sindecano-3 o sindecano-4 humano. Con 
mayor preferencia el polipéptido de sindecano es sindecano-4. Las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos 30
de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y Sdc4 humanos figuran en el banco de genes Gene Bank con los nos de acceso NM_002997 
(Sdc1), NM_002998 (Sdc2), NM_014654 (Sdc3), y NM_002999 (Sdc4). Las secuencias particulares de los Sdc1, 
Sdc2, Sdc3 y Sdc4 humanos son las siguientes: secuencia de aminoácidos del sindecano-1 humano (SEQ ID NO:5); 
secuencia de aminoácidos del sindecano-2 humano (SEQ ID NO:7); secuencia de aminoácidos del sindecano-3 
humano (SEQ ID NO:9); secuencia de aminoácidos del sindecano-4 humano (SEQ ID NO:11).35

Otros ejemplos de secuencias de sindecano son las secuencias polipéptidas de sindecano procedente de Xenopus, 
p.ej. de Xenopus tropicalis y Xenopus laevis, o de Mus musculus.

Aquí, además, los polipéptidos de Sdc se definen como polipéptidos que revelan al menos un 40%, preferiblemente 40
al menos un 60%, con mayor preferencia al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o 
al menos un 99% de identidad con la secuencia de aminoácidos del respectivo polipéptido de Sdc humano, a lo 
largo de toda ella.

Tal como se usa aquí, el término “polipéptido de glipicano” o “polipéptido de Glp” se refiere según la presente 45
invención a polipéptidos que codifican glipicano-1, glipicano-2, glipicano-3, glipicano-4, glipicano-5 o glipicano-6, los 
cuales pueden proceder de mamíferos o de otros organismos vertebrados.

El polipéptido de glipicano puede ser Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6 humano. Las secuencias de aminoácidos 
de los polipéptidos de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6 humanos figuran en el banco de genes Gene Bank con 50
los nos de acceso NP_002072.2 (Glp1), NP_689955.1 (Glp2), NP_001158089.1 o NP_001158090.1 (Glp3), 
NP_001439.2 (Glp4), NP_004457.1 (Glp5) y NP_005699.1 (Glp6).

Otros ejemplos de secuencias de glipicano son las secuencias polipéptidas de glipicano procedente de Xenopus, 
p.ej. de Xenopus tropicalis y Xenopus laevis, o de Mus musculus.55

El término “polipéptido” incluye proteínas de longitud completa, moléculas proteicas, fragmentos de proteínas, 
proteínas de fusión, péptidos, oligopéptidos y variantes, derivados, análogos o equivalentes funcionales de los 
mismos.

60
El propio producto genético de Rspo2, Rspo3 o Sdc (es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4) o Glp (es decir Glp1, Glp2, 
Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6) puede contener deleciones, adiciones o sustituciones de restos de aminoácidos dentro de 
la secuencia de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp que constituyen un cambio silencioso y por consiguiente se mantiene la 
capacidad de transducción de señales importantes para producir un equivalente funcional de Rspo2, Rspo3, Sdc o 
Glp. Estas sustituciones de aminoácidos se pueden hacer basándose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, 65
hidrofobia, hidrofilia y/o en la naturaleza anfipática de los restos implicados. Por ejemplo, los aminoácidos de carga 
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negativa incluyen el ácido aspártico y el ácido glutámico; los aminoácidos de carga positiva incluyen la lisina y la 
arginina; los aminoácidos con grupos polares de cabeza no cargados, que tienen valores similares de hidrofilia 
incluyen los siguientes: leucina, isoleucina, valina; glicina, alanina; asparagina, glutamina; serina, treonina; fenil-
alanina, tirosina.

5
Tal como se usan aquí, los términos “ácido nucleico de R-espondina-2 o ácido nucleico de Rspo2” se refieren a 
secuencias de ácido nucleico que codifican R-espondina-2, la cual puede proceder de mamíferos o de otros 
organismos vertebrados. Preferiblemente el ácido nucleico de Rspo2 codifica Rspo2 humana. La secuencia de ácido 
nucleico de la R-espondina-2 humana figura en el banco de genes Gene Bank con el nº de acceso NM 178565. Un 
ácido nucleico particular de la R-espondina-2 humana figura en la SEQ ID NO:4.10

Tal como se usan aquí, los términos “ácido nucleico de R-espondina-3 o ácido nucleico de Rspo3” se refieren a 
secuencias de ácido nucleico que codifican R-espondina-3, la cual puede proceder de mamíferos o de otros 
organismos vertebrados. Preferiblemente el ácido nucleico de Rspo3 codifica Rspo3 humana. La secuencia de ácido 
nucleico de la R-espondina-3 humana figura en el banco de genes Gene Bank con el nº de acceso BC 022367. Un 15
ácido nucleico particular de la R-espondina-3 humana figura en la SEQ ID NO:2.

Otros ejemplos de ácidos nucleicos de Rspo2 y Rspo3 son aquellos que codifican Rspo2 o Rspo3 de Xenopus, p.ej. 
de Xenopus tropicalis y Xenopus laevis, o de Mus musculus.

20
Tal como se emplean aquí, los términos “ácido nucleico de sindecano” o “ácido nucleico de Sdc” se refieren a 
secuencias de ácido nucleico que codifican sindecano-1, sindecano-2, sindecano-3 o sindecano-4, los cuales 
pueden proceder de mamíferos o de otros organismos vertebrados. Preferiblemente el ácido nucleico de sindecano 
codifica un sindecano humano. Las secuencias de ácido nucleico de los sindecanos humanos figuran en el banco de 
genes Gene Bank con los nos de acceso NM_002997 (Sdc1), NM_002998 (Sdc2), NM_014654 (Sdc3) y NM_002999 25
(Sdc4). Las secuencias particulares para el ácido nucleico de sindecano humano son las siguientes: secuencia de 
ácido nucleico de sindecano-1 humano (SEG ID NO:6), secuencia de ácido nucleico de sindecano-2 humano (SEQ 
ID NO:8), secuencia de ácido nucleico de sindecano-3 humano (SEQ ID NO:10), secuencia de ácido nucleico de 
sindecano-4 humano (SEQ ID NO:12).

30
Otros ejemplos de ácidos nucleicos de sindecano son aquellos que codifican los sindecanos 1, 2, 3 o 4 de Xenopus, 
p.ej. de Xenopus tropicalis y Xenopus laevis, o de Mus musculus.

Tal como se emplean aquí, los términos “ácido nucleico de glipicano” o “ácido nucleico de Glp” se refieren a 
secuencias de ácido nucleico que codifican Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6, los cuales pueden proceder de 35
mamíferos o de otros organismos vertebrados. Preferiblemente el ácido nucleico de Glp codifica un Glp humano. Las 
secuencias de ácido nucleico de los glipicanos humanos figuran en el banco de genes Gene Bank con los nos de 
acceso NM_002081.2 (Glp1), NM_152742.1 (Glp2), NM_01164617.1 o NM_001164618.1 (Glp3), NM_001448.2 
(Glp4), NM_004466.4 (Glp5) y NM_005708.3 (Glp6).

40
Otros ejemplos de ácidos nucleicos de Glp son aquellos que codifican los glipicanos -1, 2, 3, 4, 5 i 6 de Xenopus, 
p.ej. de Xenopus tropicalis, o de Mus musculus.

Aquí, además, los ácidos nucleicos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp se definen como moléculas seleccionadas entre
45

(a) moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp, p.ej. que codifican 
polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4, Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6 humano,
(b) moléculas de ácido nucleico que se hibridan en condiciones estrictas con una molécula de ácido nucleico de (a) 
y/o con una molécula de ácido nucleico complementaria de ella,
(c) moléculas de ácido nucleico que codifican el mismo polipéptido como una molécula de ácido nucleico de (a) y/o 50
(b), y
(d) moléculas de ácido nucleico que codifican un polipéptido que es al menos un 40%, preferiblemente al menos un 
60%, con mayor preferencia al menos un 80%, y sobre todo al menos un 90% idéntico en toda su longitud a un 
polipéptido codificado por una molécula de ácido nucleico de (a).

55
Las moléculas de ácido nucleico pueden ser p.ej. moléculas de ADN o moléculas de ARN. Las moléculas de ácido 
nucleico utilizables conforme a la presente invención pueden incluir deleciones, adiciones o sustituciones de restos 
de distintos nucleótidos, dando lugar a una secuencia codificadora del mismo producto genético o de un equivalente 
funcional suyo.

60
Tal como se utilizan aquí, los términos “reguladores” o “efectores” o “moduladores” de los polipéptidos de Rspo2, 
Rspo3, Sdc y/o Glp o de los ácidos nucleicos de Rspo2, Rspo3, Sdc y/o Glp son intercambiables y cualquiera de 
ellos se puede emplear para referirse a anticuerpos, péptidos, moléculas orgánicas o inorgánicas de bajo peso 
molecular y otras fuentes de sustancias con potencial actividad biológica capaces de modular polipéptidos de Rspo2, 
Rspo3, Sdc y/o Glp, es decir, de unir Rspo2 o Rspo3 a un polipéptido de Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o 65
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Sdc4 y/o a un polipéptido de Glp, es decir de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6. Dichos reguladores, efectores o 
moduladores pueden ser de origen natural o producidos sintéticamente.
Tal como se usa aquí, el término “agonista” se refiere a reguladores, efectores o moduladores de polipéptidos de 
Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp que estimulan la unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc, p.ej. Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4, o a un 
Glp, p.ej. Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6.5

Tal como se usa aquí, el término “antagonista” se refiere a reguladores, efectores o moduladores de polipéptidos de 
Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o de ácidos nucleicos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp que inhiben la unión de Rspo2 o Rspo3 
a un Sdc, p.ej. Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4, o a un Glp, p.ej. Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6, y por tanto inhiben, 
reducen o evitan los procesos relacionados con la hiperactividad de Rspo2, Rspo3, Sdc y/o Glp.10

Como ejemplos de antagonistas adecuados cabe mencionar las formas mutadas o truncadas de Rspo2, Rspo3 o de 
un Sdc, p.ej. Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4, o de un Glp, p.ej. Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6, que tienen un efecto 
negativo dominante; polipéptidos de unión de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp, p.ej. anticuerpos anti-Rspo2, anti-Rspo3 o 
anti-Sdc, es decir anti-Sdc1, anti-Sdc2, anti-Sdc3 o anti-Sdc4 o anti-Glp, es decir anti-Glp1, anti-Glp2, anti-Glp3, anti-15
Glp4, anti-Glp5 o anti-Glp6, incluyendo anticuerpos recombinantes o fragmentos de anticuerpo que contienen al 
menos un sitio de unión de antígeno. Otros ejemplos de antagonistas son los ácidos nucleicos capaces de inhibir la 
traducción, transcripción, expresión y/o actividad de Rspo2, Rspo3 o Sdc, es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4, o Glp, 
es decir Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6, p.ej. aptámeros, moléculas antisentido, ribozimas o moléculas de ácido 
nucleico capaces de interferencia por ARN tales como las moléculas de ARNip, incluyendo análogos de ácido 20
nucleico como los ácidos nucleicos peptídicos o los ácidos nucleicos morfolínicos. Estos ácidos nucleicos se pueden 
unir a los ácidos nucleicos de R-espondina o bien interferir con ellos.

Tal como se usa aquí, el término “anticuerpo” o “anticuerpos” incluye, sin exclusividad, anticuerpos recombinantes 
policlonales, monoclonales, quiméricos o humanizados, o anticuerpos de cadena simple o fragmentos de ellos, 25
incluyendo fragmentos Fab, fragmentos de cadena simple y fragmentos producidos por una biblioteca de expresión 
Fab. Los anticuerpos neutralizadores, es decir aquellos que compiten por el sitio de unión de un polipéptido de 
Rspo2 o Rspo3 al receptor, se prefieren especialmente para fines diagnósticos y terapéuticos.

Tal como se usa aquí - empleado respecto a la expresión de un polipéptido de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o de un 30
ácido nucleico de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp - el término “modificado” se refiere a un polipéptido de Rspo2, Rspo3, 
Sdc o Glp o a un ácido nucleico de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp que se expresa a un nivel diferente (p.ej. a un nivel de 
expresión superior) en un sitio distinto (p.ej. en un tipo de célula diferente de aquella donde suele expresarse) o en 
un tiempo distinto (p.ej. en una situación en que expresa constitutivamente más que como respuesta a una señal 
concreta). En particular una célula o un organismo transgénico no humano que muestra una expresión modificada 35
de un ácido nucleico de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o de un polipéptido de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp puede exhibir 
una expresión permanentemente modificada (debida p.ej. a cambios en el genoma de la célula o del organismo) o 
temporalmente modificada (debida p.ej. a la transfección transitoria de una secuencia de ARNm).

Tal como se usa aquí, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a una intervención realizada con la intención de 40
impedir o alterar el desarrollo de la patología y por tanto aliviar un trastorno, enfermedad o afección, incluyendo uno 
o más síntomas de tal trastorno o enfermedad. Por tanto “tratar” se refiere tanto al procedimiento terapéutico como a 
las medidas profilácticas o preventivas. Los necesitados de tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, 
así como aquellos en los cuales hay que prevenirlo. Tal como se usa aquí, el término afín “tratamiento” se refiere al 
acto de tratar un trastorno, síntoma, enfermedad o afección, del modo arriba definido para el término “tratar”.45

Tal como se usa aquí - empleado para describir la interacción entre un polipéptido de R-espondina (en concreto 
Rspo2 o Rspo3) y un sindecano (en concreto Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4) o la interacción entre un polipéptido de R-
espondina y un glipicano (en concreto Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6) – el término “unión” se refiere a una 
interacción reversible entre dicha R-espondina y dicho sindecano. El término incluye interacciones entre la parte 50
interna de una proteína y las modificaciones post-translacionales que puede haber en una segunda proteína. En 
particular, haciendo referencia a las interacciones aquí reveladas, incluye la interacción entre una R-espondina y un 
sindecano que va unido a cadenas de glicosaminoglicano (GAG). Esta interacción puede conllevar la unión a los 
GAG del sindecano. En una forma de ejecución preferida se refiere a la interacción entre Rspo3 y Sdc4, incluyendo 
los GAG unidos a éste. Esta interacción puede comportar la unión a los GAG del Sdc4. Independientemente del 55
mecanismo de interacción entre las R-espondinas 2 o 3 y los sindecanos 1, 2, 3 o 4, un especialista en la materia 
reconocerá la necesidad de usar en cualquier análisis una proteína que esté correctamente plegada y contenga 
todas las modificaciones post-translacionales que son básicas para la actividad. Esto es así, independientemente de 
que la proteína esté purificada a partir de su entorno natural o expresada de una forma heteróloga. Los medios para 
asegurar que la(s) proteína(s) contenga(n) todas las modificaciones post-translacionales necesarias corresponden a 60
las capacidades del especialista en la materia y además están indicados en los ejemplos incluidos. Asimismo, al 
realizar un ensayo funcional, un especialista en la materia reconocerá la necesidad de utilizar en dicho ensayo una 
proteína activa, incluyendo todas las modificaciones post-translacionales requeridas.
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Preferiblemente la unión entre un polipéptido de R-espondina (Rspo2 o Rspo3) y un sindecano (Sdc1, Sdc2, Sdc3 o 
Sdc4) implica una constante de unión ≤ 10 nM, ≤ 5 nM, ≤ 2 nM o ≤ 1 nM. La constante de unión puede determinarse, 
sin exclusividad, por los métodos descritos en los ejemplos incluidos.

El término “glicosaminoglicano” (abreviado “GAG”) se usa aquí para referirse a una clase de polisacáridos lineales 5
no ramificados que comprenden una unidad disacárida repetida constituida normalmente por hexosamina y una 
hexosa o un ácido hexurónico. En algunas formas de ejecución la unidad disacárida repetida lleva una glucosamina 
o galactosamina seguida de un ácido idurónico o glucurónico. Los glicosaminoglicanos tienen generalmente una 
elevada carga negativa y unas características especiales que contribuyen a sus diversas funciones. Por ejemplo, en 
una configuración extendida los glicosaminoglicanos contribuyen a la viscosidad del fluido del cual forman parte. Su 10
rigidez aporta una integridad estructural que es fundamental para su papel en la migración celular. Los glicosamino-
glicanos son los heteropolisacáridos más abundantes en el cuerpo y forman un componente principal de la matriz 
extracelular, así como una parte importante de las glicoproteínas existentes normalmente en la superficie celular. 
Los glicosaminoglicanos suelen unirse a las proteínas mediante enlace covalente, formando junto con la proteína un 
proteoglicano.15

Como ejemplos de glicosaminoglicanos cabe citar, sin limitarse a ellos: sulfato de condroitina, dermatán sulfato, 
keratán sulfato, heparina, heparán sulfato y hialuronano. Los expertos en la materia reconocerán que las estructuras 
químicas son variables en un tipo de glicosaminoglicano (tal como la heparina). Aunque los glicosaminoglicanos son 
reconocibles por un tema general de estructura química, un glicosaminoglicano de un determinado tipo existe en 20
múltiples formas y varía por la composición de sus unidades disacáridas. También varían por la extensión y el patrón 
de sulfatación a lo largo de la molécula. No obstante el término “glicosaminoglicano” es entendido por los expertos 
en la materia como referido a una clase concreta de polisacáridos, del tipo arriba descrito.

Tal como se usa aquí, el término “morfolino” o “Mo” se refiere a una molécula citada a veces como oligonucleótido de 25
morfolino fósforodiamidato, que se utiliza para modificar la expresión genética. Dichos morfolinos son moléculas 
sintéticas producto de un rediseño de la estructura del ácido nucleico natural. De normalmente 15-50, p.ej. 25 bases 
de longitud, se unen a secuencias complementarias de ARN por apareamiento estándar de bases de ácido nucleico. 
Estructuralmente la diferencia entre morfolinos y ADN es que, aunque los morfolinos tienen bases estándar de ácido 
nucleico, estas bases están unidas a anillos de morfolino en lugar de ir unidas a anillos de desoxirribosa y están 30
conectadas mediante grupos fósforodiamidato en vez de fosfatos. Los morfolinos se usan mayoritariamente como 
oligómeros de cadena sencilla, aunque también se pueden usar heterodúplex formados por una hebra de morfolino y 
una hebra de ADN complementaria en combinación con reactivos catiónicos de liberación citosólica. Los oligómeros 
(oligos) de morfolino son una tecnología antisentido usada para bloquear el acceso de otras moléculas a secuencias 
específicas del ácido nucleico. Los morfolinos bloquean regiones pequeñas (menos de 25 bases) de las superficies 35
de apareamiento de bases del ácido ribonucleico (ARN). Los morfolinos suelen utilizarse para la función silenciadora 
de genes, lo cual se logra impidiendo que las células formen una proteína diana o modificando el corte y empalme 
del pre-ARNm.

Los presentes inventores han encontrado que el sindecano-1 (Sdc1), el sindecano-2 (Sdc2), el sindecano-3 (Sdc3) y 40
el sindecano-4 (Sdc4) son receptores de R-espondina-2 (Rspo2) y R-espondina-3 (Rspo3) y que juntos activan la 
señalización por Wnt/PCP. En los embriones de Xenopus el Sdc4 y la Rspo3 son fundamentales para los procesos 
impulsados por Wnt/PCP, como p.ej. los movimientos de gastrulación. En las gástrulas se requiere la cooperación de 
Rspo3 y Wnt-5a para la señalización de PCP mediada por Sdc4. Por tanto los presentes inventores concluyen que la 
señalización de Rspo2 o Rspo3 está mediada por Scd1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4 y es necesaria para la activación de 45
Wnt/PCP.

Aquí también se describe que los glipicanos Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 y Glp6 son receptores de R-espondina-3.

Por tanto la señalización de Rspo3 puede ser, al menos en parte, mediada por Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6.50

Una forma de ejecución de la presente invención hace referencia a nuevos métodos y sistemas de evaluación y/o 
detección basados en la determinación de la unión de un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 a un polipéptido de Sdc, es 
decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4. Así la presente invención ofrece un método para identificar un modulador de la 
actividad de R-espondina-2 (Rspo2) o R-espondina-3 (Rspo3) y/o de sindecano-1 (Sdc1), sindecano-2 (Sdc2), 55
sindecano-3 (Sdc3) o sindecano-4 (Sdc4), que consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la 
capacidad de modular la unión de un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 a un polipéptido de Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4 en 
comparación con un control. En una forma de ejecución concreta la presente invención proporciona dicho método, 
consistente en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la unión de un 
polipéptido de Rspo3 a Sdc4. En otra forma de ejecución concreta la presente invención proporciona un método que 60
consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la unión de Rspo2 o 
Rspo3 a las cadenas de GAG del Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4 que lleva cadenas de GAG unidas a él. En particular se 
prefiere la unión Rspo3 a Sdc4 con cadenas de GAG unidas a él.

También se describen métodos y sistemas de evaluación y/o detección basados en la determinación de la unión de 65
un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 a un polipéptido de Glp, es decir de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6. Por lo 
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tanto la presente invención proporciona un método para identificar un modulador de la actividad de R-espondina-3 
(Rspo3) y/o de glipicano-1 (Glp1), glipicano-2 (Glp2), glipicano-3 (Glp3), glipicano-4 (Glp4), glipicano-5 (Glp5) o 
glipicano-6 (Glp6), que consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la 
unión de un polipéptido de Rspo3 a un polipéptido de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6 en comparación con un 
control.5

En una forma de ejecución de este aspecto, el método consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo 
tiene la capacidad de estimular la unión. En esta forma de ejecución el compuesto de ensayo es un agonista que 
tiene la capacidad de incrementar la unión de un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc en comparación con un 
control, como p.ej. una medición de referencia en ausencia del compuesto de ensayo.10

Por consiguiente, en una forma de ejecución la presente invención proporciona un método para detectar un agonista 
de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc, que consiste en:

(a) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con un Sdc seleccionado entre Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones de 15
ellos, en presencia del compuesto de ensayo;
(b) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con el Sdc en ausencia del compuesto de ensayo; y
(c) comparar la unión entre Rspo2 o Rspo3 y el Sdc según (a) y (b), de modo que un incremento de la unión en
presencia del compuesto indica que éste es un agonista de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc.

20
En otra forma de ejecución el método consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad 
de inhibir la unión. En esta forma de ejecución el compuesto de ensayo es un antagonista que tiene la capacidad de 
inhibir la unión de un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 a un polipéptido de Sdc en comparación con un control, como 
p.ej. una medición de referencia en ausencia del compuesto de ensayo.

25
Por lo tanto, en una forma de ejecución la presente invención proporciona un método para detectar un antagonista 
de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc, que consiste en:

(a) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con un Sdc seleccionado entre Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones de 
ellos, en presencia del compuesto de ensayo;30
(b) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con el Sdc en ausencia del compuesto de ensayo; y
(c) comparar la unión entre Rspo2 o Rspo3 y el Sdc según (a) y (b), de modo que una disminución de la unión en 
presencia del compuesto indica que éste es un antagonista de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc.

En otra forma de ejecución el método consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad 35
de intensificar o inhibir la unión de un copartícipe de interacción conocida con un Sdc seleccionado entre Sdc1, 
Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones de ellos, en unas condiciones en que ya esté unido con Rspo2 o Rspo3. En esta 
forma de ejecución el compuesto de ensayo puede intensificar o inhibir la unión de este copartícipe de interacción 
conocida a un polipéptido de Sdc en comparación con un control, como p.ej. una medición de referencia en ausencia 
del compuesto de ensayo. Un ejemplo de tal copartícipe de interacción conocida con Sdc4 es el FGF (Tkachenko y 40
Simons 2002).

El método puede implicar la determinación de la unión en un sistema libre de células, p.ej. la determinación de la 
unión entre polipéptidos de Rspo2 o Rspo3 y Sdc total o parcialmente purificados. En esta forma de ejecución la 
unión se puede determinar inmovilizando uno de los componentes en una fase sólida, p.ej. en un pocillo de una 45
placa de microvaloración o en un microchip, y poniendo en contacto la fase sólida con el otro componente en forma 
no inmovilizada, con la inclusión opcional de un grupo indicador idóneo, en presencia de un compuesto de ensayo.

Cuando el ensayo de unión se efectúa en un sistema libre de células debe asegurarse que todas las proteínas estén 
correctamente plegadas y que tengan las modificaciones post-translacionales adecuadas, incluyendo, sin limitarse a 50
ella, la presencia de glicosaminoglicanos (GAG). El especialista en la materia conoce sistemas celulares como p.ej. 
los eucariotas, en particular sistemas celulares de mamíferos y métodos de purificación que lo aseguran, incluyendo, 
sin limitarse a ellos, los sistemas celulares y los métodos de purificación descritos en los ejemplos incluidos.

En otra forma de ejecución la unión se determina en un sistema celular, p.ej. en una célula recombinante o en un 55
organismo transgénico no humano, p.ej. en una célula u organismo que sobreexprese Rspo2 o Rspo3 y/o al menos 
un Sdc elegido entre Sdc1, Sdc2, Sdc3 y Sdc4. En esta forma de ejecución la unión se puede determinar midiendo 
directamente los complejos Rspo2/Sdc o Rspo3/Sdc o por medición indirecta, p.ej. de la activación o inhibición de la 
señalización por Rspo2/Sdc o Rspo3/Sdc, p.ej. la cascada Wnt/PCP.

60
Al determinar la unión en un sistema celular, el especialista en la materia deberá asegurarse de que la maquinaria 
celular del huésped sea capaz de proporcionar las modificaciones post-translacionales correctas, incluyendo, sin 
limitarse a ella, la presencia de glicosaminoglicanos (GAG). El especialista en la materia conoce sistemas celulares 
que lo garantizan, como p.ej. los eucariotas, en particular sistemas celulares de mamíferos, incluyendo, sin limitarse 
a ellos, los sistemas celulares descritos en los ejemplos incluidos.65
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Por consiguiente, en una forma de ejecución la presente invención proporciona un método para detectar un agonista 
de Rspo2 o Rspo3 y/o de Sdc, que consiste en:

(a) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con un Sdc seleccionado entre Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones 
de ellos, en presencia del compuesto de ensayo;
(b) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con el Sdc en ausencia del compuesto de ensayo; y5
(c) comparar la actividad de Rspo2 o Rspo3 y del Sdc entre (a) y (b), de modo que un incremento de actividad en 
presencia del compuesto indica que éste es un agonista de Rspo2 o Rspo3 y/o de Sdc.

Por lo tanto, en una forma de ejecución la presente invención proporciona un método para detectar un antagonista 
de Rspo2 o Rspo3 y/o de Sdc, que consiste en:10

(a) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con un Sdc seleccionado entre Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones 
de ellos, en presencia del compuesto de ensayo;
(b) poner en contacto Rspo2 o Rspo3 con el Sdc en ausencia del compuesto de ensayo; y
(c) comparar la actividad de Rspo2 o Rspo3 y del Sdc entre (a) y (b), de modo que una disminución de actividad 15
en presencia del compuesto indica que éste es un antagonista de Rspo2 o Rspo3 y/o de Sdc.

En una forma de ejecución específica el método de detección puede comprender las siguientes etapas:
(a) determinar la unión de un polipéptido de fusión Rspo2- o Rspo3-fosfatasa alcalina (AP), en presencia del 
compuesto de ensayo, a una célula que expresa recombinantemente un polipéptido de Sdc seleccionado entre 20
Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones de ellos;
(b) determinar la unión del polipéptido de fusión a la célula en ausencia del compuesto de ensayo; y
(c) comparar la actividad de la AP unida a la célula entre (a) y (b), de modo que una disminución de la unión en 
presencia del compuesto de ensayo indica que éste es un antagonista de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc.

25
En una forma de ejecución específica relacionada con cualquiera de los métodos de detección arriba descritos la R-
espondina es R-espondina-3.

En una forma de ejecución específica relacionada con cualquiera de los métodos de detección arriba descritos se 
mide la interacción entre Rspo3 y Sdc4.30

Los métodos arriba indicados también sirven para detectar agonistas o antagonistas de Glp, determinando el efecto 
de un compuesto de ensayo en la interacción entre Rspo3 y Glp. Un incremento de la unión en presencia del 
compuesto de ensayo indica que éste es un agonista de Rspo3 y/o Glp. Una disminución de la unión en presencia 
del compuesto de ensayo indica que éste es un antagonista de Rspo3 y/o Glp.35

Aquí se describen células recombinantes u organismos transgénicos no humanos que sobreexpresan Rspo2 o 
Rspo3 y/o un Sdc, es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, y/o un Glp, es decir Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 y/o Glp6. 
Estas células y organismos son especialmente idóneos para identificar moduladores, p.ej. agonistas o antagonistas, 
de Rspo2, Rspo3, de un Sdc y/o de un Glp.40

Por ejemplo, el cribado se puede realizar para identificar anticuerpos capaces de inhibir la unión de Rspo2 o Rspo3 
a un Sdc, es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, o la unión de Rspo3 a un Glp, Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 y/o Glp6. 
Los anticuerpos pueden ser de tipo quimérico, anticuerpos totalmente humanos o dominios variables de anticuerpo, 
que pueden usarse para inhibir la unión. Como alternativa, el cribado de bibliotecas de péptidos o de compuestos 45
orgánicos con un polipéptido soluble de Rspo2 o Rspo3 expresado recombinantemente, un polipéptido de Sdc y un 
polipéptido de Glp, con líneas celulares que expresen un polipéptido de Rspo2 o Rspo3, un polipéptido de Sdc y un 
polipéptido de Glp, o con animales no humanos transgénicos que expresen un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 puede 
servir para identificar moléculas terapéuticas que actúan modulando, p.ej. inhibiendo, la unión de Rspo2 o Rspo3 a 
un Sdc o la unión de Rspo3 a un Glp y que por tanto son adecuadas como reguladoras, efectoras o moduladoras de 50
Rspo2 o Rspo3 y de un Sdc o de un Glp. Alternativamente, el cribado de bibliotecas de oligonucleótidos, p.ej. de 
bibliotecas de ARNhc o de ARNip, con líneas celulares que expresen un ácido nucleico de Rspo2 o Rspo3 y un 
ácido nucleico de Sdc o de Glp o un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 y un polipéptido de Sdc o de Glp puede servir 
para identificar moléculas terapéuticas que actúan modulando, p.ej. inhibiendo, la unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc 
o a un Glp y por tanto son adecuadas como reguladoras de la formación de hueso o como efectoras o moduladoras 55
de Rspo2 o Rspo3 y de un Sdc o de un Glp, p.ej. antagonistas de Rspo3 y Sdc4.

El método de la presente inventaron es particularmente apropiado para identificar y/o evaluar posibles agentes de 
tratamiento de un trastorno relacionado con Rspo2, Rspo3 y/o Sdc, es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4, como p.ej. un 
trastorno causado, relacionado y/o acompañado por una hiperactividad de Sdc y/o Rspo2 o Rspo3, en particular por 60
una mayor unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc. Como ejemplos trastornos relacionados con Rspo2, Rspo3 y/o Sdc 
cabe citar p.ej. los de tipo proliferativo como el cáncer, el carcinoma hepatocelular, las enfermedades inflamatorias, 
afecciones óseas como la osteoartritis, y la cicatrización de heridas.

También se describe aquí un antagonista de un polipéptido de Rspo2 o Rspo3 o de un ácido nucleico de Rspo2 o 65
Rspo3 para usar en el tratamiento de trastornos causados, relacionados y/o acompañados por la hiperactividad de 
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un Sdc, es decir Sdc1, Sdc2, Sdc3 o Sdc4. El antagonista puede ser p.ej. un anticuerpo anti-Rspo2, un anticuerpo 
anti-Rspo3 o un fragmento de Sdc, p.ej. un fragmento de Sdc4, en concreto de los aminoácidos 1 to145 o de una 
parte de él que preferiblemente tenga como mínimo una longitud de 10, 20 o 30 aminoácidos, con o sin mutaciones 
puntuales en las posiciones de unión de los glicosaminoglicanos (GAG). Con mayor preferencia el fragmento de 
Sdc, p.ej. el fragmento de Sdc4, lleva GAG unidos a él. Asimismo puede ser un fragmento de Rspo2 o Rspo3, sobre 5
todo un fragmento de Rspo3, desde el aminoácido 25 hasta el aminoácido 209, o una parte del mismo que tenga 
preferiblemente una longitud de 10, 20 o 30 aminoácidos, como mínimo, con o sin mutaciones puntuales, o una 
molécula de ácido nucleico capaz de inhibir la expresión de Rspo2 o Rspo3.

El tratamiento puede comprender la determinación de la cantidad y/o actividad de Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 10
y/o Sdc4 en el sujeto que debe tratarse, p.ej. al nivel del ARNm o a nivel proteico. Este aspecto se puede referir al 
tratamiento de un trastorno proliferativo - elegido p.ej. entre un cáncer como el carcinoma hepatocelular, un trastorno 
inflamatorio, una afección ósea como la osteoartritis, y la cicatrización de heridas - caracterizado por una mayor 
cantidad y/o actividad de un Sdc, p.ej. en comparación con un control sano.

15
También se describe aquí un antagonista de un polipéptido de Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, o de un 
ácido nucleico de Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, para usar en el tratamiento de trastornos causados, 
relacionados y/o acompañados por la hiperactividad de Rspo2 y/o Rspo3. El antagonista puede ser p.ej. un 
anticuerpo anti-Rspo2, un anticuerpo anti-Rspo3 o un fragmento de Sdc, p.ej. un fragmento de Sdc4, en concreto de 
los aminoácidos 1 to145 o de una parte de él que preferiblemente tenga como mínimo una longitud de 10, 20 o 30 20
aminoácidos, con o sin mutaciones puntuales en las posiciones de unión de los glicosaminoglicanos (GAG). El 
fragmento de Sdc, p.ej. el fragmento de Sdc4, puede llevar GAG unidos a él. También puede ser un fragmento de 
Rspo2 o Rspo3, p.ej. un fragmento de Rspo3, en particular desde el aminoácido 25 hasta el aminoácido 209, o una 
parte del mismo que tenga preferiblemente una longitud de 10, 20 o 30 aminoácidos, como mínimo, con o sin 
mutaciones puntuales, o una molécula de ácido nucleico capaz de inhibir la expresión de Rspo2 o Rspo3.25

También se describe aquí un antagonista de un polipéptido de R-espondina-2 (Rspo2) o de R-espondina-3 (Rspo3) 
para usar como medicamento, de modo que dicho antagonista bloquee o inhiba la interacción de un polipéptido de 
R-espondina-2 (Rspo2) o de R-espondina-3 (Rspo3) con un polipéptido de sindecano (Sdc). El Sdc puede ser Sdc4. 
El antagonista puede ser un anticuerpo, p.ej. de tipo monoclonal. El anticuerpo puede ser contra R-espondina-2 30
(Rspo2) o contra R-espondina-3 (Rspo3).

También se describe aquí un antagonista de un polipéptido de R-espondina-2 (Rspo2) o de R-espondina-3 (Rspo3) 
para usar en el tratamiento de un cáncer, de una enfermedad inflamatoria, de una afección ósea o en la cicatrización 
de heridas.35

También se describe un antagonista de un polipéptido de sindecano (Sdc) para usar como medicamento, de modo 
que dicho antagonista bloquee o inhiba la interacción de un polipéptido de sindecano (Sdc) con un polipéptido de R-
espondina-2 (Rspo2) o de R-espondina-3 (Rspo3). En un aspecto particular dicho antagonista bloquea la interacción 
de un polipéptido de sindecano (Sdc) con un polipéptido de R-espondina-3 (Rspo3). En un aspecto concreto dicho 40
antagonista es un anticuerpo, preferiblemente p.ej. de tipo monoclonal. En otro aspecto concreto dicho antagonista 
se usa en el tratamiento de un cáncer, de una enfermedad inflamatoria, de una afección ósea o en la cicatrización de 
heridas.

El tratamiento puede comprender la determinación de la cantidad y/o actividad de Rspo2 y/o Rspo3 en el sujeto que 45
debe tratarse, p.ej. al nivel del ARNm o a nivel proteico. El trastorno es preferiblemente de tipo proliferativo - elegido 
p.ej. entre un cáncer como el carcinoma hepatocelular, una enfermedad inflamatoria, una afección ósea como la 
osteoartritis, y la cicatrización de heridas – caracterizado por una mayor cantidad y/o actividad de Rspo2 y/o Rspo3.

También se describe un antagonista de un polipéptido de Rspo2 o de un ácido nucleico de Rspo3 para usar en el 50
tratamiento de trastornos causados, relacionados y/o acompañados por la hiperactividad de un Glp. El antagonista 
puede ser p.ej. un anticuerpo anti-Rspo3 o un fragmento de Glp biológicamente inactivo que tenga preferiblemente 
una longitud de al menos 10, 20 o 30 aminoácidos. Asimismo puede ser un fragmento de Rspo3, tal como se ha 
descrito arriba.

55
El tratamiento puede comprender la determinación de la cantidad y/o actividad de Glp en el sujeto que debe tratarse, 
p.ej. al nivel del ARNm o a nivel proteico. Este aspecto se puede referir al tratamiento de un trastorno proliferativo,
de una enfermedad inflamatoria, de una afección ósea y de la cicatrización de heridas, en el cual el trastorno se 
caracteriza por una mayor cantidad y/o actividad de un Glp, p.ej. en comparación con un control sano.

60
Asimismo se describe un antagonista de un polipéptido de Glp o de un ácido nucleico de Glp para emplear en el 
tratamiento de trastornos causados, relacionados y/o acompañados por la hiperactividad de Rspo, en particular por 
la hiperactividad de Rspo3. El antagonista puede ser p.ej. un anticuerpo anti-Rspo3 o un fragmento de Glp, tal como 
se ha descrito arriba.
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El antagonista puede inhibir o bloquear la interacción de un polipéptido de R-espondina-3 (Rspo3) con un polipéptido 
de glipicano (Glp)

En todos los aspectos aquí descritos el antagonista se puede administrar en medicina humana o veterinaria.
5

La determinación de la cantidad y/o actividad de Rspo2, Rspo3 y/o Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, y/o 
de Glp puede implicar la medición de la expresión de Rspo2, Rspo3, Sdc y/o Glp al nivel de ARNm o a nivel proteico, 
la medición directa de la unión Rspo2/Sdc y/o Rspo3/Sdc y/o Rspo/Glp y/o la medición de la vía Wnt canónica y/o no 
canónica.

10
En una forma de ejecución la actividad de la vía Wnt no canónica se mide por fosforilación de Jnk y/o ensayando el 
movimiento de extensión convergente en los embriones de Xenopus (Yamanaka y otros, 2002). La activación de la 
vía Wnt/PCP también se puede medir por análisis del FTA con indicador luciferasa en embriones de Xenopus.

En una forma de ejecución la actividad de la vía Wnt canónica se mide por análisis TOPFLASH con indicador de 15
luciferasa o mediante matrices de estabilización de b-catenina (Kazanskaya y otros, 2004; Kim y otros, 2008b).

En una forma de ejecución preferida el antagonista es un anticuerpo. Se pueden emplear varios procedimientos 
conocidos del estado técnico para producir anticuerpos de epítopos de un polipéptido de Rspo2, Rspo3 o Sdc, es 
decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, o de Glp, es decir de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 y/o Glp6.20

Los anticuerpos monoclonales que se unen a un polipéptido de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp se pueden marcar para 
permitir su localización y distribución en el cuerpo tras la inyección. Los anticuerpos marcados se pueden usar como 
herramienta de diagnóstico no invasivo para obtener imágenes de la formación y/o resorción ósea relacionada con 
aquellos estados cuyo tratamiento implica la inhibición de la pérdida de masa ósea y/o el desarrollo de la formación 25
de hueso.

También se pueden diseñar inmunotoxinas que dirijan agentes citotóxicos a sitios específicos del cuerpo. Así, por 
ejemplo, se pueden complejar covalentemente anticuerpos monoclonales de gran afinidad, específicos de Rspo2, 
Rspo3, Sdc o Glp, con toxinas bacterianas o vegetales tales como la toxina diftérica, la abrina o la ricina. Un método 30
general de preparación de moléculas híbridas de anticuerpo puede comportar el uso de reactivos reticulantes de tiol 
como el SPDP, que ataca los grupos amino primario del anticuerpo y une la toxina al anticuerpo por intercambio de 
disulfuro.

Para producir los anticuerpos se pueden inmunizar diferentes animales mediante la inyección del polipéptido de 35
Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp, incluyendo, sin limitarse a ellos, conejos, ratones, ratas, etc. Para aumentar la respuesta 
inmunológica se pueden usar varios adyuvantes según la especie huésped, incluyendo, sin limitarse a ellos, el 
adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales como hidróxido alumínico, sustancias sufactantes 
como lisolecitina, polioles plurónicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa, dinitrofenol y 
adyuvantes humanos potencialmente útiles como BCG (bacilo Calmette-Guérin) y Corynebacterium parvum.40

Los anticuerpos monoclonales de polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp se pueden preparar usando cualquier 
técnica que permita la producción de moléculas de anticuerpo en cultivos continuos de líneas celulares, incluyendo, 
sin limitarse a ellas, la técnica del hibridoma originalmente descrita por Köhler y Milstein (Nature, 1975, 256: 495-
497), la técnica del hibridoma de células B humanas (Kosbor y otros, 1983, Immunology Today, 4: 72; Cote y otros, 45
1983, Proc. Natl. Acad. Sci., 80: 2026-2030) y la técnica del hibridoma EBV (Cole y otros, 1985, Monoclonal 
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Asimismo se pueden usar técnicas desarrolladas para 
la producción de “anticuerpos quiméricos” (Morrison y otros, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81: 6851-6855; Neuberger 
y otros, 1984, Nature, 312: 604-608; Takeda y otros, 1985, Nature, 314: 452-454), empalmando los genes de una 
molécula de anticuerpo murino de especificidad antigénica adecuada con genes de una molécula de anticuerpo 50
humano de actividad biológica apropiada. Como alternativa, las técnicas descritas para la producción de anticuerpos 
monocatenarios (pat. U.S. nº 4,946,778) se pueden adaptar para producir anticuerpos monocatenarios específicos 
de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp.

Los fragmentos de anticuerpo que contienen sitios de unión específicos para Rspo2, Rspo3, un Sdc o un Glp se 55
pueden generar por técnicas conocidas. Por ejemplo, estos fragmentos incluyen, sin limitarse a ellos: los fragmentos 
F(ab’)2, que se pueden producir mediante la digestión de la molécula de anticuerpo por pepsina, y los fragmentos 
Fab, que se pueden generar reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. Como alternativa se pueden 
formar bibliotecas de expresión de Fab (Huse y otros, 1989, Science, 246: 1275-1281), a fin de permitir la rápida y 
fácil identificación de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada para R-espondina.60

Los anticuerpos de los polipéptidos de Rspo2 pueden antagonizar la actividad de la R-espondina-2, evitando su
unión a un Sdc, es decir a Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4. Por lo tanto los anticuerpos que se unen específicamente a 
Rspo2 pueden ser antagonistas de Rspo2.
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Los anticuerpos de los polipéptidos de Rspo3 pueden antagonizar la actividad de la R-espondina-3, evitando su 
unión a un Sdc, es decir a Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4 o a un Glp. Por consiguiente los anticuerpos que se unen 
específicamente a Rspo3 pueden ser antagonistas de Rspo3.

Los anticuerpos de los polipéptidos de Sdc, es decir de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, pueden antagonizar la actividad 5
del respectivo Sdc, evitando su unión a Rspo2 y/o a Rspo3. Por tanto los anticuerpos que se unen específicamente
a un Sdc pueden ser antagonistas del respectivo Sdc.

Los anticuerpos de los polipéptidos de Glp, es decir de Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 o Glp6, pueden antagonizar la 
actividad del respectivo Glp, evitando su unión a Rspo3. Por lo tanto los anticuerpos que se unen específicamente a 10
un Glp pueden ser antagonistas del respectivo Glp.

Además las formas mutadas o truncadas de Rspo2, Rspo3, de un Sdc o de un Glp que tienen un efecto negativo 
dominante también se pueden usar como antagonistas.

15
Aquí se describen ácidos nucleicos antagonistas de de Rspo2, Rspo3 o de un Sdc. Las moléculas antisentido, p.ej. 
las moléculas de ARN y ADN antisentido o los morfolinos actúan bloqueando directamente la traducción de ARNm 
mediante la unión al ARNm diana e impidiendo la traducción de proteínas. En cuanto a las moléculas antisentido, se 
prefieren los oligodesoxirribonucleótidos o morfolinos derivados del sitio de inicio de la traducción, p.ej. entre las 
regiones -10 y +10 de la secuencia de nucleótidos de Rspo3 o Sdc4.20

Los ribozimas son moléculas de ARN enzimáticas capaces de catalizar la escisión específica de ARN. El mecanismo 
de acción del ribozima implica la hibridación específica de secuencia de la molécula de ribozima con el ARN diana 
complementario, seguida de una escisión endonuleolítica. Las moléculas de ribozima con motivo de cabeza de 
martillo producidas por ingeniería genética catalizan de manera específica y eficiente la escisión endonuleolítica de 25
secuencias del ARN diana.

Primero se identifican los sitios específicos de escisión del ribozima en cualquier diana potencial de ARN, explorando 
aquellos sitios de escisión de la molécula diana de ribozima que incluye las secuencias GUA, GUU y GUC. Una vez 
identificadas, se puede valorar si las secuencias cortas de ARN de entre 15 y 20 ribonucleótidos correspondientes a 30
la región del gen diana que lleva el sitio de escisión tienen características estructurales tales como una estructura 
secundaria que pueda hacer inservible la secuencia de oligonucleótidos. La idoneidad de las posibles dianas 
también se puede valorar probando su accesibilidad a la hibridación con oligonucleótidos complementarios mediante 
ensayos de protección de ribonucleasa.

35
Las moléculas de ARNi son moléculas de ARN bicatenario o análogas de las mismas, incluyendo los análogos con 
elementos de morfolino, capaces de mediar en la interferencia por ARN de una molécula de ARNm diana, p.ej. 
moléculas de ARNip, que son moléculas cortas de ARN bicatenario con una longitud preferente de 19-25 nucleótidos 
y de manera opcional con al menos un extremo protuberante 3’ o precursores del mismo o moléculas de ADN que lo 
codifican.40

Las moléculas antisentido, p.ej. las moléculas de ARN y ADN antisentido o análogas de las mismas, incluyendo los 
morfolinos, los ribozimas y las moléculas de ARNi, se pueden preparar por cualquier método conocido del estado 
técnico para sintetizar moléculas de ARN. Estos métodos incluyen técnicas de síntesis química de oligodesoxirribo-
nucleótidos o morfolinos bien conocidas del estado técnico, como por ejemplo la síntesis química en fase sólida por 45
el método de la fosforamidita. Alternativamente las moléculas de ARN se pueden generar por transcripción in vitro e 
in vivo de secuencias de ADN codificadoras de la molécula de ARN antisentido. Dichas secuencias de ADN se 
pueden incorporar a una gran variedad de vectores que incluyen promotores adecuados de polimerasa de ARN tales 
como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Como alternativa se pueden introducir de manera estable en líneas 
celulares constructos de ADNc antisentido que sinteticen el ARN antisentido constitutivamente o por inducción, 50
dependiendo del promotor empleado.

En las moléculas de ADN se pueden introducir varias modificaciones como manera de incrementar la estabilidad 
intracelular y la vida media. Las posibles modificaciones incluyen, sin limitarse a ellas, la adición de secuencias 
flanqueadoras de derivados de morfolino, así como de ribo- o desoxirribo-nucleótidos a los extremos 5’ y/o 3’ de la 55
molécula o el uso de enlaces fósforotioato o 2’-O-metilo en vez de fosfodiesterasa dentro de la cadena principal del 
oligodesoxirribonucleótido.

Los antagonistas de los polipéptidos de Rspo2 o Rspo3, de los polipéptidos de Sdc o de los polipéptidos de Glp, o 
de los ácidos nucleicos de Rspo2 o Rspo3, de los ácidos nucleicos de Sdc o de los ácidos nucleicos de Glp, se 60
pueden usar en el tratamiento de aquellos estados que requieren la reducción de la actividad de Rspo2 o Rspo3 y/o 
de Sdc mediante la inhibición de la unión de Rspo2 y/o Rspo3 a un Sdc, es decir a Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, o la 
reducción de la actividad de Rspo3 y/o de Glp mediante la inhibición de la unión de Rspo3 a un Glp.

El antagonista puede ser un anticuerpo. Se puede emplear un anticuerpo de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp para tratar 65
aquellos estados que requieren la reducción de la actividad de Rspo2, Rspo3 y/o de Sdc mediante la inhibición de la 
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unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc, es decir a Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4, o la reducción de la actividad de Rspo3 
y/o de Glp mediante la inhibición de la unión de Rspo3 a un Glp.

El ácido nucleico antagonista puede ser uno que sea capaz de inhibir la traducción, transcripción, expresión y/o 
actividad de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp. Un ácido nucleico que inhiba la traducción, transcripción, expresión y/o 5
actividad de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp se puede usar para tratar aquellos estados que requieren la reducción de la 
actividad de Rspo2, Rspo3, de un Sdc y/o de un Glp mediante la inhibición de la unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc o 
de Rspo3 a un Glp. Un ARNip, un ARNhc u otro ácido nucleico antisentido contra Rspo2, Rspo3, contra un Sdc o 
contra un Glp se puede emplear para tratar aquellos estados que requieren la reducción de la actividad de Rspo2, 
Rspo3 y/o de Sdc mediante la inhibición de la unión de Rspo2 o Rspo3 a un Sdc, es decir a Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o 10
Sdc4, o la reducción de la actividad de Rspo3 y/o de Glp mediante la inhibición de la unión de Rspo3 a un Glp.

Los antagonistas de polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o los ácidos nucleicos antagonistas de Rspo2, Rspo3, 
Sdc o Glp farmacéuticamente activos se pueden administrar tal cual a un paciente o mezclados con vehículos o 
excipientes adecuados en composiciones farmacéuticas.15

En función de los estados concretos bajo tratamiento estos agentes se pueden formular y administrar sistémica o 
localmente. Las técnicas de formulación y administración se pueden encontrar en la última edición del manual 
“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, Pa. Como vías de administración adecuadas 
cabe mencionar, por ejemplo, la oral, rectal, transmucosal o intestinal; la administración parenteral, incluyendo las 20
inyecciones intramusculares, subcutáneas, intramedulares, así como las inyecciones intratecales, intraventriculares 
directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasales o intraoculares, o en el caso de tumores sólidos directamente 
en un tumor sólido. Para inyectarlos, los agentes se pueden formular en soluciones acuosas, preferentemente en 
tampones fisiológicamente compatibles tales como la solución de Hanks, la solución de Ringer o en tampón salino 
fisiológico. Para la administración transmucosal se usan en la formulación agentes de penetración apropiados para 25
permeabilizar la barrera. Estos agentes penetrantes son generalmente conocidos en la especialidad.

Los antagonistas se pueden formular fácilmente empleando vehículos farmacéuticamente aceptables bien conocidos 
del estado técnico en dosis adecuadas para la administración oral. Estos vehículos permiten formular los agentes 
activos en forma de tabletas, píldoras, cápsulas, líquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones y similares, para 30
ingestión oral del paciente tratado.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso aquí descrito incluyen aquellas que llevan los antagonistas 
en una cantidad efectiva para lograr el fin pretendido. Los expertos en la materia tienen la capacidad suficiente para 
determinar las cantidades efectivas, sobre todo a la luz de la exposición detallada que aquí se ofrece.35

Además de los antagonistas, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehículos farmacéuticamente 
aceptables, incluyendo los excipientes y las sustancias auxiliares que faciliten la elaboración de los antagonistas en 
preparados de uso farmacéutico. Los preparados formulados para administración oral pueden hallarse en forma de 
tabletas, grageas, cápsulas o soluciones.40

Las formulaciones farmacéuticas se pueden elaborar según procedimientos ya conocidos, p.ej. mediante procesos 
convencionales de mezclado, disolución, granulación, grageado, levigación, emulsión, encapsulación, atrapamiento 
o liofilización.

45
Las formulaciones farmacéuticas para la administración parenteral incluyen soluciones acuosas de los antagonistas 
en forma soluble en agua. Los agentes también se pueden preparar como suspensiones en aceite de aptas para 
inyectar. Los disolventes o vehículos lipófilos adecuados incluyen aceites grasos tales como el aceite de sésamo, o 
ésteres sintéticos de ácidos grasos como el oleato de etilo, o triglicéridos o liposomas. Las suspensiones acuosas 
inyectables pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensión, tales como carboximetil-50
celulosa sódica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente la suspensión también puede llevar estabilizantes o ingredientes
adecuados que aumenten la solubilidad de los agentes, con el fin de permitir la preparación de soluciones altamente 
concentradas.

Los preparados farmacéuticos de uso oral se pueden obtener combinando los antagonistas con un excipiente sólido, 55
moliendo opcionalmente la mezcla resultante y procesando la mezcla de gránulos después de añadirle sustancias 
auxiliares idóneas, si se desea, para obtener tabletas o núcleos de grageas. Como excipientes son especialmente 
adecuados rellenos tales como los azúcares, incluyendo lactosa, sacarosa, manita o sorbita; los almidones de maíz, 
trigo, arroz, patata; la gelatina y la goma tragacanto; preparaciones celulósicas como, por ejemplo, metil-celulosa, 
hidroxipropilmetil-celulosa, carboximetil-celulosa sódica; y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea pueden añadirse 60
agentes desintegrantes como polivinilpirrolidona reticulada, agar o ácido algínico o una sal del mismo, como alginato 
sódico.

Los núcleos de grageas se recubren adecuadamente. Para ello se pueden usar soluciones concentradas de azúcar 
que opcionalmente pueden contener goma arábiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol y/o 65
dióxido de titanio, disoluciones de laca y disolventes orgánicos adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden 
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agregar colorantes o pigmentos a los recubrimientos de las tabletas o grageas, a fin de identificar o caracterizar las 
diferentes combinaciones de dosis.

Los preparados farmacéuticos de uso oral incluyen cápsulas duras de gelatina, así como cápsulas blandas selladas 
de gelatina con un plastificante tal como glicerina o sorbita. Las cápsulas duras pueden contener los agentes activos 5
mezclados con una sustancia de relleno como la lactosa, con aglutinantes como los almidones y/o con lubricantes 
como talco o estearato magnésico y, opcionalmente, estabilizantes. En las cápsulas blandas, los agentes activos 
pueden ir disueltos o suspendidos en líquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina líquida o polietilen-
glicoles líquidos. Además se pueden añadir estabilizantes.

10
Las composiciones que llevan un antagonista formulado en un vehículo farmacéuticamente compatible se pueden 
preparar, introducir en un recipiente idóneo y etiquetar para el tratamiento de la osteoporosis y de otras afecciones 
cuyo tratamiento implique la formación de hueso y/o la inhibición de la resorción ósea.

Las composiciones farmacéuticas también pueden llevar vehículos o excipientes adecuados, sólidos o en fase gel. 15
Los ejemplos de dichos vehículos o excipientes incluyen, sin limitarse a ellos, carbonato cálcico, fosfato cálcico, 
varios azúcares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polímeros como los polietilenglicoles.

Muchos de los agentes activos se pueden preparar como sales con contraiones farmacéuticamente compatibles. Las 
sales farmacéuticamente compatibles se pueden formar con muchos ácidos, incluyendo, sin limitarse a ellos, los 20
ácidos clorhídrico, sulfúrico, acético, láctico, tartárico, málico, succínico, etc. Las sales tienden a ser más solubles en 
disolventes acuosos u otros disolventes protónicos que las respectivas formas básicas libres.

La dosis terapéuticamente efectiva de cualquier antagonista empleado en el método aquí descrito se puede estimar 
inicialmente partiendo de ensayos de cultivo celular. Por ejemplo se puede formular una dosis en modelos animales 25
para conseguir un intervalo de concentración circulante que incluya el valor IC50 determinado en el cultivo celular 
(es decir, la concentración del compuesto ensayado que produce la inhibición semi-máxima de la actividad de la 
PTP). Esta información se puede usar para determinar con mayor exactitud las dosis útiles en humanos.

Una dosis terapéutica efectiva se refiere a la cantidad de ácidos nucleicos antagonistas que mejora los síntomas o 30
prolonga la supervivencia del paciente. La toxicidad y la eficacia terapéutica se pueden precisar por procedimientos 
farmacéuticos estándar en cultivos celulares o en animales de experimentación, p.ej. para determinar el valor LD50 
(la dosis letal para el 50% de la población) y el valor ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva para el 50% de la 
población). El cociente de dosificación entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y se puede 
expresar como la relación ED50/LD50. Se prefieren los antagonistas que dan los mayores índices terapéuticos. Los 35
datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y de los estudios con animales se pueden utilizar para fijar un 
intervalo de dosificación destinado al uso en humanos. La dosificación de tales antagonistas está comprendida 
preferiblemente en un intervalo de concentraciones circulantes que incluye el valor ED50 con poca o ninguna 
toxicidad. La dosificación puede variar dentro de este intervalo en función de la forma de dosificación empleada y de 
la vía de administración utilizada. La formulación exacta, la vía de administración y la dosificación las puede elegir 40
cada médico viendo el estado del paciente (véase p.ej. Fingl y otros, 1975, en “The Pharmacological Basis of 
Therapeutics”, Ch. 1 p1).

La cantidad y el intervalo de dosificación se pueden ajustar individualmente para aportar al plasma unos niveles de 
agentes activos que sean suficientes para mantener los efectos de inhibición deseados. Las dosis habituales para la 45
administración sistémica a un paciente oscilan en un intervalo de 1-2000 mg/día, normalmente de 1-250 mg/día y 
típicamente de 10-150 mg/día. Referidas al peso corporal del paciente, las dosis habituales varían entre 0,02-25 
mg/kg/día, normalmente 0,02-3 mg/kg/día, típicamente 0,2-1,5 mg/kg/día.

La cantidad y el intervalo de dosificación se pueden ajustar individualmente para aportar al plasma unos niveles de 50
agentes activos que sean suficientes para mantener los efectos de inhibición o promoción de la R-espondina. Los 
niveles medios habituales en plasma deberían mantenerse entre 50-5000 µg/ml, normalmente 50-1000 µg/ml y 
típicamente 100-500 µg/ml.

Como alternativa, los agentes activos se pueden administrar localmente en lugar de sistémicamente, por ejemplo 55
inyectándolos en un sitio diana, a menudo mediante una formulación para absorción gradual o liberación prolongada.

La composición farmacéutica también se puede administrar mediante un sistema de liberación dirigida del fármaco, 
por ejemplo en un liposoma recubierto con un anticuerpo específico de la diana. Los liposomas se dirigirán al sitio 
diana y serán absorbidos selectivamente en él.60

En los casos de administración local o absorción selectiva puede ser que la concentración localmente efectiva de la 
composición farmacéutica no tenga relación con la concentración en el plasma.

Los ácidos nucleicos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o los compuestos capaces de unirse a polipéptidos de Rspo2, 65
Rspo3, Sdc o Glp o ácidos nucleicos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp, como los anticuerpos o las sondas nucleótidas, 
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se pueden usar con fines diagnósticos para detectar la expresión de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp, p.ej. en los trastornos 
poliferativos como los indicados arriba.

Los reactivos adecuados para detectar polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o ácidos nucleicos de Rspo2, 
Rspo3, Sdc o Glp o compuestos capaces de unirse a polipéptidos de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp o ácidos nucleicos 5
de Rspo2, Rspo3, Sdc o Glp pueden tener varios usos en el diagnóstico de procesos, enfermedades o trastornos 
resultantes de la expresión aberrante de Rspo2, Rspo3 o Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4, Glp1, Glp2, Glp3, Glp4, Glp5 y/o 
Glp6, relacionados con la misma y/o acompañados de ella. Los métodos de diagnóstico se realizan preferiblemente 
en muestras obtenidas de un sujeto, p.ej. de un paciente humano, p.ej. muestras de fluidos corporales como sangre 
entera, plasma, suero u orina, o de muestras de tejidos como las obtenidas por biopsia o autopsia. Por ejemplo, la 10
secuencia de Rspo2, Rspo3, Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 o Glp se puede utilizar en amplificación, p.ej. en ensayos de 
hibridación, para diagnosticar anormalidades en la expresión de R-espondina; p.ej. en análisis Southern o Northern 
blot, incluyendo los ensayos de hibridación in situ.

La presente invención se explica asimismo con mayor detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos.15

Descripción breve de las figuras

Figura 1. La R-espondina-3 interactúa con sindecano 4.
(A-C) Ensayos de unión a la superficie celular. (A, D) La Rspo3 se une al sindecano 4 y al glipicano 3. Se 20
transfectaron células HEK293T con los plásmidos señalados y del modo indicado se aplicó la proteína Wnt5a 
marcada con V5 o las proteínas Rspo3, Dkk1 o TSP marcadas con fosfatasa alcalina para la unión a la superficie 
celular. (B, C, E, F) Las células se transfectaron con los plásmidos indicados y medios acondicionados.

Figura 2. La R-espondina-3 se une al sindecano 4 y a  glipicanos.25
(A) Rspo2 y Rspo3 se unen a sindecano-1, sindecano-2, sindecano-3 y sindecano-4. Rspo1 y Rspo4 no se unen. Se 
transfectaron células HEK293T con los plásmidos señalados y del modo indicado se aplicaron las proteínas Rspo1, 
Rspo2, Rspo3 y Rspo4 marcadas con fosfatasa alcalina para la unión a la superficie celular. Las células se 
transfectaron con los plásmidos señalados y se aplicaron medios acondicionados que contenían proteínas de fusión 
de R-espondinas-fosfatasa alcalina (AP) para la unión a la superficie celular y la tinción AP, del modo indicado. (B) 30
Las células se transfectaron con los plásmidos especificados y se incubaron con o sin NaClO3. A las 24 h se aplicó 
Rspo3-AP para la unión y se procedió a la tinción. (C) Ensayo de unión in vitro con N-streptag Sdc4ΔTMC purificado 
a partir de los medios acondicionados de control o de las células tratadas con NaClO3 a Rspo3-AP purificada (UR, 
unidades relativas). (D) Análisis gráfico de Scatchard de los ensayos de unión in vitro con N-streptag Sdc4ΔTMC 
purificado y Rspo3-AP. (E) La Rspo3 se une a glipicano-1, glipicano-2, glipicano-3, glipicano-4, glipicano-5 y 35
glipicano-6.

Figura 3. La integridad de las proteínas de fusión Rspo-AP usadas en la fig. 1A se controló por análisis Western blot 
con detección de anticuerpos anti-AP.

40
Figura 4. Marcación metabólica in vivo de N-streptag Sdc4ΔTMC con [S35] sulfato en presencia o ausencia de clorato 
sódico. Las muestras se analizaron tras la precipitación de estreptavidina por Western blot (izquierda) y 
autorradiografía (derecha). Obsérvese que la mayor parte del Sdc4 a 45 kD no está sulfatado.

Figura 5. La R-espondina-3 es necesaria para la gastrulación del Xenopus y la señalización Wnt no canónica.45
(A) La pérdida de funcionalidad de Rspo3 produce defectos de gastrulación en los embriones de Xenopus. Arriba:
embriones en fase de 4 células se microinyectaron ecuatorialmente en dos blastómeros dorsales con 40 ng de 
Rspo3 Mo por embrión. Obsérvese el fenotipo de espina bífida con dos extremos caudales (puntas de flecha) en los 
embriones inyectados con Rspo3 Mo (61%, n = 66), pero no en los embriones de control (0%, n = 45). Centro: 
hibridación in situ de Xbra en la fase de gástrula (fase 11). Los embriones de control y Rspo3 Mo mostraron 50
respectivamente 100% (n = 20) y 95% (n = 20) de tinción Xbra normal. Obsérvese sin embargo el blastóporo 
ensanchado en el Rspo3 morfante. Abajo: Rspo3 Mo inhibe el alargamiento de los hemisferios animales inyectados 
con activina.
(B-D) La señalización de Rspo3 requiere Sdc4 y Wnt5a para inducir defectos de gastrulación. Los embriones se 
inyectaron en fase de 4 células con morfolinos y/o ARNm en dos blastómeros dorsales del modo indicado (40 ng de 55
Rspo3 Mo; 100 pg de ARNm para hSdc4 natural o dominante negativo; 10 o 20 ng de Sdc4 Mo; 2,5 o 10 ng de
Wnt5a Mo (“+” y “++”); se emplearon 250 pg de ARNm para xRspo3 por embrión). (E) Ensayo de protrusión celular 
con microscopía confocal. Se disoció la zona marginal dorsal o ventral (ZMV) de embriones en fase 10,5 inyectados 
con membrana-RFP ARNm y 40 ng Rspo3 Mo o 10 ng de Wnt5a Mo y/o 50 pg de ARNm para hRspo3 por embrión. 
Las puntas de flecha blancas indican protrusiones. Derecha: cuantificación de protrusiones de tres ensayos 60
independientes (entre 300-600 células contadas por cada barra). Se indica la desviación estándar de la media. (F)
Arriba: inmunotinción nuclear con fosfo-JNK en el mesodermo dorsal de embriones en fase 10,5 inyectados 
dorsalmente con los morfolinos o los ARNm indicados. Abajo: tinción nuclear de Hoechst.

Figura 6. Expresión de Rspo3 y Sdc4 en embriones de Xenopus (A-F). (A) Expresión de Rspo3 en la zona marginal 65
dorsal involuta de la gástrula en fase 10 biseccionada sagitalmente y (B, E) en el cartílago de cabeza del renacuajo

E10807590
26-05-2016ES 2 573 643 T3

 



15

en fase 46. (C, F) Expresión de Sdc4 en el cartílago de cabeza del renacuajo en fase 46. (D) La sonda sentido para 
el transcrito de Rspo3 no da ninguna señal con el renacuajo en fase 46. (G) Perfiles de expresión de los genes 
marcadores mesodérmicos indicados en hemisferios animales inyectados con activina y Rspo3 Mo.
Figura 7. La R-espondina-3 es necesaria para la morfogénesis del cartílago de cabeza.
(A-B) Embriones de Xenopus en la fase de renacuajo inyectados en la fase de 8 células con 10 ng por embrión de 5
Rspo3 Mo en los cuatro blastómeros animales; obsérvese la cabeza reducida en los Rspo3 morfantes (68 %, n = 98) 
en comparación con Co Mo (0,1%, n = 85). (C-D y G-H) El cartílago ceratobranquial se tiñó con azul alcián y se 
diseccionó de embriones en fase 46 inyectados animalmente con 10 ng de Rspo3 Mo o con 2,5 ng de Wnt5a Mo por 
embrión en la fase de 8 células. Obsérvense los elementos cartilaginosos compactos. (E-F e I-J) El cartílago
ceratobranquial se diseccionó de embriones inyectados con morfolino y se aplanó. Se determinó la relación longitud-10
anchura (R) de los condrocitos; se indican los valores. (E’ y F’) Dibujo esquemático de los contornos celulares de E y 
F. Abreviaciones: br, cartílago ceratobranquial; ba, cartílago basihial.

Figura 8. Los marcadores de la cresta neural no están afectados en los Rspo3 morfantes.
(A) Se inyectaron unilateralmente embriones de 8 células con 2,5 ng por blastómero de Co Mo o Rspo3 Mo y 15
trazador de linaje lacZ en dos blastómeros animales. (B) Los embriones se inyectaron como en (A) pero en todos los 
blastómeros animales y sin trazador de linaje. Se analizó la expresión de los genes marcadores indicados en la fase 
de néurula o en la fase de brote de cola, del modo indicado, por hibridación in situ de embriones enteros (A) o por 
qPCR (B). Los embriones inyectados con Rspo3 Mo revelan unos patrones de expresión no afectados en el caracol
(95%, n= 20 para la néurula y 95,5%, n = 22 para el brote de cola), al igual que los embriones inyectados con Co Mo 20
(100%, n = 21 para la néurula y 100%, n = 20 para el brote de cola).

Figura 9. La Rspo3 y los HSPG cooperan en la morfogénesis del cartílago de cabeza.
(A) Vista dorsal de embriones inyectados con dosis subumbrales de Rspo3 Mo (5 ng por embrión) y/o ARNm para 
Sdc4 dominante negativo (dnSdc4, 25 pg por embrión). La flecha indica la distancia entre los ojos; en el embrión 25
inyectado con Co Mo la distancia se definió como 100% y se indican las distancia relativas (n = 21-25). Nótese que 
el volumen de la cabeza disminuye aproximadamente con la tercera potencia de su diámetro. (B-C) La inhibición 
subumbral combinada de Rspo3 y Sdc4 afecta a la morfogénesis del cartílago de cabeza. Análisis estadísticos de 
embriones inyectados con bajas dosis de Rspo3 Mo y/o dnSdc4 ARNm para dnSdc4 o 1 ng de Sdc4 Mo por 
embrión. Nótese que el tamaño de la cabeza se redujo específicamente, mientras que la longitud del eje corporal no 30
resultó afectada. (D) La inhibición subumbral combinada de Rspo3 y HSPG afecta a la morfogénesis del cartílago de 
cabeza. Análisis estadísticos de embriones inyectados con Rspo3 Mo y/o tratados con NaClO3 60 mM entre las 
fases 20-46. Se indica el diámetro de la cabeza y la longitud del cuerpo entre la cabeza y la cola. El tamaño de la 
cabeza es reducido significativamente por la inhibición tanto de Rspo3 como de Sdc4 (valores p, *<0,005, **<0,01).
(E) El cartílago ceratobranquial se diseccionó de embriones inyectados en A con Rspo3 Mo y/o ARNm para dnSdc435
y se aplanó. Se indica la relación longitud-anchura (R) de los condrocitos.

Figura 10. La señalización de Rspo3/PCP requiere Wnt5a, Sdc4 y Dvl.
(A-D) Ensayo de FTA2 con indicador luciferasa en embriones de Xenopus. Se inyectaron ecuatorialmente embriones
en fase de 4 células con plásmido indicador FTA2-Luc y los morfolinos y ARNm antisentido indicados. Los ensayos 40
con indicador de luciferasa se llevaron a cabo a partir de embriones enteros lisados en la fase de gástrula (fase 12). 
La actividad de luciferasa en los embriones inyectados solamente con Co Mo o con Co Mo más ARNm de los 
activadores indicados en cada condición se estableció como 100%. ARL, actividad relativa de luciferasa.

Figura 11. Especificidad de Rspo3 Mo45
Ensayo de FTA2 con indicador luciferasa en embriones de Xenopus. Se inyectaron ecuatorialmente embriones en 
fase de 4 células con plásmidos indicadores FTA2-Luc y renilla y dos distintos morfolinos antisentido (R3 Mo; R3 
Mo2) contra xRspo3 (40 ng por embrión) y/o hRspo3 ARNm (50 y 100 pg por embrión). Los ensayos con indicador 
de luciferasa se llevaron a cabo con embriones enteros recogidos en la fase de gástrula (fase 12). La actividad de 
luciferasa en los embriones inyectados Co Mo más ARNm PPL se estableció como 100%. R3 Mo2 es un morfolino 50
que tiene la secuencia GCAGTCGCAATTGCATAGTAACCTT y se inyectó a 40 ng por embrión. ARL, actividad 
relativa de luciferasa.

Figura 12. La Rspo3 requiere endocitosis mediada por clatrina para inducir fosfo-JNK.
(A) Microscopía confocal de células de hemisferios animales disociadas y tratadas durante 1 h con la proteína 55
hRspo3ΔC-SNAP549 (puntas de flecha naranja en CoMo). Se inyectaron animalmente embriones en la fase de 4 
células con Venus ARNm unido a membrana (verde) y los morfolinos (Mo) indicados (20 ng de Sdc4; 20 ng de Fz7; 
5 ng de Wnt5a). El número medio de vesículas por célula se indica en el gráfico. (B) Microscopía confocal de Dvl-
GFP (verde) en hemisferios animales de Xenopus en la fase 8. Se inyectaron animalmente embriones en la fase de 
4 células con los Mo y/o ARNm indicados junto con Dvl-GFP ARNm. (C, D) Microscopía confocal de células de 60
hemisferios animales (AC) procedentes de embriones inyectados en la fase de 4 células con el Mo o ARNm indicado 
(C) o tratados con inhibidores de endocitosis (D) del modo descrito en Materiales y métodos. Se inyectaron 
animalmente embriones de “células AC disociadas” con Venus ARNm unido a membrana (verde); las AC se 
explantaron y se disociaron en la fase 8, y se incubaron durante 1 h con hRspo3ΔC-SNAP549 (rojo), se fijaron y se 
analizaron. Se trataron células enteras de “tejido AC” en fase 8 con proteína A (los dos paneles de arriba) o con 65
hRspo3ΔC-streptag-PrA2 recombinante (“tratamiento de Rspo3”) y se tiñeron inmunológicamente con anticuerpo 
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anti-pJNK tal como se describe en Materiales y métodos. Las células y los tejidos se tiñeron por contraste con 
Hoechst (azul). Obsérvese que las células tratadas con inhibidor de clatrina (AP2Δ2 Mo, MDC) fijan y agrupan 
Rspo3 en la superficie celular, pero no logran incorporar la proteína e inducir fosfo-JNK.
Figura 13. Control de la incorporación de dextrano fluorescente. (A-D) Incorporación de fluoresceína-dextrano 
(verde) en células de hemisferios animales disociadas e inyectadas con RFP unido a membrana y los morfolinos o 5
ARNm indicados (A, B) o tratadas con el inhibidor indicado (C, D). Las células de los hemisferios animales se 
trataron previamente con DMSO, monodansilcadaverina (MDC), filipina III o nistatina durante 45 minutos y se 
incubaron con fluoresceína-dextrano y los inhibidores indicados. Las barras muestran el número promedio de 
vesículas fluorescentes por célula (excluyendo las señales de superficie) para la proteína hRspo3ΔC-SNAP549 o 
para fluoresceína-dextrano. Las barras de error indican la desviación estándar de la media de 3 experimentos 10
independientes. El número de células registrado es n > 40 (B) y n > 48 (D). Tinción nuclear de Hoechst, azul.

Figura 14. Modelo de asociación de Rspo3 con un complejo receptor de Wnt que interviene en la señalización de 
PCP. La endocitosis de complejos receptores de Wnt es esencial para la transducción de la señal Wnt/PCP. La 
unión de Rspo3 a Sdc4 promueve la endocitosis del complejo receptor de Wnt mediada por clatrina, señalando a 15
través de la vía PCP.

Ejemplos

MATERIALES Y MÉTODOS20

Constructos

Todos los constructos de R-espondina-1 humana, R-espondina-2 humana, R-espondina-3 humana, R-espondina-4 
murina, sindecano-1 murino, sindecano-2 murino, sindecano-3 murino, sindecano-4 humano y glipicano-3 fueron 25
creados por PCR y se clonaron en pCS2+. Los constructos se formaron añadiendo marcadores (fosfatasa alcalina, 
PRP o Flag). Por ejemplo, la hRspo2 se fusionó por el extremo C-terminal con AP para generar hRspo1-AP. Los 
constructos de glipicano-1 humano, glipicano-2 humano, glipicano-3 humano, glipicano-4 humano, glipicano-5 
humano y glipicano-6 humano se formaron de la manera correspondiente. Se fusionaron deleciones C-terminales de 
hRspo2 (aa 1-206), hRspo3 (aa1-209) y mRspo4 (aa 1-198) con AP para generar respectivamente hRspo2ΔC-AP, 30
hRspo3ΔC-AP y mRspo4ΔC-AP. En hRspo3TSP-AP (TSP) el péptido señal se fusionó con el dominio TSP (aa146-
209) seguido del marcador AP. La hRspo3ΔC-SNAP se generó fusionando hRspo3 (aa1-209) con el fragmento 
marcador SNAP del vector pSNAPtag(m) (New England Biolabs). La phSdc4-EYFP se formó poniendo EYFP detrás 
del sindecano-4 completo. La Nstreptag hSdc4 se subclonó reemplazando su péptido señal por el de mKremen2
enfrente del fragmento Streptag-HA-CBP del vector de expresión pGLUE (Angers y otros, 2006). La pN-streptag-35
hSdc4ΔC se formó por deleción de los últimos 28 aminoácidos. En la pN-streptag-hSdc4ΔGAG las serinas 63, 97, 
95, 138 se cambiaron por alanina. La pN-streptag-hSdc4ΔTMC se clonó por deleción de los últimos 52 aminoácidos. 
La phGly3 se subclonó en pCS2+. Los clones de ADNc completo de mSdc1 and mSdc2 en el vector pCMV-Sport6 
se adquirieron de imaGenes (clones IRAVp968B1218D e IRAVp968B0992D).

40
El mSdc3 se subclonó por clonación de un clon de imaGenes (IRAVp968F09131D) en pCS2+. La pN-Flag-hGly3 se 
clonó en el vector pCS2+ con el péptido señal de mKremen2. En la pN-Flag-hGly3ΔGAG la serina 445 y 509 se 
reemplazó por alanina. Para el constructo pPGKmWnt5aV5, el promotor CMV en el pcDNA3 se reemplazó por el 
promotor PGK y luego se subclonó mWnt3a en el vector resultante, seguido por el marcador V5. La pFzd5-GFP se 
describe en Kikuchi (Yamamoto y otros, 2006), la pCaveolin-GFP se describe en Helenius (Pelkmans y otros, 2004). 45
La fusión Wnt8-Fzd5 está descrita en Williams (Holmen y otros, 2002). Los clones de ADNc completo hGlp1, hGlp2, 
hGlp3, hGlp4, hGlp5 y hGlp6 se adquirieron de imaGenes (clones IRAUp969F11104D, IRATp970D1144D, 
IRAUp969D0389D, IRATp970D0937D, IRATp970B0558D e IRAMp995J1814Q). Los clones de los hGlps2-5 se 
usaron tal cual. El clon de hGlp1 se clonó en el vector pCS2+ bajo en control del promotor CMV.

50
Cultivo celular, medios acondicionados, transfecciones e inhibidores de endocitosis

Las células HEK293T se mantuvieron en DMEM, con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 10% de CO2. Donde sea 
que se mencionen proteínas recombinantes se usaron medios acondicionados. Los medios acondicionados con 
Wnt3a y Rspo3 se prepararon respectivamente tal como está descrito (Mao y otros, 2001) y Kazanskaya y otros, 55
2004). Todas las transfecciones con plásmidos se realizaron usando FuGene6 (Roche) y las células se recogieron 
24 h tras la transfección. Para evitar cualquier contaminación de las preparaciones con policationes en la producción 
de las proteínas recombinantes, las células 293T se electroporaron transitoriamente con el ADN correspondiente, 
empleando el sistema de transfeccion Neon® (Invitrogen). En caso indicado, a las 24 h de la transfección o de la 
electroporación, el medio de cultivo de las células se suplementó con NaClO3 25 mM y se incubó 24 h más.60

Ensayos con indicador de luciferasa y transfecciones de ARNip

Para los ensayos con indicador de luciferasa en los embriones de Xenopus, éstos se inyectaron con FTA2-luciferasa 
(van Dam y otros, 1995) y pRenilla-TK más Mo y/o ARNm sintético (normalmente 50 pg por embrión). Se lisaron 65
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grupos de 7 embriones cada uno con tampón de lisis pasivo (Promega) y se comprobó su actividad de luciferasa,
usando el sistema dual de luciferasa (Promega).

Unión a la superficie celular
5

Los medios acondicionados de proteínas se prepararon por transfección transitoria de las células HEK293T con 
plásmidos codificadores de las proteínas de fusión: hRspo1-AP, hRspo2ΔC-AP, hRspo3ΔC-AP, hRspo3TSP-AP y 
dkk1-AP en DMEM completo. La fusión XWnt8-hFzd5 se produjo en medio libre de suero (OPTIMEM I, Gibco) y el 
medio acondicionado se concentró unas 100 veces, empleando filtros Centricon Plus-20 (Millipore). Los medios 
acondicionados de proteína Wnt5aV5 se produjeron usando células L transfectadas de modo estable con pWnt5aV5. 10
Para los ensayos de unión a la superficie celular, las células 293T se dispusieron en placas recubiertas de polilisina, 
se transfectaron durante 48 h con los genes objeto de ensayo, usando FuGENE 6 (Roche), se incubaron durante 2 h 
en hielo con los medios acondicionados que contenían las proteínas de fusión, se lavaron con tampón de Hank, se 
fijaron durante 30 minutos con DSP 0,5 mM (Pierce) en tampón de Hank con HEPES 100 mM de pH 7,2, se lavaron 
con Tris 0,1 M de pH 8,0 y se tiñeron con Fast Red (Roche). La tinción roja que muestran algunas células indica la 15
unión de la proteína de fusión ensayada al gen transfectado. Debería compararse con una tinción de referencia 
obtenida de células transfectadas con plásmido de control u otros genes que no son capaces de fijar la proteína de 
fusión aplicada.

Ensayo de unión in vitro20

Para los ensayos de unión in vitro se purificó parcialmente hRspo3ΔC-AP a partir del medio acondicionado, en dos 
etapas. La hRspo3ΔC-AP procedente del medio acondicionado se absorbió en perlas de heparina-agarosa (Sigma, 
tipo I), se lavó con TBS y se eluyó con NaCl 0,5 M, Tris 20 mM, pH 7,5. El material eluido se cargó en una columna 
de Concanavalin A-agarosa (Sigma), se lavó con NaCl 0,5 M, Tris 20 mM, pH 7,5 y se eluyó con NaCl 0,5 M, MgCl225
1 mM, metil-α-D-mano-piranósido 100 mM, Tris 20 mM, pH 7,5. La concentración de proteína de fusión eluida se 
determinó en geles de SDS PAGE teñidos con Coomassie, usando ASB como patrón.

La proteína N-streptag Sdc4ΔTMC se purificó parcialmente a partir del medio acondicionado, mediante absorción en 
estreptavidina-agarosa (Thermo Scientific), lavado con NaCl 0,5 M, Tris 20 mM, pH 7,5 y elución con biotina 2 mM 30
en el mismo tampón. La proteína eluida se diluyó hasta NaCl 150 mM y se unió a DEAE-Sephadex A-50. Las perlas 
se lavaron con TBS para eliminar la biotina y se eluyeron con NaCl 1 M, Tris 20 mM, pH 7,5. La proteína eluida se 
dializó contra TBS y se conservó a -20ºC hasta su uso.

Para el ensayo de unión in vitro se emplearon placas blancas de 96 pocillos tipo ELISA de gran afinidad (Greiner) 35
recubiertas por la noche a 4ºC con 100 µl de estreptavidina disuelta a 2 µg/ml en tampón de bicarbonato (NaHCO3, 
50 mM, pH 9,6). Los pocillos se lavaron 6 veces con 230 µl de TBST y se incubaron durante 1 h a TA con 230 µl de 
tampón de bloqueo (5% de ASB, MgCl2 1 mM en TBST) sobre un agitador. Los pocillos se cargaron con 100 µl de 
proteína N-streptag Sdc4ΔTMC en tampón de bloqueo y se dejaron por la noche a 4ºC sobre un agitador para que 
tuviera lugar la fijación. Los pocillos se lavaron 6 veces con 230 µl de TBST y se incubaron durante 1 h con 230 µl de 40
tampón de bloqueo. Para los ensayos de unión se introdujeron 100 µl de hRspo3ΔC-AP serialmente diluida en 
pocillos recubiertos con tampón de bloqueo o N-streptag Sdc4ΔTMC. Tras 2 h de incubación a TA los pocillos se 
lavaron 6 veces con 230 µl de TBST. La actividad de la AP unida se midió mediante el ensayo quimioluminiscente
del gen indicador de SEAP (Roche). Para cada dilución, el valor de unión de referencia se sustrajo del valor de 
hRspo3ΔC-AP. Los datos de unión se analizaron mediante un gráfico de Scatchard, usando Excel.45

Marcación metabólica in vivo con [S35] sulfato

Las células HEK293T transfectadas transitoriamente con N-streptag Sdc4ΔTMC o con GFP de control se marcaron 
metabólicamente con 0,2 mCi/ml de [S

35
] sulfato (según Tooze, 2001).50

Pasadas 24 h después de la marcación se recogió el medio acondicionado, se suplementó con NP40 al 1%, Na2SO4

10 mM frío y se incubó durante la noche con perlas de estreptavidina. Las perlas se lavaron con NaCl 0,5 M, Na2SO4

1 mM, NP40 al 1%, Tris 20 mM a pH 7,5. La N-streptag Sdc4ΔTMC marcada y unida se eluyó con biotina 2 mM en el 
mismo tampón y se analizó por Western blot autorradiografía.55

Marcación con sonda SNAP

El medio acondicionado que contenía hRspo3ΔC-SNAP se purificó parcialmente a 4ºC en heparina-agarosa, tal 
como se ha descrito para la hRspo3ΔC-AP, con la modificación de que todos los tampones se suplementaron con 60
mercaptoetanol 1 mM. La proteína eluida se concentró en un filtro Amicon (Millipore) y se marcó durante 3 h a TA 
con substrato SNAP-surface 549 según las instrucciones del fabricante (New England Biolabs). La proteína marcada 
hRspo3ΔC-SNAP549 se liberó del substrato en una columna Sephadex G50 (concentración final A556 = 0,93) y se 
conservó en alícuotas a -20ºC.
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Métodos de Xenopus

La fertilización in vitro, el cultivo de los embriones, la preparación de ARNm, la microinyección y el cultivo de los 
embriones explantados se realizó del modo descrito (Gawantka y otros, 1995). Se efectuó la hibridación in situ de 
embriones enteros (según Bradley y otros, 1996). Las dosis de ARNm para las inyecciones fueron las indicadas en 5
las leyendas y si no (pg por embrión): 250 de Fz5, 100 de XWnt11, 250 de XFz7, 200 de XDsh-GFP, 250 de RFP o 
Venus unido a membrana (obsequio de N. Kinoshita, Kinoshita y otros, 2003), 500 de ΔDIX y ΔDEP de Xenopus 
Dishevelled, 500 de mutante Rab5 dominante negativo (obsequio de M Zerial, Bucci y otros, 1992) y caveolina-1 
dominante negativa (mutante YF, obsequio de C. Mastik, Sanguinetti y otros, 2003). Las dosis de oligonucleótidos 
morfolínicos antisentido para las inyecciones fueron (pg por embrión): 20 de Sdc4Mo (Munoz y otros, 2006), 2,5 de 10
LRP6Mo (Hassler y otros, 2007), 10 de Wnt5a (Schambony y Wedlich 2007) 10 o 40 de Rspo3 (Kazanskaya y otros, 
2007), 25 de Dsh (Sheldahl y otros 2003). Se inyectó una cantidad igual de Mo total por ajuste con el Mo estándar 
de control (Gene Tools) donde era preciso. Para los ensayos de protrusión se diseccionaron células mesodérmicas 
dorsales o ventrales de embriones en fase 10,5 inyectadas del modo descrito en la leyenda, se disociaron en MBS 
libre de Ca2+ y se cultivaron en 0,5x Barth con 1% de ASB (ASB-Barth) durante 1 hora en una placa recubierta de 15
fibronectina (50 µg/ml). El cartílago de cabeza se tiñó con azul alcián del modo descrito (Berry y otros, 1998). Para 
preparar el cartílago de cabeza los renacuajos de trataron con proteinasa K (100 µg/ml en PBS) durante 2 horas y 
luego con tripsina (GIBCO) al 0,05% durante 3 horas; el cartílago de cabeza se diseccionó manualmente bajo un 
microscopio estereoscópico.

20
Inmunotinción, ensayos de incorporación y tratamiento de células embrionarias de Xenopus con Rspo3

Para controlar la fosforilación de JNK, las zonas marginales dorsales en fase 10,5 se diseccionaron y se fijaron por la 
noche a -20ºC en fijador de Dent. Una vez rehidratados, los explantes se bloquearon en suero equino al 20%, 
reactivo bloqueante al 1% (Roche Molecular Biochemicals) en PBST (0,1% de Tween en PBS). A la incubación por25
la noche a 4ºC con el anticuerpo primario anti-pJNK (V7931, Promega, 1:1000) le siguió Alexa 488 anti-conejo 
(1:1000) durante 4 h a TA y tinción de Hoechst. Con el fin de controlar la incorporación de Rspo3 se diseccionaron 
hemisferios animales de embriones en fase 8 inyectados animalmente, se disociaron en MBS libre de Ca2+ y se 
cultivaron en ASB-Barth junto con proteína hRspo3ΔC-SNAP549 (1:40) o fluoresceína-dextrano (1 µg/ml) (Molecular 
Probes) durante 1 hora. Las células se lavaron dos veces con ASB-Barth, se fijaron con MEMFA durante 15 minutos 30
y se tiñeron con Hoechst. Para los tratamientos inhibidores de la endocitosis, las células de hemisferios animales 
disociadas se trataron previamente con MDC (monodansilcadaverina, 1 mM, Sigma), filipina III (300 ng/ml, Sigma), 
nistatina (25 µg/ml, Sigma) o DMSO al 2% durante 45 minutos y luego durante 1 h más en presencia de hRspo3ΔC-
SNAP549 (1:40) en ASB-Barth. Para inducir y detectar fosfo-JNK en hemisferios animales, unos cubreobjetos de 
microscopio se trataron previamente con IgG (4,5 µg/ml de IgG (Sigma) en NaHCO3 50 mM, pH 9,6) por la noche a 35
4ºC, se lavaron con TBST, se bloquearon con ASB al 5% en TBST durante 1 hora y luego se cargaron con medio 
acondicionado con proteína hRspo3ΔC-streptag-PrA2 o con proteína A (1 µg/ml, Amersham) durante la noche a 4ºC. 
El cubreobjetos se usó después de lavarlo con ASB-Barth. Los hemisferios animales de fase 8 se diseccionaron de 
embriones inyectados y, con la cara abierta hacia arriba por debajo de un cubreobjetos tratado con ASB, se trataron 
previamente durante 45 minutos con las dosis mencionadas de inhibidores de endocitosis. Luego el cubreobjetos se 40
reemplazó por otro cargado con hRspo3ΔC-streptag-PrA2 o con proteína A y se continuó la incubación en presencia 
de inhibidores durante 1 hora. Los hemisferios animales se retiraron, se fijaron en fijador de Dent durante la noche a 
-20ºC, se rehidrataron y se tiñeron inmunológicamente con anticuerpo anti-JNK del modo descrito. Se efectuó un 
barrido láser confocal en un microscopio Nikon e-C1plus.

45
Ensayo de interacción de sindecano-4 con R-espondina-3:

Para ver la interacción entre la R-espondina-3 y el sindecano-4 se puede usar un ensayo basado en ELISA. Para 
ello se aplican membranas que contienen sindecano-4 a placas de 96 o 384 pocillos, durante la noche a 4ºC. La 
secuencia completa codificadora del sindecano-4 se fusionó para la detección con un 6His Tag y se clonó en el 50
vector pTT5 para la transfección temporal en células 293-6E, tal como se describe en Durocher y otros (véase la 
referencia). El nivel de expresión fue de 30 mg/l aproximadamente. Para preparar las membranas con sindecano-4 
se homogenizaron precipitados celulares con un utensilio Dounce y luego se centrifugaron a 40.000 g durante 30 
minutos. El precipitado celular se lava, se resuspende y se utiliza para recubrir. Las membranas de sindecano-4 se 
aplican a diversas concentraciones, desde 1 µg/ml hasta 20 µg/ml. Las placas recubiertas se lavan y se bloquean 55
durante 2 horas con PBS que contiene 2% de ASB. Después de lavar las placas bloqueadas se cargan distintas 
cantidades de proteínas de fusión R-espondina-3-fosfatasa alcalina sobre los pocillos recubiertos (y también sobre 
pocillos no recubiertos como control) y se incuban a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Después de lavar las 
placas, la proteína de fusión R-espondina-3-fosfatasa alcalina que ha quedado unida se detecta añadiendo MUP, un 
substrato para fosfatasa alcalina (lectura fluorescente, excitación a 340 nm y emisión a 450 nm).60

Preparación de la proteína de fusión R-Spo3-ALPL

Se fusionaron distintas longitudes de secuencias codificadoras de RSpo3 humana y de rata (correspondientes a 
AA1-132, AA1-207 y AA1-273) con la secuencia codificadora de una proteína ALPL con deleciones en el extremo 65
terminal carboxilo (AAS 1-502). Estos constructos se clonaron luego en vectores pTT5 y se transfectaron en células 
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293-6E, tal como se describe en Durocher y otros. Los medios acondicionados que contenían estas proteínas se 
recuperaron 120 horas después de la transfección (nivel de expresión > 25 mg/l) y se centrifugaron a 1000 x g 
durante 10 minutos para descartar los restos de células, antes de la conservación a -20ºC previa al uso. Todos los 
trabajos de purificación se realizaron a 4ºC utilizando aparatos de cromatografía Akta (GE Healthcare). Primero se 
añadió tampón 10X al medio acondicionado, a una concentración de Hepes 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, imidazol 5
10 mM. Estos materiales se clarificaron después por centrifugación durante 1 h a 15.000 x g a 4ºC y se cargaron en 
una columna HisTrap de 5 ml (GE Healthcare). Las proteínas de fusión se eluyeron con aproximadamente imidazol 
320 mM en Hepes 50 mM pH 7,5, NaCl 350 mM, CHAPS al 0,1%. El análisis de proteínas con SDS-PAGE teñido 
con azul de Coomassie demostró que tenían aproximadamente un 95% de pureza. Se observó una banda única 
para la proteína de fusión RSpo3(1-102)-ALP(1-502). Para las proteínas de fusión RSpo3(1-207)-ALP(1-502) y 10
RSpo3(1-272)-ALP(1-502) se observó un doblete.

Resultados y discusión

El sindecano-4 es un receptor de R-espondina-315

Buscando un receptor de R-espondina observamos, como es sabido, que los dominios de tromboespondina (TSP1) 
presentes en las R-espondinas se unen a los HSPG (Chen y otros, 1996). De hecho, en los ensayos de unión a la 
superficie celular (figura 1A y 1D) tanto la Rspo3 completa como su dominio TSP se unieron específicamente a 
células transfectadas con glipicano-3 o sindecano-4 (Sdc4). En cambio no se detectó ninguna unión de Rspo3 a las 20
células transfectadas con LRP6, Kremen1 o Frizzled5 (Fzd5), las cuales sin embargo se unieron respectivamente a 
Dkk1 y Wnt5a recombinantes.

También ensayamos la unión a todos los sindecanos de las proteínas de fusión de todas las R-espondinas con AP. 
Encontramos que la Rspo2 y la Rspo3 se unían a todos los sindecanos, mientras que la Rspo1 y la Rspo4 no 25
mostraron ninguna unión detectable en estas condiciones (figura 2A). Ninguna de las R-espondinas se unió a células 
transfectadas con Fz7. Todas las cuatro proteínas de fusión con AP se secretaron (figura 3) y fueron activas en los 
ensayos de señalización por Wnt, lo cual indica que son biológicamente activas. La ausencia de unión de la Rspo1 y 
la Rspo4 a los sindecanos está relacionada con su actividad significativamente menor en los ensayos indicadores, 
en comparación con Rspo2 y -3 (Kim y otros, 2008b).30

A diferencia de la Wnt5a sola, una proteína de fusión Wnt8-Fzd5 se unió a células transfectadas con Sdc4, lo cual 
sugiere que la Wnt unida a su receptor es reconocida preferentemente por este HSPG (figura 1B y 1E). Se usó esta 
proteína de fusión porque está estrechamente relacionada con la Wnt5a y su comportamiento puede asumirse como 
modelo del que tiene la Wnt5a sola en estos ensayos.35

Los primeros datos sugieren que la interacción con Rspo3 fue mediada por el núcleo proteico del Sdc4, puesto que 
la unión a la superficie celular también fue observada en células transfectadas con un mutante de Sdc4 sin GAG y lo 
mismo sucedió con la unión de la proteína de fusión Wnt8-Fzd5 (figura 1B y 1E). Sin embargo las investigaciones 
posteriores revelaron que este mutante aún contenía [S35] sulfato y por tanto GAG.40

Por consiguiente, tal como se demuestra aquí, la interacción Rspo3-Sdc4 requiere GAG; el Sdc4 producido a partir 
de células tratadas con clorato (Keller y otros, 1989), que inhibe la sulfatación (figura 4), suprimió la unión de Rspo3 
(figura 2B, 2C). La unió a glipicano también resultó dependiente de GAG (figura 1C y 1F).

45
Usando el dominio extracelular de Sdc4 y hRspo3-AP purificada determinamos el valor de 0,88 nM (figura 2D) para 
la Kd aparente. Concluimos que las R-espondinas se unen a los sindecanos, pero no a Fz5 o -7, o a LRP6, lo cual 
sugiere que estos HSPG pueden actuar como receptores de gran afinidad o correceptores de las R-espondinas.

Independientemente del mecanismo por el cual las R-espondinas 2 o 3 interactúan con los sindecanos 1, 2, 3 4, el 50
especialista en la materia advertirá la necesidad de usar en cualquier análisis una proteína que esté correctamente 
plegada y contenga todas las modificaciones post-translacionales que requiere la actividad. Esto es independiente 
de si la proteína está purificada de su entorno original o expresada de forma heteróloga. El especialista en la materia 
tiene la capacidad y los medios suficientes para asegurar que la(s) proteína(s) contenga(n) todas las modificaciones 
post-translacionales necesarias y además se indican aquí. En concreto el especialista en la materia reconocerá que 55
el uso de una proteína que produzca una respuesta funcional en un ensayo (p.ej. en los ensayos de Wnt arriba 
descritos) demuestra que dicha proteína contiene todas las modificaciones post-translacionales necesarias.

La Rspo3 interactúa con glipicanos humanos
60

En los ensayos de unión a la superficie celular encontramos que la Rspo3 se une al glipicano-1, glipicano-2, 
glipicano-3, glipicano-4, glipicano-5 y glipicano-6 humanos (figura 2E).

La Rspo3 actúa en la vía de señalización Wnt/PCP durante la gastrulación
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En el Xenopus, el Sdc4 interviene preponderantemente en la morfogénesis mediada por Wnt/PCP (Munoz y otros, 
2006; Matthews y otros, 2008) y promueve notablemente la gastrulación regulando la intercalación mediolateral de 
las células y la extensión convergente. Esto suscita la pregunta de si la señalización de Rspo3 no activa la vía 
Wnt/b-catenina exclusivamente, como en general se cree, sino también la señalización por Wnt/PCP. De hecho la 
inyección de un morfolino antisentido de Rspo3 anteriormente caracterizado (Kazanskaya y otros, 2007) indujo 5
defectos de gastrulación (espina bífida) al dirigirlo al mesodermo dorsal (figura 5A) y a una dosis 10 veces mayor 
que la empleada previamente (figura 5A). Este efecto del morfolino se evitó casi completamente inyectando ARNm 
para Rspo3 humana (61% de espina bífida con Rspo3 Mo, n = 66; 4% de espina bífida con Rspo3 Mo + hRspo3 
ARNm, n = 45).

10
La gastrulación es activada principalmente por el mesodermo dorsal y la Rspo3 y el sdc4 muestran una expresión 
importante en esta región (figura 6A). La expresión del marcador mesodérmico Xbra en los Rspo3 morfantes fue 
normal (figura 5A) y la expresión de otros marcadores mesodérmicos, incluyendo Xbra, cordina, dkk1, myoD y 
ventx2 (Xvent2) en los tejidos de hemisferio animal inyectados con activina también lo fue (figura 6G), descartándose 
así que los defectos de gastrulación fueran debidos a una menor inducción del mesodermo, más que afectar en sí a 15
la morfogénesis. El Rspo3 Mo también bloqueó el alargamiento de los hemisferios animales inducido por activina, 
confirmando que la Rspo3 es necesaria para los movimientos de extensión convergente (figura 5A).

Como es característico de los genes que regulan los movimientos de la gastrulación, la sobreexpresión de ARNm 
para Rspo3 también indujo defectos de gastrulación y actuó sinérgicamente con el Sdc4 (figura 5A, 5B y 5C). Este 20
efecto de la sobreexpresión de Rspo3 fue suprimido casi totalmente por el Sdc4 dominante negativo (Munoz y otros, 
2006) (figura 5B) y por un Wnt5a Mo (Schambony y Wedlich, 2007) (figura 5B y 5D). La Wnt5a promueve la 
señalización embrionaria por Wnt/PCP y la gastrulación en Xenopus (Schambony y Wedlich, 2007). En cambio los 
defectos de gastrulación inducidos por Wnt11 ARNm no fueron evitados por el Wnt5a Mo. Esto excluye que la 
señalización de Rspo3 induzca únicamente la expresión de un gen PCP-Wnt como el Wnt11.25

Los movimientos de extensión convergente son accionados por la actividad protrusiva de las células mesodérmicas 
(Wallingford y otros, 2000; Winklbauer y otros, 1996). El Rspo3 Mo inhibió la actividad protrusiva de las células 
mesodérmicas y ésta se recuperó coinyectando pequeñas dosis de Rspo3 ARNm humano, confirmándose así la 
especificidad del morfolino (figura 5E). La señalización por Wnt/PCP activa la fosforilación de JNK para inducir los 30
movimientos de extensión convergente (Yamanaka y otros, 2002). Por consiguiente la inyección de Rspo3 y Wnt5a 
ARNm indujo la fosforilación de JNK en las células mesodérmicas dorsales, mientras que los respectivos morfolinos 
la inhibieron (fig. 5F).

Vistos en conjunto los resultados indican que la Rspo3 interviene en la vía de señalización Wnt/PCP durante la 35
gastrulación y que requiere Wnt5a y Sdc4.

La Rspo3 es necesaria para la morfogénesis del cartílago de cabeza

En el curso de nuestros análisis encontramos la intervención de la Rspo3 en otro proceso regulado por Wnt/PCP, la 40
morfogénesis del cartílago de cabeza. Durante la morfogénesis del cartílago de cabeza los condrocitos se aplanan e 
intercalan formando una columna que da lugar a unos elementos cartilaginosos en forma de barra y de placa. Esta 
intercalación implica el alargamiento y la acumulación de los condrocitos, los cuales recuerdan mucho a las células 
mesodérmicas dorsales durante la gastrulación (Clement y otros, 2008; Piotrowski y otros, 1996; Schilling y otros, 
1996). En embriones de pez cebra se demostró como en la gastrulación que la morfogénesis del cartílago de cabeza 45
depende de la señalización por Wnt/PCP y de los HSPG. Las mutaciones de genes de PCP, incluyendo Wnt5a, 
knypek/glipicano 4/6, un transportador de sulfato activado, y dos glicosiltransferasas necesarias para la síntesis de 
HSPG, interfieren todas ellas en la morfogénesis del cartílago de cabeza compactando el cartílago y atrofiando la 
cabeza (Clement y otros, 2008; Piotrowski y otros, 1996; Topczewski y otros, 2001).

50
De manera similar encontramos que la inyección en embriones de Xenopus de Rspo3 Mo en blastómeros animales 
dirigido al ectodermo (y por lo tanto a la futura cresta neural), en lugar de al mesodermo primario, induce cabezas 
atrofiadas y cartílago compactado (figura 7A-B). Todos los elementos cartilaginosos se hallaron en los morfantes, 
pero eran más cortos y gruesos (figura 7C-D), lo cual indica que el fenotipo no se debía a la diferenciación o a los 
defectos de migración de la cresta neural. De acuerdo con ello no hubo ningún efecto del Rspo3 Mo en la expresión 55
del marcador de la cresta neural (figura 8). En cambio afectó a la acumulación y al alargamiento de los condrocitos. 
La relación media de longitud a anchura de los condrocitos individuales se redujo de 2,4 en los renacuajos naturales 
hasta 1,6 en los renacuajos morfantes (figura 7E-F). El cartílago de cabeza compactado, con deficiente acumulación 
y alargamiento de los condrocitos, también se obtuvo tras la inyección de un Wnt5a Mo previamente caracterizado 
(figura 7G-J) (Schambony y Wedlich, 2007).60

Además las dosis bajas de Rspo3 Mo actuaron sinérgicamente induciendo este fenotipo, bien coinyectadas con 
dosis bajas de Sdc4 ARNm dominante-negativo o de Sdc4 Mo, que por sí solas no edujeron ningún fenotipo (figura 
9A-C, E), o combinadas con un tratamiento suave de clorato, que inhibe la sulfatación de HSPG (figura 9D). La 
Rspo3 y el Sdc4 se coexpresan en el cartílago de cabeza durante el desarrollo del mesodermo de la cabeza, lo cual65
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es consistente con un rol directo en este tejido (figura 6F). Estos resultados indican que la Rspo3 es necesaria para 
la morfogénesis del cartílago de cabeza, donde también interactúa funcionalmente con el Sdc4.

La cooperación de Rspo3 y Wnt5a es necesaria para la señalización de PCP mediada por Sdc4
5

Durante la señalización por Wnt/PCP ciertas combinaciones Wnt/Fzd activan rho, rac y JNK mediante Dvl (Angers y 
Moon, 2009; Tada y Kai, 2009), produciendo la activación del factor de transcripción FTA2 (Schambony y Wedlich, 
2007; Zhou y otros, 2007). Para corroborar molecularmente la activación de Wnt/PCP ensayamos varios indicadores 
de la respuesta a JNK para controlar la estimulación de Wnt/PCP en los embriones de Xenopus. Identificamos un 
indicador FTA2-luciferasa de la respuesta a JNK (van Dam y otros, 1995), que controlaba fielmente la señalización 10
por Wnt/PCP en las gástrulas.

Este indicador de FTA2 se activó con Wnt5a ARNm microinyectado en combinación con Fzd7, una combinación de 
receptor-ligando que media en la señalización por Wnt/PCP en Xenopus (Kim y otros, 2008a). También fue activado 
por Rspo3 ARNm en combinación con Fzd7 (figura 10A). En los embriones no estimulados la actividad del indicador 15
de FTA2 resultante de la señalización endógena fue reducida por los morfolinos dirigidos a Rspo3, Wnt5a o Sdc4, 
pero no por el morfolino dirigido al LRP6 (figura 10B). De manera importante la actividad indicadora endógena fue 
reducida por Rspo3 Mo en medida similar al Wnt5a y al Sdc4 Mo, lo cual es consistente con el efecto del Rspo3 Mo 
en la gastrulación, en la actividad protrusiva de las células mesodérmicas y en la fosforilación de JNK (figura 10B, 
izquierda). Este efecto del Rspo3 Mo en la actividad endógena del indicador de FTA2 fue evitado por la inyección de 20
Rspo3 ARNm humano, confirmándose nuevamente la especificidad del Mo (figura 11).

La actividad indicadora en embriones estimulados exógenamente por Wnt5a ARNm fue bloqueada asimismo por 
morfolinos dirigidos a Rspo3 y Sdc4. Un LRP6 Mo, que inhibe potencialmente la señalización Wnt canónica (Hassler 
y otros, 2007), no tuvo ningún efecto en la señalización de Wnt5a ARNm (figura 10B), confirmando que el indicador 25
es específico de PCP. Esto revela que la señalización por Wnt5a/FTA2 en los embriones tempranos de Xenopus 
requiere Rspo3 así como Sdc4. Como los datos fenotípicos sugerían que también se daba el caso inverso, es decir, 
que la señalización de Rspo3 depende del Wnt5a endógeno (figura 5D), confirmamos que la actividad indicadora de
FTA2 estimulada por Fzd7/Rspo3 fue realmente reducida por morfolinos dirigidos a Wnt5a y Sdc4, pero no por el 
morfolino dirigido al LRP6 (figura 10C). El Dvl tiene un papel crítico en la señalización por Wnt/PCP. Cabe señalar 30
que la unión del Dvl a Sdc4 es necesaria para la señalización de Fz7-PCP en el Xenopus (Munoz y otros, 2006). Por 
tanto ensayamos si la señalización de Rspo3/FTA2 era afectada por el silenciamiento del Dvl. La inyección de un 
Dvl2 Mo disminuyó la actividad endógena del indicador de FTA2 estimulada tanto por Wnt5a como por Fzd7/Rspo3 
(figura 10D).

35
De estos datos de ganancia y pérdida funcional concluimos que en embriones tempranos de Xenopus i) la Rspo3 es 
necesaria para la señalización por Wnt/PCP, ii) que su señalización requiere Sdc4 y más adelante en la cadena de 
señalización su efector Dvl, lo cual es consistente con la función de un receptor de Rspo3, y iii) que Wnt5a y Rspo3 
se necesitan mutuamente durante la señalización por Wnt/PCP.

40
Se realizaron ensayos adicionales para determinar la unión de las R-espondinas 1-4 a los sindecanos 1-4. De estos 
ensayos se puede concluir que la Rspo2 y la Rspo3 se unen a los cuatro sindecanos, pero en las condiciones del 
ensayo la Rspo1 y la Rspo4 no se unen a ninguno de los sindecanos (figura 2A).

La Rspo3 induce la endocitosis mediada por clatrina que requiere la señalización por Wnt/PCP45

Una característica distintiva de los sindecanos es su capacidad para inducir la endocitosis tras la unión al ligando, lo 
cual es esencial p.ej. para la transducción de la señal del FGF (Fuki y otros, 2000; Li y otros, 2006; Tkachenko y 
otros, 2004; Wittrup y otros, 2009). Además hay pruebas de que la señalización por Wnt se procesa a través de un 
compartimento endocítico y de que la incorporación del complejo receptor de Wnt es una etapa fundamental en la 50
señalización por Wnt, tanto canónica como no canónica (comprobado en (Kikuchi y Yamamoto, 2007)). Esto planteó 
la posibilidad de que el mecanismo molecular por el cual la Rspo3 promueve la señalización por Wnt consistiese en 
inducir Sdc4 e inducir la incorporación del complejo receptor de Wnt. Los ensayos de incorporación con Rspo3 
recombinante marcada con SNAP549 demostraron efectivamente que la proteína se incorpora en el intervalo de 1 h 
tras la aplicación en células de hemisferio animal de Xenopus, pues se encontró en vesículas intracelulares (figura 55
12A). La endocitosis de Rspo3 fue inhibida por los morfolinos contra Sdc4, Fz7, pero no contra Wnt5a o Lrp6, lo cual 
es consistente con su proceso de incorporación mediante un complejo Sdc4/Fz7. Con el fin de descartar los efectos 
inespecíficos de los morfolinos en la endocitosis controlamos la absorción de dextrano-fluorescente, que quedó 
completamente inalterada (figura 13A, 13B).

60
El Dvl tiene un papel clave en la endocitosis durante la señalización por Wnt/PCP y en la señalización por Wnt es 
incorporado por las vesículas endocíticas (Chen y otros, 2003; Kim y otros, 2008a; Kishida y otros, 2007; Yu y otros, 
2007). Por lo tanto controlamos la acumulación de Dvl-GFP en las vesículas tras la estimulación. En las células de 
hemisferio animal la Dvl-GFP muestra una tinción difusa, pero tras la coinyección de Fz7 y Rspo3 ARNm se acumuló 
en estructuras punteadas. Esta acumulación fue bloqueada por morfolinos contra Sdc4, Wnt5a, pero no contra Lrp6 65
(figura 12B). Estos resultados corroboran que la Rspo3 induce la endocitosis del complejo receptor de Wnt y del Dvl.
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Los hallazgos suscitaron la cuestión de si la endocitosis mediada por Rspo3 era meramente un epifenómeno, p.ej. 
de depuración del receptor, o si la incorporación era necesaria para que prosiguiera la señalización por Wnt/PCP. 
Para averiguarlo tratamos células de hemisferios animales con la proteína Rspo3 y 1 h más tarde controlamos la 
incorporación de Rspo3 (en células disociadas) o realizamos la tinción para fosfo-JNK (en explantes intactos) como 
lectura de la activación de Wnt/PCP. La proteína marcada se incorporó después del tratamiento con Rspo3 y ello fue 5
acompañado por la inducción de fosfo-JNK nuclear, lo cual es consistente con activación de Wnt/PCP (figura 12C-D, 
arriba). Cabe señalar que el bloqueo de la endocitosis mediada por clatrina con el uso de un morfolino dirigido al 
adaptador de clatrina AP2µ2 (Borner y otros, 2007; Motley y otros, 2003; Yu y otros, 2007) causó la acumulación de 
Rspo3 en la superficie celular y dañó la incorporación y la fosforilación de JNK (figura 12C). Este desacoplamiento
de la unión de Rspo3 procedente de la endocitosis es una prueba convincente de la importancia que la incorporación 10
tiene para la señalización.

El Rab5 ARNm dominante negativo, que inhibe la endocitosis mediada tanto por clatrina como por caveolina (Shin y 
otros, 2005), también bloqueó la incorporación y la inducción de fosfo-JNK nuclear. Del mismo modo, el inhibidor de 
la endocitosis mediada por clatrina monodansilcadaverina (MDC) (Schlegel y otros, 1982) bloqueó la incorporación 15
de Rspo3 y la inducción de fosfo-JNK nuclear (figura 12D). En cambio los inhibidores de la endocitosis mediada por 
caveolina, incluyendo la caveolina ARNm dominante negativa (Sanguinetti y Mastick, 2003), así como el tratamiento 
con filipina y nistatina (Rothberg y otros, 1992) no tuvieron ningún efecto en la incorporación de Rspo3 y en la 
acumulación de fosfo-JNK, aunque redujeron significativamente la absorción de fluoresceína-dextrano (figura 13C, 
13D).20

Concluimos que la Rspo3 induce la endocitosis mediada por clatrina y que esta incorporación es fundamental para la 
señalización por Wnt/PCP.

Desde su descubrimiento como nuevos efectores de Wnt, las R-espondinas han atraído una atención creciente y se 25
progresado mucho en la caracterización de su biología y su implicación en enfermedades. En cambio su modo de 
señalización y la identidad de su receptor eran poco entendidas y controvertidas. Nuestro estudio arroja luz sobre el 
mecanismo de acción de las R-espondinas y sus principales hallazgos son i) la detección de los sindecanos como 
receptores de Rspo2 y Rspo3; ii) la implicación de Rspo2 y Rspo3 en la señalización por Wnt/PCP; iii) el papel 
esencial de Rspo2 y Rspo3 en la gastrulación del Xenopus y en la morfogénesis del cartílago de cabeza; iv) su 30
mecanismo de acción al inducir la endocitosis mediada por clatrina.

La Rspo3 se une al sindecano-4

Proporcionamos líneas de evidencia independientes de que el Sdc4 actúa como receptor o correceptor de Rspo3, 35
incluyendo la unión a la superficie celular, unión de proteínas recombinantes, cooperación funcional y necesidad de 
Sdc4 para la señalización de Rspo3/PCP in vivo. La afinidad de Rspo3 por Sdc4 es similar a la unión del bFGF a 
Sdc3 (Kd = 0,5 nM) y esta unión requiere cadenas de heparina (Chernousov y Carey, 1993). Otro ejemplo es la 
pleiotrofina, que se une a Sdc3 con 0,6 nM de Kd (Raulo y otros, 1994). Por otra parte hay varios ligandos que se 
unen a sindecanos con una afinidad 10-100 veces inferior, por ejemplo la catepsina G (56 nM), la elastasa (35 nM) 40
(Kainulainen y otros, 1998) o la interleucina 8 (23 nM) (Halden y otros, 2004). Por lo tanto la Rspo3 se puede añadir 
a la lista de ligandos de gran afinidad por los sindecanos.

Considerando los numerosos estudios que involucran los sindecanos en la señalización del factor de crecimiento y 
en la interacción con la matriz extracelular, es sorprendente que los ratones mutantes carentes de Sdc1, 3, o 4 se 45
desarrollen en general sin anomalías (Alexander y otros, 2000; Ishiguro y otros, 2000; Kaksonen y otros, 2002). En 
cambio los ratones mutantes de R-espondina presentan anormalidades bastante obvias, incluyendo inversión de 
sexo (Rspo1), defectos de las extremidades y cráneofaciales (Rspo2), letalidad embrionaria (Rspo3) y anoniquia 
(Rspo4). Una razón probable de los fenotipos más bien benignos de los mutantes de sindecano sería su expresión 
ubicua y elevada, que puede promover la compensación funcional. Sin embargo un examen más cercano revela una 50
serie de roles biológicos coincidentes entre R-espondinas y sindecanos en los vertebrados, más allá de los descritos 
en nuestro estudio. La Rspo3 y el Sdc2 son esenciales para la angiogénesis (Chen y otros, 2004; Kazanskaya y 
otros, 2008) y la Rspo2, Sdc3 y Sdc4 regulan la diferenciación miogénica (Cornelison y otros, 2004; Kazanskaya y 
otros, 2004). El Sdc1 es necesario para la activación de los queratinocitos durante la cicatrización de heridas y los 
pacientes con deficiencia de Rspo1 presentan defectos de la piel (Parma y otros, 2006; Stepp y otros, 2002). Por 55
último Rspo2, Rspo3 y Sdc1 promueven todos ellos la génesis de tumores mamarios en los ratones (Alexander y 
otros, 2000; Lowther y otros, 2005; Theodorou y otros, 2007).

La Rspo3 interviene en la señalización por Wnt/PCP en la embriogénesis del Xenopus
60

En los vertebrados inferiores los HSPG juegan un papel preponderante en la señalización por Wnt/PCP y en la
morfogénesis. Los glipicanos 4/6 (Knypek) en el pez cebra y el Sdc4 en el Xenopus regulan los movimientos de 
gastrulación, el cierre del tubo neural y la migración de la cresta neural (Munoz y otros, 2006; Topczewski y otros, 
2001). En la gastrulación del Xenopus el Sdc4 actúa conjuntamente con Fz7 mediando la extensión convergente y la 
señalización por PCP (Munoz y otros, 2006). Demostramos que la señalización de Sdc4/PCP en las gástrulas 65
requiere Rspo3, lo cual revela que la función de la R-espondina no se limita a la señalización por Wnt/β-catenina y 
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es consistente con la función receptora/correceptora de Rspo3 propuesta para el Sdc4. De acuerdo con la noción de 
que las R-espondinas necesitan Wnt para efectuar la señal, encontramos que la Rspo3 depende del Wnt5a, el cual 
como es sabido controla la forma y el movimiento de las células durante la gastrulación del pez cebra y del Xenopus 
involucrando la vía de PCP para activar la JNK y el FTA2 (Cha y otros, 2008; Kilian y otros, 2003; Ma y Wang, 2007; 
Schambony and Wedlich, 2007).5

Además de en la gastrulación, demostramos que Rspo3 y Sdc4 actúan conjuntamente en otro proceso regulado, 
como es sabido, por la vía de señalización Wnt/PCP, es decir, en la morfogénesis del cartílago de cabeza. En el pez 
cebra mutante de varios componentes de Wnt/PCP la morfogénesis de los condrocitos es deficiente y no pueden 
polarizarse ni intercalarse, por lo cual presenta un menor alargamiento de los elementos cartilaginosos larvarios 10
(Clement y otros, 2008; LeClair y otros, 2009; Topczewski y otros, 2001). Demostramos que los embriones de 
Xenopus con función disminuida de Rspo3, Sdc4 o Wnt5a presentan el mismo fenotipo, planteando la posibilidad de 
que estos genes puedan estar implicados de manera más general en la señalización PCP, incluyendo posiblemente 
la formación del esqueleto adulto. Como los ratones mutantes de Rspo3 mueren por defectos angiogénicos durante 
la organogénesis temprana (Aoki y otros, 2006; Kazanskaya y otros, 2008), para este tipo de análisis se necesitará 15
una mutagénesis condicional.

La Rspo3 induce la endocitosis de sindecano-4 para activar la señalización por WntlPCP

Está bien documentado que la unión del Wnt a su receptor Fz activa la incorporación de ligando y receptor (Chen y 20
otros, 2003; Dubois y otros, 2001; Kurayoshi y otros, 2007; Rives y otros, 2006). Ahora se han recogido suficientes 
pruebas de que la endocitosis inducida por Wnt no es solo un mecanismo para depurar complejos receptor-ligando o 
para transportar proteínas Wnt por transcitosis, sino que la incorporación es una etapa obligatoria en la activación de 
la transducción de señales. En la vía de β-catenina la incorporación de Wnt-Fz es necesaria para una señalización  
correcta (Blitzer y Nusse, 2006; Seto y Bellen, 2006) y la endocitosis de LRP6 mediada por caveolas tiene un papel 25
crítico en este proceso Yamamoto y otros, 2006). La incorporación también es necesaria para la señalización PCP. 
El dominio DEP del Dvl media en la señalización PCP e interactúa con el complejo adaptador de clatrina 2 (AP-2), el 
cual es necesario para la incorporación de Frizzled-4 y la señalización PCP (Yu y otros, 2007). Un regulador crítico 
en este contexto es la β-arrestina, que regula la endocitosis de Fz y la señalización PCP en el Xenopus (Chen y 
otros, 2003; Kim y Han, 2007). Análogamente, una característica de los sindecanos es que su unión a los ligandos 30
induce endocitosis (Fuki y otros, 1997; Fuki y otros, 2000; Tkachenko y otros, 2004) y esto va íntimamente vinculado 
a la iniciación de la señalización (Li y otros, 2006).

Proporcionamos pruebas de que la Rspo3 promueve la señalización por Wnt a través de la endocitosis mediada por 
clatrina, una vía de incorporación anteriormente implicada en la señalización por Wnt (Blitzer y Nusse, 2006; 35
O’Connell y otros 2010; Yu y otros, 2007).

Nuestros datos corroboran la importancia de la endocitosis en la transducción de señales por Wnt y sugieren un 
modelo (fig. 14) en que el sindecano actúa como un correceptor cuya incorporación es regulada por R-espondina.

40
Aunque el presente estudio revela su papel en la señalización por Wnt/PCP, la Rspo3 también es un potente 
activador de la señalización por Wnt/β-catenina. Nuestros datos indican claramente que en la señalización por 
Wnt/PCP la Rspo3 interviene independientemente del Lrp6, lo cual coincide con la noción de que el Lrp6 dirige la 
señalización por Wnt directamente hacia la vía de β-catenina. Los resultados indican que las R-espondinas sirven 
para amplificar la señalización del ligando Wnt en la β-catenina, así como la señalización PCP.45
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REIVINDICACIONES

1. Método para identificar un modulador de la actividad de R-espondina-2 (Rspo2), R-espondina-3 (Rspo3) y/o 
sindecano (Sdc), es decir sindecano-1 (Sdc1), sindecano-2 (Sdc2), sindecano-3 (Sdc3) y/o sindecano-4 (Sdc4), que 
consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la capacidad de modular la unión de un polipéptido 5
de Rspo2 o de un polipéptido de Rspo3 a un polipéptido de Sdc1, Sdc2, Sdc3 y/o Sdc4 en comparación con un 
control.

2. Método según la reivindicación 1, que consiste en evaluar y/o detectar si un compuesto de ensayo tiene la 
capacidad de estimular o inhibir la unión.10

3. Método según la reivindicación 1 o 2, según el cual la unión se determina en un sistema libre de células o en 
un sistema celular, como p.ej. una célula recombinante o un organismo transgénico no humano.

4. Método según la reivindicación 3, según el cual la unión se determina en una célula u organismo que sobre-15
expresa Rspo2 o Rspo3 y/o un Sdc elegido entre Sdc1, Sdc2, Sdc3, Sdc4 y combinaciones de los mismos.

5. Método según una de las reivindicaciones 1-4 para identificar y/o evaluar posibles agentes destinados a tratar 
un trastorno relacionado con Rspo2, Rspo3 y/o Sdc, y/o un trastorno de tipo proliferativo, seleccionando el trastorno 
preferiblemente entre el cáncer, una enfermedad inflamatoria, una afección ósea o la cicatrización de heridas.20
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Figura 1
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Figura 1, continuación
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Figura 2
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Figura 2, continuación
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Figura 3

Figura 4  

S35-Sulfato
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Figura 5
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Figura 6

   

ARNm: Activina

cordina

E10807590
26-05-2016ES 2 573 643 T3

 



52

Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11

  

U
R

L
 (

%
)

E10807590
26-05-2016ES 2 573 643 T3

 



57

Figura 12
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Figura 13
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Figura 14

endocitosis 
mediada por 

clatrina
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