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RESUM 

 

L’activació de la via extrínseca de l’apoptosi és promoguda per l’activació dels 

anomenats “receptors de mort”. En aquest treball demostrem que l’expressió d’un súper-

repressor d’NF-κB (SR-IκBα) sensibilitza a les cèl·lules HeLa a l’apoptosi, però no a la 

necroptosi, induïda per TNFα. Aquest procés involucra l’activació de les caspasses i 

l’alliberament del citocrom c de la mitocòndria. El silenciament específic de cada un dels 

membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 indica que Bcl-xL te un rol específic i no 

redundant en la regulació de l’activació de la via de supervivència o de mort induïda per 

TNFα, sense alterar l’activació d’NF-κB. En aquest context, es mostra que el 

silenciament de Bcl-xL no impedeix la regulació a l’alça, induïda per TNFα, de cIAP2, un 

gen diana d’NF-κB. A més a més, el silenciament de Bcl-xL no incrementa el percentatge 

de nuclis apoptòtics en front a l’estímul de TNFα en cèl·lules que sobre-expressen el 

SR-IκBα. A més, aquest resultats han estat corroborats en altres línies tumorals, com les 

cèl·lules RD i DU-145, demostrant que esdevenen sensibles a l’apoptosi induïda per 

TNFα quan Bcl-xL està silenciat, sense afectar a l’activació d’NF-κB. En conjunt, aquests 

resultats suggereixen quan Bcl-xL no és funcional, NF-κB no pot exercir el seu rol 

protector encara que la seva activitat transcripcional no es vegi alterada. D’altra banda, 

estimulant un panell més estens de línies cel·lulars amb TNFα, també s’ha pogut establir 

que algunes d’elles són resistents a l’acció de la citoquina malgrat el silenciament de 

l’expressió de Bcl-xL com, per exemple, la majoria de les línies cel·lulars derivades de 

glioblastoma multiforme humà (GBM). En canvi, utilitzant com a model cel·lular de GBM 

les cèl·lules U87MG, s’ha demostrat que aquestes esdevenen sensibles a l’acció de 

TRAIL quan l’expressió de Bcl-xL, però no de Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, es troben silenciada. 

Aquesta mort cel·lular és de tipus apoptòtic i involucra, tant l’activació de caspasses com 

l’alliberament de citocrom c i Smac / DIABLO de la motocòndria. El silenciament d’Smac 

/ DIABLO és capaç de revertir la sensibilització provocada per la disminució en els 

nivells de Bcl-xL en front a l’estímul citotòxic de TRAIL, malgrat les caspasses 

esdevenent processades en els seus fragments d’activació. En conjunt, els resultats 

presentats en aquesta tesi demostren que la proteïna anti-apoptòtica Bcl-xL juga un 

paper clau no redundant en l’apoptosi induïda per via extrínseca i que la funció de 

protecció exercida per Bcl-xL recau en la inhibició de l’alliberament d’Smac / DIABLO cap 

al citosol. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The activation of the extrinsic pathway is promoted when the death receptors are 

triggered. In the present study we demonstrate that the expression of a super-repressor 

of NF-κB (SR-IκBα) sensitizes HeLa cells towards apoptosis, but not necroptosis, 

induced by TNFα. This process involves both the activation of caspases and the release 

of cytocrome c from the mitochondria. The specific knockdown of each anti-apoptotic 

member of the Bcl-2 family unravels a specific and non-redundant role of Bcl-xL, which 

regulates the TNFα-mediated switch between cell survival and cell death without 

affecting NF-κB activation. In this context, we show that the silencing of Bcl-xL does not 

impair TNFα-mediated cIAP2 upregulation, a well-known NF-κB gene target. 

Furthermore, Bcl-xL knockdown does not raise the number of apoptotic nuclei in SR-

IκBα-transformed cells after TNFα challenge. Finally, we corroborate these results to 

other kinds of tumoral cells such as RD and DU-145, showing that both become 

sensitive to TNFα when Bcl-xL is downregulated without affecting NF-κB activation. 

Altogether, these results suggest that when Bcl-xL function is impaired, NF-κB cannot 

exert its protective role, even though its transcriptional function remains unaltered. 

Otherwise, the use of a more extensive panel of cell lines cultured in the presence of 

TNFα, allowed us to stablish that some of them are resistant to the citotoxic effect of the 

citoquine, even when Bcl-xL is downregulated. However, we wanted to ascertain whether 

these Bcl-xL-silenced TNFα-resistant cells were also insensitive to other death ligands, 

such as TRAIL. Among those cells, we were interested in human glioblastoma 

multiforme (GBM)-derived cell lines. By using U87MG cells as a cellular model of GBM-

derived cells, we show that the specific knockdown of Bcl-xL, but not that of Bcl-2, Bcl-w 

or Mcl-1, renders cells sensitive to TRAIL-induced apoptosis. This cell death is apoptotic 

and involves the activation of caspases and the cytosolic release of both cytocrome c 

and Smac / DIABLO from the mitochondria. The downregulation of Smac / DIABLO is 

able to prevent the sensibilization afforded by Bcl-xL knockdown towards TRAIL-

mediated cytotoxicity, even though the caspases become processed into their active 

fragments. Overall, the results presented in this dissertation demonstrate that, first, the 

anti-apoptotic protein Bcl-xL plays a key and non-redundant role in the execution of the 

apoptotic program induced by the activation of the death receptors and, second, that the 

protective function exerted by Bcl-xL relies on the prevention of Smac / DIABLO release 

to the cytosol. 
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Hi ha una antiga dita Japonesa que diu que “Un cop entrem en el món dels 

vius, inevitablement morirem”. Aquesta dita que es refereix als éssers humans,  

traduïda a la biologia es refereix a les cèl·lules que constitueixen els nostres 

cossos. A través de repetides divisions cel·lulars (mitosis), un òvul fertilitzat 

produeix bilions de cèl·lules que constituiran el cos humà. Durant aquest procés, 

es generen cèl·lules en excés i cèl·lules aberrants que és necessari eliminar, ja 

que si no, no seriem organismes viables. Per aquest motiu, existeix un complex 

mecanisme de mort cel·lular programada indispensable per al desenvolupament 

embrionari i el manteniment de la homeòstasi tissular de tots els organismes 

superiors.  

 

1. Introducció a l’apoptosi 

A mitjans del segle XIX, un cop va ser acceptat que els organismes estan 

constituïts de cèl·lules, es va descobrir que la mort cel·lular juga un rol important 

durant els processos fisiològics dels organismes pluricel·lulars, particularment 

durant l’embriogènesi i la metamorfosis (Clarke and Clarke 1996). La primera 

observació de mort cel·lular fisiològica la va realitzar Vogt al 1842 durant la 

metamorfosis dels amfibis i més tard, al 1951, Glucksmann ho va observar com 

un fet normal en invertebrats i vertebrats. Més endavant, es va descriure que 

inhibidors de la síntesi de RNA i de la síntesi proteica eren capaços d’inhibir la 

mort cel·lular durant la metamorfosis d’amfibis (Tata 1966) i insectes (Lockshin 

1969), indicant que la mort cel·lular requereix d’un procés de síntesi 

macromolecular. Whalter Flemming, autor que va introduir els termes cromatina i 

mitosi, al 1985 va observar cèl·lules que posseïen un nucli que semblava 

fragmentat. Va anomenar aquest procés (que avui en dia coneixem com a 

apoptosi) cromatòlisi, referint-se al fet que els nuclis fragmentats acabaven 

desapareixent (Publicat a Arch Anat EntwGesh 1885, 221-244). Al 1879, Edwing 

Klebs va proposar el terme cariòlisi per definir un eixamplament nuclear amb una 

pèrdua eventual de la seva cromatina i, el terme cariorrexis, per definir un 

trencament de l’envolta nuclear acompanyada d'una desintegració de la 

cromatina en forma de grànuls. Al 1890, altres autors van introduir la paraula 

picnosis per definir una reducció de la mida nuclear amb condensació de la 

cromatina. Uns anys més tard, al 1900, es va consolidar el terme d'autòlisi per 
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definir la digestió espontània de les cèl·lules i els teixits per l'acció dels seus 

propis enzims proteolítics. Aquests termes encara són vigents avui en dia per 

descriure diferents etapes del procés necròtic i les diferents morfologies que 

adopta un nucli apoptòtic (Figura I1). 

Figura I1.  Imatge il·lustratrativa dels termes utilitzats 
per descriure les diferents morfologies que pot 
adoptar un nucli en front a un estímul de mort.  
Cèl·lules PC3 van ser tractades amb extractes metanòlics 
de llavors de N. Sativa i tenyides amb cristall de violeta. 
(Imatge modificada de Shafi et al, 2008. Extret de 
https://journaldatabase.org/) .  

 

 

La terminologia de “mort cel·lular programada” (PCD, de l’anglès 

programmed cell death) es va introduir al 1964, proposant que la mort cel·lular 

durant el desenvolupament no es produeix de forma accidental sinó que segueix 

una seqüència d’esdeveniments controlats que donen lloc a l’autodestrucció 

cel·lular en llocs i moments programats (Lockshin and Williams 1965). També es 

va descobrir que, en sistemes embrionaris, la mort cel·lular pot ser evitada per 

substàncies alliberades per altres teixits propers, indicant així, que la mort 

cel·lular no és inevitable i pot ser suprimida per senyals provinents d’altres 

cèl·lules (Saunders 1966). 

Kerr, Wyllie i Currie al 1972 van introduir el terme apoptosi, l’etimologia de 

la qual prové del grec i significa “caiguda de les fulles dels arbres”, per descriure 

la mort cel·lular associada al desenvolupament animal i a la homeòstasis tissular, 

així com la mort que es produeix en determinades patologies. Uns anys més 

tard, tres grups independents (al 1976 (Skalka, Matyasova et al. 1976) i al 1981 

(Yamada, Ohyama et al. 1981, Zhivotovsky, Zvonareva et al. 1981)), van 

analitzar electroforèticament la cromatina de teixits limfoides irradiats i van 

observar que es degradava en fragments petits que originaven un patró típic en 

forma d'escala (en anglès: ladder). Aquests fragments petits es van identificar 

com a múltiples dels nucleosomes (Zhivotovsky, Zvonareva et al. 1981). Va ser 

al 1984 quan, Wyllie i col·laboradors, van associar el patró de ladder com un 

marcador bioquímic específic de l’apoptosi (Wyllie, Morris et al. 1984) (Figura I2). 
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Això va promoure els estudis en el camp de l’apoptosi i, en poc temps, es van 

identificar, per exemple, els gens cel·lulars implicats en l’apoptosi en el nemàtode 

C.elegans (Ellis and Horvitz 1986). Més tard, es van descobrir en mamífers els 

gens homòlegs de C.elegans i les proteïnes que codifiquen, entre les quals 

podem esmentar com a component més rellevant un conjunt d'enzims 

proteolítics anomenats caspases (de l’anglès, cysteinyl aspartate-specific 

proteinases) (Alnemri, Livingston et al. 1996). 

 

 

 

 

 

 

2. Què és l’apoptosi? 

La definició d’apoptosi prové de les característiques morfològiques 

descrites per Kerr, Wyllie i Currie al 1972. Així doncs, l’apoptosi es caracteritza 

per: una disminució i densificació del volum cel·lular, la condensació del 

citoplasma, reducció de la mida nuclear amb marginalització i condensació de la 

cromatina (picnosi), la posterior fragmentació nuclear (cariorexis), la 

fragmentació de la cromatina en forma de ladder, aparició de protuberàncies en 

la membrana citoplasmàtica anomenades budding o blebbing, la formació dels 

cossos apoptòtics mantenint la integritat dels orgànuls i de la membrana 

plasmàtica i la fagocitosi d’aquests cossos apoptòtics per part dels macròfags o 

de les cèl·lules veïnes (Figura I3).  

El fet que els orgànuls citoplasmàtics no pateixin modificacions 

estructurals importants i que la membrana citoplasmàtica es mantingui 

pràcticament intacta fins als estadis finals del procés, fa que no hi hagi 

vessament del contingut cel·lular a l’espai extracel·lular, evitant així la resposta 

inflamatòria (Kerr, Wyllie et al. 1972) (Figura I4). Al cap de poques hores que una 

cèl·lula hagi iniciat el procés apoptòtic, aquesta haurà desaparegut per complert 

sense deixar cap rastre. Amb aquesta definició la van diferenciar d’aquella mort 

Figura I2 . Faragmentació de l’ADN en forma 
d’escala ( ladder ). Cèl·lules SH-SY5Y van ser 
tractades  o no amb un inductor apoptòtic. El 
primer carril correspon a cèl·lules sense tractar i 
el segon carril a cèl·lules tractades amb l’inductor 
apoptòtic durant 24 h. (Resultat obtingut al 
laboratori durant l’execució experimental de la 
tesi).  
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patològica que es dona en lesions agudes de trauma o isquèmia. En aquest cas, 

els orgànuls s’inflen i es trenquen en un procés anomenat necrosi. L’alliberament 

del contingut cel·lular durant la necrosi pot induir una resposta inflamatòria (Kerr, 

Wyllie et al. 1972) (Figura I4).  

 

 

Figura I3 . Morfologia de l’apoptosi.  a) Comparació de la morfologia de cèl·lules HeLa 
viables (panell esquerra) i cèl·lules HeLa exposades a un inductor apoptòtic que mostren 
la típica morfologia apoptòtica amb retracció cel·lular i protuberàncies a la membrana 
plasmàtica evidents (budding) (panell dret). b) Característiques de la condensació i 
fragmentació  nuclears. Les cèl·lules HeLa es van tractar amb un inductor apoptòtic i 
posteriorment es va realitzar una tinció nuclear amb Hoechst. Per poder comparar, es 
mostra una barreja de cèl·lules viables i apoptòtiques. Les cèl·lules apoptòtiques 
(senyalades amb fletxes) mostren un budding extensiu i contenen nuclis que estan 
condensats i/o fragmentats en diversos cossos apoptòtics. Modificat de (Ponassi, 
Biasotti et al. 2008). 

 

Cal fer un incís per explicar que, tot i que tradicionalment es considerava 

un tipus de mort no controlada, s’ha demostrat que la necrosi és un procés 

altament regulat (Golstein and Kroemer 2007). A més a més, recentment s’ha 

caracteritzat una forma de necrosi programada anomenada necroptosi (Wu, Liu 

et al. 2012). Les característiques morfològiques presents en la necrosi i en la 

necroptosi són les mateixes, però la necroptosi te una via de senyalització 

pròpia: és induïda per l’estimulació de “receptors de mort” com TNFα, FasL o 

TRAIL i requereix la interacció amb les quinases RIP1 i RIP3. A més, pot ser 

inhibida específicament per les necrostatines (Holler, Zaru et al. 2000, Degterev, 
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Hitomi et al. 2008). Les investigacions recents en quant a la funcionalitat de la 

necroptosi, apunten que està implicada en el procés de regulació del 

desenvolupament del sistema immune i que podria accelerar la mort de les 

cèl·lules cancerígenes o augmentar la seva sensibilitat a determinats tractaments 

(Wu, Liu et al. 2012). 

Tornant a l’apoptosi, donat que les seves característiques morfològiques 

típiques es van trobar en diferents tipus cel·lulars i teixits en resposta a diferents 

estímuls (Kerr, Wyllie et al. 1972, Kerr, Harmon et al. 1974, Lockshin and Zakeri 

2001), Kerr i els seus col·laboradors van proposar l’existència d’un programa de 

mort cel·lular conservat en tots els organismes pluricel·lulars. Així doncs, van 

establir l’ús de la terminologia PCD com a sinònim d’apoptosi i contrari a la 

necrosi. 

 

Figure I4.  Característiques de la mort apoptòtica i necròtica. L’apoptosi es 
caracteritza per la disminució del volum cel·lular, condensació i marginalització de la 
cromatina a la perifèria nuclear i la formació de protuberàncies a la membrana o cossos 
apoptòtics que contenen orgànuls, citosol i fragments nuclears que seran fagocitats 
sense desencadenar cap desposta inflamatòria. Durant el procés de necrosi, la cèl·lula 
augmenta el volum cel·lular, es dilaten els orgànuls i la membrana s’acaba desintegrant 
alliberant el contingut cel·lular a l’espai intercel·lular causant una resposta inflamatòria. 
Modificat de (Van Cruchten and Van Den Broeck 2002). 
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Des de llavors, la comunitat científica ha aprofundit en l’estudi de 

l’apoptosi i al llarg dels anys, s’ha demostrat que no tota la mort apoptòtica és 

conseqüència d’un programa genètic temporal i que existeixen altres tipus de 

mort no apoptòtica que també tenen significança biològica. Això ha comportat 

una revisió del terme PCD que avui en dia es refereix a qualsevol tipus de mort 

mediada pel programa de mort intracel·lular, independentment de l’estímul que la 

causa i de si presenta o no totes les característiques típiques de l’apoptosi 

(Jacobson, Weil et al. 1997). 

 

3. Significança de l’apoptosi i del seu correcte funcionament 

Durant el desenvolupament, es produeixen moltes cèl·lules en excés que 

en ser eliminades donaran la forma final de l’òrgan al qual pertanyen (Meier, 

Finch et al. 2000). Exemples clars es troben en el cervell, on la meitat de les 

neurones creades inicialment acabaran morint (Hutchins and Barger 1998) i en el 

desenvolupament diferencial dels òrgans reproductors masculí i femení (Meier, 

Finch et al. 2000). Un altre exemple clar en el desenvolupament, és el procés de 

formació de díits lliures i independents a conseqüència de la mort cel·lular 

massiva del teixit mesenquimal interdigital (Zuzarte-Luis and Hurle 2002) (Figura 

I5). Finalment, un últim exemple a destacar és la mort de més del 95% dels 

Figura I 5. Algunes funcions de 
PCD en el desenvolupament 
animal. (A i B) Eliminació de cèl·lules 
en excés per donar la forma final als 
òrgans. (C i D) Eliminació 
d’estructures no desitjades. (E) 
Control del nombre cel·lular. (F i G) 
Eliminació de cèl·lules no funcionals, 
anormals o potencialment danyines. 
Modificat de (Jacobson, Weil et al. 
1997). 



Introducció  7 

 

timòcits en el timus durant la seva maduració (Nagata 1997). 

Així doncs, veiem que els processos apoptòtics estan involucrats en 

desenvolupament, diferenciació, proliferació / homeòstasis, regulació i funció del 

sistema immunitari i en l’eliminació de cèl·lules en excés o mal funcionals. És per 

això, que la disregulació de l’apoptosi comporta nombroses patologies. D’una 

banda, l’expressió forçada de proteïnes (d’ara en endavant, sobre-expressió) que 

comporten una apoptosi excessiva està associada amb patologies degeneratives 

com el Parkinson o l’Alzheimer, amb patologies d’isquèmia, o amb el SIDA. 

D’altra banda, la inhibició de l’apoptosi mitjançant la sobre-expressió de 

proteïnes anti-apoptòtiques és un dels desencadenants de malalties 

proliferatives com el càncer, de malalties autoimmunes i de determinades 

infeccions  virals (Cory, Huang et al. 2003). 

 

4. Estructura genètica de l’apoptosi: Caenorhabditis elegans  

 La caracterització dels components moleculars de la via apoptòtica han 

tingut la seva base en els estudis genètics portats a terme en Caenorhabditis 

elegans (Ellis and Horvitz 1986). Durant el seu desenvolupament, C. elegans 

segueix un patró invariable de PCD on 131 cèl·lules, d’un total de 1090, moren 

donant lloc a l’individu adult amb 959 cèl·lules. Sydney Brenner va fer servir 

aquest model per definir gens específics clau en el desenvolupament (Brenner 

1974). John Sulston va fer un mapa de les cèl·lules del nemàtode i va demostrar 

que sempre morien les mateixes cèl·lules de forma específica (Levy, Gilgun-

Sherki et al. 2005). Finalment, H. Robert Horvitz va mutegenitzar C. elegans amb 

l’objectiu de trobar els gens responsables de les 131 morts somàtiques (Ellis and 

Horvitz 1986, Ellis, Jacobson et al. 1991). La transcendència d’aquests 

descobriments va fer que s’otorgués als tres científics el Premi Nobel en 

Fisiologia o Medicina al 2002.  

L’anàlisi genètic de mutants defectius en mort cel·lular, va permetre 

identificar gens específics per a la regulació, execució i resolució de l’apoptosi. 

Ced-3, ced-4 i egl-1 són indispensables per a la mort cel·lular, mentre que ced-9, 

descobert amb un mutant de guany de funció, és requerit per prevenir la mort 

cel·lular. En C. elegans, l’activació de la PCD està controlada de forma senzilla 
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(Figura I6). La iniciació de l’apoptosi està regulada per la upregulació 

transcripcional de egl-1, que en unir-se a ced-9, neutralitza la inhibició que ced-9 

exerceix sobre la proteïna adaptadora ced-4. Així, ced-4 pot unir i activar la Cys 

proteasa ced-3 que podrà processar múltiples substrats específics per a executar 

la mort cel·lular. 

 

 Degut a l’elevada conservació evolutiva dels mecanismes executors de 

l’apoptosi, s’han pogut descriure homòlegs per als gens de C. elegans en 

diferents espècies com per exemple Drosophila melanogaster, Spodoptera 

frugiperda o Saccharomyces cerevisiae (Hengartner 2000). En el cas dels 

mamífers, s’han identificat proteïnes homòlogues als gens de C. elegans  

(Nicholson and Thornberry 1997, Kelekar and Thompson 1998) pertanyents a 

diferents famílies: 

- Homòlegs de CED-3: la família de les caspasses (Fernandes-Alnemri, Litwack 

et al. 1994), (veure apartat “Les caspasses”)  

Figura I6 . La comparació en 
paral·lel de la via de les 
proteïnes CED en C. elegans  i 
de la maquinària apoptòtica 
central en mamífers, indica 
una conservació general de la 
via.  S’observa en cada pas de 
la via una extensió de la 
maquinària apoptòtica, incloent 
múltiples proteïnes de la família 
de Bcl-2, una complexa 
regulació d’aquesta família i 
l’alliberament de citocrom c de 
la mitocòndria. Aquest últim fet 
conduirà a la formació de 
l’apoptosoma i la conseqüent 
activació de les caspasses. 
Existeix una complexitat afegida 
degut a la presència de 
múltiples membres de cada 
classe de reguladors apoptòtics. 
La línia puntejada indica una 
possible activació directa de 
Bax i Bak per part de les 
proteïnes BH3-only. Font: 
(Degterev and Yuan 2008). 
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- Homòlegs CED-4: Apaf-1 (Zou, Henzel et al. 1997) 

- Homòlegs de CED-9: la família de Bcl-2 (Hengartner and Horvitz 1994), 

(veure apartat “Proteïnes de la família de Bcl-2”) 

-Homòlegs de EGL-1: subfamília de proteïnes BH3-only (BH3, de l’anglès, Bcl-

2 homology region 3) (veure apartat “Proteïnes de la família de Bcl-2”). 

 

5. Les caspasses 

 Les proteïnes requerides per a la iniciació i execució de l’apoptosi 

pertanyen a una família d’enzims proteolítics altament conservada anomenada 

caspasses. La seva acció, genera canvis bioquímics a les cèl·lules apoptòtiques 

com la reducció del potencial de membrana, la producció de radicals oxidants, 

l’acidificació intracel·lular, l’externalització de residus de fosfatidilserina de la 

bicapa lipídica a la membrana plasmàtica, la proteòlisi de determinades 

proteïnes cel·lulars, la degradació de la cromatina en fragments 

oligonucleosomals i el consum d’ATP (Cryns and Yuan 1998). 

El clonatge i la caracterització de ced-3 al 1989, va ser clau per indagar en 

el procés de mort apoptòtica. Ced-3 codifica per una proteïna de mamífers, 

l’enzim convertidor interleukina 1β (ICE, de l’anglès, interleukin 1β converting 

enzime),  encarregada de la maduració proteolítica d’IL-1β i involucrada en 

inflamació. ICE va esdevenir el primer membre (caspassa-1) de la família de les 

caspasses (Black, Kronheim et al. 1989, Kostura, Tocci et al. 1989). Aquest 

descobriment va ser el desencadenant de la identificació de proteases similars a 

CED-3 i ICE durant l’apoptosi. Al 1994, es va construir el primer model en tres 

dimensions de caspassa-1 i es va identificar el primer homòleg de caspassa en 

mamífers: ich-1 (de l’anglès, ICE/CED human 1) (actual caspassa-2) (Wang, 

Miura et al. 1994). També es va identificar l’homòleg de CED-3 en mamífers que 

es va anomenar CPP32, apopaina o Yama (Fernandes-Alnemri, Litwack et al. 

1994, Tewari, Quan et al. 1995) i que actualment s’anomena caspassa-3. Un any 

més tard es va descriure el sistema de proteòlisi específica de les caspasses 

(Nicholson, Ali et al. 1995). Com que entre el 1995 i el 1996 es van identificar 8 

membres més de la família, al 1996 Alnemri i col·laboradors van proposar el 

terme caspasses (de l’anglès cysteinyl aspartate-specific proteinases) per 

englobar a tots els membres d’aquesta nova família de proteases en aspàrtic 
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dependents  d’un residu de cysteina per proteolitzar les proteïnes (c de cysteina, 

asp d’aspàrtic, i asa d’enzim). 

S’ha demostrat que les caspasses són elements conservats al llarg de 

l’evolució en diferents espècies i que existeix una clara tendència evolutiva a 

incrementar el nombre de caspasses en la filogènia, des de dues en plantes, 

quatre a C. elegans, set en Drosophila i onze en ratolins i humans (Lamkanfi, 

Declercq et al. 2002). Així, en plantes es van descobrir dos tipus d’activitats 

similars a les caspasses, les metacaspasses i les paracaspasses, dos classes de 

gens que comparteixen característiques estructurals i mecanístiques amb les 

caspasses dels metazous (Uren, O'Rourke et al. 2000). En Drosophila, s’han 

identificat set caspasses de les quals quatre participen en la PCD: DCP-1 (de 

l’anglès, Drosophila caspase-1) (Song, McCall et al. 1997), DRONC (de l’anglès, 

Drosophila Nedd2-like caspase) (Dorstyn, Colussi et al. 1999), DRICE (de 

l’anglès, Drosophila ICE) (Fraser, McCarthy et al. 1997) y DREDD (de l’anglès, 

death-related ced-3/Nedd2-like gene) (Chen, Rodriguez et al. 1998). En 

vertebrats no mamífers, s’han identificat més de 25 caspasses ortòlogues / 

homòlogues diferents. Cal destacar que la caspassa més primitiva identificada 

en amphioxus es va denominar AmphiCASP3 / 7 i correspon a la forma primitiva 

comuna de les caspasses executores -3 i -7 prèvia a la duplicació gènica 

específica observada en vertebrats (Bayascas, Yuste et al. 2002). En el cas dels 

humans, s'han identificat 11 caspasses (caspasses1-10 i caspassa  14 (Alnemri, 

Livingston et al. 1996, Pistritto, Jost et al. 2002). La proteïna inicialment 

denominada  caspassa-13, finalment va resultar ser l'homòleg boví de caspassa-

4 (Koenig, Eckhart et al. 2001) i la caspassa-11 s'ha descrit en ratolí i el més 

probable és que sigui l'homòleg de  caspassa-5 humana (Degterev, Boyce et al. 

2003). En el cas de la caspassa-12, s'expressa  en la majoria d'individus com 

una proteïna truncada i catalíticament inactiva (caspassa- 12S) (Fischer, Koenig 

et al. 2002) tot i que un grup d'individus descendents d'africans n'expressen la 

forma completa (caspassa-12L) i sembla que, per exemple, és capaç d’atenuar 

la resposta immune inflamatòria i innata en front a endotoxines i, en fer-ho, 

podria esdevenir un factor de risc per desenvolupar el síndrome de la resposta 

sistèmica inflamatòria (Saleh, Vaillancourt et al. 2004, Yeretssian, Doiron et al. 

2009).  
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5.1. Característiques i estructura  

 Les diferents caspasses es troben organitzades de manera similar i totes 

comparteixen una sèrie de característiques. En primer lloc, com a enzims 

proteolítics comparteixen característiques generals de les proteases: 

- La seva síntesi és en en forma de precursors o zimògens que tenen una 

activitat molt reduïda o nul·la. Aquests es poden activar per auto-proteòlisi 

o poden ser proteolitzats per una altra proteasa.  

- La seva activació està altament regulada  

- Els canvis que provoquen són irreversibles. 

En segon lloc, posseeixen característiques específiques de les caspasses 

que els hi confereixen una alta especificitat i una estricta regulació (Figura I5): 

- Presència d’una díada catalítica dels residus Cys-His, que consisteix en 

un lloc actiu Cys-285 (que forma part de la seqüència pentapeptídica 

conservada QACXG), i una His-237 (numeració en caspassa-1 humana) 

(Stennicke and Salvesen 1999). 

- Especificitat pel processament dels seus substrats en un residu Asp. 

- Els zimògens (pro-caspasses) d’aproximadament 32-55kDa, 

estructuralment consten de (Figura I7): 

- un pro-domini N-terminal (entre 3 i 24 kDa), 

- una subunitat llarga (d’uns 17 a 21 kDa, generalment anomenada 

p20) que conté el lloc actiu cisteïna, i 

- una subunitat petita c-terminal (d’uns 10 a 13 kDa, generalment 

anomenada p10). 

En algunes pro-caspasses, la subunitat llarga i la petita es troben 

separades per una seqüència curta d’unió. 

- L’activació del zimògen està mediada per una sèrie de talls que primer 

separen la subunitat llarga de la curta seguit del processament del pro-domini. 

Les caspasses presenten similituds estructurals que suggereixen 

l’existència d’un origen evolutiu comú per a tots els dominis de reclutament de 

les caspasses. En realitzar els alineaments de les subunitats llarga i petita de les 

diferents caspasses, es va observar que existeixen 29 residus idèntics en al 

menys 10 membres de la família, dels quals, 7 aminoàcids juguen un paper clau 

en el reconeixement del substrat i la catàlisi (Hofmann 1999). 
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Els tres dominis de les caspasses poden alliberar-se del pro-enzim quan 

es produeix un tall entre un residu aspàrtic (P1) i un altre residu petit i sense 

càrrega situat més carboxi-terminal (P1’) (per exemple glicina, alanina o serina). 

La seva activitat es troba regulada pel lloc actiu cisteïna dins un motiu conservat 

QACXG (on X és Q per les caspasses-8 i -10, G per la caspassa-9 i R per la 

resta de caspasses conegudes), mitjançant el qual les caspasses són capaces 

de processar els seus substrats en residus aspàrtics específics (Thornberry 

1998). 

 

Figura I7.  Representació esquemàtica de l’estructura d’una pro-caspassa i de 
l’enzim actiu.  El tall de la pro-caspassa en residus aspàrtic específics genera la 
formació de la caspassa madura, que consisteix en un heterotetràmer p202-p102  que no 
conté el pro-domini. C, H i R representen els residus actius. (Modificat de (Chowdhury, 
Tharakan et al. 2008)). 

 

Els estudis cristal·logràfics de l’estructura de les caspasses indiquen que 

la forma activa d’aquestes proteases consisteix en tetràmers [p202-p102], que 
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resulten de l’homodimerització de dos heterodímers constituïts per la subunitat 

llarga i curta (Figura I7 i Figura I8) (Rotonda, Nicholson et al. 1996, Thornberry 

1998). Les subunitats de cada heterodímer [p20-p10] estan constituïdes per 

interaccions hidrofòbiques, de manera que es pleguen en un cilindre compacte 

amb sis fulles β antiparal·leles centrals. La interacció entre dos homodímers es 

produeix a través de 12 fulles β que es troben rodejades per 5 hèlix α 

distribuïdes en cares oposades del pla format per les fulles β (Fuentes-Prior and 

Salvesen 2004). En el tetràmer que forma la caspassa activa, dos heterodímers 

s’alineen en una configuració “cap-i-cua”, situant els dos llocs actius en extrems 

oposats de la molècula, gràcies a la interacció entre la part més carboxi-terminal 

de la subunitat llarga d’un dels heterodímers i l’extrem amino-terminal de la 

subunitat petita de l’heterodímer oposat (Figura I8). Aquesta configuració en 

tetràmer, i més concretament, la orientació de les subunitats individuals, 

suggereix un mecanisme d’activació de la proteasa propiciat per la proximitat 

entre l’extrem C-terminal de la subunitat llarga d’un heterodímer i l’extrem N-

terminal de la subunitat petita de l’heterodímer oposat. Mentre que el lloc actiu de 

la cisteïna es localitza a la subunitat llarga, certs residus cisteïna i glicina 

presents en la subunitat petita estabilitzen, mitjançant ponts d’hidrogen, l’estat de 

transició cap a la formació del tetràmer actiu (Wilson, Black et al. 1994).  

 

5.2.  Especificitat de substrat i selectivitat 

Com s’ha mencionat anteriorment, les caspasses reconeixen una 

seqüència tetrapeptídica específica present en les proteïnes diana. De la mateixa 

manera que altres proteases de cisteïna, les caspasses contenen una parella 

Figura I 8. Estru ctura 3D de l’heteroteràmer 
de caspasa-3. El tetràmer està compost de 
dos dominis catalítics heterodimèrics. 
S’indiquen els extrems N- i C-terminal de les 
subunitats llarga i petita. (Modificat de (Lavrik, 
Golks et al. 2005)). 
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catalítica Cys-His on la cisteïna actua de residu nucleòfil i la histidina actua com 

la base general que, abans de la unió amb el substrat, extraurà el protó tiòlic de 

la cisteïna catalítica per promoure la seva acció nucleòfila (Fuentes-Prior and 

Salvesen 2004). Els estudis realitzats a partir de l’estructura cristal·logràfica de 

diferents membres de la família caspassa, així com estudis on es van utilitzar 

pèptids sintètics i llibreries peptídiques, han permès establir que els llocs d’unió 

als substrats són similars en totes les caspasses. S’han descrit quatre llocs 

d’unió principals: S1, S2, S3 i S4. Tot i que tant la subunitat llarga com la petita 

aporten residus aminoacídics als llocs d’unió del substrat S1-S4, els 

determinants principals que defineixen l’especificitat de substrat de les 

caspasses es troben localitzats a la subunitat petita (Nicholson 1999). A més de 

requerir un residu Asp a la posició P1 del substrat (Stennicke, Renatus et al. 

2000), les caspasses són també selectives en el reconeixement dels tres residus 

situats a l’extrem amino de l’Asp. Per exemple, el lloc d’unió S3 de la caspassa, 

interactua amb el carboxilat d’un glutamat ubicat en la posició 3 del substrat (P3). 

De totes maneres, la necessitat de que aquestes tres posicions les ocupin un o 

diversos aminoàcids en concret, genera un ventall de possibilitats molt més ampli 

que en el cas de P1. Això es deu a que a diferència dels llocs S2, S3 i S4, el lloc 

d’unió S1 es troba conservat entre les diferents caspasses. L’estructura 

quaternària que adopta una proteïna susceptible de ser processada per una 

caspassa, també és de vital importància ja que cal que el lloc de tall (P1-P1’) 

estigui exposat a l’ambient aquós perquè el tetrapèptid pugui ser reconegut 

(McStay, Salvesen et al. 2008). 

 Una característica pròpia de les pro-caspasses consisteix en que poden 

ser substrats de les pròpies caspasses, generant així un circuit d’activacions i 

amplificacions de senyals (Salvesen and Dixit 1997). També és una 

característica pròpia de les caspasses iniciadores (caspasses-8, -9 i -10), que 

més endavant s’explicaran en detall, que porten el seu propi motiu de 

reconeixement tetrapeptídic en el lloc de tall entre la subunitat llarga i la petita 

(Boatright, Renatus et al. 2003). 

Cal destacar que les caspasses, a més de ser altament específiques en el 

reconeixement del seu substrat i posterior proteòlisi, són molt eficients en el tall. 

Aquesta especificitat s’evidencia a través de l’absència de digestions proteiques 
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indiscriminades durant el procés apoptòtic: un grup seleccionat de proteïnes 

substrat es processa de forma coordinada, generalment en un únic lloc de la 

seva seqüència aminoacídica, provocant la pèrdua o inclús un canvi en la funció 

de la molècula processada. 

A més, les caspasses requereixen un ambient químic reduït amb l’objectiu 

de mantenir una activitat completa, ja que el grup tiol catalític és extremadament 

susceptible a la oxidació. Per tant, l’activitat de les caspasses quedaria 

restringida a l’interior cel·lular en el qual l’estat redox tendeix a la reducció, i no a 

l’exterior cel·lular en el qual existeix una potent activitat oxidativa (Ueda, 

Nakamura et al. 1998, Hentze, Schmitz et al. 2002). 

En general, les caspasses es troben en el citosol en la seva conformació 

no activa en forma de pro-caspasses o zimògens. Una diferència important entre 

les caspasses consisteix en un paràmetre denominat zimogenicitat. Aquest es 

defineix com la relació d’activitats entre una caspassa en la seva conformació 

activa i la del zimògen, i indica la major o menor activitat proteasa basal que 

presenta la pro-caspassa en cada cas, sent més activa quan més proper està 

aquest paràmetre al valor un (Tachias and Madison 1996). S’ha vist que les pro-

caspasses-8 i -9 tenen valors de zimogenicitat més propers a la unitat que la pro-

caspassa-3, la qual cosa indica que són molt més actives a nivell basal 

(Salvesen and Dixit 1999) (Taula I1). Així, la zimogenicitat actua com a 

mecanisme de regulació de l’activitat de les caspasses situades al final d’una 

cascada proteolítica. 

 

5.3.  Classificació 

� Segons l’especificitat del substrat 

 Tot i que totes les caspasses presenten especificitat per Asp, s’estableix 

una preferència en funció de l’aminoàcid que ocupa la posició 4 (P4) en sentit 

Taula I1 . Valors de zimogenicitat d’algunes 
caspases. Modificat de (Degterev, Boyce et al. 
2003). 
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amino-terminal del substrat, respecte al residu Asp que serà processat. 

Thornberry i col·laboradors van desenvolupar un mètode d’assaig per determinar 

l’especificitat de les caspasses per diversos substrats in vitro, utilitzant pèptids 

aminometil cumarínics com a substrat (Rano, Timkey et al. 1997, Thornberry 

1997). En base a això, les caspasses humanes es poden dividir en tres grups 

(Figura I9):  

Grup I , caspasses-1, -4 i -5. Presenten una alta afinitat quan l’aminoàcid que 

ocupa la posició 4 és hidrofòbic, com por exemple tirosina o triptòfan. 

L’especificitat del tall per caspasses pot ser descrit com XP4EP3XP2DP1. La 

seqüència òptima pel grup I seria WP4EP3HP2DP1.  

Grup II , caspasses-2, -3, -7 i -14. Tenen una activitat màxima quan la posició P4 

està ocupada per un Asp. La seqüència aminoacídica preferida per aquest grup 

de caspasses és DP4EP3XP2DP1.  

Grup III , caspasses-6, -8, -9 i -10. Toleren diferents tipus d’aminoàcids en el seu 

S4, tot i que tenen una preferència clara per aquells aminoàcids ramificats amb 

cadenes alifàtiques. La seqüència òptima és (V, L)P4EP3HP2DP1.  

 

Figura I9 . Especificitat proteolítica de les caspasses. Les caspasses reconeixen un 
tetrapèptid situat amino-terminal respecte al lloc de tall. La classificació pot ser 
realitzada en Grups (I, II i III) o per mida (gran, entremig i petit) de l’aminoàcid en P4 que 
reconeix la caspassa. La fletxes el lloc de tall per part de les caspasses Modificat de 
(Degterev, Boyce et al. 2003). 
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� Segons la mida del pro-domini 

 Les caspasses també es poden classificar segons la mida del seu pro-

domini. Les caspasses-1, -2, -4, -5, -8, -9 i -10 tenen el pro-domini llarg (> 90 

aminoàcids) i les caspasses -3, -6, -7 y -14 el tenen curt (entre 20 i 30 

aminoàcids) (Figura I10).  

 

Figura I10 .  Classificació de les caspasses de mamífer segons la longitud del seu 
pro-domini o la seva funció. S’indiquen les caspasses que tenen un pro-domini llarg 
(long) o curt (short), així com els dominis d’interacció amb les proteïnes (DED i CARD). 
Segons la funció que exerceixen aquestes proteases, es poden classificar de forma 
general com a pro-apoptòtiques o pro-inflamatòries. Com a excepció a aquesta 
classificació trobem la caspassa-14 que te com a funció promoure la diferenciació de 
queratinòcits. (Modificat de (Taylor, Cullen et al. 2008)).  
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Les proteïnes que tenen un pro-domini llarg contenen algun dels dos mòduls 

d’interacció proteïna-proteïna identificats: DED (de l’anglès, death effector 

domain) o CARD (de l’anglès, caspase recruitment domain). Aquests permeten 

una fina regulació de la seva activació. El DED, present en les caspasses -8 i -

10, permet la interacció de la caspassa amb proteïnes adaptadores que es 

troben associades a receptors de membrana, coneguts com a “receptors de 

mort”. D’altra banda, les caspasses -1, -2, -4, -5, -9, que presenten el domini 

CARD, són capaces de formar complexes macromoleculars intracel·lulars amb 

altres proteïnes que també tinguin dominis CARD (com per exemple Apaf-1), que 

actuaran com a plataformes per a la activació d’aquestes proteases (Cryns and 

Yuan 1998, Martinon and Tschopp 2007). Com a curiositat, s’ha vist que els dos 

dominis, DED i CARD, es troben presents en la caspassa-15, que ha estat 

recentment identificada en alguns mamífers (gos i porc) però és absent en els 

genomes de ratolí i l’humà (Eckhart, Ballaun et al. 2005). 

� Segons la funcionalitat 

 Durant molt de temps, les caspasses s’han classificat funcionalment com 

a “pro-apoptòtiques” i “pro-inflamatòries” (Figura I11). Avui en dia aquesta 

classificació segueix vigent però amb matisos, ja que s’ha descrit que la major 

part dels candidats apoptòtics (caspasses-2, -3, -6, -7, -8, -9 i -10) tenen algun 

tipus de funció en processos no apoptòtics (Bredesen 2008). També s’ha 

observat que membres típics de la classe pro-inflamatòria com les caspasses-1, 

-4 i -5, poden induir piroptosis, un tipus de mort on s’activen massivament 

cèl·lules inflamatòries (Labbe and Saleh 2008). A més, com a excepció a 

aquesta classificació trobem la caspassa-14 que te com a funció promoure la 

diferenciació de queratinòcits.  

 Com que la maquinària apoptòtica s’inicia degut a una gran varietat 

d’estímuls extra- i intracel·lulars, algunes caspasses desenvolupen les seves 

funcions connectant les vies de senyalització inicials amb les vies d’execució de 

l’apoptosi. Per això, les caspasses pro-apoptòtiques es poden dividir en dos 

grups. Les caspasses que estan en vies inicials s’anomenen caspasses 

iniciadores / apicals (caspassa-2, -8, -9, -10). Les que participen en vies més 

downstream de l’apoptosi s’anomenen caspasses executores / efectores 

(caspassa-3, -6, -7) i són les que processen multitud de proteïnes, són 
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típicament processades i activades per les caspasses iniciadores (Figura I11) 

(Cryns and Yuan 1998). Cal apuntar que les caspasses iniciadores tenen un pro-

domini llarg mentre que les executores el tenen curt (Figura I11). 

 

Figura I11. Caspasses apoptòtiques en mamífers. Es divideixen en iniciadores i 
efectores. Les fletxes indiquen els llocs de tall per generar els fragments p10 i p20, 
aproximadament. L1-4 representa les 4 regions que configuren el centre catalític. El 
residu de cisteïna catalític està marcat en vermell a l’inici de la regió L2. Modificat de 
(Riedl and Shi 2004). 

 

5.4.  Mecanismes d’activació de les caspasses 

 La informació estructural disponible de les caspasses indica que, en 

general, tant les conformacions del zimògens com les de les seves formes 

actives són similars entre les caspasses. En canvi, la transició de zimògen a 

forma activa  s’executa a través de mecanismes diferents per a caspasses 

iniciadores o executores. 

� Caspasses iniciadores: activació mitjançant dimerització 

En estat inactiu, les caspasses iniciadores es troben com a monòmers 

inactius que requereixen de la homodimerització per poder-se activar (Figura 

I12). De forma fisiològica, la dimerització es veu facilitada pel reclutament 

d’aquestes caspasses cap a plataformes oligomèriques d’activació que han sigut 
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assemblades en resposta a un estímul apoptòtic, a través dels dominis DED o 

CARD presents en el pro-domini. Aquest reclutament, provoca un augment local 

en la concentració de la caspassa i, la proximitat de diverses molècules, genera 

una activitat que promou la dimerització (Riedl and Salvesen 2007).  

 

 

Figura I12.  Mecanismes d’activació de caspasses iniciadores i executores. Les 
caspasses iniciadores es troben en un estat monomèric i s’activen a través de la 
dimerització mediada pel pro-domini. En canvi, les caspasses executores, es troben en 
forma de dímers i s’activen per la proteòlisi de les regions d’unió entre les subunitats 
llarga i petita. Una vegada les caspasses s’han activat encara sofreixen més talls que 
condueixen a formes més estables de la proteasa, procés denominat maduració. La 
caspassa, un cop madura, és sotmesa a processos de regulació. Font: (Pop and 
Salvesen 2009). 

 

Cada caspassa apical conté la seva pròpia plataforma d’activació: el DISC 

(de l’anglès, death inducing signaling complex) recluta i activa les caspasses-8 i / 

o -10, el ripoptosoma a caspassa-8, l’apoptosoma activa la caspassa-9 i el 

PIDDossoma promou l’activació de la caspassa-2 (Thomas, Frentz et al. 1992) 

(Figura I13). En alguns casos, algunes proteïnes adapatadores presents en el 

complex d’activació són capaces de senyalitzar cap a vies completament 

oposades. Aquest és el cas de la caspassa -2 i -8 que, en determinades 

circumstàncies, poden activar tant vies de mort com de supervivència cel·lular 

(Tinel, Janssens et al. 2007, Wang, Du et al. 2008). 
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 Les caspasses pro-inflamatòries s’activen, probablement, mitjançant un 

mecanisme d’inducció similar al de dimerització descrit. Els complexes 

d’activació multi proteics són denominats inflamasomes i tenen una alta afinitat 

pel domini CARD present en les caspasses-1, -4 i -5 (Figura I14).  

 

 

Figura I13. Complexes de 
proteïnes adaptadores 
responsables de 
l’activació de caspasses 
iniciadores.  L’activació de 
les caspasses en mamífers 
està induïda per 
l’apoptosoma (A) 
(caspassa-9), el 
PIDDosoma (caspassa-2) 
(B), el DISC (caspasses-8 i 
-10) (C) i el Ripoptosoma 
(caspassa-8) (D). Modificat 
de (Kreuzaler and Watson 
2012).  
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Figura I14.  Complexes d’activació de les caspasses pro-inflamatòries: 
inflamosomes.  Els receptors NLRs (de l’anglès, NOD-like receptors) tenen tres 
dominis estructurals: el domini LRR (de l’anglès, leucine-rich repeat) C-terminal, 
l'intermediari NACHT (de l’anglès, NTPases implicated in apoptosi and 
multihistocompatability complex) i el N-terminal que pot ser un domini pirina (PYD, de 
l’anglès, pyrine domain), CARD o BIR (de l’anglès, baculovirus Inhibitor-of-apoptosis 
protein repeat domain). El domini LRR s'encarrega de sensar el lligant de manera que 
es troba involucrat en la interacció amb PAMPs (de l’anglès, Pathogen-associated 
molecular patterns). El domini NATCH és responsable de la oligomerització i activació 
de NLRs. El domini PYD o CARD constitueixen el nexe amb proteïnes adaptadores com 
ara ASC (de l’anglès, apoptosi-associated speck-like protein containing a CARD). Durant 
l'activació de l’inflamasoma, NALP3 (de l’anglès, Nacht leucine-rich repeat protein) i 
NALP1 interaccionen amb ASC, a través del domini PYD, provocant la seva activació. 
Un cop actiu, ASC indueix l'activació de caspassa-1 mitjançant el domini CARD. Cal 
destacar que NALP1 és, al seu torn, capaç d'activar directament a caspassa-5 
mitjançant el seu domini CARD C-terminal. En canvi, NALP3 pot reclutar una segona 
molècula de caspassa-1, a través del seu component CARDINAL (de l’anglès, CARD 
Inhibitor of nuclear factor kB activating ligand). De gran interès és el fet que el 
inflamasoma IPAF (de l’anglès, interleukin 1B-converting enzyme (ICE)-protease 
activating factor) conté un domini CARD N-terminal que li permet activar directament a 
caspassa-1, sense la necessitat de reclutar la proteïna ASC. Font: (Sidiropoulos, 
Goulielmos et al. 2008). 

 

Tot i així, no està del tot clar si el mecanisme d’activació de les caspasses 

pro-inflamatòries es produeix a través de la homodimerització o si és el resultat 

de la heterodimerització amb altres components de l’inflamasoma, com seria el 

cas de caspassa-1 que heterodimeritza amb caspassa-5 en l’heterocomplex 

caspassa-8 amb FLIP (Boatright, Deis et al. 2004). 

 

� Caspasses executores: activació per processament 

Les caspasses executores existeixen com a dímers inactius i necessiten el 

processament entre la subunitat p20 i la subunitat p10 per a esdevenir actives. 

La dimerització ocorre immediatament després de la síntesi del zimògen però es 

mantenen inactives a través de la seqüència d'unió que separa les subunitats 

llarga i petita del domini catalític. El processament proteolític d'aquesta 

seqüència d'unió permet la reordenació de llaços mòbils afavorint la formació del 

centre catalític (Figura I12 i Figura I15). 
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� Maduració proteolítica 

El procés de maduració consisteix a estabilitzar la caspassa o promoure 

esdeveniments reguladors específics que condueixen a la mort de la cèl·lula. 

Posteriorment a la dimerització, el procés d'activació de les caspasses continua 

amb talls auto-proteolítics en el que anomenaríem esdeveniments de maduració, 

donant lloc a la generació de neo-epítops. La maduració resulta ser opcional i és 

un esdeveniment cronològicament diferent que no ha de ser confós amb el 

procés d'activació. La maduració involucra la separació del pro-domini o el 

processament de la seqüència d'unió entre les subunitats llarga i petita de la 

caspassa. A causa de la generació de neo-epítops, la maduració de les 

caspasses comporta diferents conseqüències a nivell cel·lular. Com a exemple, 

la dimerització de caspassa-8 en absència de maduració produeix una forma 

activa capaç de senyalitzar proliferació i activació de limfòcits T sense provocar 

la mort cel·lular, la qual requereix d'una caspassa-8 completament processada 

(Kang, Oh et al. 2008). A nivell mecanístic, aquest auto-processament 

(maduració) estabilitza el domini catalític de caspassa-8 permetent que aquesta 

proteasa sigui capaç de mantenir la seva activitat en el citosol un cop alliberada 

del DISC (Pop, Fitzgerald et al. 2007). Tot i això, no es coneix amb certesa si la 

simple estabilització mitjançant maduració explicaria les funcions oposades de 

caspassa-8 que s’acaben d'esmentar. En el cas de caspassa-9, el procés de 

maduració implica el processament de la seqüència d'unió entre les dues 

subunitats. Aquest processament és realitzat per caspassa-3 i determina 

l'exposició de nous epítops requerits per a la regulació de caspassa-9 a través de 

Figura I1 5. Mecanismes 
moleculars d’activació de la 
pro-caspasa-7.  Representació 
esquemàtica dels llaços del lloc 
actiu abans (verd) i després 
(blau) del processament 
proteolític. Modificat de (Riedl 
and Shi 2004). 
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la unió d'una proteïna inhibidora coneguda com XIAP i que es descriurà més 

endavant (Srinivasula, Hegde et al. 2001). 

 

5.5. Substrats de caspasses a nivell cel·lular 

És important remarcar alguns dels conceptes bàsics que ja s’han 

mencionat alhora d’examinar el rol de les caspasses en l’execució de l’apoptosi. 

En primer lloc, les caspasses no degraden altres proteïnes. Donat que el 

reconeixement del substrat és estrictament específic, les caspasses processen 

els seus substrats en un o en pocs llocs altament selectius. Segon, tot i que les 

caspasses tallen algunes proteïnes estructurals requerides pel manteniment de 

l’estructura cel·lular, freqüentment tallen proteïnes de senyalització com les 

quinases. Això comporta l’activació o supressió de determinades vies de 

senyalització que executaran la mort cel·lular. Així doncs, les caspasses són 

molècules de senyalització que orquestren l’activació de les vies de senalització 

downstream. En certa manera, les caspasses es comporten de forma anàloga a 

les quinases, amb l’excepció que els canvis que les caspasses fan en els seus 

substrats són irreversibles, així com ho és la decisió d’una cèl·lula d’entrar en 

apoptosi (Degterev, Boyce et al. 2003). 

Al 1998, el grup de Schulze-Osthoff va publicar una llista amb 65 substrats 

que es podien classificar en uns pocs grups funcionals: 

- Proteïnes estructurals de citoplasma i nucli 

- Proteïnes involucrades en transducció de senyals i reguladores de la 

transcripció 

- Proteïnes controladores del cicle cel·lular 

- Proteïnes involucrades en replicació i reparació del DNA 

Des de llavors, el nombre de substrats coneguts ha anat augmentant. Així, 

el mateix grup va publicar al 2003 la identificació de més de 280 substrats 

ordenats en una nova classificació més complexa en la qual es classifiquen les 

proteïnes en 22 grups segons la seva funció (Fischer, Janicke et al. 2003): 1. 

Reguladors de l’apoptosi; 2. Adhesió cel·lular; 3. Estructurals i de citoesquelet; 4. 

Nuclears i proteïnes abundants; 5. Proteïnes del Reticle endoplasmàtic i 

residents de Golgi; 6. Cicle cel·lular; 7. Síntesi, tall i reparació del ADN; 8. Unió al 
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DNA i factors de transcripció; 9. Síntesi i splicing de l’ARN; 10. Traducció 

protèica; 11. Citoquines; 12. Receptors de membrana; 13. Proteïnes 

adaptadores; 14. Tirosin kinases; 15. Ser/Thr-Protein kinases de transducció de 

senyal; 16. Fosfatases; 16. Modificació de proteïnes; 17. Degradació de 

proteïnes; 18. Proteïnes G de senyalització; 19. Calci, c-AMP, c-GMP i 

metabolisme de lípids; 20. Neurodegeneració; 21. Proteïnes virals; 22. Altres 

substrats 

La rellevància del descobriment dels substrats de caspasses recau en la 

comprensió del procés apoptòtic en sí, en poder relacionar els talls específics 

generats per caspasses amb el fenotip apoptòtic observat. No obstant això, és 

poc probable que tots els substrats de caspasses tinguin una funció igualment 

rellevant en aquest procés. Donada l'existència d'una àmplia llista dels substrats 

de caspasses en continu creixement, al 2007 es va crear una base de dades en 

línia denominada CASBAH (de l’anglès, caspase substrate database homepage) 

que conté tots els substrats de caspasses de mamífers que han estat reportats 

(http://bioinf.gen.tcd.ie/casbah/) i inclou els llocs de tall d'aquestes proteases 

(Luthi and Martin 2007). A més, recentment s'han desenvolupat mètodes 

informàtics que prediuen llocs, tant clàssics com atípics, plausibles de ser 

processats per les caspasses en múltiples proteïnes (Piippo, Lietzen et al. 2010, 

Song, Tan et al. 2010). 

 

5.6. Inhibidors químics de les caspasses 

Els inhibidors de caspasses són vitals per a l'estudi, comprensió i 

enteniment del mecanisme de mort apoptòtica. Atès que les caspasses són 

cisteïna proteases, qualsevol inhibidor que pugui interaccionar amb el lloc 

catalític cisteïna serà capaç d'inhibir aquestes proteases. S'ha vist que alguns 

d'aquests compostos són efectius en diversos models animals de malalties, com 

per exemple, en accidents cervell-vasculars, isquèmia, determinades patologies 

hepàtiques i traumatisme craneoencefàlic (Yakovlev, Knoblach et al. 1997, 

Yaoita, Ogawa et al. 1998). 

L’estratègia per al disseny d'inhibidors de caspasses es basa en el motiu 

de reconeixement tetrapeptídic d’aquestes proteases i, a més, han estat 
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dissenyats amb modificacions en la porció C-terminal amb la finalitat d'obtenir 

antagonistes tant reversibles com irreversibles (Degterev, Boyce et al. 2003). 

S'han generat diferents tipus de pèptids inhibidors entre els quals trobem els 

constituïts per un sol residu aspàrtic (Boc-Asp-FMK), per dipèptids (Q-Val-Asp-

OPH), per tripèptids (Boc-Val-Ala-Asp- FMK), per tetrapèptids (Z-Tyr-Val-Ala-

Asp-FMK) i fins i tot per pentapèptids (Z-Val-Asp-Val-Ala-Asp-FMK). Entre els 

inhibidors reversibles trobem aldehids (-CHO), nitrils (-CN) i cetones (-COR), els 

quals actuen com pseudo-substrats de caspasses actives però sense alterar-les 

químicament (Ekert, Silke et al. 1999), és a dir, que actuen com a inhibidors 

competitius formant enllaços covalents amb la cisteïna catalítica que són 

ràpidament hidrolitzats. D'altra banda, els exemples d'inhibidors de caspassa 

irreversibles inclouen diazometilcetones (-N2), aciloximetilcetones (-OCOR) i 

halometilcetones (-Cl,-F) (Ekert, Silke et al. 1999) (Figura I16).  

 

Figura I16. Classificació dels inhibidors químics de caspases. Font (Thornberry 

1998). 

 

S'ha proposat que els inhibidors irreversibles s'uneixen a través d'un 

enllaç tioèster a l'estat de transició oxianió i l'oxigen del carbonil ocupa un "buit 

oxianió" en l'estat de transició de la caspassa (Mittl, Di Marco et al. 1997, Walker, 

Leblanc et al. 1999). Com s’ha dit anteriorment, existeixen inhibidors de 



Introducció  27 

 

caspasses que presenten un motiu de reconeixement tetrapeptídic corresponent 

a la seva especificitat de substrat, i que li confereix l'habilitat d'unir-se i inhibir a 

caspasses específiques. D'aquesta manera, l'acció de caspasses iniciadores i 

executores és suprimida per molècules aldehid que presenten com a tetrapèptid 

Ac-IETD-CHO i Ac-DEVD-CHO, respectivament, mentre que les caspasses pro-

inflamatòries són inhibides per Ac-WEHD-CHO (Garcia-Calvo, Peterson et al. 

1998). Els pèptids inhibidors mostren un ampli rang d'especificitat i potència 

contra l'activitat caspassa, amb constants de dissociació que van des 

concentracions picomolars fins a micromolars (Callus and Vaux 2007). La major 

part aquests inhibidors sintètics de caspasses són hidrofòbics. Uns desventatja 

és que en ser utilitzats a concentracions requerides per inhibir les caspasses 

intracel·lulars són capaços de causar efectes tòxics inespecífics. S'ha descrit que 

l'addició d'un grup O-fenoxi en la porció C-terminal, juntament amb un grup 

quinolil N-terminal, millora de manera significativa l'eficàcia del pèptid. Per 

exemple, l'inhibidor quinolil-valil-O-metilaspartil-[2,6-difluorofenoxi]-metilcetona 

(Q-VD-OPh), inhibeix efectivament l'activitat caspassa utilitzant una desena part 

de la dosi requerida per part de Boc-D-FMK (Caserta, Smith et al. 2003). A més, 

el grup O-fenoxi fa que aquest inhibidor sigui més reactiu amb la cisteïna activa 

de les caspasses, proporcionant l'explicació de l'augment d'efectivitat del Q-VD-

OPh respecte als inhibidors conjugats amb fluorometilcetona. Així mateix, el grup 

quinolil N-terminal, per si sol, disminueix la dosi requerida del pèptid inhibidor per 

exercir la seva acció a través d'un augment en la permeabilitat cel·lular. Aquest 

pèptid, està classificat com un inhibidor d'ampli espectre de l'activitat enzimàtica 

de caspasses, competitiu i irreversible. Un altre inhibidor d'ampli espectre també 

utilitzat de forma habitual, és l'anomenat z-VAD-FMK, però a diferència del Q-

VD-OPh, a més d'inhibir caspasses, aquest pèptid és capaç d'inhibir calpaïnes i 

catepsines. Això pot ser degut a que les halometilcetones són molècules molt 

més reactives que els derivats aldehids, de manera que poden no ser 

específiques per les caspasses i, per tant, inhibir altres cisteïna proteases com 

les anteriorment esmentades (Ekert, Silke et al. 1999). Així doncs, la principal 

desavantatge dels antagonistes de caspasses es troba representada per la 

modesta selectivitat reportada i la baixa especificitat, ja que els és difícil 

discriminar entre els diferents membres de la família de les caspasses (Degterev, 

Boyce et al. 2003, Pereira and Song 2008). 
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5.7. Models genètics murins d’estudi de la funcional itat de les caspasses 

Les evidències que existeixen a favor de la implicació de les caspasses en 

la regulació i execució del procés apoptòtic són diverses (Cryns and Yuan 1998). 

Malgrat això, les més concloents respecte a la seva funció provenen d'estudis en 

els quals aquests gens han estat eliminats en models murins. Els ratolins que 

presenten els defectes més rellevants relacionats amb el procés apoptòtic són 

els deficients per caspassa-3 (veure Taula I2). Aquests, mostren àrees del 

sistema nerviós en què hi ha un increment del nombre de cèl·lules a causa del 

dèficit en el procés de mort que ocorre de forma fisiològica en el sistema nerviós. 

Malgrat això, hi ha casos en els quals s'han eliminat altres caspasses sense 

observar canvis en el fenotip del ratolí. Aquest fet podria atribuir-se a una 

compensació en la funcionalitat de les proteases. 

 

Taula I2.  Fenotips apoptòtics i no-apoptòtics trobats en els ratolins deficients 
(Knockout ) per les diferents caspasses. Font: (Li and Yuan 2008). 
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6. Vies de regulació de l’apoptosi 

 

6.1.  Proteïnes de la família de Bcl-2 

Com s’ha esmentat prèviament, un altre dels gens essencials en la 

regulació del procés apoptòtic en C. elegans és CED-9, del qual la proteïna 

homòloga en mamífer va resultar ser Bcl-2 (de l’anglès, B-cell lymphoma-2 

protein) (Hengartner and Horvitz 1994). Es va veure que ratolins transgènics 

creats per expressar de manera forçada el gen bcl-2, desenvolupaven una 

expansió policlonal d'una població de cèl·lules B madures detingudes en fase 

G0/G1 del cicle cel·lular (McDonnell, Deane et al. 1989). Aquest fenomen es 

devia a un augment de la supervivència cel·lular com a conseqüència de la 

supressió de mort cel·lular apoptòtica per part de Bcl-2 (Vaux, Cory et al. 1988, 

Hockenbery, Nunez et al. 1990). Posteriorment, es van identificar una sèrie de 

gens que eren capaços de regular la mort cel·lular, que exhibien una gran 

similitud de seqüència amb Bcl-2 i que van ser agrupats en l'anomenada "família 

de Bcl-2". Els membres d'aquesta família són classificats funcionalment en dos 

grups: anti-apoptòtics o pro-apoptòtics. La regulació de les seves interaccions 

determina la supervivència o el compromís a morir per part de la cèl·lula (veure 

figura I17).  

El primer grup inclou les proteïnes amb activitat anti-apopòtica Bcl-2, Bcl-

xL (de l’anglès, B-cell lymphoma-extra large), Bcl-w (de l’anglès, B-cell 

lymphoma-w), Bfl-1/A1 (de l’anglès, BCL-2-related general A1), Mcl-1 (de 

l’anglès, myeloid cell Leukemia 1) i Boo (Bcl-2 homolog of ovary) també conegut 

com Diva. Totes elles, excepte Bfl-1/A1 i Mcl-1, es caracteritzen per posseir 

quatre dominis conservats coneguts com a BH (de l’anglès, Bcl-2 homology, de 

BH1 fins BH4). Es localitzen principalment a través de la seva regió C-terminal a 

la membrana mitocondrial externa, tot i que també els podem trobar en el citosol, 

a la membrana del reticle endoplasmàtic i en l’envolcall nuclear (Huang, Cory et 

al. 1997, Adams and Cory 1998, Chipuk and Green 2008). S'ha proposat que la 

seva funció anti-apoptòtica resideix en el domini BH4 (Huang, Adams et al. 

1998), tot i que Mcl-1 i A1/Bfl-1, que no tenen aquest domini, són capaços d'unir-

se a les proteïnes BH3-only i exercir el seu efecte anti-apoptòtic (Hossini and 
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Eberle 2008). La funció principal d'aquests membres anti-apotòtics de la família 

de Bcl-2 és la de preservar la integritat de la membrana mitocondrial externa, 

evitant així la sortida de factors pro-apoptogènics de la mitocòndria (com per 

exemple citocrom c) impedint la cascada apoptòtica (Hengartner 2000, Vaux 

2011). Això es porta a terme a través de la inhibició directa de les proteïnes pro-

apoptòtiques de la família de Bcl-2. 

El segon grup, està format per proteïnes pro-apoptòtiques que estan 

dividides en les pro-apoptòtiques multidomini i les pro-apoptòtiques BH3-only. 

Dins de les pro-apoptòtiques multidomini trobem: Bax (de l’anglès, Bcl-2-

associated protein), Bak (de l’anglès, Bcl-2 homologous antagonist/killer) i Bok 

(de l’anglès, Bcl-2 related ovarian killer). Al principi, es creia que aquestes 

proteïnes estaven constituïdes per tres dels quatre dominis BH: BH1, BH2 i BH3 

(Suzuki, Youle et al. 2000), però l'alineament de les proteïnes globulars de la 

família Bcl-2 va revelar l'existència d'un motiu BH4-like conservat (Kvansakul, 

Yang et al. 2008). La seva acció pro-apoptòtica s'exerceix a través de la formació 

de porus a la membrana mitocondrial externa mitjançant l'oligomerització de Bak 

i Bax (Danial and Korsmeyer 2004), desestabilitzant la membrana mitocondrial 

externa i provocant l'alliberament de factors que finalment conduiran a l'activació 

de caspasses executores (Wang 2001). De fet,  cèl·lules extretes de ratolins 

deficients en Bax i Bak no poden permeabilitzar la membrana externa 

mitocondrial després d'una gran varietat d'estímuls apoptòtics (Wei, Zong et al. 

2001). Dins de les proteïnes pro-apoptòtiques, trobem els diferents membres 

BH3-only, anomenats així ja que únicament presenten el domini BH3 que els 

confereix el comportament pro-apoptòtic. Aquest grup inclou les proteïnes Bid 

(de l’anglès, BH3-interacting domain death agonist), Bim (Bcl-2L11, de l’anglès 

Bcl-2 like 11), Bad (de l’anglès, Bcl-2 associated death promoter), Bmf (de 

l’anglès, Bcl-2 modifying factor), Noxa (sinònim de PMAIP1, de l’anglès phorbol-

12-myristate-13-acetate-induced protein 1), Hrk/Dps (Harakiri), Puma (de 

l’anglès, p53 upregulated modulator of apoptosis), Bik (de l’anglès, Bcl-2 

interacting killer), Mule i BNIP3 (de l’anglès, BCL2/adenovirus E1B protein-

interacting protein 3) (Huang and Strasser 2000).  
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Figura I17. Alineament de la seqüència del core  dels membres de la família de Bcl-
2. Les barres verdes indiquen segments d'hèlixs α o estructures secundàries predites. 
Les línies vermelles marquen les zones predites com a dominis transmembrana (TM, de 
l’anglès transmembrane domain). S'indiquen les homologies de seqüència de les 
regions BH1 (línies marrons), BH2 (línies grises), BH3 (línies blaves) i BH4 (línies 
taronges). El domini BH3, particularment entre les proteïnes BH3-only, mesura la 
interacció entre aquestes proteïnes i el core de les proteïnes de la família de Bcl-2, 
promovent així el procés apoptòtic. Les cinc proteïnes de la part superior (Bcl-2, Bcl-xL, 
Bcl-w, A1 i Mcl-1) són generalment anti-apoptòtiques. Les tres proteïnes en l'àrea 
ombrejada han estat menys estudiades per la qual cosa no poden ser categoritzades. 
Les 12 proteïnes inferiors són considerades pro-apoptòtiques, i es divideixen en dos 
grups, les proteïnes multidomini (multidomain) i les BH3-only. BIM, BAD i BMF són 
proteïnes que no tenen estructura Modificat de: (Youle and Strasser 2008). 
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S'han proposat dues teories per explicar el mecanisme d'acció de les 

proteïnes BH3-only. El model directe o neutre postula que aquestes proteïnes 

s'uneixen directament amb membres anti-apoptòtics de la família Bcl-2, que 

mantindrien en un estat inactiu a Bax i Bak (Uren, Dewson et al. 2007, Willis, 

Fletcher et al. 2007). En canvi, el model més acceptat s’anomena model 

jeràrquic (FiguraI18) (Uren, Dewson et al. 2007, Willis, Fletcher et al. 2007). 

Aquest, planteja l'existència de dos grups de proteïnes BH3-only, els activadors 

directes i els repressors. El grup dels activadors està consituït per Bid, Bim i 

Puma, i estaria segrestat per les proteïnes anti-apoptòtiques i seria el 

responsable directe de l'activació de Bax i Bak (Wei, Lindsten et al. 2000, 

Kuwana, Mackey et al. 2002). En el cas de Puma, s'ha vist que promou 

l'activació de Bax i Bak, però aquest efecte podria no ser directe (Chipuk, Fisher 

et al. 2008). El grup dels repressors estaria compost per Bad, Bik, Bmf, Hrk, Bik, 

BNIP3 i Noxa, i són responsables d'alliberar els activadors directes de la 

subfamília BH3-only que es troben segrestats pels membres anti-apoptòtics 

(Galonek and Hardwick 2006) (Figura I18).  

 

Figura I18.  Model Jeràrquic. Pas 1: Proteïnes BH3-only específiques s'uneixen i 
inactiven a membres anti-apoptòtics de la família Bcl-2 en resposta a un estímul de 
mort. Pas 2: Proteïnes inactivadores (repressores) promouen la dissociació entre 
molècules anti-apoptòtiques de la família Bcl-2 i tBid, Bim i PUMA, provocant el seu 
alliberament. Pas 3: Els activadors, tBid, Bim i PUMA indueixen l'activació de Bax i Bak. 
tBid (forma truncada de Bid). Modificat de (Galonek and Hardwick 2006). 

 

El seu mecanisme d'acció es coneix amb el nom de "mecanisme de 

repressió", on la proteïna anti-apoptòtica (per exemple Bcl-2) es troba formant un 
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complex amb una proteïna BH3-only activadora (Bid, Bim o Puma), impedint que 

aquestes puguin activar Bax o Bak. La unió d’una proteïna inactivadora 

(repressora) a una o més proteïnes anti-apoptòtiques permetria l’alliberament de 

les proteïnes activadores, que llavors podrien activar la oligomerització de Bax i 

Bak a la membrana mitocondrial externa per facilitar l’alliberament de citocrom c 

al citosol (Kuwana, Bouchier-Hayes et al. 2005, Chipuk, Fisher et al. 2008). Si bé 

la inhibició de les proteïnes anti-apoptòtiques contribueix a la desestabilització de 

la membrana mitocondrial externa, recentment s'ha suggerit que per a que 

aquesta desestabilització sigui efectiva es requereix l'acció de proteïnes BH3-

only tant activadores com repressores (Merino, Giam et al. 2009). 

Recentment, diferents autors han proposat alternatives per complementar 

el model jeràrquic. Fletcher i Huang descriuen que la neutralització dels 

membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 és el punt clau per a la inducció 

de l’apoptosi, ja que aquests són els encarregats de segrestar Bax i Bak. Així, 

Bak pot interaccionar a través del motiu BH3 tant de Bcl-xL com de Mcl-1 però no 

el de Bcl-2. En canvi, Bax uniria a Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2 (Ding, Zhang et al. 2010) i 

probablement Bcl-w (Figura I19 i (Fletcher and Huang 2008)). 

 

 

D’altres autors, descriuen que els agents que provoquen dany a l’ADN 

requereixen que Mcl-1 s’invactivi per permetre l’alliberament de la proteïna BH3-

only Noxa. Una vegada alliberada, Noxa desencadena el dany mitocondrial a 

través de la inhibició de Bcl-xL (Figura I20 i (Lopez, Zhang et al. 2010)).  

Així doncs, cada cop hi ha més informació sobre l’entrellat de les 

interaccions entre els membres de la família de Bcl-2, tot i que encara calen més 

estudis per acabar de descriure-les.  

 

Figura I1 9. Els membres anti -
apoptòtics tenen diferents afinitats 
per Bax i Bak.  L’activació de Bak 
requereix la neutralització de només 
Bcl-xL i Mcl-1, mentre que l’activació de 
Bax requereix l’inactivació de Bcl-xL, 
Mcl-1, Bcl-2 i probablement, Bcl-w. 
Modificat de (Fletcher and Huang 2008). 
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Figura I20.  Model d’apoptosis induïda per dany a l’ADN  a través de la família de 
Bcl-2 en cèl·lules HeLa . Bcl-xL i Mcl-1 són els principals inhibidors de l’apoptosi en 
cèl·lules HeLa. Existeixen a la cèl·lula com a formes actives i inactives. Tot i que les 
formes inactives estan constitutivament unides a proteïnes BH3-only, les formes actives 
inhibeixen l’activació de Bak segrestant-la directament o bé segrestant les proteïnes 
BH3-only activadores. Quan es produeix dany a l’ADN, l’increment d’expressió de Noxa 
combinada amb l’eliminació o inactivació de Mcl-1, allibera Noxa que llavors pot inactivar 
Bcl-xL permetent l’activació de Bak. Modificat de (Lopez, Zhang et al. 2010).  

 

6.1.1.  Les proteïnes de la família de Bcl-2 com a dianes terapèutiques per al 

tractament de càncer 

Tot i que els mecanismes pels quals una cèl·lula es transforma en tumoral 

són molt diversos i complexes, s’han descrit una sèrie de característiques que 

han de compartir aquestes cèl·lules per ser considerades tumorals (Hanahan and 

Weinberg 2000, Hanahan and Weinberg 2011): 

- Ser autosuficients en senyals de proliferació 

- Presentar insensibilitat en front a senyals d’inhibició del creixement 

- Capacitat d’evadir l’apoptosi 

- Tenir un potencial replicatiu il·limitat 

- Ser capaces d’induir angiogènesi 

- Tenir capacitat invasiva i de generar metàstasi 

Les cèl·lules transformades, són capaces d’evadir l’apoptosi mitjançant 

modificacions en proteïnes de les vies de senyalització de mort i, tal i com s’ha 

explicat a l’inici de la introducció, produïnt una ruptura de l’equilibri entre la 
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proliferació i la mort de les cèl·lules, fet que està estretament relacionat amb 

l’aparició de tumors (Ricci and Zong 2006). 

Els fàrmacs que s’utilitzen en quimioteràpia són capaços d’induir la mort 

de les cèl·lules tumorals, però en la majoria dels casos, les cèl·lules no 

transformades també responen a aquests fàrmacs i, o bé aturen el seu cicle 

cel·lular per poder reparar el seu ADN, o bé acaben morint si el dany és molt 

sever (Ricci and Zong 2006). Per aquest motiu, els fàrmacs quimioterapèutics 

que s’estan dissenyant en els últims anys actuen contra dianes específiques en 

funció del tipus de vies de senyalització que es trobin alterades en les cèl·lules 

tumorals (Fulda, Galluzzi et al. 2010). Aquest tipus d’estratègia anti-tumoral, 

presenta l’avantatge de ser altament selectiva contra les cèl·lules que estan 

transformades, ja que aquestes depenen d’aquestes alteracions en les vies de 

senyalització de mort per a la seva supervivència. Com que aquest tipus de 

fàrmacs actuen a nivell de dianes molt concretes que són imprescindibles per a 

les cèl·lules malignes però no per les sanes, l’efecte tòxic en les cèl·lules sanes 

de l’organisme s’espera que sigui mínim (Grimm and Noteborn 2010).  

Les proteïnes de la família de Bcl-2, com veurem a l’apartat de “La via 

intrínseca”, juguen un rol essencial en la ruta mitocondrial de l’apoptosi, per la 

qual cosa no és estrany que en els últims anys s’hagin convertit en dianes 

terapèutiques importants per al tractament del càncer (Marzo and Naval 2008, 

Frenzel, Grespi et al. 2009). Avui en dia, existeixen evidències suficients que 

demostren que la ratio entre proteïnes anti-apoptòtiques i pro-apoptòtiques de la 

família de Bcl-2 determina la susceptibilitat de les cèl·lules cancerígenes a 

l’apoptosi (Fulda, Galluzzi et al. 2010). Múltiples estudis han demostrat el paper 

essencial de les proteïnes BH3-only en la resposta citotòxica a agents 

anticancerígens (Han, Flemington et al. 2001, Nakano and Vousden 2001, Yu, 

Zhang et al. 2001). A més a més, la quimioresistència de molts càncers 

s’atribueix a la pèrdua o a baixos nivells d’expressió de proteïnes BH3-only 

(Jeffers, Parganas et al. 2003, Villunger, Michalak et al. 2003). Per això, una de 

les estratègies que s’utilitza per a induïr apoptosi en cèl·lules cancerígenes és 

intentar decantar la balança cap als membres pro-apoptòtics utilitzant pèptids-

BH3 de proteïnes BH3-only o molècules petites orgàniques que mimetitzen el 

pèptid BH3 i que s’uneixen als membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 en 
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el seu solc hidrofòbic. La cerca d’inhibidors per a Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w i Mcl-1 va 

resultar en diversos candidats (Enyedy, Ling et al. 2001, Tzung, Kim et al. 2001, 

Kitada, Leone et al. 2003, Tang, Ding et al. 2007, Ponassi, Biasotti et al. 2008). 

Aquestes molècules s’anomenen en anglès BH3-mimetics (Figura I21). 

 

Figura I21.  Estructura d’alguns dels inhibidors de Bcl-2.  Font (Vogler, Dinsdale et al. 

2009). 

 

 D’aquestes molècules incidirem en aquelles que s’han utilitzat en aquest 

treball de tesi: 

� ABT-737:  s’ha demostrat que a nivell individual, és capaç de matar de forma 

efectiva cèl·lules d’alguns tumors i causar-ne la regressió d’alguns altres 

(Oltersdorf, Elmore et al. 2005). Les seves dianes són Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w 

però no Mcl-1 ni Bfl-1/A1 (Oltersdorf, Elmore et al. 2005, van Delft, Wei et al. 

2006). Existeix una forma oral, l’ABT-263  o Navitoclax (Tse, Shoemaker et al. 

2008). 

� Gossypol: és un producte natural derivat de la planta del cotó. Sembla que 

inhibeix a Bcl-2, Bcl-xL i Mcl-1, tot i que existeix certa controvèrsia al respecte 

(Vogler, Dinsdale et al. 2009). 
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� GX15-070/Obatoclax:  és capaç d’inhibir els cinc members anti-apoptòtics de 

la família de Bcl-2 però amb una afinitat baixa (Wang, Nikolovska-Coleska et 

al. 2006, Zhai, Jin et al. 2006). Va ser sotmès al 2009 a proves clíniques en 

pacients de fase I i II per al tractament de tumors sòlids i hematològics (Shore 

and Viallet 2005, Nguyen, Marcellus et al. 2007). Publicacions recents, 

demostren que pacients amb limfoma de Hodgkin GX15-070 va resultar tenir 

efectivitat limitada (Oki, Copeland et al. 2012). 

� TW-37: es coneix encara poc sobre aquest inhibidor. Es va dissenyar amb 

una estratègia basada en la seva estructura i sembla ser que inhibeix a Bcl-2 i 

Mcl-1 amb més afinitat i Bcl-xL amb menys afinitat (Wang, Nikolovska-Coleska 

et al. 2006) o segons altres autors també amb alta afinitat (Verhaegen, Bauer 

et al. 2006). 

Cal tenir en compte que, fins al moment, l’únic compost que s’ha 

demostrat que és realment un BH3-mimetic pur i que per tant, indueix mort 

específicament perquè inhibeix als membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-

2 és ABT-737 i la seva forma oral ABT-263 (van Delft, Wei et al. 2006, Tse, 

Shoemaker et al. 2008). Això suggereix que d’altres compostos poden tenir 

dianes addicionals que poden causar toxicitat de forma inespecífica, no prevista i 

no desitjada. Així doncs, com més especific és l’inhibidor, menys probabilitat hi 

ha de que causi mort cel·lular no controlada i, per tant, efectes tòxics no desitjats 

(Vogler, Dinsdale et al. 2009). 

 

6.2. Proteïnes inhibidores de l’apoptosi o IAPs  

Les cèl·lules tenen multitud d'inhibidors específics que poden contenir i / o 

bloquejar l'activació de caspasses i, per tant, l’apoptosi. Una d'aquestes famílies 

està constituïda per les proteïnes inhibidores de l'apoptosi o IAPs (de l’anglès, 

Inhibitors of Apoptosis Proteins), inicialment identificades en baculovirus (Crook, 

Clem et al. 1993). Els IAPs pertanyen a una família composta per diversos 

membres (Figura I22). En humans, els més ben caracteritzats són: XIAP (de 

l’anglès, X-linked Inhibitor of apoptosis protein), cIAP1 (de l’anglès, cellular 

Inhibitor of apoptosis protein-1), cIAP2 (de l’anglès, cellular Inhibitor of apoptosis 

protein-2), Naip (neuronal Inhibitor of apoptosis protein) i survivina (Schimmer 
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2004). Les IAPs inhibeixen l'activació de caspasses a través d'una seqüència 

d'aminoàcids conservats anomenada domini BIR (de l’anglès, baculoviral IAP 

repeats). Totes les IAPs de mamífers contenen, en la seva regió N-terminal, tres 

dominis BIR (BIR1, BIR2 i BIR3), excepte survivina que posseeix un únic domini 

(Zimmermann, Bonzon et al. 2001). Els dominis BIR estan constituïts per 

aproximadament 80 aminoàcids i es troben definits per una sèrie de residus 

histidina i cisteïna conservats que coordinen un ió zinc (Hinds, Norton et al. 

1999). S'ha vist que el domini BIR es troba estructuralment fortament conservat 

des de virus fins als mamífers. Malgrat això, l'existència de diferències 

específiques en la seqüència dels BIR dóna origen a propietats d'unió diferents 

per a cada un d'aquests dominis. A més, la presència de múltiples dominis BIR 

confereix a les IAPs l'habilitat de reclutar les proteïnes substrat per a la seva 

ubiquitinització i / o en alguns casos, per inhibir-les.  

 

Figura I22. Estructura de les proteïnes humanes de la família de les IAPs.  La família 
de les IAPs inclou les proteïnes XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2 (de l’anglès, IAP-like protein-
2), ML-IAP (de l’anglès, melanoma IAP) / Livin, Naip i survivina. A més d'estar 
constituïdes per almenys un domini BIR, les IAPs tenen també un domini CARD i un 
motiu RING. El pèptid que precedeix el domini BIR2 de XIAP, c-IAP1 o c-IAP (indicat en 
vermell) és responsable de la inhibició de caspassa-3 i -7 en mamífers. En el cas de 
caspassa-9, només el domini BIR3 de XIAP és capaç d'aconseguir una potent inhibició. 
Els dominis BIR caracteritzats bioquímicament i que tinguin funcions conegudes 
s'indiquen en color, mentre que la resta de dominis dels IAPs es mostren en gris (Font: 
(Shi 2001)). 



Introducció  39 

 

XIAP és l'única IAP de mamífer que funciona com un inhibidor directe de 

caspasses en un sentit estrictament bioquímic (Eckelman, Salvesen et al. 2006). 

Aquesta proteïna és capaç d'unir i inhibir a les caspassa-3, -7 i -9 (Chai, Shiozaki 

et al. 2001, Huang, Park et al. 2001, Riedl, Renatus et al. 2001). El mecanisme a 

través del qual XIAP inhibeix a caspassa-9 consiteix en que el domini BIR3 de 

XIAP s'uneix a la superfície d’homodimerizació de caspassa-9, interferint així 

amb la dimerització i activació d'aquesta proteasa (Shiozaki, Chai et al. 2003) 

(Figura I22a i b). Cal ressaltar que les anàlisis mutacionals indiquen que 

únicament caspassa-9 processada és capaç de ser inhibida per XIAP (Sun, Cai 

et al. 2000). Així doncs, la resta de IAPs inhibeixen a les caspasses efectores de 

forma indirecta. Hi ha residus aminoacídics entre els dominis BIR1 i BIR2 de les 

IAPs que s'uneixen al lloc actiu de caspassa-3 i -7 impedint la unió de la 

caspassa amb el seu substrat, inhibint així l'activitat catalítica de la caspassa. 

Així mateix, el domini BIR2 és capaç d'unir-se a neo-epítops de caspassa-3 i -7 

generats durant l’activació d’aquestes, que promouen un augment en l'afinitat de 

XIAP per la proteasa, un fenomen que resulta essencial per a inhibir 

efectivament a les caspasses executores (Riedl, Renatus et al. 2001, Scott, 

Denault et al. 2005).  

Una altra regió important implicada en la inhibició de l'apoptosi, és el 

domini RING en la porció C-terminal dels IAPs, el qual actua com un enzim 

ubiquitina lligasa i promou la poli-ubiquitinació de caspassa-3 i -7, provocant o bé 

la seva degradació (Choi, Butterworth et al. 2009), o bé la seva inactivació no 

degradativa (Schile, Garcia-Fernandez et al. 2008). Sembla que, in vivo, XIAP 

requereix, a més dels dominis BIR, un domini RING funcional per exercir 

completament el seu potencial anti-apoptòtic (Schile, Garcia-Fernandez et al. 

2008). Es tracta d'un domini petit (40 aminoàcids) definit per vuit residus cisteïna 

i histidina que coordinen dos ions zinc (Silke, Kratina et al. 2005). A través 

d'aquest domini, les IAPs són capaçes de formar homo i heterodímers (Mace, 

Linke et al. 2008). 

A més dels motius descrits, algunes IAPs (XIAP, cIAP1 i cIAP2) tenen una 

regió petita, a continuació de l'últim domini BIR, que posseeix homologia amb els 

dominis associats a ubiquitina (UBA, de l’anglès, ubiquitin-associated) i que és 

capaç d'interactuar amb proteïnes ubiquitinades a través d'un motiu hidrofòbic 
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MG(F/I) (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008, Blankenship, Varfolomeev et al. 

2009). En el cas particular de cIAP1 i cIAP-2 hi ha un domini CARD (Figura I22), 

localitzat entre els dominis UBA i RING, que suggereix que aquestes molècules 

podrien regular, ja sigui de manera directa o indirecta, el processament de 

caspasses iniciadores (Zimmermann, Bonzon et al. 2001). 

 

 

Figura I22.  Mecanisme d'inhibició de les caspasses per part de les IAPs i la seva 
prevenció mitjançant l'antagonista Smac / DIABLO. a) Un cop processada caspassa-
9, la regió N-terminal de la subunitat petita (p10) interactua fortament amb un solc del 
domini BIR3 de XIAP. b) El pèptid d'unió entre els dominis BIR2 i BIR3 de XIAP s'uneix 
potentment al lloc catalític de caspassa-3 (o de caspassa-7), provocant una inhibició 
efectiva de la proteasa. També s'ha proposat una interacció, encara que menys 
significativa, de l'extrem N-terminal de la subunitat petita de caspassa-3 amb un solc del 
domini BIR2. c) La regió amino terminal d’Smac / DIABLO és similar a la de caspassa-9 
pel que competeix amb aquesta pel mateix lloc d'unió al domini BIR3. d) Es creu que un 
solc similar al domini BIR2 de XIAP és responsable de la interacció amb Smac / 
DIABLO, la qual cosa proveeix un mecanisme per dissociar el complex caspassa-3-
XIAP Font: (Verhagen, Coulson et al. 2001). 

 

En mamífers, un cop induït un estímul apoptòtic, la inhibició per part de les 

IAPs és alliberada quan es produeix la permeabilització de la membrana 

mitocondrial externa i proteïnes pro-apoptóciques, com ara Smac / DIABLO (de 

l’anglès, Second Mitocondrial Activator of Caspasses/Direct IAP Binding protein 

with Low pI) i HtrA2 / Omi (de l’anglès, High-Temperature-Requirement Protein 
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A2), són alliberades al citosol (Du, Fang et al. 2000, Verhagen, Ekert et al. 2000, 

Suzuki, Imai et al. 2001, Martins, Iaccarino et al. 2002). Aquestes proteïnes tenen 

una seqüència N-terminal conservada de quatre residus (AVPI en el cas de 

Smac / DIABLO i AVPS per HtrA2 / Omi), que constitueixen el motiu d'unió a IAP 

anomenat IBM (de l’anglès, IAP-binding motif). El motiu IBM s'uneix al mateix lloc 

que l’N-terminal de caspassa-9, de manera que quan l’IBM interactua amb el 

domini BIR3 de les IAPs, desplaça directament a caspassa-9 promovent 

l’activació d’aquesta (Liu, Sun et al. 2000, Shiozaki, Chai et al. 2003). D'altra 

banda, en el cas de les caspasses executores, la interacció de les proteïnes que 

posseeixen el domini IBM amb el domini BIR2 de les IAPs, és responsable d'un 

impediment estèric que impedeix la unió de les caspasses a la regió d'unió entre 

els dominis BIR2 i BIR3 existent en les IAPs (Chai, Du et al. 2000, Srinivasula, 

Hegde et al. 2001) (Figura I22c i d). 

 

6.3. Smac / DIABLO i Htr2A/Omi: antagonistes de les IAPs   

L’activitat inhibidora de les IAPs està subjecte a un control negatiu. Aquest 

control es dóna de manera indirecte quan, un cop caspassa-9 ha estat activada 

per l’apoptosoma i activa a caspassa-3, aquesta última processa a caspassa-9 

de forma irreversible de manera que ja no pot unir XIAP, promovent així una 

retroalimentació positiva de l’activació de caspassa-9. D’altra banda, el control es 

produeix també de forma directe a través de la unió d’antagonistes, proteïnes 

pro-apoptòtiques com Smac / DIABLO o Htr2A / Omi. 

� Smac / DIABLO . Va ser identificada per dos grups independents l’any 

2000 com una proteïna capaç de promoure l’apoptosi a través de la unió a les 

IAPs (Du, Fang et al. 2000, Verhagen, Ekert et al. 2000). El mateix any, dos 

altres grups independents van poder definir la seva estructura gràcies a la 

resolució de l’estrucutra cristal·logràfica del complex Smac-XIAP (Chai, Du et al. 

2000, Wu, Chai et al. 2000). 

 Smac / DIABLO és una proteïna mitocondrial i la seva forma immadura 

està codificada pel genoma nuclear. Es sintetitza com una molècula presursora 

de 239 aminoàcids. Poseeix una seqüència de localització a la mitocòndria 

(MLS, de l’anglès, mitochondrial localization signal) de 55 residus  en el seu 
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domini N-terminal. La seqüència MLS és eliminada per proteòlisi un cop Smac / 

DIABLO s’importa dins la mitocòndria i, això, genera un polipèptid madur que 

conté 184 aminoàcids i pesa 23 kDa, que resideix a l’espai intermembrana (Du, 

Fang et al. 2000, Verhagen, Ekert et al. 2000) i que en solució es comporta com 

un oligòmer (Du, Fang et al. 2000). Aquesta maduració proteolítica permet que 

Smac / DIABLO exposi el seu domini IBM al seu extrem N-terminal (Liu, Sun et 

al. 2000, Wu, Chai et al. 2000).  

 Pel que fa referència a la seva estructura tridimensional, Smac / DIABLO 

és un monòmer allargat que conté tres hèlix unides entre elles amb una 

curvatura moderada (Figura I23a).  

 

L’hèlix H1 està col·locada contra les hèlixs H2 i H3, mentre que les hèlix 

H2 i H3 estan separades entre elles. La majoria dels residus hidrofòbics estan 

localitzats a una regió d’unió entre les tres hèlix, contribuïnt així a la seva 

estabilitat. A més a més, les hèlix allargades estan reforçades per ponts 

d’hidrogen. Aproximadament la meitat dels residus hidrofòbics que es troben 

exposats, es troben agrupats en una petita àrea a la meitat N-terminal de H1 i al 

Figura I23 . Representació 
esquemàtica de l’estructura 
d’Smac / DIABLO.  a) 
L’estructura allargada del 
monòmer d’Smac / DIABLO. La 
superfície hidrofòbica està 
representada en bleu fosc (part 
inferior) i els residus que la 
constitueixen en groc (part 
superior). b) Estructura 
arquejada del dímer d’Smac / 
DIABLO, amb els dos 
monòmers que el formen de 
color cian i rosa, 
respectivament. Es mostren 
dues vistes en l’eix horitzontal. 
Colorejats en groc i verd per 
cada una de les molècules del 
dímer, es mostres tres residus 
crítics a la interfície dimèrica 
(V26, F33 i L108). Modificada 
de (Chai, Du et al. 2000). 
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terç C-terminal de H2 (Figura I23a), indicant que aquesta regió podria estar 

involucrada en interaccions proteïna-proteïna importants. Quan Smac / DIABLO 

dimeritza, ho fa de forma simètrica a través dels residus hidrofòbics, prèviament 

esmentats, de l’àrea entre H1 i H2 (Figura I23b). D’aquesta manera es crea una 

molècula més allargada i arquejada, amb l’N-terminal a la part superior i el C-

terminal a la part inferior de l’arc (Figura I23b). 

 

Figura I24. Model hipotètic de l’alliberament d’Smac / DIABLO regulat pels 
membres anti-apoptòtics de la familia de Bcl-2 i per caspasses.  La capacitat dels 
membre anti-apoptòtics de la familia de Bcl-2 de regular l’alliberament d’Smac / DIABLO 
pot derivar-se de la seva capacitat de bloquejar la sortida de citocrom c de la 
mitocondria. Una vegada alliberat de la mitocondria, citocrom c promou la formació de 
l’apoptosoma, que promourà l’activació de caspassa-9 i la propagació de la cascada de 
les caspasses. En aquestes condicions, XIAP podria atenuar l’activitat caspassa, 
integrant-se en el complex de l’apoptosoma o bé inactivant a les caspases executores -3 
i -7. En contra partida, l’acció de les caspasses podría promoure l’obertura de porus a la 
membrana mitocondrial externa per permetre la sortida d’Smac / DIABLO. Una vegada 
alliberat al citosol, promouria l’activitat de les caspasses a través de la seva unió a IAPs 
que les inactivaria. Modificat de: (Adrain, Creagh et al. 2001). 

 

Com s’ha dit, de la mateixa manera que citocrom c, Smac / DIABLO es 

localitza normalment a l’espai intermembrana de la mitocòndria. En resposta a 

un estímul apoptòtic es genera la permeabilització de la membrana mitocondrial 
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externa, i Smac / DIABLO s’allibera al citosol on neutralitza els inhibidors 

engogens de les caspasses, els IAPs, afavorint així l’activació de les caspasses 

(Figura I24). L’alliberament d’Smac / DIABLO es produirïa pels mateixos porus i 

amb el mateix mecanisme de difusió passiva pel quals s’allibera citocrom c, tot i 

que s’ha descrit la possibilitat que nivells elevats de XIAP al citosol podrien 

impedir o limitar l’alliberament d’Smac / DIABLO (Flanagan, Sebastia et al. 

2010). Smac / DIABLO és capaç d’unir-se a diverses IAPs, incloent XIAP, cIAP1, 

cIAP2, survivina i Apollon (Du, Fang et al. 2000, Verhagen, Ekert et al. 2000) i, 

així, sembla que podria actuar com una proteïna reguladora de l’apoptosi en 

mamífers i com a homòleg funcional de les proteïnes de Drosophila Reaper, 

Grim i Hid (Shi 2002) (Figura I25).  

 

Figura I25.  Motiu conservat d’unió a les IAPs (IBM).  A l’esquerra es representa la 
comparació de les seqüències del tetrapètptid d’Smac / DIABLO, Reaper, Grim, Hid, 
Sickle, caspassa-9 i HtrA2 / Omi. Les proteïnes de Drosophila tenen un component 
addicional d’unió marcat en verd. El primer residu d’alanina és el responsable d’unir la 
butxaca hidrofòbica i establir ponts d’hidrogen amb residus de XIAP. A la dreta, 
l’estructura d’IAP2-BIR2 (turquesa) es superposa amb el domini XIAP-BIR3 (marró), 
amb els seus corresponents pèptids d’unió Hid (rosa), Grim (blau) i Smac/DIABLO 
(verd). Modificat de (Shi 2002). 

 

De totes maneres, cal ressaltar que la principal molècula diana d’Smac / 

DIABLO és la proteïna XIAP (Bratton and Cohen 2003, Shiozaki and Shi 2004). 

Smac / DIABLO s’uneix a les IAPs a través dels dominis BIR d’aquestes 

proteïnes (Vaux and Silke 2003). Quan Smac / DIABLO és funcional, existeix 

com a homodímer (Chai, Du et al. 2000) i, per tant, exposa dos motius IBM 

(Chai, Du et al. 2000, Wu, Chai et al. 2000). Un dímer d’Smac / DIABLO és 
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capaç d’unir a una molècula de XIAP a través d’aquests dos dominis IBM, ja que 

un interacciona amb el BIR2 i el segon amb el BIR3 de XIAP (Huang, Rich et al. 

2003) (Figura I26), desplaçant així a XIAP de les caspasses activades (Ekert, 

Silke et al. 2001). 

 

Figura I26.  Inhibició de caspassa-9 i caspassa-3 per XIAP (panell esquerra) i unió 
d’Smac / DIABLO a XIAP (panell de la dreta), indicant com Smac / DIABLO evita 
que XIAP inhibeixi a les caspasses. La manera com XIAP inhibeix a caspassa-9 és 
diferent de com inhibeix caspassa-3, ja que l’N-terminal processat de caspassa-9 
encaixa en el solc de BIR3, mentre que el punt d’interacció entre XIAP i capsassa-3 és 
una regió d’unió entre els dominis BIR1 i BIR2 de XIAP. XIAP conté uns residus en el 
domini BIR3 que són crítics (E314 i W310 indicats a la figura), ja que formen un solc que 
permet que s’uneixi al domini processat a N-terminal tant de caspassa-9 com d’Smac / 
DIABLO. Font: (Vaux and Silke 2003). 

 

La funció fisiològica d’Smac / DIABLO a l’espai intermembrana de la 

mitocòndria encara no està clara. Si bé Smac / DIABLO és capaç de sensibilitzar 

les cèl·lules a un estímul de mort, com ara les radiacions ultraviolades, la seva 

expressió forçada no és suficient per activar la mort cel·lular apoptòtica (Du, 

Fang et al. 2000, Hunter, Kottachchi et al. 2003). A més, el ratolí knockout per 

Smac / DIABLO no exhibeix alteracions fenotípiques i és tan sensible com el wild 

type a l'apoptosi induïda per “receptors de mort” (Okada, Suh et al. 2002). 

Cèl·lules aïllades d’aquests animals responen de forma normala inductors de 

mort com la irradiació ultravioleta, l’estaurosporina, l’etopòsid o Fas (Okada, Suh 
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et al. 2002). Aquest fet suggereix la possible existència d'altres molècules i / o 

vies alternatives en absència d’ Smac / DIABLO (Okada, Suh et al. 2002, Vaux 

and Silke 2003). 

� Htr2A / Omi:  és la segona proteïna que s’ha assenyalt com inhibidora de 

les IAPs. És una serina proteasa la funció de la qual en cèl·lules no estimulades 

és la de mantenir la homeòstasi mitocondrial. Després de ser alliberada al 

citosol, en resposta a un estímul apoptòtic, aquesta molècula promou la mort 

cel·lular tant per la inhibició de les IAPs com per un mecanisme independent de 

caspasses, segons la seva activitat serina proteasa (Yang, Church-Hajduk et al. 

2003, Garrido and Kroemer 2004). Htr2A / Omi no té cap funció en la cadena de 

transport electrònic mitocondrial (a diferència dels altres factors apoptogènics 

que s’alliberen de la mitocòndria), encara que es postula que potser participi en 

el control del plegament proteic en la mitocòndria (Vande Walle, Lamkanfi et al. 

2008). 

 

7. Vies de senyalització de l’apoptosi 

En mamífers, l’apoptosi pot ocórrer a través de dues rutes de senyalització 

diferents: la via intrínseca i la via extrínseca (Figura I27). La via extrínseca rep 

estímuls provinents de l’exterior cel·lular quan els lligands de mort s’uneixen als 

seus “receptors de mort” (DRs, de l’anglès Death Receptors) que estan 

localitzats a la superfície cel·lular (Ashkenazi and Dixit 1998). En canvi, la via 

intrínseca s’activa principalment per estímuls provinents de l’interior de la cèl·lula, 

com per exemple agents quimioteràpics, i és depenent de l’alliberació de factors 

pro-apoptogènics des de la mitocòndria (Joza, Kroemer et al. 2002, Gonzalvez 

and Ashkenazi 2010). Ambdues vies culminen en l’activació de les caspasses 

que duran a terme el procés apoptòtic (Lavrik, Golks et al. 2005, Li and Yuan 

2008). 

 

7.1.  La via extrínseca 

La via extrínseca es troba mediada per l'activació dels DRs. Aquests 

receptors, es situen en la superfície cel·lular i transmeten el senyal apoptòtic un 

cop unit el lligant específic. La via extrínseca està governada per la superfamília 
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de TNF (de l’anglès, Tumor Necrosis Factor) que inclou prop de 20 lligands 

homòlegs diferents i els seus receptors corresponents. 

Els DRs (Figura I28), són proteïnes integrals transmembrana de tipus I. El 

domini N-terminal extracel·lular dels DRs és ric en cisteïnes, mentre que a nivell 

intracel·lular (C-terminal), tenen una regió anomenada domini de mort (DD, de 

l’anglès Death Domain). Aquest últim permetrà el reclutament d'una sèrie de 

proteïnes adaptadores que iniciaran la senyalització apoptòtica. En humans 

s'han caracteritzat 6 DRs pertanyents a la superfamília del receptor de TNF: 

TNFR1 (també conegut com a DR1, CD120a, p55 i p60), CD95 (també 

anomenat DR2, Fas i Apo-1), DR3 (APO-3, LARD, TRAMP i WSLT), TRAILR1 

(DR4 o APO-2), TRAILR2 (DR5, KILLER i TRICK2), i per últim DR6 

(TNFRSF21). 

 

Figura I27.  Vies d'activació de les caspasses. Representació esquemàtica de la via 
extrínseca (mediada per “receptors de mort”) i intrínseca (iniciada per estímuls 
intracel·lulars: estrès, dany a l'ADN, entre d'altres). Les proteïnes marcades amb 
puntejat vermell són els principals punts de regulació d'aquestes vies (Modificat de 
Emerg Infect Disease © 2007. Centers for Disease Control and Prevention (CDC)). 

 

Els lligands que activen aquests receptors, a excepció del factor de 

creixement nerviós (NGF), són molècules relacionades estructuralment que 
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pertanyen a la superfamília gènica del TNF (Smith 1994). El lligand CD95L / 

FasL s'uneix a CD95 / Fas; TNFα i linfotoxina α s'uneixen a TNFR1, el lligand 

TL1A (també anomenat Vegi, de l'anglès, Vascular endothelial cell growth 

Inhibitor) s'uneix a DR3, i TRAIL (de l’anglès, Tumor Necrosis Factor-Related 

Apoptosis Inducing Ligand) s'uneix a DR4 / TRAIL-R1 i DR5 / TRAIL-R2 

(Ashkenazi and Dixit 1998). Els lligands dels DRs també poden interaccionar 

amb els receptors "esquer" (DcRs, de l'anglès, decoy receptors) que no tenen 

DD i per tant no formen complexos de senyalització de mort. Fins ara, es 

coneixen 4 DcRs: DcR1 (anomenat també TRAIL-R3), DcR2 (conegut com 

TRAIL-R4), DcR3 i osteoprotegerina (OPG). (Figura I25) (Revisat a (Gonzalvez 

and Ashkenazi 2010)). 

 

 

Figura I28.  “receptors de mort” i els seus lligands.  S'han identificat sis DRs humans i 
els seus respectius lligands: TNFR1 s'uneix a TNF-α, Fas reconeix FasL, DR3 uneix 
TL1A, DR4 i DR5 uneixen Apo2L/TRAIL i DR6 reconeix N-APP. Els receptors decoy 
(DcRs) no són capaços de senyalitzar i competeixen amb els DR pel seu lligant. Tant 
DcR1 com DcR2 competeixen amb DR4 i DR5 per la unió de Apo2L/TRAIL. 
Osteoprotegrina (OPG) també competeix amb aquests receptors, encara que ho fa amb 
menor afinitat que els DcRs. D'altra banda, DcR3 competeix amb Fas per la unió de 
FasL i amb DR3 per la unió de TL1A Font: (Gonzalvez and Ashkenazi 2010). 
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7.1.1. Vies de senyalització dels “receptors de mort ” 

 Quan els lligands s’uneixen als seus DRs specifics, aquests recluten una 

de les dues proteïnes adaptadores: FADD (de l’anglès, Fas-associated DD) o 

TRADD (de l’anglès, TNF receptor-associated DD) (Figura I29).  

 

Figura I29.   Complexes de senyalització dels DRs depenents de FADD i TRAD. 
FADD i TRAD formen diferents complexes de senyalització que coordinen vies anti- i 
pro-apoptòtiques downstream dels DRs. a) Quan FADD s’uneix al DR, forma el DISC 
juntament amb caspassa-8 o -10. La quantitat de caspassa-8 activa generada en 
cèl·lules de tipus I és sufficient per activar les caspasses efectores i l’apoptosi. En canvi, 
les cèl·lules de tipus II necessiten una amplificació de la senyal que es produeix a través 
de la mitochondria quan caspassa-8 processa Bid en la seva forma activa, tBid, que 
transloca a mitochondria. b) La senyalització de TRADD està ben caracteritzada pel 
TNF-R1. TRADD forma un complex que conté RIP1, TRAF2 o TRAF5, cIAP1 i cIAP2, 
que activa diversos gens a través dels factors de transcripció NF-κB i AP-1. Font: 
(Wilson, Dixit et al. 2009). 
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De forma general, FADD controla la mort cel·lular a través del reclutament 

de les pro-caspasses-8 o -10. En canvi, TRADD controla altres funcions no 

apoptòtiques a través del reclutament de tres molècules: RIP1, (de l’anglès, 

receptor-interacting protein-1) que és una quinasa que conté un DD (Festjens, 

Vanden Berghe et al. 2007), TRAF2 (de l’anglès, TNF receptor–associated factor 

2) i cIAPs (Varfolomeev and Vucic 2008).  

 Els DRs poden ser dividits en dues categories segons la proteïna 

adaptadora que uneixen. CD95, TRAIL-R1 i TRAIL-R2 uneixen a FADD i 

principalment promouen l’apoptosi (Figura I29a). Per contra, TNF-R1 i DR3 

uneixen TRADD i promouen principalment activació del sistema immunitari i 

inflamació (Figura I29b) (Ashkenazi 2002). El DR6 pot unir-se a TRADD quan 

aquest està sobre-expressat (Pan, Bauer et al. 1998), fins fa poc temps la seva 

senyalització era desconeguda i, recentment, s’ha d’escrit que podria estar 

associat amb l’Alzheimer (Nikolaev, McLaughlin et al. 2009). Existeix una relació 

entre les senyalitzacions per FADD i TRADD. Així, TNF-R1 pot induir apoptosi a 

través del reclutament de FADD i caspassa-8 a través del DD de TRADD 

(Micheau and Tschopp 2003, Wang, Du et al. 2008), i TRAIL-R1 i TRAIL-R2 

poden activar vies de supervivència a través de l’activació de RIP1 depenent de 

FADD i capsassa-8 (Varfolomeev, Maecker et al. 2005). 

� Senyalització dels DRs regulada per FADD 

 CD95L o TRAIL indueixen apoptosi a través de la via extrínseca de mort. 

La unió d’un lligand homotrimèric al DR, provoca que els DRs s’agrupin i puguin 

unir a FADD. FADD recluta a la pro-caspassa-8 o -10 per formar el DISC (de 

l’anglès, death-inducing signaling complex) (Figura I29a) (Ashkenazi and Dixit 

1998, Peter and Krammer 2003). El DISC actua com una plataforma que permet 

l’auto-processament de les pro-caspasses-8 o -10 permetent-ne l’alliberació al 

citosol en la seva forma activa. Les caspasses actives -8 o -10 estimulen a les 

caspasses executores -3, -6 i -7, que a la vagada podran processar multitud de 

substrats que culminaran en la mort cel·lular apoptòtica. En cèl·lules de tipus I 

(per exemple, timòcits), els esdeveniments descrits anteriorment són suficients 

per induir apoptosi. En cèl·lules de tipus II (per exemple, cèl·lules B 

pancreàtiques), és necessari que el mecanisme d’apoptosi sigui amplificat. Així, 

la caspassa-8 processa la proteïna Bid a la seva forma truncada tBid i això activa 
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la via intrínseca mitocondrial de mort que s’explicarà més endavant (Figura I29a). 

La senyalització al DISC també involucra la proteïna cFLIP (de l’anglès, cellular 

FLICE inhibitory protein), que conté dos dominis DEDs (de l’anglès, death 

effector domain). Te dues variants d’splicing curtes (cFLIPS i cFLIPR) i una llarga 

(cFLIPL). cFLIPS pot inhibir l’apoptosi induïda pels DRs perquè competeix amb 

caspassa-8 per unir-se a FADD i, nivells elevats de cFLIPL, poden interferir amb 

el reclutament de les pro-caspasses-8 o -10 al DISC (Krueger, Schmitz et al. 

2001). Per contra, nivells baixos de cFLIPL poden formar heterodímers amb pro-

caspassa-8 promovent la seva auto-proteòlisi (Micheau, Thome et al. 2002, 

Boatright, Deis et al. 2004). 

� Senyalització dels DRs regulada per TRADD 

 TNFα és una citoquina pro-inflamatòria pleiotròpica, produïda 

principalment pels macròfags i involucrada en moltes funcions biològiques com 

per exemple proliferació cel·lular, diferenciació i apoptosi (MacEwan 2002). TNFα 

es sintetitza com una proteïna transmembrana i és alliberada per l’acció de 

TACE (de l’anglès, TNFα conveting enzyme metalloportease). La forma 

processada de la proteïna, de 17 kDa, és la responsable de tots els processos 

en els quals la citoquina està involucrada (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). Per 

exercir les seves funcions biològiques, TNFα interacciona amb el TNF-R1 i el 

TNF-R2, que comparteixen només el 28% d’homologia principalment en la seva 

porció extracel·lular. La principal diferència estructural entre ambdós receptors és 

la presència a la part intracel·lular de TNF-R1 del domini DD de 60-80 

aminoàcids que és absent en TNF-R2 (Tartaglia, Gimeno et al. 1992, MacEwan 

2002, Yang, Lindholm et al. 2002). Aquest motiu, és essencial per a la interacció 

i el reclutament de proteïnes requerides per a la transmissió de senyals 

apoptòtiques. Degut a aquesta diferència, tot i que la senyalització per TNFα pot 

tenir lloc a través de dos receptors, TNF-R1 i TNF-R2, la majoria dels efectes 

biològics són a través de TNF-R1 (Grell, Zimmermann et al. 1999). D’aquesta 

manera, TNF-R1 està principalment involucrat en mort cel·lular, mentre que el 

TNF-R2 està implicat principalment en promoure la supervivència a través de 

l’activació perllongada de NF-κB. En casos patològics, TNF-R2 pot promoure 

metàstasi (Chopra, Riedel et al. 2013). Així doncs, quan TRADD és reclutat per 

TNF-R1, es forma l’anomenat complex I a la membrana plasmàtica a través de la 
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unió de RIP1, TRAF2 (o TRAF5), cIAP1 i cIAP2 (Figura I29b). Aquest complex 

pot activar les vies de supervivència de NF-κB, JNK i p38 (Varfolomeev and 

Ashkenazi 2004, Symons, Beinke et al. 2006) que estimulen gens que regulen 

proliferació, diferenciació, inflamació o apoptosi.   

� Complexes citoplasmàtics dels adaptadors del DRs 

 A banda de la formació del complex I, l’activació de TNF-R1 pot comportar 

la formació de dos complexes citoplasmàtics: IIA i IIB (Figura I30a) (Micheau and 

Tschopp 2003, Varfolomeev and Ashkenazi 2004, Wang, Du et al. 2008).  

 

 

Figura I30. Complexes de senyalització secundaris depenents de FADD, TRADD i 
RIP1.  FADD, TRADD i RIP1 poden formar complexesque coordinen vies anti- i pro-
apoptòtiques. a) El reclutament de TRADD al TNF-R1 promou la formació del complex 
IIA, que involucra el reclutament de FADD a través de TRADD i l’activació de caspassa-
8. Un complex alternatiu IIB, esforma de manera independent a TRADD a través de 
RIP1 i FADD i activa a caspassa-8. El complex IIA està regulat per cFLIP i, el IIB, per la 
ubiquitinització de RIP1 induida per cIAP i la desubiquitinització de RIP1 induïda per 
CYLD. La lligasa d’Ubiquitina E3 ITCH, que està regulada per la senyalització de JNK 
downstream del complex I de TNF-R1 , regula de forma negative la quantitat de cFLIPL, 
facilitant així l’activació de caspassa-8 pel complex IIA. Smac / DIABLO facilita la auto-
ubiquitinització de cIAP i la sevadegradació via proteasoma per l’activació al·lostèrica 
d’un domini ubiquitina RING finger de cIAP, que promou la formació del complex IIB. b) 
El complex II depenent de FADD activa NF-κB i MAPK i això, promou la secreció de 
quimioquines i citoquines. Els heterodímers formats entre caspassa-8 i cFLIP poden 
diferenciar les respostes anti- o pro-apoptòtiques que es puguin donar. P22 i p43 
indiquen els fragments processats de cFLIP o caspassa-8 (C8). Font: (Wilson, Dixit et al. 
2009). 
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Un cop el receptor s’ha internalitzat, canvis conformacionals en RIP1 i 

TRAF2 faciliten la seva dissociació de TRADD, permetent que TRADD recluti a 

caspassa-8 a través de FADD, que al seu torn recluta a cFLIP i així es forma el 

complex IIA (Schutze, Tchikov et al. 2008, Wang, Du et al. 2008) (Figura I30a). 

Quan RIP1 s’associa amb TRADD al complex I, RIP1 es modifica amb una 

poliubiquitinització de la Lys63, però en canvi, en el complex IIB no es troba 

ubiquitinat. L’enzim que desubiquitinitza RIP1 és CYLD (de l’anglès, 

cylindromatosis gene product), i la desubiquitinització és necessaria perquè 

caspassa-8 es pugui activar al complex IIB (Wang, Du et al. 2008), fet que 

suggereix que  la desubiquitinització de RIP1 permetria la seva oligomerització i 

unió a FADD. El fet que TRADD i TRAF2 no formen part del complex IIB (Wang, 

Du et al. 2008), i que el silenciament de TRADD augmenta la formació del 

complex IIB, implicaria que RIP1 és un adaptador alternatiu per TNF-R1 (Figura 

I30b) (Jin and El-Deiry 2006, Zheng, Bidere et al. 2006, Pobezinskaya, Kim et al. 

2008, Wang, Du et al. 2008). La contribució específica del complex IIA o IIB a la 

senyalització pro-apoptòtica de TNF-R1 encara no està clara. 

 CD95 pot coordinar diverses respostes no apoptòtiques pro-inflamatòries 

en cèl·lules immunes (Budd, Yeh et al. 2006, Peter, Budd et al. 2007), com per 

exemple, producció de quimioquines i citoquines per part dels monòcits, 

macròfags i cèl·lules dendrítiques (Shortman and Naik 2007). L’activació de les 

vies d’NF-κB i MAPK i el reclutament de cFLIP al DISC podria afavorir la 

formació d’un complex II que permetria aquestes respostes inflamatòries (Figura 

I30b) (Budd, Yeh et al. 2006, Han, Zhao et al. 2008). 

 

7.2. La via intrínseca 

Tal i com s’ha esmentat anteriorment i en la Figura I29, les cèl·lules de 

tipus II, per transmetre la senyal apoptòtica, necessiten la participació de la 

mitochondria. Avui en dia, es coneix que la mitocòndria conté un gran nombre de 

molècules que determinaran si la cèl·lula segueix un procés irreversible de mort 

o no. Les proteïnes clau per a la seva regulació són les proteïnes de la família de 

Bcl-2 que ja s’han explicat a l’apartat “Proteïnes de la família de Bcl-2”. 
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Figura I31.  La via mitocondrial de l’apoptosi en vertebrats.  En el punt central 
d’aquesta via trobem el procés de permeabilització de la membrana mitocondrial 
(MOMP). Aquest procés està regulat principalment pels membres proapoptòtics de la 
família de Bcl-2, Bax i Bak, i inhibit pels membres antiapoptòtics de la família de Bcl-2. 
Les proteïnes BH3-only de la família de Bcl-2 regulen MOMP ja sigui activant Bax i Bak 
(activadors) o antagonitzant les proteïnes antiapoptòtiques de la família de Bcl-2 
(derepressors). El MOMP permet que les proteïnes que es troben a l’espai 
intermembrana accedeixin al citosol. L’alliberament de citocrom c activa APAF-1, 
desencadenant la formació de l’apoptosoma i el reclutament i activació de caspassa-9. 
Aquesta última, activarà les caspasses executores que processeran els seus substrats 
per tal de dur a terme el procés apoptòtic. Les IAPs inhibeixen l’activació de caspasses i 
la seva inhibició pet ser revertida per antagonistes d’IAPs (per exemple Smac DIABLO i 
HtrA2 / Omi) que s’alliberen de la mitocòndria quan aquesta es permeabilitza. Modificat 
de (Spierings, McStay et al. 2005). 
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Diferents estímuls intrínsecs com ara dany a l’ADN, senyals aberrants de 

receptors de superfície, producció d'espècies reactives d'oxigen o acumulació de 

proteïnes mal plegades en el reticle endoplasmàtic, ocasionen l'activació de la 

via intrínseca mitocondrial. Es descriu com a via intrínseca la senyalització que té 

com a element principal a la mitocòndria i totes les proteïnes que actuen sobre 

ella, tant pro-apoptòtiques com anti-apoptòtiques, i que regulen la 

permeabilització de la membrana externa mitocondrial (MOMP, de l’anglès 

mitochondrial outer membrane permeabilization) (Figura I31).  

 

Figura I32.  La ruptura mitocondrial causal l’alliberament de diversos factors 
apoptogènics. La disrupció de la membrana mitocondrial causa l’alliberament al citosol 
de dos principals classes de factors apoptogènics. La primera classe són activadors de 
caspasses, el citocrom c, Smac/DIABLO i Htr2a/omi. El citocrom c, en presència dATP o 
ATP facilita la formació de l’apoptosoma juntament amb APAF-1 i caspassa-9. 
Smac/DIABLO i Htr2A/Omi, comparteixen un motiu N-terminal que uneix a les IAPs i, 
d’aquesta manera, exerceixen el seu efecte inhibidor sobre les caspasses. Htr2A/Omi 
també pot induir mort a través de la seva activitat proteolítica. La segona classe de 
factors, AIF i EndoG, en ser alliberats de la mitocòndria transloquen a nucli i causen la 
degradació del DNA independentment de les caspasses. Modificat de (Roberts, Goping 
et al. 2003). 
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S'han descrit diferents proteïnes residents en l'espai intermembrana (com 

per exemple citocrom c, AIF, Omi / HtrA2, Smac / DIABLO i AIF) que són 

alliberades al citosol després de la permeabilització mitocondrial durant un 

estímul apoptòtic (Vaux 2011) (Figura I32). Smac / DIABLO ha estat explicat 

conjuntament amb HtrA2/Omi en detall a l’apartat “Smac/DIABLO i Htr2A/Omi: 

antagonistes de les IAPs”. D’altra banda, l’alliberament de AIF (de l’anglès, 

Apoptosis Inducing Factor) i de la EndoG (de l’anglès, Endonuclease G) en 

resposta a un estímul de mort està associada amb el dany a la mitocòndria 

(Riedl and Shi 2004). La inducció de l’apoptosi promou la translocació d’AIF de la 

mitocòndria al nucli, on interacciona amb l’ADN causant-ne la degradació 

independent de caspasses (Daugas, Nochy et al. 2000). D’altra banda, l’EndoG 

alliberat també transloca a nucli on indueix fragmentació oligonucleosomal de 

l’ADN fins i tot quan les caspasses estan inhibides (Garrido and Kroemer 2004) 

(Figura I32). 

 

7.2.1. Formació de l’apoptosoma 

Un dels components de l’apoptosoma és el citocrom c. Es tracta d'una 

proteïna globular hidrofílica d'aproximadament 12 kDa que posseeix un grup 

hemo i que es troba codificada per un gen nuclear. La seva localització final a la 

mitocòndria es deu a la translocació a través de la membrana mitocondrial 

externa per al seu posterior ancoratge a l’enzim "citocrom c hemo liasa" a la cara 

externa de la membrana mitocondrial interna, on se li incorpora el grup hemo per 

donar lloc a la proteïna funcional (Mayer, Neupert et al. 1995). El citocrom c 

resideix normalment a les crestes mitocondrials, espais generats degut a la 

involució de la membrana mitocondrial interna, i es troba segrestat de manera 

efectiva per estretes unions mediades principalment per la proteïna Opa1 (Figura 

I33). De forma fisiològica, el citocrom c participa en la cadena de transportadors 

electrònics mitocondrials, utilitzant el seu grup hemo com a intermediari redox 

per permetre el transport d'electrons entre els complexes III i IV de la cadena que 

te com a finalitat la producció d'energia en forma de ATP. 
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Quan la cèl·lula detecta l'existència d'un estímul apoptòtic el citocrom c és 

alliberat al citosol. Sembla que l'alliberament ocorre en dues fases: mobilització i 

translocació a través de la membrana externa mitocondrial. En cèl·lules no 

estimulades, una proporció important de citocrom c present a la mitocòndria es 

troba associat amb cardiolipina (Kalanxhi and Wallace 2007). Els esdeveniments 

bioquímics requerits per a l'alliberament del citocrom c de la membrana 

mitocondrial interna encara no estàn definits. S’ha suggerit que el seu èxode de 

les estretes unions cristae podria implicar la remodelació d’aquestes, per 

posteriorment ser translocat a través de la membrana mitocondrial externa 

(Scorrano, Ashiya et al. 2002). Aquesta última correspon a la segona fase de 

l'alliberament del citocrom c. La major part de les dades existents, indiquen que 

aquesta translocació involucra una difusió passiva a través dels porus formats 

durant l'apoptosi en la membrana mitocondrial externa, atès que un gran nombre 

de proteïnes són alliberades de manera simultània des de l'espai intermembrana 

durant l'apoptosi (Munoz-Pinedo, Guio-Carrion et al. 2006). La membrana 

mitocondrial externa usualment no és permeable a les proteïnes i, per tant, 

l'esdeveniment decisiu per a la translocació citosòlica de les molècules pro-

apoptòtiques mitocondrials és la permeabilització de la membrana mitocondrial 

externa (Chipuk, Bouchier-Hayes et al. 2006, Kroemer, Galluzzi et al. 2007). 

Un altre dels components de l’apoptosoma és Apaf-1 (de l’anglès, 

Apoptosi protease-activating factor-1). Aquesta molècula, com hem vist 

anteriorment, és l'homòleg en mamífers superiors de CED-4 de C.elegans. És 

Figura I33 . Localizació mitocondrial del 
citocrom c i la seva sortida al citosol 
induïda per un estímul apoptòtic  Modificat 
de (Zhang, Lu et al. 2008). 
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una proteïna amb multidominis de 139 kDa que està constituïda per tres regions 

funcionals (Figura I32): un domini CARD N-terminal, un domini d'unió a nucleòtid 

i oligomerització, (NOD/NB-ARC, de l’anglès, nucleotide-binding and 

oligomerization domain) i una zona rica en residus triptòfan i aspàrtic (dominis de 

repeticions WD40) a la part C-terminal de la proteïna. La funció del domini CARD 

d’Apaf-1 és la d'unir-se al domini CARD de pro-caspassa-9 mitjançant una 

interacció homotípica provocant, d'aquesta manera, el reclutament de la 

caspassa. Els motius WD40 es troben organitzats en dos dominis i són el lloc 

d'unió del citocrom c (Hu, Ding et al. 1998). A diferència d'Apaf-1, en C.elegans 

no s'ha trobat una molècula similar a citocrom c de mamífers. La regió NOD/NB-

ARC es troba localitzada entre el CARD i els dominis repetits WD40. Aquesta 

regió és el centre d'oligomerització i per tant de formació de l’apoptosoma. 

Estudis estructurals han permès establir que la regió NOD/NB-ARC està 

composta per un domini ATPasa, seguit d'un domini Winged-helix (present en 

proteïnes d'unió a l'ADN) i un domini superhelicoidal (Riedl, Li et al. 2005) (Figura 

I34). 

 

 

 

 

En absència d'un estímul apoptòtic Apaf-1 existeix en forma monomèrica. 

Es creu que en aquesta forma, els dominis WD40 es pleguen cap enrere sobre la 

resta d’Apaf-1 i el mantenen en un estat tancat auto-inhibit (Figura I35). En 

aquest estat, Apaf-1 es troba unit a dATP (Saleh, Srinivasula et al. 1999). Un cop 

s’allibera el citocrom c al citosol, aquest s'uneix a la regió WD40 d’Apaf-1, 

alliberant el tancament de la forma auto-inhibida d’Apaf-1. Aquest és 

l'esdeveniment crucial mitjançant el qual Apaf-1 és capaç de detectar la senyal 

apoptòtica. Tot i que el tancament ha estat alliberat, les regions CARD i 

Figura I3 4. Estructura d’Apaf -1. Apaf-1 es 
pot dividir en tres unitats funcionals: el domini 
CARD, responsable del reclutament de 
caspassa-9, el domini d'oligomerització i unió 
a nucleòtid (NB-ARC) i la regió WD40 que 
permet la unió del citocrom c. El domini NB-
ARC consisteix en una regió ATPasa 
(organitzada en un domini α / β i helicoïdal), 
seguida d'un domini Winged-helix i 
superhelicoidal (Font: (Riedl and Salvesen 
2007)). 
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NOD/NB-ARC continuen estant en la seva conformació autoinhibida, la forma 

semi-oberta d’Apaf-1. En aquesta, el domini CARD interacciona de manera 

íntima amb els dominis ATPasa i Winged-helix de la regió NOD/NB-ARC. 

Aquesta interacció provoca que el domini CARD no es trobi accessible i que, per 

tant, no sigui capaç de reclutar pro-caspassa-9 (Qin, Srinivasula et al. 1999). De 

la mateixa manera, el bloqueig del domini ATPasa obstaculitza la possibilitat 

d'Apaf-1 de formar oligòmers. Com s’ha esmentat anteriorment, dATP es troba 

unit a Apaf-1 en el seu estat tancat, previ a la unió del citocrom c. S'ha vist que la 

unió del citocrom c provoca la hidròlisi d’dATP a dADP. Tot i això, Apaf-1 roman 

en el seu estat autoinhibit amb dADP unit (Riedl, Li et al. 2005). En aquest punt, 

l'esdeveniment clau per a la formació de l’apoptosoma consisteix en l'intercanvi 

del nucleòtid dADP per dATP, per part de la ATPasa, provocant els canvis 

conformacionals requerits per a la formació de l’oligòmer (Kim, Du et al. 2005). 

Aquest esdeveniment té com a finalitat el d'evitar una formació accidental de 

l'apoptosoma com podria succeir en alliberar citocrom c durant la fissió o, fins i 

tot, la fusió mitocondrial. En el cas que l’apoptosoma no es formi, es produirà la 

seva degradació o la formació d'agregats inactius. A través de crio-microscopia 

electrònica s'ha vist que l’apoptosoma consisteix en set molècules d'Apaf-1 que 

es troben distribuïdes formant una estructura semblant a una roda. Les regions 

WD40 unides al citocrom c s'estenen cap a fora en forma de raigs, mentre que el 

domini CARD i la regió NOD/NB-ARC de cada molècula d'Apaf-1, s'ubiquen al 

centre de la roda. Aquest acoblament provoca un arranjament circular dels 

dominis CARD que resulta clau per al reclutament i activació de caspassa-9 

(Riedl and Salvesen 2007). El complex que es forma aconsegueix pesos 

moleculars de 700 kDa i 1,4 MDa (Srinivasula, Ahmad et al. 1998, Zou, Li et al. 

1999), sent el primer d'ells el que posseeix activitat biològica, mentre que el 

major pes molecular resulta ser inactiu (Cain, Bratton et al. 2000). S'han descrit 

dues hipòtesis sobre el mecanisme d'activació de caspassa-9. La primera 

hipòtesi, es tracta d'un model al·lostèric, en el qual el monòmer és activat 

directament per l’apoptosoma (Rodriguez and Lazebnik 1999). La segona 

hipòtesi, és la que s’ha descrit anteriorment per les caspasses iniciadores, 

segueix un model d'activació induït per proximitat en el qual l’apoptosoma 

proporciona una plataforma per a la dimerització de caspassa-9 (Boatright, 
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Renatus et al. 2003). Aquest segon model sembla més atractiu ja que pot ser 

aplicat a diverses plataformes de senyalització i a les seves dianes. 

 

Figura I35 . Mecanisme de formació de l’apoptosoma. Veure explicació en el text 

(Font: (Riedl and Salvesen 2007)). 

 

8. Altres vies de senyalització anti-apoptòtica: NF- κB (Nuclear Factor-

kappaB ) 

NF-κB és un factor de transcripció crític involucrat en un gran ventall de 

processos biològics que inclouen respostes immunològiques, supervivència 

cel·lular, respostes a l’estrès i maduració de diversos tipus cel·lulars. Es coneix 

que l’activació de NF-κB provoca la seva unió a seqüències d’ADN diana 

específiques i regula la transcripció d’aproximadament uns 500 gens involucrats 

en immunoregulació, regulació del creixement, inflamació, carcinogènesi i 

apoptosi (revisat a (Gupta, Sundaram et al. 2010)). Mentre que l’activació de NF-

κB és necessària per protegir els organismes de danys ambientals, en diverses 

malalties s’observa una disregulació de la seva activitat com per exemple en 

inflamació crònica i càncer (revisat a (Shih, Tsui et al. 2011). Per aquest motiu, 

entendre la regulació i senyalització de NF-κB és important en termes de salut 

humana. 

 

8.1.  Proteïnes de la via de transducció de senyal de NF- κB 

En mamífers, la família de NF-κB està composada per cinc factors de 

transcripció: p50, p52, p65/RelA, c-Rel, i RelB (Figura I36). Aquests factors de 

transcripció comparteixen un domini N-terminal de dimerització i d’unió a l’ADN, 

conegut com a RHD (de l’anglès, Rel homology domain), a través del qual poden 
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formar homo i heterodímers. Els dímers d’NF-κB poden unir-se a un gran nombre 

de seqüències diana presents en l’ADN que s’anomenen llocs κB i modular així 

l’expressió gènica. RelB, c-Rel, i p65 contenen en el seu extrem C-terminal els 

dominis TAD (de l’anglès, Transcription activation domains) que són capaços de 

reclutar a co-activadors i activar la transcripció gènica dels gens diana (Figura 

I36). A diferència de RelB, c-Rel i p65, els factors p50 i p52 no tenen dominis 

TAD, però poden activar la transcripció gènica formant heterodímers amb p65, c-

Rel o RelB, o reclutant altres proteïnes que continguin dominis TAD. De totes 

maneres, com a homodímers no poden activar la transcripció per se però si que 

poden reprimir la transcripció per mitjà de la seva unió a l’ADN (Shih, Tsui et al. 

2011). 

 

 

En la majoria de cèl·lules, els complexes d’NF-κB són inactius i resideixen 

principalment al citoplasma acomplexats amb les anomenades proteïnes 

inhibitòries IκB (IκBα, IκBβ, IκBε, IκBζ, Bcl3, IκBζ, Figura I37) o bé amb les 

proteïnes precursores p100 i p105. Totes elles tenen en comú la seva estructura 

tridimensional i es distingeixen pel nombre de repeticions dels dominis d’ankerina 

responsables de la interacció amb el dímer d’NF-κB (Baeuerle 1998). La unió de 

les proteïnes IκB amb els dímers d’NF-κB oculta una de les dues seqüències 

NLS (de l’anglès, Nuclear Localization Seqüence) i és per aquest motiu, que cal 

que el dímer es dissociï de l’inhibidor per poder-se translocar a nucli (Luque and 

Gelinas 1998). Quan les vies de senyalització s’activen, les proteïnes IκB es 

Figura I3 6. Proteïnes 
de la família d’NF- κB. 
Modificat de (Hayden 
and Ghosh 2008). 

ANK  
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degraden i els dímers d’NF-κB entren al nucli per modular l’expressió gènica dels 

gens diana. En la majoria de casos, hi ha un pas comú en aquest procés mediat 

pel complex IκB kinasa (IKK) que fosforila IκB, marcant-lo així per a ser degradat 

pel proteassoma (Chen, Hagler et al. 1995, Ghosh, May et al. 1998, Hayden and 

Ghosh 2008). El complex IKK consisteix en dues kinases catalítiques actives, 

IKKα (IKK1) i IKKβ (IKK2) i una proteïna reguladora, NEMO o IKKγ (de l’anglès, 

NF-κB essential modifier) (Figura I38).  

 

 

Existeix una gran complexitat en la manera en que les proteïnes principals 

en la via d’NF-κB funcionen individualment i com són capaces de coordinar-se.  

 

 

 

Figura I37 . Proteïnes 
de la família d’I- κB. 
Modificat de (Hayden 
and Ghosh 2008). 

Figura I3 8. Proteïnes 
de la família d’IKK . 
Modificat de (Hayden 
and Ghosh 2008). 
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8.2. Senyalització de la via de NF- κB 

 Existeixen dues vies d’activació d’NF-κB, la via canònica i la no 

canònica  (Lin, Bai et al. 2010) (Figura I39).  

 

Figura I39.  Vies canònica (esquerra) i no canònica (dreta) d’activació de NF- κB. 

(Veure text per més detalls).  Font: (Oeckinghaus, Hayden et al. 2011). 
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La via canònica  (Figura I39) és la via predominant en la majoria de tipus 

cel·lulars. Normalment, és activada per citoquines proinflamatòries com IL-1β i 

TNFα, així com per una varietat de factors que causen estrés cel·lular (Hayden 

and Ghosh 2004). L’estímul més estudiat que representa a la via canònica és 

TNFα i s’utilitzarà d’exemple. Així doncs, la via s’inicia amb la unió de la citoquina 

al seu receptor (TNFR) que recluta IKK al complex de senyalització de TNFR1 a 

través de TRAF2 i de RIP1: les E3 ubiquitin ligases cIAP-1 i cIAP-2 ubiquitinen a 

RIP1 i això permet la unió de IKK. IKK s’activa per mitjà d’una fosforliació 

mediada per RIP1 que involucra MEKK3 (de l’anglès, MAPK kinase kinase 3) o 

TAK1 (de l’anglès TGF-β-activated kinase 1) (Devin, Cook et al. 2000, Chen 

2005). Posteriorment, la subunitat catalítica activada IKKβ fosforila els residus de 

serina de les posicions 32 i 36 d’IκB, de manera que es poliubiquitina i es 

degrada ràpidament al proteassoma. Aquest procés exposa el senyal NLS de 

p65 i p50, assegurant la translocació nuclear d’NF-κB que promourà la 

transcripció gènica. A més a més, l’activitat transcripcional  d’NF-κB és regulada 

també per fosforilació i acetilació de la subunitat p65, afectant així la seva 

interacció amb co-activadors transcripcionals com CBP/p300 (Hayden and 

Ghosh 2004). D’altra banda, a través de les ATMs (de l’anglès, ataxia 

telangiectasia mutated), que són kinases sensores de dany en l’ADN, 

NEMO/IKKγ es fosforila i és reclutat per formar el PIDDossoma, (format per 

RIP1, PIDD (de l’anglès p-53 induced death domain) i NEMO) dins el nucli, on 

RIP1 indueix l’activació de NEMO (Janssens, Tinel et al. 2005, Wu, Mabb et al. 

2005, Festjens, Vanden Berghe et al. 2007). Així doncs, NEMO és fosforilat per 

ATM i migra del nucli al citoplasma, on uneix a IKKβ. És llavors quan IKKβ  

s’escindeix causant la degradació de les IκB, iniciant la via canònica d’activació 

d’NF-κB (Janssens, Tinel et al. 2005, Wu, Mabb et al. 2005, Wu, Conze et al. 

2006, Festjens, Vanden Berghe et al. 2007). La via no canònica  (Figura I39) 

s’activa per receptors de la família de receptors de TNF que no són de mort, com 

CD40, limfotocina beta (LTβ) i BAF (de l’anglès, B-cell activating factor), i 

algunes proteïnes virals com LMP-1 provinent del virus de l’Epstein-Barr (EBV). 

Aquesta via és depenent de l’activació de IKKα per NIK (de l’anglès, NF-κB-

inducing kinase), que promou el tall de la forma precursora p100 per formar p52. 

Llavors, p52 forma un complex funcional amb RelB i es transloca al nucli per 

induïr expressió gènica (Hayden and Ghosh 2004). Les proteïnes cIAP que 
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promouen la via canònica, en aquest cas juguen un paper negatiu, ja que 

promouen la ubiquitinització i degradació de NIK (Zarnegar, Wang et al. 2008). 

Així doncs, en determinades circumstàncies, les vies canònica i no canònica 

podrien estar coordinades.  

En alguns casos, altres vies anomenades vies atípiques  poden activar 

NF-κB a més a més de l’activació produïda per les vies canònica i no canònica. 

Per exemple, la llum ultraviolada d’ona curta causa l’activació d’NF-κB 

independentment de les IKKs i això involucra la la fosforilació de CK2 (de 

l’anglès, casein kinase-2) i la degradació de IκB depenent de calpaïnes (Kato, 

Delhase et al. 2003). També, el peròxid d’hidrògen s’ha demostrat que pot 

activar NF-κB a través de la fosforilació de tirosines (Tyr42) d’IκB (Tergaonkar, 

Bottero et al. 2003, Viatour, Merville et al. 2005). 

 

8.3. Models murins per a l’estudi de la funcionalitat de NF- κB 

 Els ratolins knockout (simples i dobles) per als diferents gens implicats en 

la via de NF-κB han permès estudiar la implicació de cada un d’ells en els 

processos fisiològics modulats per aquest factor de transcripció en diferents tipus 

cel·lulars. En la taula I3 es mostra un recull d’aquests models i dels seus 

fenotips. 

 

Taula I3. Models murins per a l’estudi de de la funcionalitat de NF- κB 

Ratolí 
knockout Fenotip Referència 

P65/RelA Letal embrionari a E15-16; apoptosi 
hepàtica, sensibilitat a TNFα 

(Pasparakis, Luedde et al. 2006) 
 

RelB Defectes en la immunitat innata i 
adquirida; infiltració de cèl·lules T en 
òrgans; inflamació de la pell 

(Okada, Urakami et al. 1992, Burkly, 
Hession et al. 1995, Weih, Carrasco 
et al. 1995) 

c-Rel No s’activen les cèl·lules T i B; 
resistència sistèmica a l’artritis 

(Kontgen, Grumont et al. 1995, 
Grumont, Rourke et al. 1998, 
Campbell, Gerondakis et al. 2000) 

P100/p50  
(NF-κB1) Defectes en la resposta immune; 

resistència a l’artritis; degeneració 
neuronal; irregularitats en el son 

(Sha, Liou et al. 1995, Campbell, 
Gerondakis et al. 2000, Jhaveri, 
Ramkumar et al. 2006, Lu, Yu et al. 
2006) 
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p105/p52   
(NF-κB2) 

Desenvolupament normal; anormalitat 
en el desenvolupament dels ganglis 
limfàtics; defectes en la resposta de les 
cèl·lules T 

(Caamano, Rizzo et al. 1998, 
Franzoso, Carlson et al. 1998, Beinke 
and Ley 2004) 

IκBα Letal neonatal temprà; dermatitis 
inflamatòria; granulocitosi 

(Beg, Sha et al. 1995, Klement, Rice 
et al. 1996) 

IκBε Reducció en el nombre de cèl·lules T  
CD44-CD25+  

(Memet, Laouini et al. 1999) 
 

Bcl-3 Defectes en la resposta a antigens de 
cèl·lules B I T 

(Franzoso, Carlson et al. 1997, 
Schwarz, Krimpenfort et al. 1997) 

IKKα Moren el dia després de néixer; 
defectes a la pell 

(Hu, Baud et al. 1999, Takeda, 
Takeuchi et al. 1999) 

IKKβ Letal embrionari a E12,5-13,5; apoptosi 
hepàtica; sensibilitat a TNFα; 
supervivència condicional de les 
cèl·lules B) 

(Li, Van Antwerp et al. 1999, Takeda, 
Takeuchi et al. 1999, Li, Omori et al. 
2003) 

IKKγ (NEMO) Letal embrionari a E10-13; apoptosi 
hepatica; sensibilitat a TNFα; 
desenvolupament de les cèl·lules T i B 
irregular; augment en apoptosi de 
cèl·lules B 

(Makris, Godfrey et al. 2000, 
Rudolph, Yeh et al. 2000) 

Ratolí doble 
knockout 

Fenotip  Referència  

IKKα/IKKβ Letal embrionari a E12,5; apoptosi 
hepàtica; sensibilitat a TNFα; defectes 
neurals 

(Li, Estepa et al. 2000) 

p50/p52 Creixement disminuït; anormalitats 
craneo facials; defectes als ossos: 
defectes en cèl·lules B 

(Franzoso, Carlson et al. 1997, 
Iotsova, Caamano et al. 1997) 

c-rel/p50 Defectes en el sistema immune més 
greus que en els mutants individuals 

(Pohl, Gugasyan et al. 2002) 

RelB/p50 Letal 3-4 setmanes després de néixer; 
s’incrementa la inflamació en els òrgans 

(Weih, Durham et al. 1997) 

RelA/p50 Letal embrionari a E13; defectes en el 
desenvolupament de cèl·lules B 

(Horwitz, Scott et al. 1997) 

c-Rel/RelA Letal embrionari aproximadament a 
E13; apoptosi hepàtica; augment en els 
granulòcits; inhibeixen el cicle cel·lular 
de cèl·lules T  

(Grossmann, Metcalf et al. 1999, 
Gugasyan, Voss et al. 2004)  

  

8.4. NF-kB com a diana terapèutica 

Induir l’apoptosi de les cèl·lules tumorals és un dels principals objectius de 

la quimioteràpia i la radioeràpia anticàncer. NF-κB i les seves senyals 
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activadores contribueixen de forma important a la tumorigènesi en diversos tipus 

de càncers com el limfoma, la leucèmia, el els càncers de mama i d’ovari. Això 

és degut a la seva habilitat de regular l’expressió i / o la funció d’oncogens, 

factors de creixement involucrats en la progressió tumoral i factors que afecten a 

la resistència a la quimioteràpia (proteïnes antiapoptòtiques, kinases mitòtiques i 

repressors transcripcionals) (Figura I40) (Barkett and Gilmore 1999, Rayet and 

Gelinas 1999, Aggarwal 2004, Nakanishi and Toi 2005, Baud and Karin 2009).  

A més, s’estima que aproximadament el 15 – 20 % dels càncers humans 

estan estretament lligats a la inflamació (Kuper, Adami et al. 2000). L’activació 

recíproca entre NF-κB i les citoquines inflamatòries, fa que NF-κB sigui un factor 

important no només per a la inflamació, sinó també per al desenvolupament del 

càncer (Figura I40).  

 

 

Figura I40.  Alguns dels gens diana de NF- κB involucrats en desenvolupament i 

progressió del càncer.  Modificat de (Baud and Karin 2009). 

NF-κB està activat constitutivament en molts càncers (veure Quadre I1, 

adaptat de (Basseres and Baldwin 2006)) i, a més a més, els agents 

quimioterapèutics i la radiació també poden provocar-ne l’activació (Figura I41), 

com per exemple el carcinogen benzo[a]pirè que és capaç d’activar NF-κB en 

part a través de l’acció autocrina de TNFα (Podechard, Lecureur et al. 2008).  
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Ambdues activacions d’NF-κB, la constitutiva i la que indueix la teràpia, 

són generalment anti-apoptòtiques i és el principal mecanisme pel qual NF-κB 

indueix resistència a les teràpies en les cèl·lules cancerígenes. Tenint això en 

compte, la inhibició d’NF-κB i de les seves kinases inicals en combinació amb 

fàrmacs citotòxics establerts i radiació terapèutica, sembla una estratègia 

prometedora per a la teràpia contra el càncer. A més a més, aquesta inhibició 

podria ser beneficiosa per prevenir que les cèl·lules normals es transformin en 

malignes i per evitar el creixement descontrolat de les cèl·lules tumorals en 

l’etapa inical de la tumorigènesi. 

 

Figura  I41. Inductors d’NF- κB. Modificat de (Aggarwal 2004). 

Quadre I1.  Càncers humans que han estat relacionats amb una 
activació constitutiva de NF- κB. (Adaptat de (Basseres and Baldwin 
2006)). 

Malalties hematològiques. Mieloma múltiple, limfoma de cèl·lules del 
mantell, limfoma MALT, limfoma difús de cèl·lules B grans, limfoma de 
Hodgkin, síndrome mielodisplàsic, leucèmia de cèl·lules T d’adult 
(HTLV-1), leucèmia limfocítica aguda, leucèmia mieloide aguda, 
leucèmia limfocítica crònica i leucèmia mieloide crònica. 

Tumors sòlids. Càncers de: mama, cervical, pròstata, renal, pulmó, 
còlon, fetge, pàncrees, esòfag, gàstric, laringe, tiroides, paratiroides, 
bufeta i ovaris. També, melanoma, cilindroma, carcinoma de cèl·lules 
escamoses (pell, cap i coll), carcinoma oral, carcinoma endometrial, 
retinoblastoma i astrocitoma/glioblastoma. 
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9. Alteració de les vies apoptòtiques en el desenvol upament del càncer 

Al principi d’aquesta introducció s’ha explicat, de forma general, que la 

regulació coordinada de les taxes de proliferació i mort cel·lular és determinant 

en el manteniment de la homeostàsis cel·lular. És per això que la pèrdua de 

control d’aquest balanç és un fet central en la formació, progressió i metàstasi 

del càncer, així com en la resistència adquirida de les cèl·lules tumorals a 

determinades teràpies anti càncer (Johnstone, Ruefli et al. 2002). 

Existeixen evidències suficients de que la tumorigènesi no és només 

resultat d’una proliferació excessiva com a conseqüència de l’activació 

d’oncogens, sinó que el defecte en les vies apoptòtiques n’és un element clau 

(Wang 1999, Hanahan and Weinberg 2000) (Figura I42).  

 

Figura I42.  Mecanismes que contribueixen a l’evasió de l’apoptosi i carcinogènesi.  

Font: (Wong 2011). 

 

El fet que l’apoptosi és un programa regulat genèticament implica que pot 

ser disregulat a causa de mutacions i, avui en dia, es coneix que aquestes 
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mutacions contribueixen en un gran nombre de tumors malignes (Thompson 

1995). Una cèl·lula transformada pot adquirir protecció en front a l’apoptosi a 

través de l’activació inapropiada de proteïnes antiapoptòtiques (que sovint 

actuen com a oncogens) o bé a través de la inactivació de factors proapoptòtics 

(que sovint actuen com a supressors de tumors) (Figura I42).  

Per exemple, Bcl-2 va ser el primer gen relacionat amb l’apoptosi al qual 

se li va associar un paper en tumorigènesi. Es troba sobre-expressat en una gran 

varietat de càncers i contribueix a la supervivència tumoral inhibint directament 

l’apoptosi (Hockenbery, Nunez et al. 1990, Reed 1999). A més a més de Bcl-2, 

Bcl-xL és un supressor de mort molt potent que es troba sobre expressat en 

diversos tipus de càncers (Reed 1998). La mutació o disminució dels nivells 

d’expressió de Bax i Bak és un altre exemple (Rampino, Yamamoto et al. 1997, 

Kondo, Shinomura et al. 2000), ja que l’alteració d’aquests gens promou 

tumorigènesi en ratolins (Yin, Knudson et al. 1997). A més a més, la proteïna 

pro-apoptòtica Bad i la procaspasa-9 estan regulades negativament per la 

quinasa Akt/PKB oncogènica, que es troba constitutivament activada  o 

amplificada freqüentment en molt tipus de càncers (Nicholson and Anderson 

2002) i, el seu antagonista, la fosfatasa PTEN, és un del supressors de tumors 

que es troba mutat de forma més comuna en càncer (Yamada and Araki 2001). 

Akt/PKB també exerceix una altra acció oncogènica important, ja que d’una 

banda estimula la via d’NF-κB a través de la fosforilació de IKKα i, de l’altra, 

inhibeix els senyals pro-apoptòtics de p53 a través de la fosforilació de l’oncogen 

Mdm-2 que, un cop fosforilat, és capaç d’inhibir a p53 (Mayo and Donner 2002). 

Ambdos, NF-κB i Mdm2, es troben activats de forma inapropiada o sobre-

expressats durant el procés de transformació (Orlowski and Baldwin 2002, 

Chene 2003). p53, una proteïna supressora de tumors que actua com a factor de 

transcripció, és un dels factors apoptòtics relacionats amb càncer més 

intensament estudiats ja que es troba inactivat en aproximadament un 50% dels 

tumors humans (Hainaut and Hollstein 2000). La seva activació comporta 

l’aturament del creixement cel·lular i / o apoptosi si s’estimula l’expressió de 

diversos gens diana de p53 com  p21, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1, Fas, i DR5 

(Vousden and Lu 2002) o si es reprimeix l’expressió de proteïnes anti-
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apoptòtiques com Bcl-2, Bcl-xL o survivina (Wu, Mehew et al. 2001, Hoffman, 

Biade et al. 2002).  

Amb tots aquests exemples, és possible fer-se una idea de la importància 

que té la disregulació de l’apoptosi en la progressió tumoral i, en conseqüència, 

la trascendència que pot tenir el seu estudi alhora de desenvolupar estratègies 

terapèutiques més efectives, específiques i amb menys efectes secundaris. 

Algunes d’aquestes estratègies es troben revisades a (Wong 2011). En el cas del 

càncer, les estratègies podrien anar dirigides a l’activació específica de 

supressors de tumors pro-apoptòtics o, per contra, a la inhibició d’oncogens anti-

apoptòtics (Reed 2002). La identificació de gens i productes gènics que són 

responsables dels processos apoptòtics, juntament amb la informació emergent 

de l’estructura i dels mecanismes d’acció d’algunes proteïnes clau en l’apoptosi, 

fa possible la identificació de nous compostos potencialment terapèutics (Reed 

2002).  

 

9.1.  GBM (glioblastoma multiforme) com a model tumoral de rellevància 

 

9.1.1. Introducció al GBM 

 Els gliomes representen més del 50% de tots els tumors cerebrals i són el 

tipus de tumor cerebral més comú en adults (Adamson, Kanu et al. 2009). 

Anualment, aproximadament unes 13.000 morts s’atribueixen als gliomes i cada 

any se’n diagnostiquen aproximadament 18.000 casos nous (Schwartzbaum, 

Fisher et al. 2006). Estan classificats segons els criteris de la WHO (de l’anglès, 

World Health Organisation) en quatre graus basats en característiques 

histològiques, la prognosi i la supervivència. El grau I, correspon als gliomes 

benignes i els altres tres graus corresponen als anomenats gliomes astrocítics 

difosos, classificats com a tumors de grau II, III i IV. El Glioblastoma (GBM) està 

classificat com a grau IV i és el tumor primari més comú del sistema nerviós 

central (CNS, de l’anglès Central Nervous System) als Estats Units i a Europa, 

amb 3 persones de cada 100.000 diagnosticades de nou cada any. Aquesta 

xifra, és relativament petita si es compara amb alguns càncers més comuns com 

el de mama (124 dones de cada 100.000 diagnosticades cada any o pròstata 
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(166 homes de cada 100.000 diagnosticats cada any (Abrams 2000). Però cal 

tenir en compte que el percentatge d’èxit en el tractament d’aquests càncers més 

comuns és molt més alta que en els tumors cerebrals. Els GBMs estan associats 

a les pitjors prognosis, amb una mitjana de supervivència de menys de 12 mesos 

i representen aproximadament el 51% de tots els tipus de tumors glials (Figura 

I43). Estudis poblacionals mostren que la supervivència de pacients 

diagnosticats amb GBM és del 17 – 30% al cap d’un any, i només del 3- 5% al 

cap de dos anys, tot i que hagin pogut accedir a les diferents teràpies existents 

(Capocaccia, Gatta et al. 2003, Ohgaki, Dessen et al. 2004). Des de fa dècades, 

és conegut que gliomes de graus més baixos poden tornar a aparèixer, 

progressar i transformar-se en GBM. Aquests tumors s’anomenen GBMs 

secundaris, mentre que els GBM que sorgeixen de novo, s’anomenen GBMs 

primaris (Parsons, Jones et al. 2008, Yan, Parsons et al. 2009). 

Respecte a l’etiologia del tumor, la teoria que ha estat més acceptada és 

que la formació del glioma ocorre a través d’un procés de desdiferenciació (a 

través de mutacions somàtiques) de cèl·lules glials i astròcits normals. De fet, 

models animals de formació de gliomes rebel·len que els compartiments 

d’astròcits i de cèl·lules mare creen l’ambient ideal per a la formació i progressió 

del glioma (Bachoo, Maher et al. 2002, Uhrbom, Nerio et al. 2004, 

Hambardzumyan, Squatrito et al. 2008, Kwon, Zhao et al. 2008, Alcantara 

Llaguno, Chen et al. 2009). La consideració de les cèl·lules mare neurals com a 

possibles cèl·lules que originen el glioma, ha anat guanyant interès gràcies a la 

hipòtesi recent de l’existència d’un càncer de cèl·lula mare (en anglès, cancer 

stem cell model). Aquest model, implica que només un petit percentatge de 

cèl·lules del glioma tenen la capacitat d’auto-renovar-se i diferenciar-se 

contínuament, ambdues característiques defineixen el que en anglès s’anomena 

stemness. S’han publicat diferents marcadors fenotípics de l’stemness (Singh, 

Clarke et al. 2003, Galli, Binda et al. 2004, Singh, Hawkins et al. 2004, Vescovi, 

Galli et al. 2006, Dell'Albani 2008, Ogden, Waziri et al. 2008). És conegut que les 

cèl·lules mare de glioma són resistents a l’apoptosi induïda per agents 

anticancerígens com etopòsid, camptotecina, cisplatí, temozolomida, 

doxorubicina, vincristina i metotrexat a dosis que són tòxiques per poblacions 

normals de cèl·lules mare (Eramo, Ricci-Vitiani et al. 2006). Aquestes cèl·lules, 
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també tenen una gran capacitat per establir tumors. S’ha descrit que la 

implantació d’una única cèl·lula mare cancerígena, és capaç de proliferar i 

establir un tumor i, en aquest fet, recau la perillositat d’utilitzar teràpies que no 

incideixen en aquelles cèl·lules capaces de crear recurrència tumoral (Quintana, 

Shackleton et al. 2008). A més a més, aquestes cèl·lules normalment es 

localitzen al front invasiu del tumor i en els vasos sanguinis i limfàtics que 

l’alimenten, indicant la seva associació amb el tumor (Borovski, De Sousa et al. 

2011). 

 

9.1.2. Biologia molecular del GBM   

 El fet que els gliomes astrocítics malignes estiguin associats a una 

prognosi dolenta  és degut a diverses característiques que li confereixen la seva 

malignitat: 

- Habilitat de les cèl·lules tumorals de proliferar il·limitadament (Igney and 

Krammer 2002). 

- Habilitat d’infiltració i difussió del parènquima normal del cervell (Wolf and 

Friedl 2006).  

 

 

- Alta capacitat d’invasió tissular i migració. Un dels primers passos en la 

invasió tumoral és la migració (Egeblad and Werb 2002). Les cèl·lules 

tumorals estan polaritzades i es mouen amb un mecanisme pel qual 

s’estenen per la seva banda frontal (en anglès, cell front) i, seguidament, 

es contrau la part posterior de la cèl·lula (en anglès, cell rear) i es produeix 

la locomoció (Wolf and Friedl 2006) (Figura I43).  

Habilitat per evadir l’apoptosi a través de mecanismes que ignoren els 

senyals de mort (com per exemple la unió del lligand de TRAIL i l’activació 

de les caspases) (Igney and Krammer 2002).  

- Autosuficiència en senyals de creixement com EGF, PDGF, VEGF (Igney 

and Krammer 2002). 

-  

-  
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Figura I43 . Migració cel·lular a la part frontal de la cèl·lula (deguda a fibres 
d’actina) i retracció a la part de darrere de la cèl·lula (controlada per microtúbuls) . 
A la part frontal, la polimerització d’actina induïda per cdc42/Rac, causa la formació de 
fil·lopodis i lamel·lipodis. Font (Lefranc, Brotchi et al. 2005). 

 

- Angiogènesi sostinguda que permet l’accés de les cèl·lules de GBM als 

nutrients. (característica de les formes més malignes de càncer cerebral 

(Machein and Plate 2004, Jain, di Tomaso et al. 2007)).  

- Microambient inflamatori privilegiat: recentment, les característiques 

distintives del càncer s’han revisat per incloure la inflamació i les 

interaccions de les cèl·lules tumorals amb el sistema immunitari de l’hoste 

com a part de la progressió de la malaltia (Mantovani 2009) (Figura I44). 

Al cervell, un òrgan ja de per si immunoprivilegiat, això és particularment 

important ja que les cèl·lules del sistema immune s’infiltren i ajuden al 

desenvolupament del procés maligne (Seo, Hayakawa et al. 2002). 

- Altres característiques particulars com la hipòxia, propietats específiques 

de la matriu extracel·lular (per exemple la rigidesa) i interaccions amb 

cèl·lules estromals que contribueixen a la progressió del càncer (Pietras 

and Ostman 2010, Hanahan and Weinberg 2011). 
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Figura I44 . Els hallmarks  del cancer.  Al 2000, Hanahan i Weinberg (Hanahan and 
Weinberg 2000) van proposar un model que definia sis propietats que adquireixen els 
tumors: potencial replicatiu il·limitat, habilitat per desenvolupar vasos sanguinis 
(angiogenesis), evasió de la mort cel·lular programada (apoptosi), autosuficiència en 
senyals de creixement, insensibilitat als inhibidors de creixement i capacitat d’envair un 
teixit i generar metàstasi. Les troballes de Kim i col·laboradors (Kim, Takahashi et al. 
2009), així com d’altres estudis (Coussens and Werb 2002, Mantovani, Allavena et al. 
2008), van indicar que aquest model s’havia de revisar per incloure la inflamació 
relacionada amb el càncer com un altre hallmark. Font (Mantovani 2009). 

 

9.1.3. Models d’estudi del GBM  

 La dificultat en seleccionar un model d’estudi del GBM, es troba en 

determinar el grau de mimetització del model amb la forma humana de GBM.  

Alguns dels models més utilitzats i les seves aplicacions es troben resumits a la 

Taula I5. El model més àmpliament utilitzat en GBM és la línia cel·lular U87MG, 

que deriva d’una pacient del 1966 (Beckman, Beckman et al. 1971). Aquesta 

línia cel·lular és molt utilitzada perquè el seu fenotip in vitro és molt invasiu, tot i 

que quan s’implanta en forma de xenoempelts en ratolins immunodeprimits, perd 

part d’aquesta capacitat invasiva. 

Taula I5.  Models d’estudi de GBM.  Fonts (Bjerkvig, Tonnesen et al. 1990, Fillmore, 
Shurm et al. 1999, Dai and Holland 2001, Grobben, De Deyn et al. 2002, Barth and Kaur 
2009, de Vries, Beijnen et al. 2009, de Vries, Bruggeman et al. 2010). 
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Nom Origen  Similaritats amb 
glioma humà 

Utilitzats per testar:  

9L 
 

Rata, línia cel·lular 
carcinogènica induida 

Resposta immune, 
angiogènesi 

Quimioteràpia, 
Radiació, vacunes 

C6 Rata, línia cel·lular 
induïda viralment 

Resposta immune, 
angiogènesi, invasió 

Quimioteràpia, resecció, 
radiació, teràpia gènica, 
teràpia immune 

RT2 Rata, línia cel·lular 
induïda viralment 

Resposta immune, 
angiogènesi 

Estructures d’Scherer’s 
, Quimioteràpia , 
radiació, teràpia gènica 
 

GL26 Ratolí, línia cel·lular 
induïda amb l’agent 
químic MCA 
(methylcholanthrene) 

Resposta immune, 
angiogènesi 

Quimioteràpia, radiació, 
teràpia immune, 
vacunes 

CNS1 Ratolí, línia cel·lular 
induïda amb l’agent 
químic NMU 
(nitrosomethylurea) 

Resposta immune, 
angiogènesi 

Quimioteràpia, radiació, 
teràpia immune, 

U87MG Línia cel·lular derivada 
d’una pacient humana 

Genoma, 
angiogènesi 

Quimioteràpia, resecció 
radiació, teràpia 
immune, vacunes 

U251 
 

Línia cel·lular derivada 
d’un pacient humà 

Genoma, 
angiogènesi 

Angiogènesi 

Neuroesfer
es 
primàries 
 

Cèl·lules primàries d’un 
pacient humà 

Invasivitat (formes 
estructures de 
Scherer), població 
cel·lular heterogènia, 
cèl·lules primàries, 
angiogènesi 

Quimioteràpia, teràpia 
específica de cèl·lules 
mare 

Ratolí 
genèticam
ent 
modificat 

Ratolí, mutació 
específica induïda 

Invasió, 
desenvolupament i 
progressió de la 
malaltia, variabilitat 
en grups 

Quimioteràpia, teràpia 
específica de proteïna 

 

9.1.4. Tractament actual (i raons per la seva baixa eficiència) 

La primera línia de tractament des de fa anys inclou la resecció del tumor 

per cirurgia, seguit de tractaments amb radioteràpia i quimioteràpia amb 

temozolomida (Wallner, Galicich et al. 1989). La mida i localització del tumor són 

paràmetres importants a l’hora de possibilitar una cirurgia òptima (Bergenheim, 

Malmstrom et al. 2007). La resecció està limitada per l’experiència del cirurgià i 

per la disponibilitat de determinats equipaments com l’MRI (de l’anglès, Magnetic 
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ressonance imaging) per monitoritzar l’operació internament (Stummer, Reulen 

et al. 2008). S’estan desenvolupant noves tecnologies d’imatge intra-operació 

amb l’objectiu de poder marcar els límits del tumor per millorar l’eficiència de la 

resecció, però avui en dia, molts cirurjans es basen en gran part amb el tacte 

diferencial que té el teixit tumoral i en l’MRI per determinar els límits del tumor 

(Trehin, Figueiredo et al. 2006). Això comporta la impossibilitat d’extreure el 

tumor sencer degut a la invasió d’algunes cèl·lules tumorals en el cervell sa. De 

forma similar, degut a la invasió de les cèl·lules, la radioteràpia no arriba a moltes 

de les cèl·lules tumorals per evitar dany en el teixit sa. Amb la quimioteràpia 

passa el mateix, els agents quimioteràpics s’alliberen de forma sistèmica i entren 

al tumor via els vasos sanguinis i la seva efectivitat està limitada a la capacitat de 

poder travessar la barrera hematoencefàlica i de difondre’s pel tumor (Jain 1999, 

Jain 2001). Això significa que, sovint, els agents quimioterapèutics no poden 

arribar a les cèl·lules que estan en un procés d’invasió del teixit sa.  

Com s’ha esmentat anteriorment, la mitjana de supervivència dels 

pacients amb GBM des del moment de la diagnosi és d’uns tres mesos sense 

tractament. Amb cirurgia seguida de radioteràpia postoperatòria, la supervivència 

incrementa a aproximadament un any (mitja de 12,1 mesos). Si a més, en el 

període postoperatori es combina la radioteràpia amb quimioteràpia 

(temozolomida), la mitjana de supervivència incrementa a 14,6 mesos (Stupp 

and Weber 2005). En el seguiment posterior d’aquest estudi, es va concloure 

que només un 10% dels pacients sobrevivia fins a cinc anys amb el tractament 

combinat de radioteràpia i temozlomida comparat amb menys d’un 2 % si el 

pacient era tractat només amb radioteràpia (Mirimanoff 2008). Així doncs, el 

tractament actual no és suficient i és necessari desenvolupar noves teràpies. Per 

fer-ho, és important entendre perquè aquestes metodologies fallen i, això és 

degut en bona part,  a les característiques invasives del GBM i a que els fàrmacs 

no són capaços de travassar la barrera hematoencefàlica. Un altre problema 

afegit són les alteracions que tots els mètodes terapèutics indueixen en els 

tumors i que n’augmenten la seva malignitat o capacitat invasiva. S’han descrit 

casos, on la resecció ha causat un augment en la malignitat del tumor degut a la 

proliferació de les cèl·lules mare del glioma (Kim and Tannock 2005). Així mateix, 

la quimioteràpia també pot causar alteracions en el grau de maliginitat de les 
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cèl·lules cancerígenes (Dinnes, Cave et al. 2002), i la radiació i les teràpies 

angiogèniques poden fer augmentar la capacitat invasiva del tumor (Wild-Bode, 

Weller et al. 2001, Kamba and McDonald 2007). 

 

9.1.5. Altres estratègies terapèutiques: TRAIL com a teràpia prometedora 

en el GBM 

 En l’apartat anterior, es fa evident que cal continuar la recerca de 

tractaments més efectius per poder fer front al GBM. En l’actualitat, s’estan 

investigant molts àmbits diferents en els quals s’estan produint millores. Donat el 

gran ventall d’estratègies terapèutiques que s’estan investigant, i el fet que han 

estat àmpliament revisades (Lefranc, Brotchi et al. 2005, Huang, Sarkaria et al. 

2009, Clarke, Butowski et al. 2010), em centraré en l’activació dels receptors de 

TRAIL com a teràpia prometedora en GBM. 

� Expressió de TRAIL i TRAILR en teixits humans normals 

 Els coneixements en referència a l’expressió de TRAIL en teixits humans 

normals és limitada. S’ha pogut detectar a fetge, conductes biliars, ronyó, 

cardiomiòcits, epiteli pulmonar, cèl·lules de Leydig, epiteli odontogenic normal, 

cèl·lules megacariocítiques i cèl·lules eritroides (Secchiero, Melloni et al. 2004, 

Spierings, de Vries et al. 2004, Kumamoto and Ooya 2005, Melloni, Secchiero et 

al. 2005). Per contra, no s’ha pogut detectar en colon, glomèruls, nansa de 

Henle, cèl·lules germinals i de Sertoli dels testícles, endoteli de diversos òrgans, 

cèl·lules de múscul llis pulmonar, melsa i cèl·lules fol·liculars de la glàndula 

tiroide (Strater, Hinz et al. 2002, Daniels, Turley et al. 2005). L’expressió en 

cervell no està definida encara ja que alguns estudis demostren l’expressió en 

cèl·lules glials del cerebel (Frank, Kohler et al. 1999, Daniels, Turley et al. 2005), 

però d’altres, no ho han pogut confirmar (Dorr, Bechmann et al. 2002). En 

acordança amb TRAIL, els seus “receptors de mort”” (TRAIIL-R1/R2) 

s’expressen en molts teixits normals (Dorr, Bechmann et al. 2002, Arts, de Jong 

et al. 2004, Spierings, de Vries et al. 2004). L’endoteli vascular del cervell sembla 

ser negatiu per TRAIL-R1 i dèbilment positiu per TRAIL-R2 (Spierings, de Vries 

et al. 2004). En quant als decoy receptors, TRAIL-R3/R4 s’han detectat en 

oligodendròcits de neurones (Dorr, Bechmann et al. 2002). 
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� Expressió dels receptors de TRAIL en glioblastoma 

 TRAIL-R1/R2, s’expressen de forma ubiqua en diversos tipus tumorals 

(Strater, Hinz et al. 2002, Arts, de Jong et al. 2004, Spierings, de Vries et al. 

2004, Stander and Schwarz 2005, McCarthy, DiVito et al. 2006, van Geelen, 

Westra et al. 2006). També s’expressen en el teixit tumoral d’astrocitomes de 

grau II i glioblastomes, i sembla que  els tumors més malignes expressen més 

quantitat de receptors de TRAIL en comparació amb tumors menys malignes o 

teixits normals (Frank, Kohler et al. 1999). En general, TRAIL-R2 s’expressa més 

freqüentment en cèl·lules tumorals que TRAIL-R1 (Frank, Kohler et al. 1999). 

Diversos estudis en línies cel·lulars de GBM no han pogut correlacionar la 

sensibilitat a TRAIL amb els nivells d’expressió de TRAIL-R1/R2, ni tampoc amb 

l’expressió dels decoy receptors TRAIL-R3/R4 (Knight, Riffkin et al. 2001, 

Hetschko, Voss et al. 2008). 

� Teràpia tumoral: TRAIL recombinant i anticossos específics per 

TRAIL-Rs. 

 Tant el lligand TRAIL com els anticossos agonistes dirigits als “receptors 

de mort” TRAIL-R1 i / o TRAIL-R2, són fàrmacs potencialment anticancerígens 

(Marini 2006, Ashkenazi, Holland et al. 2008, Hotte, Hirte et al. 2008). Així, molts 

tipus tumorals són sensibles a la mort apoptòtica induïda per TRAIL, mentre que 

les cèl·lules humanes normals en són resistents i, això, és un dels motius pels 

quals és una estratègia prometedora. Diverses preparacions de TRAIL han 

demostrat tenir efectes tumoricides in vitro i in vivo. Per exemple, l’aplicació 

localitzada de TRAIL en un model de xenoempelt intracraneal de la línia cel·lular 

U87MG de GBM, va augmentar la vida mitja dels ratolins de 36 dies (no tractats) 

fins a 100 dies (animals tractats) (Marini 2006, Ashkenazi, Holland et al. 2008, 

Hotte, Hirte et al. 2008). A més a més, en pacients de B-CLL (de l’anglès, B-cell 

chronic lymphocytic leukemia), s’està explorant una forma recombinant trimèrica 

de TRAIL que no presenta efectes secundaris significatius als pacients (Marini 

2006, Ashkenazi 2008, Ashkenazi, Holland et al. 2008, Hotte, Hirte et al. 2008). 

Aquests estudis corroboren que TRAIL és una eina segura per al tractament anti-

cancerigen en humans.  
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 D’altra banda, s’han desenvolupat un bon nombre d’anticossos agonistes 

(HGSETR1, HGS-ETR2, HGS-TR2J, LBY135, CS-1008, AMG 655) que 

reconeixen TRAIL-R1 o bé TRAIL-R2 de forma selectiva. Tots ells tenen una 

activitat tumoricida potent in vitro i in vivo i en alguns estudis clínics han conclòs 

que tenen poca toxicitat (Duiker, Mom et al. 2006, Tolcher, Mita et al. 2007, 

Greco, Bonomi et al. 2008, Hotte, Hirte et al. 2008). 

� Resistència dels GBMs a TRAIL  

 Els resultats obtinguts fins al moment en tests clínics, fan pensar que l’ús 

de TRAIL pot ser una bona teràpia, però la resistència intrínseca o adquirida que 

te el GBM a l’estímul de TRAIL en complica la seva eficàcia. Aquesta resistència 

pot ser deguda a diversos factors: l’expressió de gran quantitat de decoy 

reeptors (Knight, Riffkin et al. 2001); la baixa expressió de molècules de la via de 

senyalització de TRAIL, com caspasa-8 i FADD (Knight, Riffkin et al. 2001); o 

l’elevada expressió d’inhibidors de l’apoptosi, com cFLIP (Irmler, Thome et al. 

1997, Condorelli, Vigliotta et al. 1999, Wang, Lobito et al. 2000). A més, la 

resistència a TRAIL observada en els models cel·lulars sembla empitjorar en 

GBMs primaris extrets de pacients. Aquests fets, fan veure que el benefici de 

TRAIL com a teràpia ha d’anar encaminat combinar-lo amb d’altres agents anti-

cancerígens i no utilitzar-lo aïlladament. Avui en dia, es coneix que la resistència 

intrínseca o adquirida a TRAIL sovint pot ser superada amb una combinació 

d’agents basats en TRAIL i quimioteràpics, radiació o altres agents terapèutics 

nous.  

� Teràpia combinada de TRAIL i radio-/quimioteràpia  

 Tant la radioteràpia com la quimioteràpia, han estat estudiades en 

combinació amb TRAIL en estudis preclínics en diversos tipus de tumors i, en 

GBM, s’han obtingut resultats positius en quant a regressió tumoral després de 

teràpies combinatòries  (Chinnaiyan, Prasad et al. 2000, Gong and Almasan 

2000, Nagane, Pan et al. 2000, Zhou, Fukushima et al. 2000, Di Pietro, 

Secchiero et al. 2001, Kim, Lee et al. 2001, Rohn, Wagenknecht et al. 2001, 

Ramp, Caliskan et al. 2003, Song, Song et al. 2003, Saito, Bringas et al. 2004, 

Ciusani, Croci et al. 2005, Nagane, Cavenee et al. 2007). Per exemple, 

l’administració sistèmica in vivo de TRAIL amb cisplatí, suprimeix sinèrgicament 
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la formació i el creiexement de xenoempelts de GBM humà establerts de froma 

subcutània en ratolins immunodeprimits i incrementa de forma significativa la 

seva supervivència comparat amb ratolíns només tractats amb un sol agent 

quimioterapèutic (Nagane, Pan et al. 2000). En un altre estudi, l’eficàcia de la 

infusió de TRAIL intracerebral es va veure incrementada pel cotractament amb 

temozolomida en un model de xenoempelt intracraneal de U87MG (Saito, 

Bringas et al. 2004).  

� Teràpia combinada de TRAIL amb nous agents quimioterapèutics 

 Estudis preclínics han evaluat la combinació de  TRAIL amb una gran 

varietat de noves aproximacions terapèutiques amb l’objectiu de potenciar el seu 

efecte sinèrgic pro-apoptòtic. Els resultats de tots aquests estudis, demostren 

clarament el benefici afegit de la combinació de teràpies a l’hora d’estimular la 

citotoxicitat mediada per TRAIL. A continuació s’exposaran alguns exemples: 

- TRAIL/Bortezomib . El bortezomib inhibeix  la via proteasoma-ubiquitina que 

controla la degradació de la majoria de proteïnes cel·lulars (Mani and 

Gelmann 2005). És important destacar el seu efecte diferencial en cèl·lules 

normals o cancerígenes. Ambdues aturen el seu cicle cel·lular a la fase G2/M 

en resposta a bortezomib, però mentre que les cèl·lules tumorals moren per 

apoptosi, les normals reestableixen la divisió cel·lular després del tractament 

(Mani and Gelmann 2005). S’ha demostrat el seu efecte sinèrgic amb d’altres 

terapèutics inclòs TRAIL (Brooks, Ramirez et al. 2005), i s’ha demostrat que 

els GBMs resistents a TRAIL són especialment sensibles a la combinació 

TRAIL / Bortezomib (Koschny, Holland et al. 2007). 

- TRAIL/Rapamicina.  La Rapamicina és un antibiòtic que inhibeix mTOR (de 

l’anglès, mamalian target of Rapamycin) i, així, inhibeix la via de supervivència 

Akt-mTOR que sovint es troba upregulada en GBM. Cal destacar que la 

rapamicina sensibilitza les cèl·lules a l’apoptosi mediada per TRAIL. La via 

d’Akt-mTOR està relacionada amb l’estat del gen supressor de tumors PTEN 

(de l’anglès, phosphatase and tensin homolog) en GBMs, i aquesta informació 

es podria utilitzar per identificar els pacients que es podrien beneficiar de la 

teràpia TRAIL/Rapamicina (Panner, Parsa et al. 2006). 
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- TRAIL/Antagonistes de XIAP . S’estan portant a terme estudis clínics on 

utilitzen oligonucleòtids antisentit contra el mRNA de XIAP (Tamm 2008). 

- TRAIL/microRNAs (miRs).  Els miRs són ARNs no codificants petits (20-22 

nucleòtids), que degraden o inhibeixen la traducció de l’ARN missatger unint-

se a seqüències de reconeixement dins la seqüència de ARN missatger. Un 

sol miR pot modular un gran nombre de gens i la seva funció (Ren, Zhou et al. 

2010, Zhou, Ren et al. 2010). En l’apoptosi, per exemple, diversos miRs 

afavoreixen un fenotip de resistència a l’apoptosi de les cèl·lules tumorals 

(Ren, Zhou et al. 2010, Buscaglia and Li 2011). S’ha descrit que diversos 

miRs poden modular la senyalització de TRAIL i altres membres de la família 

de TNF (Quintavalle, Donnarumma et al. 2012). En GBM, específicament el 

miR21, es troba sobre expressat en >90% dels tumors analitzats (Gabriely, 

Wurdinger et al. 2008, Zhou, Ren et al. 2010). La seva inhibició inhibeix de 

forma significativa el creixement del GBM i, el co-tractament amb antimiR21 

en cèl·lules mare neurals que expressen  TRAIL, provoca una inhibició 

sinèrgica del creixement del tumor in vivo (Corsten, Miranda et al. 2007).  

- TRAIL/proteïnes anti-apoptòtiques de la família de Bcl-2.  En GBMs, les 

proteïnes de la família de Bcl-2 es troben sobre expressades de manera 

freqüent, promovent la supervivència cel·lular. Com s’explica a l’apartat “Les 

proteïnes de la família de Bcl-2 com a dianes terapèutiques per al tractament 

de càncer”, s’esta investigant la inhibició selectiva d’aquestes proteïnes amb 

l’ús dels BH3-mimetics. Concretament en GBM, l’ús d’ABT-737 (Oltersdorf, 

Elmore et al. 2005), ha demostrat augmentar la supervivència de ratolins amb 

un xenoempelt intracraneal de GBM (Tagscherer, Fassl et al. 2008). A més, 

ABT-737 augmenta sinèrgicament l’activitat de  TRAIL en cèl·lules de GBM. 

 En totes aquestes estratègies combinatòries, cal fer una consideració 

important, i són els possibles efectes que aquestes teràpies puguin causar en 

cèl·lules sanes. Per exemple, la combinació de TRAIL/Bortezomib promou la 

mort de les cèl·lules tumorals d’hepatoma (Koschny, Ganten et al. 2007), però 

també augmenta la toxicitat en hepatòcits i, a més, fa que aquests esdevinguin 

més sensibles a Fas (Corazza, Jakob et al. 2006). És per això que cal continuar 

investigant en les teràpies combinatòries de TRAIL amb altres agents que no 

siguin citotòxiques.  
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II. Antecedents i objectius 
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 Resultats previs del laboratori publicats amb anterioritat (Gozzelino, Sole 

et al. 2008), van demostrar que el silenciament de Bcl-xL era un factor 

determinant per a poder sensibilitzar cèl·lules PC12 i neurones corticals d’embrió 

de ratolí a l’apoptosi induïda per TNFα. Aquest estudi plantejava tres qüestions 

principals que vam decidir abordar:  

- En primer lloc, les cèl·lules PC12 no expressen Bcl-2 (Vaux, Cory et al. 

1988, Gozzelino, Sole et al. 2008). Això comportava que, en aquest 

model, no era possible definir si la sensibilització a la mort induïda per 

TNFα era deguda exclusivament al silenciament de Bcl-xL o també es veia 

afavorida per l’absència de Bcl-2. 

- En segon lloc, tot i que s’ha reportat que Bcl-xL és diana de NF-κB 

(Fennell, Chacko et al. 2008), quan l’activitat NF-κB estva inhibida per la 

sobre-expressió d’un mutant d’IκB no degradable el qual actua reprimint a 

NF-κB (SR-IκBα), les cèl·lules PC12 esdevenien sensibles a l’estímul de 

mort de TNFα sense alterar els nivells d’expressió de Bcl-xL. Això, 

suggeria que Bcl-xL podria no ser una diana de la via de NF-κB, al menys 

en aquestes cèl·lules i que, per tant, Bcl-xL i NF-κB podrien estar 

involucrats en vies independents de supervivència. De totes maneres, 

aquests fets encara no es coneixen amb ceresa i seria interessant 

aprofundir en l’estudi per poder determinar si Bcl-xL i NF-κB formen part 

d’una mateixa via. 

-  En tercer lloc, els resultats van apuntar clarament a Bcl-xL com a una 

molècula essencial per al control de la decisió sobre si una cèl·lula ha de 

morir o no en front a l’estímul de TNFα. L’estudi, però, es va centrar en 

Bcl-xL i no aprofundia en establir si altres membres anti-apoptòtics de la 

família de Bcl-2 podrien exercir funcions similars, ni en el mecanisme pel 

qual Bcl-xL era capaç de regular la resposta de les cèl·lules a la mort 

induïda per TNFα. 
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 Amb l’objectiu d’abordar aquestes tres qüestions, vam plantejar-nos 

l’objectiu general  de caracteritzar els mecanismes que controlen l’apoptosi 

induïda per TNFα en un context on NF-κB estava inhibit. 

 Els objectius específics  consistien en: 

1. Estendre els resultats esmentats a un model cel·lular àmpliament acceptat 

com són les cèl·lules HeLa ja que, a més, es coneix que expressen Bcl-2. 

2. Caracteritzar si el silenciament dels altres membres anti-apoptòtics de la 

família de Bcl-2 podia sensibilitzar a la mort induïda per TNFα de la 

mateixa manera que el silenciament de Bcl-xL. 

3. Determinar si les vies de supervivència controlades per Bcl-xL i NF-κB són 

independents o no. 

4. Caracteritzar si el silenciament de Bcl-xL era un mecanisme general per 

sensibilitzar diferents tipus cel·lulars a la mort induïda per TNFα. 

 

 L’anàlisi dels punts anteriors, ens va permetre observar que determinades 

línies cel·lulars eren resistents a la mort induïda per TNFα fins i tot quan Bcl-xL 

estva silenciat. Ens vam interessar en l’estudi de la resistència en diverses línies 

de Glioblastoma, i així, ens vam plantejar un segon objectiu  general : estudiar 

els mecanismes de resistència a la mort induïda per via extrínseca en línies 

derivades de Glioblastoma humà.  

 En aquest cas, els objectius específics  van ser: 

1. Analitzar si el silenciament de Bcl-xL o d’algun dels altres membres anti-

apotòtics de la família de Bcl-2 (Bcl-2,Bcl-w o Mcl-1), podria sensibilitzar a 

línies derivades de Glioblastoma humà a la mort induïda per via extrínsica 

a través d’algun dels tres “receptors de mort” TNFα, FasL i TRAIL. 

2. En cas afirmatiu, estudiar els mecanismes moleculars pels quals les 

cèl·lules són sensibilitzades a la mort cel·lular. 

 

 



 

 



 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. Materials i mètodes 
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1. Reactius 

 El TNFα humà recombinant (CYT-223) i el TRAIL humà recombinant 

(CYT-443) van ser obtinguts de AbBcn S. L. (Barcelona, Espanya). L’anticòs 

agonista de Fas, CH11 (05-201), va ser obtingut de Millipore (MA, EUA). 

L’inhibidor de caspasses d’ampli espectre q-VD-OPh de MPBiomedicals Europe 

(Illkirch, França). L’inhibidor de la necroptosi, Necrostatin-1, de Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO). El substrat fluorogènic de caspasses Ac-DEVD-afc de Calbiochem 

(San Diego, CA). L’inhibidor de la síntesi macromolecular, Actinomicin-D 

(A9415), de Sigma. Els BH3-mimetics de la família de Bcl-2, ABT-737 (S1002), 

Gossypol (S2303), GX15 / Obatoclax (S1057) i TW-37 (S1121), van obtenir-se 

de Selleck Chemicals (TX, EUA). Els anticossos anti-IκB (C-21) (sc-371), anti-

cIAP2 (sc-7944) i anti-RelA/p65 (subunitat de NF-κB) (sc-372) es van obtenir de 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). L’anti-Bcl-2 (M0877) de DAKO 

(Glostrup, Denmark). L’anti-Bcl-w (AM54) de Calbiochem (La Jolla, Calif.).Els 

anticossos contra citocrom C (556433), pro-caspassa-8 (551242), Bcl-xL 

(610211), i panERK (612641) es van comprar a BD Biosciences (San Diego, 

CA). L’anticòs anti-pro-caspassa-3 (9662) i el l’anti-pro-caspassa-7 (9492) de 

Cell Signaling Technology (Beverly, MA). L’anticòs anti-pro-caspassa-6 (M070-3) 

i l’anti-pro-caspassa-9 (clon 5B4) (M-054-3) de MBL (Naka-ku Nagoya, Japó). 

L’anti-fodrina (AA6) (MAB1622) de Millipore. L’anti-p23 (JJ3) (NB300-576) era de 

Novus Biologicals (Cambridge, UK). L’anti-Mcl-1 (M8434) de Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO). L’anti-Smac / DIABLO (2409) de ProSci Inc (CA, EUA). Si no s’indica 

el contrari, la resta de reactius van ser obtinguts de Sigma-Aldrich.  

 

2. Cultius cel·lulars 

 Les línies cel·lulars HeLa (adenocarcinoma de cervix humà), A549 

(adenocarcinoma alveolar humà), HC116 (carcinoma colorectal humà), MIA 

PaCa-2 (adenocarcinoma pancreàtic humà), Panc-1 (carcinoma pancreàtic 

humà), PC3 (adenocarcinoma de pròstata humà), RD (Rhabdomiosarcoma 

embrionari humà) i totes les línies de Glioblastoma U87MG, A172, LN18, LN229, 

T98G, U251MG i U373MG van ser cultivades en Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM, 41965-062, Invitrogen). Aquest medi conté una alta 
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concentració de glucosa (25 mM), L-glutamina (3,97 mM) i vermell de fenol 

(0,0399 mM). Les línies cel·lulars DU-145 (carcinoma de pròstata humà) i HepG2 

(carcinoma hepatocel·lular humà) van ser cultivades en Minimum Essential 

Medium (MEM, 31095-052, Invitrogen). Aquest medi conté L-glutamina (2 mM) i 

phenol red (0,0266 mM). Per tots els tipus cel·lulars, el medi de cultiu va ser 

complementat amb un 10 % de sèrum fetal boví, 20 unitats/mL de penicil·lina i 20 

µg/ml d’estreptomicina (Invitrogen). Les cèl·lules van ser cultivades a 37ºC en 

una atmosfera saturada d’humitat, amb un 95 % d’oxigen i un 5 % de CO2.  

 

3. Constructes plasmídics i transfecció de plàsmids 

 El vector reporter per a NF-κB (HIV-LTR-Luciferase) i el cDNA del súper-

reprressor de IκBα (SR-IκBα) (Rodriguez, Wright et al. 1996) van ser obtinguts 

de R. Hay (Universitat de St. Andrews, Fife, Escòcia).  El cDNA del SR-IκBα es 

va subclonar en el vector d’expressió eucariota pcDNA3. Per les sobre-

expressions transitòries, el vector que conté el SR-IκBα (pcDNA3-SR-IκBα), Bcl-

xL humà (pcDNA3-Bcl-xL) o el vector buit pcDNA3 (Neo) (Yuste, Sanchez-Lopez 

et al. 2002, Sole, Dolcet et al. 2004) van ser transfectats en les cèl·lules HeLa 

utilitzant la Lipofectamine 2000 Reagent (11668-019, Invitrogen). 24 h abans de 

la transfecció, les cèl·lules van ser sembrades en plaques P35 a una confluència 

de 150.000 cèl·lules/mL en medi DMEM amb sèrum fetal boví i antibiòtics. 

L’endemà, es va aspirar el medi, es va fer un rentat de les cèl·lules amb PBS 1X 

i es van afegir 2 mL de medi DMEM amb sèrum fetal boví però sense antibiòtics. 

Seguidament, el procés de transfecció es va realitzar utilitzant 1/3 d’ADN i 1/4 de 

Lipofectamine 2000  Reagent de les quantitats recomanades pel fabricant. Així, 

per cada condició es van preparar dues mescles. La primera contenia 1,3 µg 

d’ADN en 184 µL de DMEM (sense sèrum fetal boví ni antibiòtics) i, la segona, 

2,5 µL de Lipofectamine 2000 Reagent amb 60 µL de DMEM (sense sèrum fetal 

boví ni antibiòtics). Després d’incubar cadascuna d’elles a temperatura ambient 

durant 5 min, es van mesclar, es van incubar 20 min més a temperatura ambient 

i es van afegir, gota a gota, en el medi de les plaques que contenien els cultius 

cel·lulars. 4 h després de la transfecció, es va aspirar el medi de cada placa i es 

va substituir per DMEM amb sèrum fetal boví i antibiòtics. 24 h posteriors a la 
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transfecció, les cèl·lules es van recollir, es van rentar amb PBS 1X i es van 

sembrar de nou en les plaques adients per a realitzar els tractaments 

corresponents. A més a més, les cèl·lules transfectades amb els vectors 

pcDNA3-SR-IκB o pcDNA3 (Neo)  van ser seleccionades durant un mes en 

presència d’1mg/mL de G-418 (Invitrogen) i es van utilitzar un cop van expressar 

els vectors de forma estable. L’eficiència de les sobe-expressions del SR-IκBα 

i/o de Bcl-xL van ser analitzades per Western blot.  

 

3.1. Preparació de bactèries quimio-competents 

Per tal de poder transformar les bactèries E. Coli DH5 α, cal que aquestes 

adquireixin l’habilitat de poder introduir el DNA. Els procediments per preparar 

bactèries competents es fan en ambient estèril (bunsen) i mantenint sempre les 

bactèries en gel per evitat que perdin viabilitat. 

Es va créixer prèviament un pre-inòcul de 3 mL, típicament es parteix d’una 

alíqüota de 5 µL de bactèries anteriorment preparades o d’un stock de la soca 

guardat a -80ºC, i es va deixar créixer durant 16h a l’agitador orbital a 37ºC. El 

dia següent, es van inocular 200 mL de LB a partir d’aquests 3 mL i es van 

incubar a 37ºC en agitació a l’incubador orbital fins que el cultiu va arribar a una 

OD600 de 0,5. Aleshores es va deixar refredar en gel durant 5min, es va passar el 

cultiu a Falcons de 50 mL i es van centrifugar 5 min a 4000g i 4ºC. Els 

sobrenedants es van decantar i els sediments es van ressuspendre en 30 mL de 

TFB1 (100mM clorur de rubidi (Fluka), 50 mM clorur de magnesi (Sigma), 230 

mM acetat potàssic (Panreac), 10mM clorur de calci (Panreac), 15% (v/v) glicerol 

(Fluka); pH=5,8 (HCl)) per cada 100 mL de cultiu centrifugat. Es va incubar en 

gel durant 90 min. Es van centrifugar 5 min a 4000g a 4ºC i es va decantar el 

sobrenedant, mantenint sempre les bactèries en gel. Els sediments es van 

ressuspendre en TFB2 (10mM MOPS (Fluka), 10 mM clorur de rubidi, 75 mM 

clorur de calci, 15% (v/v) glicerol; pH=6,8 (HCl). Els dos tampons s’esterilitzen 

per filtració mitjançant filtres de 0,22 µm (Millex)), en una proporció de 4 mL per 

cada 100 mL de cultiu originals, i es van fer alíquotes de 100 µl en tubs 

eppendorfs freds (-80ºC), mantenint-los en neu carbònica, i es van 
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emmagatzemar a -80ºC. Típicament l’eficiència és del rang 105-107 colònies/µg 

DNA transformat. 

3.2.  Mètode d’amplificació plasmídica: Transformació de DNA en E. Coli  

 Les cèl·lules E. Coli DH5 α competents (fabricades al laboratori com 

s’indica a l’apartat anterior) es van descongelar durant 10 minuts en gel. 10 ng 

de plàsmid i 50 µl  d’E. Coli DH5 α competents es van incubar en un tub estèril 

30 minuts a 4ºC, es van sotmetre en a un xoc tèrmic incubant la mestra a 42ºC 

durant 1 minut i, després de deixar-ho en gel 2 minuts més, es van afegir 950 µl 

de medi de cultiu LB (Luria Broth) (Sigma) i es van incubar durant 1 h i 30 min a 

37ºC a 200 rpm (revolucions per minut). Posteriorment, 100 µl d’aquestes 

bactèries transformades es van sembrar en plaques d’LB amb 20 g/L d’agar amb 

ampicil·lina (100 µg/mL) que va permetre seleccionar les bactèries que contenien 

el plàsmid. 

 

3.3. Extracció de plàsmids mitjançant “minipreps” o “maxipreps”  

 De les colònies E.coli DH5α transformades amb el plàsmid corresponent i 

crescudes en les plaques d’LB agar, se’n va seleccionar una que va ser 

inoculada en 3 mL (minicultiu) de medi de cultiu LB amb ampicil·lina (100 µg/mL) 

i es va deixar créixer a 37ºC durant tota la nit a 200 rpm. Per tal d’obtenir 

“minipreps” d’ADN plasmídic, es va utilitzar 1,5 mL dels minicultius i es van 

purificar amb el kit NucleoSpin Plasmid seguint les instruccions del fabricant. En 

el cas de les “maxipreps” d’ADN plasmídic, 300  µl provinents dels 3 mL de 

minicultiu es van incubar novament en 300 mL de LB amb ampicil·lina (100 

µg/mL) i es van incubar tota la nit en les mateixes condicions. La purificació dels 

plàsmids amplificats es va realitzar amb el kit Nucleobond maxi kit seguint les 

instruccions del fabricant. Finalment, l’ADN plasmídic es va dissoldre en 30 µl en 

el cas de les “minipreps” o en els µl necessaris fins a obtenir una concentració de 

1 µg/µL en el cas de les “maxipreps”. La concentració dels àcids nucleics es va 

determinar mitjançant un espectrofotòmetre de llum UV-visible (NanoDrop). 

  

4. Transfecció de siRNAs 

 La transfecció dels siRNAs es va dur a terme amb el reactiu 

DharmaFECT-1 (Dharmacon). Els siRNAs es van transfectar a una concentració 



Material i mètodes  97 

 

final de 35 nM. El procediment va ser el següent: 24 h abans de la transfecció es 

van sembrar les cèl·lules en plaques P35 a una confluència de 150.000 

cèl·lules/mL en medi DMEM complet. L’endemà, es va aspirar el medi, es va fer 

un rentat de les cèl·lules amb PBS 1X i es van afegir 1,6 mL de medi DMEM 

sense sèrum fetal boví ni antibiòtics en cada placa. Seguidament, per cada 

condició es van preparar dues mescles. La primera contenia 1,5 µL de siRNA (50 

µM) amb 98,5 µL de DMEM (sense sèrum fetal bobí ni antibiòtics) i, la segona, 

1,5 µL de DharmaFECT-1 amb 198,5 µL de DMEM (sense sèrum fetal bobí ni 

antibiòtics). Després d’incubar cadascuna d’elles a temperatura ambient durant 5 

min, es van mesclar, es van incubar 20 min més a temperatura ambient i es van 

afegir gota a gota en el medi de les plaques que contenien els cultius cel·lulars. 5 

h després de la transfecció, es va afegir a cada placa 216 µL de sèrum fetal boví 

per tal que la concentració final a cada placa fos del 10 %. 3 dies posteriors a la 

transfecció, les cèl·lules es van recollir, es van rentar amb PBS 1X i es van 

sembrar de nou en DMEM complet i fresc en les plaques adients per a realitzar 

els tractaments corresponents. 

Per caspassa-8, es va utilitzar una mescla de dos siRNAs. Les seqüències 

dels siRNAs van ser:  

siRNAs  Seqüència  

Bcl -2 5'-GGAUCAUGCUGUACUUAAA-3’ 

Bcl -w 5'-UGAGGAAGGUGGACUUACA-3’ 

Bcl -xL 5'-CAGGCGACGAGUUUGAACU-3’ 

Caspassa-8 
5’-GAAUGUUGGAGGAAAGCA-3’ 

5’-ACAUGAACCUGCUGGAUAU-3’ 

Mcl-1 5'-GGUUUGGCAUAUCUAAUAA-3’ 

Sense sentit  5’- AUAUGCGAUCGAGAUAUCG-3’ 

Smac / DIABLO  5’- CCGACAAUAUACAAGUUU -3’ 

XIAP 5’-GGAUAUACUCAGUUAACAA-3’ 

 

 

5. Preparació d’extractes citosòlics 

 Els extractes citosòlics es van obtenir amb el procediment següent: les 

cèl·lules van ser recollides i centrifugades a 200 x g durant 5 minuts, es van 
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resuspendre en PBS (de l’anglès, phosphate buffered saline) fred (pH 7.2), es 

van tornar a centrifugar 5 minuts més a 200 x g i es van resuspendre en 5 

volums de tampó d’extracció citosòlica (70 mM Sucrose, 220 mM Mannitol, 5 mM 

HEPES-KOH pH 7.2, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 

0.025% Digitonine, 1 mM PMSF, 1 mM DTT), es van agitar al vòrtex durant 5 

segons i es van incubar durant 5 minuts a 4ºC. Els llisats es van centrifugar 

durant 5 minuts a 600 x g en una microcentrífuga prèviament refredada a 4ºC i 

els sobrenedants van ser recollits en tubs nous i quantificats mitjançant el 

mètode de Lowry modificat (Bio-Rad Dc protein assay).  

 

6. Extracció de proteïnes totals i Western blot 

 Després de sotmetre les cèl·lules a les diferents condicions de tractament, 

les cèl·lules va ser resuspeses en PBS fred (pH 7.2). Les cèl·lules es van llisar 

en un tampó de llisi que contenia un 2 % d’SDS i 125 mM Tris (pH 6.8), es van 

escalfar a  95 ºC durant 10 minuts i la concentració de proteïnes es va quantificar 

utilitzant el mètode de Lowry modificat (Bio-Rad Dc protein assay). Els llisats 

cel·lulars (25 µg de proteïna) es van separar per tamany en gels SDS/PAGE a 

una densitat d’entre 10 i 15 %, depenent del pes molecular de la proteïna a 

detectar, aplicant una velocitat electroforètica de 25 mA/gel durant 1h 15 minuts 

aproximadament. Després, els gels es van transferir a una membrana de 

transferència Immobilon-P PVDF (Millipore). Després de bloquejar les 

membranes amb un tampó de Tris salí /  0.1% Tween-20 que contenia un 5% de 

llet sense grasses ni additius durant 1 h a temperatura ambient, les membranes 

van ser incubades amb els anticossos primaris corresponents en cada cas 

d’acord amb els requeriments específics indicats per cada proveïdor. Després 

d’una hora d’incubació amb els anticossos secundaris pertinents conjugats amb 

peroxidasa durant 1 h, les membranes es van revel·lar utilitzant el kit de detecció 

per quimioluminiscència EZ-ECL (Biological Industries).  
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Els anticossos utilitzats en aquesta tesi es descriuen en la següent taula. 

Anticòs   

Pes 
molecular 
(proforma 
i / o 
fragment) 

Font Dilució Casa comercial Nº 
Catàleg 

α-Bcl -2 26 kDa Mouse 1 : 1.000 DAKO M0877 

α-Bcl -XL 29 kDa Rabbit 1 : 3.000 BD Transduction 
Laboratories 

610211 

α-Bcl -w 21 kDa Rat 1 : 1.000 Calbiochem AM54 
α-Caspassa -3 35 kDa, 

17 kDa i 
19 kDa  

Rabbit  1 : 2.000  Cell Signaling  9662  

α-Caspassa -6 34 kDa i 
20 kDa  

Mouse 1 : 2000 MBL M070-3  
 

α-Caspassa -7 35 kDa i 
20 kDa  

Rabbit  1 : 2.000  Cell Signaling  9492 

α-Caspassa - 8 50 kDa Mouse 1 : 1000 BD Biosciences 551242 

α-Caspassa -9 51-37 kDa Mouse 1 : 1.000 Cell Signaling #9508 

α-Cytochrome 
c 

15 kDa Mouse 1 : 1.000 BD Pharmingen 556433 

α-pan-ERK1/2  42 kDa i 
44kDa  

Mouse 1 : 5.000 BD Transduction 
Laboratories 

612641 

α-Fodrin (AA6)  
 

240 kDa, 
180 kDa, 
150 kDa i 
120 kDa  

Mouse  
 

1 : 40.000 Millipore MAB162
2  
 

α-cIAP 2  65 kDa Rabbit 1 : 300 Santa Cruz sc-7944 

α-Iκκκκ-Bα (C-21) 37 kDa Rabbit 1 : 1.000 Santa Cruz sc-371 

α-Mcl -1 40-42 kDa Rabbit 1 : 10.000 Sigma M8434 

α-NF-κκκκB p65 
 (C-20) 

65 kDa Rabbit 1 : 1.000 Santa Cruz sc-372 

α-p23 (JJ3)  
 

23 kDa i 
17 kDa  

Mouse  1 :10.000 Novus Biological, 
Inc  
 

NB300-
576  

α-
SMAC/DIABLO 

25 kDa Rabbit 1 : 1.000 ProSci 2409 

α-Mouse IgG   Rabbit  1 : 10.000 Sigma A9044  

α-Rabbit IgG   Goat 1 : 20.000 Sigma A0545  
α-Rat IgG   Donkey 1 : 20.000 Jackson 

Immunoresearch 
712-035-
153 

Anti -rabbit 
Alexa Fluor 488 

 Goat 1 : 500 Molecular Probes A11008 
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7. Assaigs de supervivència cel·lular 

 

7.1. Reducció d’MTT  (assaig de viabilitat cel·lular) 

 El compost MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-il)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) és una sal de tetrazolium, de color groc, soluble en aigua. La reducció 

d’aquest compost és possible només per a cèl·lules metabòlicament viables a 

través de l'enzim mitocondrial succinat deshidrogenasa, donant lloc a un 

producte (la sal de formazà) que és insoluble en aigua. Un cop l’MTT es posa en 

contacte amb les cèl·lules, aquestes el capten i el redueixen. Llavors, s’allibera el 

formazà que es solubilitza amb dimetilsulfòxid (DMSO). La quantitat de formazà 

produït reflexa el metabolisme cel·lular i, per tant, l’absorbància de cada mostra 

és directament proporcional al nombre de cèl·lules viables. 

 Un cop realitzats els tractaments desitjats en plaques de 96 pous en un 

volum de medi de 50 µl, es van afegir 50 µl més de  MTT (Sigma) diluït a 

1mg/mL amb DMEM sense sèrum fetal boví, directament sobre les cèl·lules 

(sense aspirar prèviament el medi de cultiu), de manera que la concentració final 

del MTT resultar ser 0,5 mg / mL. Després de 30 minuts d'incubar les plaques a 

les condicions de cultiu usuals es va observar la formació de cristalls de formazà 

a les cèl·lules i es va procedir a aspirar el medi de tots els pous. Els cristalls van 

ser dissolts amb 50 µl de DMSO per pou i es va realitzar la mesura de 

l’absorbància en un lector de plaques BIO-TEK Power Wave XS a 590 nm i 620 

nm. Els valors finals es van obtenir de la resta de la lectura de 620 nm a la de 

590 nm. La viabilitat cel·lular es va expressar com a percentatge de cada 

condició respecte a les cèl·lules controls, no tractades. Cada mesura es va 

realitzar amb 4 replicats, com a mínim. Es va calcular la mitjana de cada condició 

i el seu error estàndard (SEM, de l’anglès, standard error of the mean) i es van 

representar les dades gràficament. 

 

7.2. Assaig d’exclusió de Blau de Tripà 

 El Blau de Tripà, és un colorant vital utilitzat per tenyir selectivament, de 

color blau, les cèl·lules mortes. Les cèl·lules vives, que tenen les seves 

membranes cel·lulars intactes, no són permeables a aquest reactiu, ja que el 

Blau de Tripà no és capaç de travessar-les. 
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 Les cèl·lules es van sembrar en plaques de 24 pous a una densitat de 

150.000 cèl·lules / mL (0,5 mL per pou). Un cop realitzats els tractaments 

indicats, aquestes van ser recollides en 50 - 100 µL de PBS. Es van barrejar 8 µL 

de suspensió cel·lular amb 2 µL de Blau de Tripà (a una concentració final de 

0,08 %). Es va realitzar el recompte de les cèl·lules emprant un hemocitòmetre i 

es va calcular el percentatge de cèl·lules blaves (mortes) respecte les cèl·lules 

totals. Per cada condició, es van realitzar triplicats. Es va calcular la mitjana de 

cada condició i el seu error estàndard i es van representar les dades 

gràficament. 

 

8. Assaig de mort cel·lular 

 

8.1. Tinció nuclear amb Hoechst (33258, Sigma) 

 El reactiu Hoechst 33258 és una molècula fluorescent utilitzada per tenyir 

l'ADN. Aquesta molècula també és coneguda com a bisBenzimida ([2'-(4-

hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinil)-2,5'-bi-1H-benzimidazole 

rihydrochloride]). La tinció de la cromatina amb Hoechst es pot utilitzar tant en 

cèl·lules vives com mortes, ja que el grup etil present en la seva estructura la 

converteix en una molècula lipofílica, permetent que travessi la membrana 

cel·lular intacta. Les propietats d'unió de l'ADN van ser ben caracteritzades per 

Churchill i Suzuki el 1989 (Churchill and Suzuki 1989). 

 Per a l'anàlisi de la morfologia nuclear apoptòtica, les cèl·lules van ser 

sembrades en plaques de 96 pous on va ser tractades amb els tractaments 

indicats en cada cas o es van deixar sense tractar (controls) en un volum final de 

medi de 50µl. Per fixar les cèl·lules, es va afegir un volum de solució de fixació 

igual al volum del medi present en cada pouet (50µl), que contenia 4% de 

paraformaldehid diluït en el tampó PBS, contenint 0,2% de Tritó i 0,2 mg / mL de 

Hoechst 33258. 

 Després de 10 minuts a 4 º C, les cèl·lules es van comptar utilitzant un 

microscopi de fluorescència Nikon ECLIPSE TE2000-E equipat amb llum 

ultraviolada, acoblat a una càmera fotogràfica Hamamatsu ORCA-ER. Els nuclis 

tenyits uniformement es van comptar com a cèl·lules sanes i viables, mentre que 

els nuclis condensats o fragmentats, es van comptar com a cèl·lules mortes 

(morfologia nuclear apoptòtica). El percentatge de mort apoptòtica va ser 
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obtingut amb el recompte de nuclis apoptòtics respecte els nuclis totals (viables i 

apoptòtics). Es va calcular la mitjana i l’error estàndard de cada condició i es van 

representar les dades gràficament. 

 

8.2. Tinció nuclear amb Iodur de propidi  

 El reactiu Iodur de Propidi (P4170, Sigma) és una molècula fluorescent 

utilitzada per tenyir l'ADN de cadena doble. Aquesta molècula també és 

coneguda com 3,8-Diamino-5-(3-diethylmethylamino)propyl)-6-phenyl 

phenanthridinium diiodide. El Iodur de Propidi penetra i tenyeix les cèl·lules no 

viables, però no pot travessar la membrana de les cèl·lules viables. 

 Per a l'anàlisi de la mortalitat cel·lular, les cèl·lules van ser sembrades en 

plaques de 96 pous on va ser tractades amb els tractaments indicats en cada 

cas o es van deixar sense tractar (controls) en un volum final de medi de 50µl. 

Per tenyir les cèl·lules, es va afegir un volum de solució de tinció igual al volum 

del medi present en cada pouet (50µl), que contenia 1µg/µl de Iodur de propidi 

juntament amb 4 µg/µl de Hoechst permeable (3342, Invitrogen). 

 Després de 10 minuts a temperatura ambient, les cèl·lules es van 

observar i fotografiar in vivo, utilitzant un microscopi de fluorescència Nikon 

ECLIPSE TE2000-E equipat amb llum ultraviolada, acoblat a una càmera 

fotogràfica Hamamatsu ORCA-ER. El percentatge de mort cel·lular es va calcular 

amb el recompte de les cèl·lules mortes (tenyides amb iodur de propidi) respecte 

el de cèl·lules totals (nuclis tenyits amb Hoechst 3342). Es va calcular la mitjana 

de cada condició i el seu error estàndard i es van representar les dades 

gràficament. 

 

9. Assaig d’activitat caspasa (DEVDasa) 

 Es va dur a terme la quantificació de les activitats caspassa-like de llisats 

cel·lulars. Després dels tractaments corresponents en plaques P60 o P100, les 

cèl·lules es van recollir i se’n van preparar extractes citosòlics tal i com s’ha 

explicat prèviament a l’apartat “5. Preparació d’extractes citosòlics”. L’assaig 

d’activitat caspassa-like es va realitzar en pous d’una microplaca de 96 pous, 

utilitzant 20 µg de proteïna en un tampó específic que contenia 100 mM Tris (pH 

7.2-7.4), 4 mM EDTA, 4 mM EGTA, 20 % sucrose, 10 mM dithiothreitol, 1 mM 

PMSF i 40 µM del substrat fluorogènic Ac-DEVD-afc. La placa es va incubar a 35 
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ºC, i les activitats caspassa-like es van mesurar després de 8 h d’incubació en un 

fluorímetre BIO-TEK Synergy HT amb un flitre d’excitació de 360 nm (40 nm 

d’ample de banda) i un filtre d’emissió de 530 nm (25 nm d’ample de banda). Per 

cada condició, es van realitzar triplicats, es va calcular mitjana de cada condició i 

el seu error estàndard i es van representar les dades gràficament. 

 

10. Imunofluorescència de la translocació nuclear de RelA/p65 

 Les cèl·lules es van sembrar en microplaques de 96 pous. Després de 

l’estimulació amb TNFα, les cèl·lules es van rentar amb PBS fred i es van fixar 

amb metanol 100 % durant 10 minuts a temperatura ambient. Posteriorment es 

van realitzar 4 rentats amb PBS1x-0.5 %Tritó i seguidament es van bloquejar les 

mostres amb   PBS1x-0,5 % Tritó – 1 % FBS  (50µL / pou) durant 15 – 30 minuts. 

Es va aspirar la solució de bloqueig i es va incubar l’anticòs primari anti-p65 (C-

20 sc-372, Santa Cruz Biotechnology) diluït 1 : 300 en una solució amb PBS1x-

0,5 % Tritó durant tota la nit a 4 ºC amb una agitació molt suau. L’endemà, es 

van rentar les mostres dues vegades amb PBS1x-0.5 %Tritó, es va afegir 

l’anticòs secundari Anti-rabbit Alexa fluor 488 a una dilució 1 : 500 diluït en una 

solució que contenia  PBS1x-0,5 % Tritó + 0,1 % FBS i es va incubar durant 1 h 

a temperatura ambient. Es van rentar les mostres 3 vegades amb PBS1x-0.5 % 

Tritó i finalment un últim rentat amb PBS1x. Les cèl·lules es van observar i es 

van fer fotografies representatives utilitzant un microscopi de fluorescència Nikon 

ECLIPSE TE2000-E, acoblat a una càmara fotogràfica Hamamatsu ORCA-ER. 

 

11. Assaig de la Luciferasa 

 L’assaig de la Luciferasa s’utilitza com una eina molt sensible per avaluar 

expressió gènica, ja que l’enzim de la luciferasa és detectable en extractes de 

cèl·lules transfectades. Per fer-ho, s’utilitza un vector que contingui el gen que 

del qual es vol avaluar l’expressió gènica juntament amb una regió que conté la 

proteïna Luciferasa de la cuca de llum modificada i optimitzada per tal de poder 

monitoritzar l’activitat transcripcional en cèl·lules eucariotes transfectades. La 

Luciferasa catalitza l’oxidació de la D-luciferina en oxililuciferina en presència 

d’ATP, Mg2+ i O2, donant lloc a l’emissió de fotons. L’activitat reporter, 

s’aconsegueix immediatament després de la traducció, ja que la proteïna no 

requereix modificacións post-traduccionals.  
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 El vector utilitzat per l’assaig reporter de la Luciferasa va ser pGL3-basic 

(Promega). Les cèl·lules es van tractar amb TNFα i després de 6 h les plaques 

de cultiu es van rentar una vegada amb PBS1x i es va procedir a realitzar 

l’assaig amb el kit Luciferase Assay Kit  (Promega) seguint les indicacions del 

fabricant. Així, les cèl·lules es van recollir en 100 µL del tampó de llisi de l’assaig, 

prèviament diluït en aigua. L’emissió de llum es va quantificar amb un 

luminòmetre. Els valors obtinguts es van analitzar i es van normalitzar en relació 

a la concentració de proteïna (RLU / µg de protein) (RLU, de l’anglès, relative 

light units). Es van calcular les mitjanes de les diferents mostres i el seu error 

estàndard i es van representar les dades gràficament. 

 

12. Anàlisi estadístic 

 Tots els experiments es van repetir al menys tres vegades. Els valors 

estan expressats com a mitges ± SEM. Es va aplicar un test-F per avaluar si les 

variàncies de les mostres a comparar eren iguals o no. En funció d’això, es van 

realitzar els tests de la t d’Student per mostres amb variàncies iguals o diferents 

per poder determinar la significança estadística dels mesuraments de 

supervivència i mort. Es va considerar: * P<0.01, ** P<0.005 i *** P<0.001.  
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 TNFα pot desencadenar tant supervivència com mort cel·lular (Micheau 

and Tschopp 2003). Es coneix que la supervivència cel·lular està directament 

relacionada amb l’activació de NF-κB, mentre que la mort cel·lular ocorre quan 

aquest factor de transcripció es troba inhibit (Beg and Baltimore 1996, Van 

Antwerp, Martin et al. 1996, Wang, Mayo et al. 1996). La majoria de les cèl·lules 

que són resistents a la mort induïda per TNFα, són cèl·lules de tipus II, on 

l’alliberament de factors pro-apoptogènics de la mitocòndria és essencial per 

amplificar la cascada citotòxica (Kantari and Walczak 2011). És per tot això que 

la inhibició d’NF-κB i l’activació dels factors pro-apoptogènics podrien ser 

processos interconnectats en el mecanisme d’activació de mort cel·lular (Le 

Bras, Rouy et al. 2006). 

 Tal i com s’ha detallat als objectius, els nostres estudis es van centrar 

inicialment en abordar les qüestions que es derivaven a partir dels resultats 

previs del grup (Gozzelino, Sole et al. 2008): analitzar en una línia cel·lular que 

expressés tots els membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 si les vies de 

supervivència controlades per Bcl-xL i NF-κB estaven relacionades i estudiar la 

funció de cadascun dels membres anti-apoptòtics en la mort induïda per TNFα. 

Per això, vam escollir un model cel·lular àmpliament acceptat com són les 

cèl·lules HeLa ja que, a més, s’ha descrit que expressen Bcl-2 tal i com es 

mostrarà a continuació. 

  

1.1. TNFα indueix apoptosi, i no necroptosi, en cèl·lules HeL a que sobre-

expressen el SR-I κBα 

Com a punt de partida, vam decidir estudiar els mecanismes involucrats 

en la mort cel·lular induïda per TNFα en un context on NF-κB estigués inhibit, per 

tal d’evitar la inducció de supervivència per part de la citoquina. Per fer-ho, les 

cèl·lules HeLa es van transfectar amb un súper-repressor d’NF-κB (SR-IκBα-

pcDNA3 (SR-IκBα)) o bé amb un vector control pcDNA3 (Neo) (Figura R1A). 

Com es mostra a la Figura R1B, la transfecció amb el SR-IκBα no va alterar la 

viabilitat de les cèl·lules HeLa, però si que les va sensibilitzar a la mort induïda 

per TNFα (Figura R1B). La mort cel·lular induïda per la citoquina va poder ser 

previnguda per l’addició al medi de cultiu de q-VD-OPh (un inhibidor de 
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caspasses d’ampli espectre), però no de Necrostatina-1 (un inhibidor de la 

necroptosi). En concordança, les cèl·lules que morien per l’acció combinada de 

la sobre-expressió del SR-IκBα i de l’estímul de TNFα, van exhibir la morfologia 

nuclear típica apoptòtica, tal i com es va poder demostrar amb la tinció de la 

cromatina amb el colorant bis-benzimida de Hoechst (Figura R1C).  
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Figura R1.  L’expressió forçada del SR-I κBα sensiblitza les cèl·lules HeLa a la mort 
induïda per TNF α, permetent la senyalització apoptòtica intracel·lular.  Les cèl·lules 
HeLa es van transfectar amb un vector buit pcDNA3 (Neo) o amb el vector pcDNA3-SR-
IκBα (SR or SR-IκBα). (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna i es van analitzar per 
Western blot utilitzant un anticòs contra IκBα. La membrana es va tenyir amb naphtol 
blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules Neo 
(barres blanques) o SR-IκBα (barres negres) es van deixar sense tractar (−) o van ser 
tractades (+) amb 100 ng/mL de TNFα i / o 10 µM de Necrostatina-1 (Nec-1) o 20 µM de 
q-VD-OPh (QVD) durant 24 h. El percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant 
els nuclis apoptòtics respecte els nuclis totals tenyits amb Hoechst 33258. (C) Imatges 
representatives que mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir les 
cèl·lules amb Hoechst (fletxes). (D-E) Els extractes citosòlics van ser obtinguts de 
cèl·lules Neo o SR-IκBα que es van deixar sense tractar (−) o van ser tractades (+) amb 
100 ng/mL de TNFα o amb 100 ng/mL de TNFα i 20 µM de q-VD-OPh. (D) Mitjançant 
Western blot es van analitzar el processament de la pro-caspassa-3 en el seu fragment 
actiu, el processament depenent de caspasses de la co-xaperona p23 i l’alliberament de 
citocrom c al citosol. (E) Les activitats caspassa-3-like es van mesurar utilitzant el reactiu 
fluorogènic Ac-DEVD-afc**. P<0.005. 

 

Això es va veure corroborat per un correcte processament de la pro-

caspassa-3 en els seus fragments actius, així com pel processament específic 

d’un substrat de caspasses com és la co-xaperona p23 i per l’alliberament de 

citocrom c de la mitocòndria cap al citosol (Figura R1D). L’addició de q-VD-OPh 

al medi de cultiu va eliminar per complert la senyalització apoptòtica induïda per 

TNFα (Figura R1D). Per últim, la mort cel·lular observada en cèl·lules tractades 

amb TNFα i sobre-expressores del SR-IκBα, era depenent de l’activació de les 

caspasses (Figura R1E). Aquests resultats indiquen que la sobre-expressió del 

SR-IκBα en cèl·lules HeLa, és suficient per permetre l’activació de la via 

apoptòtica regulada per TNFα. A més a més, aquest procés involucra l’activació 

de les caspasses i l’alliberament del citocrom c de la mitocòndria cap al citosol. 

 

1.2. La baixada d’expressió de Bcl-x L és suficient per sensibilitzar les 

cèl·lules HeLa a l’apoptosi induïda per TNF α 

 El fet que el citocrom c s’alliberés com a conseqüència del tractament amb 

TNFα en cèl·lules HeLa que sobre-expressaven el SR-IκBα (Figura R1D), 

suggeria que la homeòstasi mitocondrial podria jugar un paper important en la 

sensibilització que la sobre-expressió del SR-IκBα provocava sobre l’efecte 
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citotòxic de TNFα. Donat que les proteïnes de la família de Bcl-2 regulen la 

homeòstasi mitocondrial, que les cèl·lules HeLa expressen els quatre membres 

anti-apoptòtics principals (Figura R2A), i que no existeixen publicacions 

concloents en relació a la contribució individual de cada membre anti-apoptòtic 

d’aquesta família en el procés de supervivència cel·lular induït per TNFα, vam 

voler estudiar si el silenciament individual de cadascuna d’aquestes proteïnes 

anti-apoptòtiques podria sensibilitzar les cèl·lules HeLa a l’acció citotòxica de 

TNFα. Amb aquest propòsit, es van dissenyar RNAs d’interferència curts (d’ara 

en endavant, siRNAs, de l’anglès, short interference RNA) específics contra Bcl-

xL humà (Bcl-xL siRNA), Mcl-1 humà (Mcl-1 siRNA), Bcl-2 humà (Bcl-2 siRNA) o 

Bcl-w humà (Bcl-w siRNA).  
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Figura R2.  El silenciament de Bcl-x L, però no el de Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w, 
sensibilitza les cèl·lules HeLa a l’apoptosi induïda per l’activació tant de la via 
extrínseca com de la via intrínseca.  Les cèl·lules HeLa van ser transfectades amb o 
sense (w/o, de l’anglès without) una seqüència curta de RNA d’interferència (siRNA) 
contra Bcl-xL humà (Bcl-xL siRNA), Mcl-1 humà (Mcl-1 siRNA), Bcl-2 humà (Bcl-2 siRNA) 
o Bcl-w humà (Bcl-w siRNA), o una seqüència sense sentit (Ns siRNA, de l’anglès Non 
sense) durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna de cèl·lules no 
tractades (−) o tractades (+) amb 100 ng/mL de TNFα durant 24 h. Els nivells de 
proteïna de Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2 i Bcl-w van ser analitzats per Western blot, confirmant 
així els silenciaments específics. Les membranes es van incubar de nou amb un anticòs 
anti-panERK per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules es 
van deixar sense tractar (barres blanques) o van ser tractades amb 100 ng/mL de TNFα 
(barres negres) o amb 30 µM d’Etopòsid (barres grises) durant 24 h. El percentatge de 
mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de 
tenyir-los amb Hoechst 33258. *P<0.01. (Aquesta figura està parcialment recollida dins 
de la tesi de la Dra. Raffaela Gozzelino (2007)). 

 

Com es mostra a la Figura R2A, tots els siRNAs van demostrar ser 

eficients a l’hora de reduir la quantitat total de proteïna del seu gen diana sense 

afectar als altres membres anti-apoptòtics de la família. Seguidament, vam voler 

comprovar el seu impacte en l’acció citotòxica de TNFα. En comparar les 

cèl·lules transfectades amb els diferents siRNAs amb un siRNA sense sentit (Ns 

siRNA, de l’anglès nonsense siRNA), vam veure que el siRNA dissenyat contra 

Bcl-xL va resultar ser el més efectiu i l’únic que sensibilitzava les cèl·lules a 

l’insult citotòxic de TNFα de forma significativa (Figura R2B, barres negres).  

Al 2003, es va publicar que per sensibilitzar les cèl·lules HeLa a un 

estímul apoptotic intrínsec com l’etopòsid, és necessari que Mcl-1 es degradi 

(Nijhawan, Fang et al. 2003). Donat que en les nostres condicions experimentals 

el silenciament de Mcl-1 no va resultar ser tant efectiu com el de Bcl-xL per 

sensibilitzar les cèl·lules HeLa a l’apoptosi induïda per TNFα, vam voler 

comprovar si el silenciament de Mcl-1 que estàvem assolint era suficient per a 

que concentracions subletals d’etopòsid (30 µM) fossin tòxiques. Tal i com es 

mostra a la Figura R2B, tant el silenciament de Bcl-xL com el de Mcl-1 va 

sensibilitzar les cèl·lules a l’apoptosi induïda per etopòsid. En efecte, el 

percentatge d’apoptosi induïda per l’etopòsid va ser de 18,1±0,75 % i 21,4±0,67 

% en cèl·lules amb Bcl-xL- i Mcl-1 silenciats, respectivament (Figura R2B).  
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Figura R3.  La mort cel·lular induïda per TNF α en cèl·lules que tenen Bcl-x L 
silenciat és depenent de caspasses.  Les cèl·lules HeLa van ser transfectades amb els 
siRNAs contra Bcl-2 o Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna 
de cèl·lules silenciades per Bcl-2 o Bcl-xL i van ser analitzats per Western blot utilitzant 
anticossos anti-Bcl-2 i anti-Bcl-xL per comprovar la correcta disminució de les proteïnes. 
La membrana es va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de 
les proteïnes. (B) Les cèl·lules transfectades amb Bcl-2 siRNA (barres blanques) o amb 
Bcl-xL siRNA (barres negres) es van deixar sense tractar (−) o van ser tractades (+) amb 
100 ng/mL de TNFα i / o 10 µM de Necrostatina-1 (Nec-1) o 20 µM de q-VD-OPh (QVD) 
durant 24 h. El percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics 
respecte nuclis totals tenyits amb Hoechst 33258. (C) Imatges representatives que 
mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir les cèl·lules amb Hoechst 
(fletxes). (D) Els extractes citosòlics van ser obtinguts de cèl·lules amb Bcl-2 o Bcl-xL 
silenciat que es van deixar sense tractar (−) o van ser tractades (+) amb 100 ng/mL de 
TNFα o amb 100 ng/mL de TNFα i 20 µM de q-VD-OPh. Les activitats caspassa-3-like 
es van mesurar utilitzant el reactiu fluorogènic Ac-DEVD-afc.* P<0.01. 
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En aquest sentit, les cèl·lules HeLa transfectades amb el siRNA de Mcl-1 

van resultar ser dues vegades més sensibles a etopòsid que a TNFα (21,4±0,67 

% i 11,0±0,50 %, respectivament) (Figura R2B). Per contra, el percentatge 

d’apoptosi en les cèl·lules amb Bcl-xL silenciat després del tractament amb TNFα 

o etopòsid va resultar ser comparable (20,3±0,20 % o 18,1±0,75 %, 

respectivament) (Figura R2B). En conjunt, els resultats obtinguts rebel·len que la 

disminució de l’expressió de Bcl-xL és suficient per decantar la balança des de la 

supervivència cap a la mort cel·lular en front al tractament amb TNFα. Això indica 

que aquesta proteïna és necessària i suficient per controlar el comportament de 

les cèl·lules HeLa en resposta a aquesta citoquina. 

 

1.3. TNFα indueix apoptosi, i no necroptosi, en cèl·lules HeL a quan Bcl-x L 

està silenciat 

Un cop assenyalada Bcl-xL com a molècula clau a l’hora de conferir 

resistència en front a la citotoxicitat promoguda per TNFα, vam voler estudiar els 

mecanismes d’aquesta mort cel·lular. A partir d’aquí, i en tots els experiments 

que es van realitzar i que es presentaran en aquest primer capítol, es va utilitzar 

el siRNA contra Bcl-2 com a control negatiu, ja que els percentatges d’apoptosi 

observats en front a l’estímul de TNFα van ser comparables a aquells obtinguts 

amb el siRNA sense sentit (Ns siRNA) (Figura R2B). A més a més, a diferència 

del Ns siRNA, podem assegurar l’efectivitat del siRNA contra Bcl-2 analitzant la 

baixada dels nivells proteics per Western blot.  

Com es mostra a la Figura R3B, i contràriament al que observem en les 

cèl·lules que tenien Bcl-2 silenciat (Figura R3A), les cèl·lules amb Bcl-xL silenciat 

(Figura R3A) van esdevenir sensibles a la mort induïda per TNFα. A més, 

l’addició al medi de cultiu de q-VD-OPh, però no de Necrostatina-1, va prevenir la 

mort cel·lular, indicant que el procés d’apoptosi es trobava actiu (Figura R3B). 

Aquests resultats van ser confirmats amb l’observació de morfologies 

apoptòtiques nuclears en cèl·lules tractades amb TNFα (Figura R3C). Com era 

d’esperar, TNFα va induir també activitats caspassa-like en cèl·lules amb nivells 

disminuïts de Bcl-xL, que van ser revertides per l’addició de q-VD OPh al medi de 

cultiu (Figura R3D). Amb l’objectiu de corroborar que la cascada intracel·lular de 
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caspasses s’estava activant, vam exposar cèl·lules HeLa amb Bcl-2 o Bcl-xL 

silenciats (Figura R4A) a l’estímul de TNFα. Mitjançant Western blot, vam 

detectar que després del tractament amb TNFα només les cèl·lules amb nivells 

disminuïts de Bcl-xL exhibien un processament adequat de pro-caspassa-8, pro-

caspassa-9 i pro-caspassa-3, corroborat, a més a més, pel processament de la 

co-xaperona p23. De la mateixa manera, només en aquestes cèl·lules es 

desencadena l’alliberament de citocrom c de la mitocòndria en tractar-les amb 

TNFα (Figura. R4B).  
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Figura R4.  L’apoptosi induïda per TNF α en cèl·lules que tenen silenciada 
l’expressió de Bcl-x L requereix l’activació inicial de caspassa-8. (A, B) Les cèl·lules 
HeLa van ser transfectades amb els siRNAs contra Bcl-2 o Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es 
van obtenir llisats totals de proteïna de cèl·lules sense tractar (−) o tractades (+) amb 
100 ng/mL de TNFα durant 24 h i es van analitzar per Western blot. Es van utilitzar 
anticossos anti-Bcl-xL i anti-Bcl-2 per demostrar la disminució dels nivells proteics. La 
membrana es va tenyir amb naphtol blue per assegurar una càrrega equitativa de les 
proteïnes. (B) Les cèl·lules van ser tractades com en (A) i es van obtenir llisats proteics 
citosòlics. Mitjançant Western blot, es van analitzar el processament de la pro-caspassa-
8, la pro-caspassa-9 i la pro-caspassa-3 en els seus fragments actius, el processament 
de p23 induït per caspasses i l’alliberament del citocrom c al citosol. La membrana es va 
tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (C, D) 
Les cèl·lules HeLa es van transfectar durant 3 dies amb els siRNAs contra Bcl-2, Bcl-xL, 
caspassa-8 o Bcl-xL i caspassa-8 alhora. (C) Es van obtenir llisats totals de proteïna i els 
nivells de Bcl-2, Bcl-xL i pro-caspassa-8 es van analitzar per Western blot. La membrana 
es van tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les 
proteïnes. (D) Les cèl·lules es van tractar (barres negres) o no (barres blanques) amb 
100 ng/mL TNFα i el percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis 
apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. ** P<0.005. 

 

Per tal d’estudiar si la caspassa-8 es requeria com a caspassa iniciadora 

en la mort induïda per TNFα en cèl·lules amb nivells disminuïts de Bcl-xL, es van 

transfectar les cèl·lules HeLa amb el siRNA de Bcl-2, el siRNA de Bcl-xL, el 

siRNA de caspassa-8 o una combinació dels siRNAs de Bcl-xL i caspassa-8 

(Figura R4C). Com es pot veure a la Figura R4D, el siRNA contra caspassa-8 va 

evitar per complet la mort induïda per TNFα en cèl·lules que tenien silenciat Bcl-

xL. El conjunt d’aquests resultats demostra que l’activació de caspassa-8 és 

necessària perquè TNFα promogui la mort cel·lular quan Bcl-xL es troba silenciat.  

 

1.4. La mort induïda per TNF α ocorre encara que NF- κB sigui funcional en 

cèl·lules HeLa on s’han silenciat els nivells d’expressió de Bcl-x L 

 Els resultats anteriors van demostrar que, tant la sobre-expressió del SR-

IκBα (Figura R1), com el silenciament de Bcl-xL, eren capaços de sensibilitzar les 

cèl·lules HeLa a la mort apoptòtica induïda per TNFα. Donat que s’ha descrit que 

Bcl-xL pot modular positivament la via d’NF-κB en cèl·lules de glioblastoma  

(Gabellini, Castellini et al. 2008), ens vam interessar per estudiar si Bcl-xL podia 

estar influenciant l’estat d’activació d’NF-κB promoguda per TNFα en el nostre 

model cel·lular.  
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Figura R5.  La sobre-expressió de Bcl-x L evita la mort induïda per TNF α en cèl·lules 
que sobre-expressen el SR-I κBα. Les cèl·lules HeLa es van transfectar amb un vector 
buit pcDNA3-buit (Neo), amb pcDNA3-SR-IκBα (SR or SR-IκBα) o es van co-transfectar 
amb pcDNA3-SR-IκBα i pcDNA3-Bcl-xL (SR-IκBα/Bcl-xL). (A) Es van obtenir llisats totals 
de proteïna de cèl·lules transfectades (+) o no (-) que van ser analitzats per Western blot 
utilitzant anticossos contra IκBα i Bcl-xL. La membrana es va tenyir amb naphtol blue 
(NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules Neo (barres 
blanques), SR-IκBα (barres negres) o SR-IκBα/Bcl-xL (barres grises) es van deixar 
sense tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL de TNFα durant 24 h. El percentatge 
de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després 
de tenyir-los amb Hoechst 33258. (C) Imatges representatives que mostren la 
morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir les cèl·lules amb Hoechst (fletxes). ** 
P<0.005. 
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D’una banda, la Figura R5B mostra que l’apoptosi induïda per TNFα en 

cèl·lules transfectades amb el SR-IκBα es va evitar completament amb la sobre-

expressió de Bcl-xL (Figura R5A). Aquest fet va ser confirmat amb l’observació 

de morfologies nuclears apoptòtiques en les cèl·lules que havien estat tractades 

amb TNFα (Figura R5C). Com es mostra a la Figura R6B, la translocació nuclear 

de RelA/p65 no es va veure alterada pel tractament amb TNFα, 

independentment del siRNA utilitzat i, per tant, dels nivells proteics de Bcl-xL 

(Figura R6A). A més a més, l’assaig de la luciferassa va demostrar que l’activitat 

d’NF-κB induïda per TNFα no es trobava alterada en les cèl·lules transfectades 

amb els diferents siRNAs (Figura R6C). Finalment, es va analitzar la funció de 

transcripció endògena d’NF-κB a través de l’anàlisi dels nivells de la proteïna 

cIAP2 quan les cèl·lules eren tractades amb TNFα. Tal i com s’esperava, els 

nivells d’expressió de cIAP2 van incrementar en les cèl·lules estimulades amb 

TNFα independentment del siRNA emprat, mentre que els nivells d’expressió de 

ERK, un gen que no es troba sota control d’NF-κB (Pahl 1999), no van ser 

alterats (Figura R6D).  
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Figura R6. El silenciament de Bcl-x L sensibilitza les cèl·lules a la mort induïda per 
TNFα sense afectar l’activitat de NF- κB. Les cèl·lules HeLa van ser transfectades 
sense siRNA (w/o) o amb els siRNAs de Bcl-2 o Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es van obtenir 
llisats totals de proteïna i els nivells d’expressió de Bcl-2 i Bcl-xL es van analitzar per 
Western blot, confirmant l’especificitat dels silenciaments respectius. La membrana es 
va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) 
Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL TNFα 
durant 6 h. Es van realitzar immunofluorescències per detectar la subunitat d’NF-κB 
RelA/p65. Es mostren imatges representatives en baixa i alta magnificació (les fletxes 
indiquen les cèl·lules seleccionades que s’han ampliat). (C) Les cèl·lules es van 
transfectar amb els siRNAs de Bcl-2 o Bcl-xL o no es van transfectar (w/o) durant 3 dies. 
Posteriorment, les cèl·lules es van transfectar de forma transitòria amb un vector 
reportador, que conté una seqüència promotora capaç de ser reconeguda per NF-κB, 
seguit del gen que codifica per la luciferassa. Després de 24 h, les cèl·lules es van 
deixar sense tractar (barres blanques) o van ser tractades (barres negres) amb 100 
ng/mL de TNFα durant 6 h i es va mesurar l’activitat luciferassa en llisats cel·lulars. (D) 
Llisats totals de proteïnes es van obtenir de cèl·lules sense tractar (0 h) o de cèl·lules 
tractades amb 100 ng/mL TNFα durant 24 o 48 h. Els nivells d’expressió de cIAP2 i 
panERK (com a control de càrrega) van ser analitzats per Western blot. 

 

1.5. Bcl-x L i NF-κB exerceixen els seus rols protectors respectius a t ravés 

d’una via intracel·lular compartida 

 Per tal de conèixer la relació entre la citoprotecció regulada per Bcl-xL o 

per NF-κB, els nivells d’expressió de Bcl-xL van ser regulats a la baixa en 

cèl·lules transfectades de forma estable amb el vector buit (Neo) o el SR-IκBα 

(Figura R7A). Com es mostra a les Figures R7B (activitat caspassa) i R7C 

(percentatge de nuclis apoptòtics), el silenciament de Bcl-xL no va comportar un 

increment en l’apoptosi promoguda per TNFα en cèl·lules que sobre-expressen 

el SR-IκBα. A més, la morfologia nuclear apoptòtica observada en front a 

l’estímul citotòxic de TNFα era la mateixa tant en cèl·lules transfectades amb el 

SR-IκBα com en cèl·lules que sobre-expressaven el SR-IκBα i en les quals 

també es va silenciar Bcl-xL (Figura R7D). 
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Figura R7.  El silenciament de Bcl-x L no comporta una major sensibilització en 
front a la citotoxicitat induïda per TNF α en cèl·lules sobre-expressores del SR-
IκBα. Les cèl·lules HeLa es van transfectar de forma estable amb un vector buit pcDNA3 
(Neo) o amb el vector pcDNA3-SR-IκBα (SR or SR-IκBα). Aquestes cèl·lules, Neo o SR-
IκBα, van ser transfectades de nou o no (w/o) durant 3 dies amb els siRNAs contra Bcl-2 
o Bcl-xL. A) Es van obtenir llisats totals proteics i es van analitzar per Western blot 
utilitzant anticossos contra IκBα, Bcl-2 i Bcl-xL. La membrana es va tenyir amb naphtol 
blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules Neo 
(barres blanques) o SR-IκBα (barres negres), transfectades amb els siRNAs contra Bcl-2 
o Bcl-xL o sense (w/o) siRNA, es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 
ng/mL TNFα durant 24 h. Es van obtenir extractes citosòlics i es van mesurar les 
activitats caspassa-3-like utilitzant el reactiu fluorogènic Ac-DEVD-afc. (C) Les cèl·lules 
van ser tractades com en (B) i el percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant 
nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. (D) 
Imatges representatives que mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir 
les cèl·lules amb Hoechst (fletxes). * P<0.01 and ** P<0.005. 

 

1.6. La mort cel·lular induïda per TNF α en cèl·lules RD i DU-145 on Bcl-x L 

s’ha silenciat ocorre malgrat que NF- κB es mantingui funcional  

Els resultats anteriors demostren que Bcl-xL és una proteïna crucial que 

permet la supervivència cel·lular independentment de l’activació de NF-κB en 

cèl·lules HeLa. Per tal de validar que no es tractava d’un efecte restringit a 

aquestes cèl·lules, vam voler corroborar els resultats obtinguts en altres tipus 

cel·lulars com les cèl·lules RD (línia cel·lular derivada de rhabdomiosarcoma 

embrionari humà) i les cèl·lules DU-145 (línia cel·lular de carcinoma de pròstata 

humà). Tant Bcl-xL com Bcl-2 van ser silenciats eficientment en cèl·lules RD 

(Figura R8A). Com es mostra a la Figura R8B, cap dels siRNAs utilitzats va 

impedir la translocació nuclear d’NF-κB després del tractament amb TNFα, tot i 

que el siRNA de Bcl-xL, però no el de Bcl-2, va ser capaç de sensibilitzar les 

cèl·lules a l’acció citotòxica de TNFα (Figures R8C i R8D). Utilitzant les cèl·lules 

DU-145 es van aconseguir les mateixos resultats. Així, en primer lloc, vam 

analitzar, mitjançant Western blot, els nivells de baixada de l’expressió tant de 

Bcl-2 com de Bcl-xL (Figura R8E). En aquest cas, com que vam observar que 

aquestes cèl·lules no expressaven Bcl-2 (Figura R8E), vam utilitzar les cèl·lules 

RD com a control positiu de l’expressió de Bcl-2 (Figura R8E). Aleshores, vam 

detectar que només el siRNA contra Bcl-xL, però no contra Bcl-2, era capaç de 

sensibilitzar les cèl·lules DU-145 a l’apoptosi regulada per TNFα (Figures R8G i 
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R8H). Tal i com ja s’havia observat en les cèl·lules HeLa o RD, el silenciament 

de Bcl-xL no va alterar l’estat d’activació d’NF-κB (Figura R8F).  
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Figura R8.  Les cèl·lules RD i DU-145 esdevenen sensibles a l’apoptosi induïda per 
TNFα quan l’expressió de Bcl-x L es troba silenciada, sense afectar l’activitat de 
NF-κB. (A–D) Les cèl·lules RD van ser transfectades o no (w/o) amb els siRNAs contra 
Bcl-2 o Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna i els nivells 
proteics de Bcl-2 i Bcl-xL es van analitzar per Western blot. La membrana es va tenyir 
amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les 
cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL TNFα durant 6 
h. Es van realitzar immunofluorescències per detectar la subunitat d’NF-κB, RelA/p65. 
Es mostren imatges representatives amb baixa i alta magnificació (les fletxes indiquen 
les cèl·lules seleccionades que s’han ampliat). (C) Les cèl·lules es van deixar sense 
tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL TNFα durant 24 h. El percentatge de mort 
cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de 
tenyir-los amb Hoechst 33258. (D) Imatges representatives que mostren la morfologia 
nuclear apoptòtica després de tenyir les cèl·lules amb Hoechst (fletxes). (E–H) Les 
cèl·lules DU-145 van ser transfectades amb els siRNAs contra Bcl-2 o Bcl-xL o sense 
(w/o) siRNA durant 3 dies. (E) Es van obtenir llisats totals de proteïna i els nivells 
proteics de Bcl-2 i Bcl-xL es van analitzar per Western blot. Les cèl·lules RD sense 
transfectar van ser utilitzades com a control positiu de l’expressió de Bcl-2. La 
membrana es va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de 
les proteïnes. (F) ) Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 
ng/mL TNFα durant 6 h. Es van realitzar immunofluorescències com en (B). (G) Les 
cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL TNFα durant 24 
h. El percentatge de mort cel·lular es va calcular com en (C). (H) Imatges 
representatives que mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir les 
cèl·lules amb Hoechst (fletxes). * P<0.01. 

 

En conjunt, els resultats exposats en aquest primer capítol de la tesi, 

suggereixen que, en primer lloc, Bcl-xL permet la supervivència cel·lular encara 

que NF-κB no sigui funcional i, en segon lloc, que NF-κB no pot exercir el seu 

paper protector si la l’activitat de Bcl-xL es veu alterada. 
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 Els resultats mostrats al capítol I d’aquesta tesi, demostren que el 

silenciament de Bcl-xL causa la sensibilització a la mort cel·lular induïda per 

TNFα i que això es compleix, no només en cèl·lules HeLa, sinó també en 

cèl·lules RD i DU-145. Seguidament, ens vam plantejar estendre els resultats 

obtinguts a un panell de línies més extens, provinents de diferents tipus de 

càncers humans. Com es mostra a la Figura R9, a més a més de les línies 

cel·lulars prèviament analitzades (HeLa, DU-145 i RD), es van escollir cèl·lules 

d’adenocarcinoma epitelial alveolar (A549), de carcinoma colorrectal (HCT116), 

de carcinoma hepatocel·lular (HepG2), d’adenocarcinoma de pàncrees (MIA 

Paca-2), d’adenocarcinoma de pròstata (PC3) i, per últim, cèl·lules derivades de 

glioblastoma multiforme (GBM) (U87MG).  

 

  

En analitzar els nivells d’expressió dels diferents membres anti-apoptòtics 

de la família de Bcl-2 en aquestes cèl·lules, es va veure que existeixen 

diferències en el patró d’expressió d’aquestes proteïnes (Figura R9). Totes les 

línies cel·lulars analitzades expressaven Bcl-xL en major o menor grau. En canvi, 

Bcl-2 no s’expressava en les cèl·lules DU-145, A549, HCT116, HepG2, Panc1 i 

PC3. Bcl-w no s’expressava en les cèl·lules DU-145 i, per últim, Mcl-1 no 

s’expressava en les cèl·lules A549 i HCT116 (Figura R9).  

 

Figura R9.  Patró d’expressió dels 
membres anti-apoptòtics de la 
família de Bcl-2 en un panell de 
línies cel·lulars provinents de 
diferents tipus de càncers humans.  
Es van obtenir llisats de proteïna totals 
de les cèl·lules HeLa, DU-145, RD, 
A549, HCT116, HepG2, MIA Paca-2, 
Panc1, PC3 i U87MG i es van analitzar 
per Western blot amb els anitcossos 
anti-Bcl-xL, anti-Bcl-2, anti-Mcl-1 i anti-
Bcl-w. La membrana es va tenyir amb 
naphtol blue (NB) per comprovar la 
càrrega equitativa de les proteïnes. 
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Figura R10.  Anàlisi de la resposta a la mort induïda per TNF α en diferents línies 
cel·lulars tumorals on l’expressió de Bcl-x L ha estat silenciada.  Les cèl·lules HeLa, 
DU-145, RD, A549, HCT116, HepG2, MIA Paca-2, Panc1, PC3 i U87MG van ser 
transfectades amb un siRNA sense sentit (-) o amb un siRNA contra Bcl-xL (+) durant 3 
dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna i els nivells proteics de Bcl-xL van ser 
analitzats per Western blot en cadascuna de les línies cel·lulars. Les membranes es van 
tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) 
Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 ng/mL TNFα 
durant 24 h. El percentatge de mort cel·lular es va obtenir comptant els nuclis apoptòtics 
respecte els nuclis totals després de la tinció nuclear amb Hoechst. ** P<0.005, *** 
P<0.001 

 

 En primer lloc, vam voler estudiar si les diferents línies cel·lulars eren 

resistents o no a l’acció citotòxica de TNFα. Com es pot observar a la Figura 

R10B, les cèl·lules HCT-116 i les cèl·lules Panc1 van ser sensibles a la mort 

cel·lular induïda per la citoquina de forma basal; mentre que la resta de línies 

cel·lulars van resultar resistents. Seguidament, vam analitzar si les línies 

cel·lulars que eren resistents a l’acció citotòxica de TNFα podien esdevenir 

sensibles mitjançant el silenciament de Bcl-xL. Així, vam observar que les 

cèl·lules MIA Paca-2 i PC3 eren sensibilitzades a la mort induïda per TNFα quan 

l’expressió de Bcl-xL es trobava silenciada; mentre que les cèl·lules A549, HepG2 

i U87MG van mostrar una clara resistència a la mort induïda per la citoquina 

(FiguraR10B i R11). 
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Figura R11 . Anàlisi de la resposta a la mort induïda per TNF α en diferents l ínies 
cel·lulars tumorals on l’expressió de Bcl-x L ha estat silenciada.  Imatges 
representatives corresponents a les mostres de la Figura R10.1A que mostren la 
morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir les cèl·lules amb Hoechst (fletxes). *** 
P<0.001 
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 En conjunt, aquests resultats indiquen que existeixen diversos patrons de 

resposta a l’acció apoptòtica exercida per TNFα. Dels resultats anteriors, el que 

més ens va interessar va ser la resistència que presentaven algunes línies 

cel·lulars a la mort induïda per TNFα, i més especialment quan els nivells 

d’expressió de Bcl-xL es trobaven disminuïts. A partir d’aquí, vam centrar la 

nostra atenció en el model de glioblastoma multiforme (U87MG) principalment 

per dos motius. En primer lloc, de les tres línies resistents a la mort induïda per 

TNFα, les U87MG eren les úniques cèl·lules que expressaven els quatre 

membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2. En segon lloc, i tal i com s’ha 

explicat a la introducció en l’apartat “GBM (Glioblastoma Multiforme) com a 

model tumoral de rellevància”, el GBM és el tumor més comú del sistema nerviós 

central (Adamson, Kanu et al. 2009), classificat com a grau IV degut a la seves 

característiques d’elevada agressivitat i capacitat infiltrativa, que fan que 

actualment encara no existeixi cap teràpia per tractar-lo de forma eficaç.  
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3.1.  Les línies cel·lulars derivades de GBM humà mostren una resistència 

generalitzada en resposta a l’estímul de TNF α, inclòs quan l’expressió de 

Bcl-x L es troba regulada a la baixa 

 Un cop ens vam focalitzar en el GBM com a model d’estudi, vam voler 

analitzar un panell de línies cel·lulars per poder avaluar si expressaven els 

membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 de forma diferencial i si existien 

respostes diferents a la mort induïda per TNFα. Com es pot observar a la Figura 

R12, totes les línies cel·lulars analitzades expressaven les quatre proteïnes anti-

apoptòtiques, exceptuant la línia U373MG, que presentava nivells indetectables 

de Bcl-2.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Seguidament, es va procedir a analitzar la resposta que presentaven 

aquestes cèl·lules en front a la citotoxicitat induïda per TNFα després del 

silenciament de Bcl-xL. Es va observar que Bcl-xL va ser silenciat de forma eficaç 

en totes les línies cel·lulars (Figura R13A). En tractar aquestes cèl·lules amb 

TNFα (Figura R13B), es va poder observar un comportament generalitzat de 

resistència a l’apoptosi induïda per la citoquina, encara que l’expressió de Bcl-xL 

estava silenciada. Les úniques cèl·lules que es van comportar de forma 

diferencial a la resta van ser les LN18, que van resultar ser sensibles de base a 

la mort induïda per la citoquina, independentment de si Bcl-xL es trobava o no 

silenciat (Figura R13B i R14).  

Figura R 12. Patró d’expressió dels 
membres anti-apoptòtics de la 
família de Bcl-2 en un panell de 
línies de GBM.  Es van obtenir llisats 
de proteïna totals de les cèl·lules 
U87MG, A172, LN18, LN229, T98G, 
U251MG i U373MG i es van analitzar 
per Western blot amb els anitcossos 
anti-Bcl-xL, anti-Bcl-2, anti-Mcl-1 i 
anti-Bcl-w. La membrana es va tenyir 
amb naphtol blue (NB) per comprovar 
la càrrega equitativa de les proteïnes. 



138        Resultats     Capítol 3 

 

 

 

 

Figura R13.  Anàlisi de la resposta a l’apoptosi induïda per TNF α en diverses línies 
cel·lulars de GBM humà després del silenciament de Bcl-x L. Les cèl·lules U87MG, 
A172, LN18, LN229, T98G, U251MG i U373MG van ser transfectades amb un siRNA 
sense sentit (-) o amb Bcl-xL siRNA (+) durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de 
proteïna i els nivells proteics de Bcl-xL van ser analitzats per Western blot. Les 
membranes es van tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de 
les proteïnes. (B) Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 100 
ng/mL TNFα durant 24 h. El percentatge de mort cel·lular es va obtenir comptant els 
nuclis apoptòtics respecte els nuclis totals després de la tinció nuclear amb Hoechst 
33258. *** P<0.001 
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Figura R14.  Anàlisi de la resposta a l’apoptosi induïda per TNF α en diverses línies 
cel·lulars de GBM humà quan Bcl-x L es troba silenciat. Imatges representatives 
corresponents a les mostres de la Figura R13B que mostren la morfologia nuclear 
apoptòtica després de la tinció nuclear amb Hoechst (fletxes). *** P<0.001 

 

3.2. Les cèl·lules U87MG són resistents a la mort induïda per via extrínseca  

 Anteriorment havíem observat que les cèl·lules HeLa també 

resultaven sensibles tant a TNFα com a FasL (mitjançant l’ús de l’anticòs 

agonista CH11) o TRAIL quan l’expressió de Bcl-xL estava silenciada (Figura 

Annexa 1). Per això, un cop comprovat que la resistència a TNFα es tractava 

d’un fenomen generalitzat en les línies cel·lulars de GBM emprades, ens vam 

proposar estudiar si aquest fet estava restringit a TNFα o també era així en el 
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cas dels altres inductors dels “receptors de mort”, CH11 i TRAIL. De les línies 

cel·lulars de GBM analitzades, vam triar-ne una de representativa. Les cèl·lules 

LN18 i U373MG van ser descartades perquè les primeres eren sensibles de 

base a TNFα i les segones no expressaven Bcl-2. Finalment, vam escollir les 

U87MG ja que, ens les últimes quatre dècades, han estat el model cel·lular més 

àmpliament utilitzat en l’estudi del GBM (Clark, Homer et al. 2010) i cal destacar 

tant la seva capacitat per formar neuroesferes com la de mimetitzar el 

comportament d’un GBM in vivo (Gunther, Pawlak et al. 2003, Ruggieri, Mangino 

et al. 2012, Aaberg-Jessen, Norregaard et al. 2013).  

 

Figura R15.  L’actinomicina D sensibilitza les cèl·lules U87MG a la mort induïda per 
TNFα, CH11 o TRAIL. Les cèl·lules U87MG van ser tractades amb 100 ng/mL de TNFα, 
50 ng/mL de CH11 (un anticòs agonista de FasL) o 50 ng/mL de TRAIL, amb o sense 
40nM d’actinomicina D (ActD, un inhibidor de la síntesi macromolecular). (A) El 
percentatge de mort cel·lular es va obtenir comptant els nuclis apoptòtics respecte els 
nuclis totals després de la tinció dels mateixos amb Hoechst 33258. (B) Imatges 
representatives que mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir els 
nuclis amb Hoechst (fletxes). *** P<0.001 
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Tal i com s’observa a la Figura R15, les cèl·lules U87MG són resistents a 

la mort induïda per TNFα, CH11 o TRAIL. Per tal de descartar si la resistència 

mostrada per aquestes cèl·lules no era deguda a un defecte intrínsec en la 

transmissió del senyal, vam co-tractar-les amb un inhibidor de la síntesi 

macromolecular, com l’actinomicina D (ActD), ja que ha estat reportat que és 

capaç de sensibilitzar diferents poblacions cel·lulars, en un inici resistents, a la 

mort apoptòtica mitjançada per l’activació dels “receptors de mort” (Gozzelino, 

Sole et al. 2008). L’addició de l’ActD al medi de cultiu ens va permetre observar 

que aquestes cèl·lules podien ser sensibilitzades a la mort induïda per TNFα, 

CH11 o TRAIL (Figura R15A). Com es mostra a la Figura R15B, les cèl·lules 

U87MG no exhibeixen la morfologia apoptòtica clàssica, sinó que presenten 

condensació de la cromatina. Cal esmentar que, segons dades del nostre 

laboratori però que no formen part d’aquesta tesi, la compactació de la cromatina 

en resposta a un estímul de mort (tant de via extrínseca com intrínseca) sense 

fragmentació del nucli, és una característica comuna de totes les línies de GBM. 

 

3.3.  Les cèl·lules U87MG poden ser sensibilitzades a la mort induïda per 

TRAIL quan Bcl-x L, però no Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, es troba silenciat de forma 

específica 

Un cop establert que les cèl·lules podien desencadenar l’apoptosi per via 

extrínseca, vam voler estudiar si el silenciament individual de cadascun dels 

membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 podria sensibilitzar-les a la mort 

induïda per TNFα, CH11 o TRAIL (Figura R16A). En tractar les cèl·lules amb 

diferents concentracions de TNFα, CH11 o TRAIL i analitzar els nivells de 

supervivència mitjançant l’assaig de reducció d’MTT, vam poder observar que 

únicament el silenciament de Bcl-xL, però no el de Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, era 

capaç de sensibilitzar les cèl·lules U87MG a l’acció citotòxica de TRAIL, però no 

a la de TNFα o CH11 (Figura R16B).  
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Figura R16. El silenciament de Bcl-x L, però no el de Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, és capaç 
de sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL de forma 
depenent de la mitocòndria i a CH11 de forma independent de la mitocòndria.  (A-
B) Les cèl·lules U87MG van ser transfectades amb una siRNA sense sentit (Ns) o amb 
els siRNAs contra Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w durant 3 dies. (A) Els llisats totals de 
proteïna van ser obtinguts de cèl·lules transfectades amb els diferents siRNAs. Els 
nivells de proteïna de Bcl-xL, Bcl-2, Bcl-w i Mcl-1, van ser analitzats per Western blot, 
confirmant així els silenciaments específics. La membrana es va tenyir amb naphtol blue 
(NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules es van deixar 
sense tractar (-) o van ser tractades amb 50 o 100 ng/mL de TNFα, 25 o 50 ng/mL de 
CH11 o 25 o 50 ng/mL de TRAIL durant 24 h. El percentatge de supervivència cel·lular 
va ser obtingut amb l’assaig de viabilitat cel·lular de reducció d’MTT. (C) Les cèl·lules 
U87MG van ser transfectades amb el siRNA contra Bcl-xL o un siRNA sense sentit (Ns) 
durant 3 dies. Les cèl·lules van ser deixades sense tractar o tractades amb 100 ng/mL 
de TNFα , 50 ng/mL de CH11 o 50 ng/mL de TRAIL durant 24 h. El percentatge de mort 
cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de 
tenyir-los amb Hoechst 33258. *** P<0.001 

 

 En canvi, mitjançant el recompte de nuclis apotòtics tenyits amb Hoechst 

(Figura R16C), vam observar que el silenciament de Bcl-xL causava la 

sensibilització tant a la mort induïda tant per TRAIL com per CH11, fet que es 

discutirà més endavant. Finalment, per corroborar que únicament el silenciament 

de Bcl-xL, i no el dels altres membres antiapoptòtics, sensibilitzava les cèl·lules 

U87MG a la mort induïda per TRAIL, vam silenciar l’expressió de cadascun d’ells 

(Figura R17). En fer-ho, vam observar que un 28,08 % de cèl·lules transfectades 

amb el siRNA de Bcl-xL i tractades amb TRAIL, van mostrar morfologies nuclears 

apoptòtiques i, en canvi, això no va ser així quan es van silenciar els altres 

membres anti-apoptòtics. (Figura R17A). A més a més, aquest resultat va 

correlacionar amb que només en el cas del silenciament de l’expressió de Bcl-xL, 

un 27,23 % de cèl·lules van ser permeables a la tinció amb Iodur de propidi 

després del tractament amb TRAIL (Figura R17B). 
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Figura R17 El silenciament de Bcl-x L, però no el de Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, és capaç 
de sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL.  Les cèl·lules 
U87MG van ser transfectades amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb els siRNAs contra 
Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2, Bcl-w o durant 3 dies. (A-B) Les cèl·lules van ser deixades sense 
tractar o tractades amb 50 ng/mL de TRAIL durant 24 h. El percentatge de mort va ser 
obtingut comptant els nuclis apoptòtics respecte els nuclis totals després de la tinció 
nuclear amb Hoechst 33258 (A) o bé a través del recompte de cèl·lules marcades amb 
iodur de propidi (PI) (B). Els llisats totals de proteïna són els mateixos que els de la 
Figura R16A. *** P<0.001  

 

3.4. La mort cel·lular induïda per TRAIL quan Bcl-x L està silenciat és 

depenent de caspasses  

Una vegada corroborat que la regulació a la baixa de Bcl-xL era capaç de 

sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL, vam voler estudiar 

els mecanismes pels quals aquestes cèl·lules estaven morint. En primer lloc, es 

van disminuir els nivells proteics de Bcl-xL (Figura R18A). A més, es va observar 

que el tractament amb TRAIL no alterava l’expressió de Bcl-xL en les cèl·lules 

transfectades amb el siRNA sense sentit (Figura R18A). En tractar les cèl·lules 

que tenien Bcl-xL silenciat amb TRAIL, vam poder observar que, només el co-

tractament amb q-VD-OPh, però no amb necrostatina-1, va prevenir la mort 

cel·lular, indicant que s’havia d’estar activant un procés de mort cel·lular 

depenent de caspasses (Figura R18B i R18C). Aquests resultats van ser 

analitzats mitjançant el recompte del percentatge de nuclis apoptòtics tenyits 

amb Hoechst (Figura R18B) i comptant les cèl·lules permeables al colorant blau 

de tripà (Figura R18C).  
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3.5. La caspassa-8 és requerida com a caspassa inici adora a l’hora de 

promoure la mort induïda per TRAIL quan l’expressió de Bcl-x L està 

silenciada 

 Per tal d’estudiar si la mort induïda per TRAIL quan l’expressió de Bcl-xL 

estava silenciada requeria la caspassa-8 com a caspassa iniciadora, vam 

transfectar les cèl·lules U87MG amb un siRNA sense sentit, el siRNA de Bcl-xL, 

el siRNA de caspassa-8 o una combinació dels siRNAs de Bcl-xL i caspassa-8 

Figura R18. La mort cel·lular induïda per T RAIL en cèl·lules amb Bcl -xL silenciat és 
depenent de caspasses.  Les cèl·lules U87MG van ser transfectades amb el siRNA contra 
Bcl-xL o amb un siRNA sense sentit (Ns) durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de 
proteïna de cèl·lules transfectades amb els siRNAs i que havien estat tractades amb 50 
ng/mL de TRAIL (+) o no tractades (-). Els llisats van ser analitzats per Western blot 
utilitzant l’anticòs anti-Bcl-xL per comprovar la correcta disminució de la proteïna. La 
membrana es va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les 
proteïnes. (B-C) Les cèl·lules transfectades amb Ns siRNA (barres blanques) o amb Bcl-xL 
siRNA (barres negres), van ser tractades amb 50 ng/mL de TRAIL i / o 10 µM de 
necrostatina-1 (Nec-1) o 20 µM de q-VD-OPh (QVD) durant 24 h (+) o es van deixar sense 
tractar (−). El percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics 
respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258 (C) o bé amb el recompte 
de cèl·lules positives per Tripan-blue. * P<0.01, ** P<0.005, *** P<0.001 
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(Figura R19A). Com es pot veure a la Figura R19B i R19C, el siRNA de 

caspassa-8 va revertir per complert la mort induïda per TRAIL en cèl·lules que 

tenien silenciat Bcl-xL. Aquests resultats indiquen que el silenciament de Bcl-xL 

sensibilitza les cèl·lules a l’apoptosi induïda per TRAIL de forma depenent de 

caspassa-8.  

 

Figura R19.  L’apoptosi induïda per TRAIL en cèl·lules que tenen silenciada 
l’expressió de Bcl-x L requereix la caspassa-8. Les cèl·lules U87MG es van transfectar 
durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb els siRNAs contra Bcl-xL, 
caspassa-8 o la combinació dels siRNAs contra Bcl-xL i caspassa-8. (A) Es van obtenir 
llisats totals de proteïna de les cèl·lules transfectades (+) o no (-) amb cadascun dels 
siRNAs i els nivells de proteïna de Bcl-xL i de pro-caspassa-8 es van analitzar per 
Western blot. (B) Les cèl·lules es van tractar (barres negres) o no (barres blanques) amb 
50 ng/mL de TRAIL durant 24 h i el percentatge de mort cel·lular va ser calculat 
comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 
33258. (C) Imatges representatives de la tinció nuclear amb Hoechst. *** P<0.001. 
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Per tal d’analitzar si altres caspasses, a més a més de caspassa-8, també 

s’estaven activant, es va silenciar l’expressió de Bcl-xL en cèl·lules U87MG 

(Figura R20A) i es va realitzar un curs temporal de tractaments amb TRAIL 

durant 6, 12 i 24 h (Figura R20B). Així, es van poder observar els processaments 

de les pro-caspasses-8, -9 i -3 en els seus fragments actius a partir de les 6 h, 

que es van mantenir fins les 24 h (Figura R20B). Això va ser consistent amb la 

sortida de la mitocòndria d’Smac / DIABLO i de citocrom c, observada en els tres 

temps analitzats (Figura R20C).  

 

Figura R20.  L’apoptosi induïda per TRAIL en les cèl·lules U87MG transfectades 
amb el siRNA contra Bcl-x L provoca l’activació de la maquinària apoptòtica. Les 
cèl·lules U87MG van ser transfectades amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el siRNA 
contra Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna de cèl·lules 
transfectades amb els siRNAs que van ser analitzats per Western blot utilitzant l’anticòs 
anti-Bcl-xL per comprovar la disminució dels nivells de proteïna. La membrana es va 
tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B-C) 
Les cèl·lules transfectades es van deixar sense tractar (0) o van ser tractades amb 50 
ng/mL de TRAIL durant 6, 12 o 24 h i es van obtenir llisats citosòlics. El processament 
de la pro-caspassa-8, la pro-caspassa-9 i la pro-caspassa-3 en els seus fragments 
actius (B), així com l’alliberament del citocrom c i d’Smac / DIABLO de la mitocòndria 
(C), van ser analitzats mitjançant Western blot. La membrana es van tenyir amb naphtol 
blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. 
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Aquests resultats indiquen que quan els nivells d’expressió de Bcl-xL es 

troben disminuïts, TRAIL indueix l’apoptosi a través de la via intrínseca, 

involucrant a la mitocòndria i permetent l’activació de les caspasses iniciadores, 

l’alliberament de citocrom c i d’Smac / DIABLO, l’activació de les caspasses 

executores i, finalment, l’execució del procés apoptòtic.  

 

3.6. El silenciament d’Smac / DIABLO és suficient per revertir la mort 

induïda per TRAIL quan l’expressió de Bcl-x L està regulada a la baixa 

Donat que els nostres resultats indicaven que la mort induïda per TRAIL 

quan Bcl-xL estava silenciat era una mort que implicava l’alliberació dels factors 

pro-apoptogènics de la mitocòndria, citocrom c i Smac / DIABLO (Figura R20B), 

vam voler estudiar si la inhibició d’alguna d’aquestes molècules, podria evitar el 

procés apoptòtic.  
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Figura R21.  L’apoptosi induïda per TRAIL en cèl·lules U87MG que tenen silenciada 
l’expressió de Bcl-x L és rescatada pel silenciament d’Smac / DIABLO. Les cèl·lules 
U87MG es van transfectar durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb els 
siRNAs contra Bcl-xL, Smac / DIABLO o la combinació dels siRNAs contra Bcl-xL i Smac 
/ DIABLO. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna de les diferents cèl·lules, 
transfectades (+) o no (-), amb cadascun dels siRNAs i els nivells de proteïna de Bcl-xL i 
Smac / DIABLO es van analitzar per Western blot. La membrana es va tenyir amb 
naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de les proteïnes. (B-C) Les 
cèl·lules es van tractar (barres negres) o no (barres blanques) amb 50 ng/mL de TRAIL 
durant 24 h i el percentatge de mort cel·lular va ser obtingut comptant les cèl·lules 
tenyides amb iodur de propidi respecte les totals (B) o bé comptant nuclis apoptòtics 
respecte nuclis totals tenyits amb Hoechst 33258 (C). (D) Imatges representatives de la 
morfologia apoptòtica després de la tinció nuclear amb Hoechst (fletxes). *** P<0.001. 

 

Així doncs, les cèl·lules U87MG es van transfectar amb un siRNA sense 

sentit, el siRNA de Bcl-xL, el siRNA de Smac / DIABLO o una combinació dels 

siRNAs de Bcl-xL i Smac / DIABLO (Figura R21A). Com es pot veure a les 

Figures R21B, R21C i R21D, les cèl·lules en les que es van silenciar tant els 

nivells proteics de Bc-xL com els d’Smac / DIABLO, es van tornar de nou 

resistents a l’acció citotòxica de TRAIL. Aquests resultats suggereixen que quan 

Bcl-xL és funcional, aquest manté Smac / DIABLO dins la mitocòndria i evita que 

s’alliberi al citosol. 

Tal i com s’ha descrit a la Introducció, la funció principal d’Smac / DIABLO 

és la d’inhibir a les IAPs per tal de permetre l’activació de les caspasses i 

l’execució de l’apoptosi. D’aquestes, XIAP és l’únic membre de la família de les 

IAPs que es considera un inhibidor veritable de les caspases (Eckelman, 

Salvesen et al. 2006). Per aquest motiu, ens vam preguntar si el silenciament de 

l’expressió de XIAP podria revertir l’efecte protector promogut pel siRNA d’Smac 

/ DIABLO en cèl·lules que tenien Bcl-xL silenciat. Però, tal i com es mostra a la 

Figura R22, el silenciament de XIAP no va provocar cap efecte en les cèl·lules 

que tenien alhora silenciades tant l’expressió de Bcl-xL com la d’Smac / DIABLO.  
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Figura R22.  El silenciament de XIAP no és suficient per revertir els efectes de 
protecció causats pel siRNA contra Smac / DIABLO en cèl·lules U87MG que tenen 
l’expressió de Bcl-x L silenciada i han estat estimulades amb TRAIL. Les cèl·lules 
U87MG van ser transfectades (+) o no (-) amb un siRNA sense sentit (Ns), amb els 
siRNAs contra Bcl-xL, Smac / DIABLO, XIAP, co-transfectades amb els siRNAs contra 
Bcl-xL i Smac / DIABLO o co-transfectades amb els siRNAs contra Bcl-xL, Smac / 
DIABLO i XIAP durant 3 dies. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna i els nivells 
proteics de Bcl-xL, Smac / DIABLO i XIAP van ser analitzats per Western blot. La 
membrana es va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega equitativa de 
les proteïnes. (B) Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades amb 50 
ng/mL de TRAIL durant 24 h. El percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant 
nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. (C) 
Imatges representatives que mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir 
els nuclis amb Hoechst (fletxes). *** P<0.001 

 

Com que els nostres resultats indicaven que Bcl-xL estava regulant 

l’alliberament d’Smac / DIABLO, vam voler aprofundir en aquest fet i estudiar 

quines alteracions bioquímiques es produïen en l’activació del mecanisme 

apoptòtic en abscència tant de Bcl-xL com d’Smac / DIABLO. Per fer-ho, les 

cèl·lules U87MG es van transfectar amb un siRNA sense sentit, el siRNA de Bcl-

xL, el siRNA de Smac / DIABLO o una combinació dels siRNAs de Bcl-xL i Smac / 

DIABLO (Figura R23A). El tractament durant 6 h amb TRAIL va promoure el 

processament de caspassa-8 i caspassa-9 en els seus fragments actius, tant en 

les cèl·lules que tenien disminuïda l’expressió de Bcl-xL, com en les que tenien 

alhora silenciades l’expressió Bcl-xL i d’Smac / DIABLO (Figura R23B). No 

obstant, es va observar una inversió en el patró de bandes d’activació de 
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caspassa-9: el fragment que presentava més intensitat quan l’expressió de Bcl-xL 

es trobava silenciada va ser p35, mentre que quan es va silenciar alhora Bcl-xL i 

Smac / DIABLO va ser el fragment p37 (Figura R23B). En el cas de caspassa-3, 

el processament que es va produir quan Bcl-xL estava regulat a la baixa va ser 

diferent al que s’observava quan els nivells d’expressió de Bcl-xL i Smac / 

DIABLO van ser silenciats alhora. Així, la disminució de l’expressió de Bcl-xL va 

promoure la proteòlisi dels dos fragments actius de caspassa-3, p17 i p19. En 

canvi, el fragment p17 no es va observar quan, a part de Bcl-xL, Smac / DIABLO 

també es trobava silenciat (Figura R23B). Per útilm, el fragment actiu de les 

caspasses-6 i -7 es va observar tant després del silenciament de Bcl-xL com del 

co-silenciament de Bcl-xL i d’Smac / DIABLO. Cal esmentar que TRAIL va ser 

capaç de produir una activació parcial de caspassa-8 i caspassa-9 en els seus 

fragments actius, així com una pre-activació de la caspassa-3 en el seu fragment 

p20 fins i tot en les cèl·lules transfectades amb un siRNA sense sentit (Figura 

R23B). Els resultats anteriors van ser corroborats amb l’observació de l’aparició 

dels fragments proteolítics d’alguns dels substrats de les caspasses (Figura 

21C). Així, quan l’expressió de Bcl-xL es trobava silenciada, TRAIL va induïr el 

processament de la Fodrina en el seu fragment p120, proteolitzat específicament 

per caspassa-3 (Janicke, Ng et al. 1998).  
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Figura R23.  El silenciament d’Smac / DIABLO rescata la mort induïda per TRAIL en 
cèl·lules que tenen silenciada l’expressió de Bcl-x L, malgrat que el citocrom c es 
troba alliberat al citosol i les caspasses es troben activades. Les cèl·lules U87MG 
es van transfectar durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o els siRNAs contra 
Bcl-xL o Smac / DIABLO o co-transfectades amb els siRNAs contra Bcl-xL i Smac / 
DIABLO. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna de les cèl·lules transfectades (+) o 
no (-) amb cadascun dels siRNAs i els nivells de proteïna de Bcl-xL i Smac / DIABLO es 
van analitzar per Western blot. (B-D) Les cèl·lules es van tractar (+) o no (-) amb 50 
ng/mL de TRAIL durant 6 h i es van obtenir extractes citosòlics. Els processaments de 
les pro-caspasses-8, -9, -3, -6 i -7 en els seus fragments actius (B), així com els 
processaments de Fodrina i p23 produïts per caspasses (C), i l’alliberament del citocrom 
c i Smac / DIABLO de la mitocòndria (D), es van analitzar mitjançant Western blot. (B-D) 
Les membranes es van tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la càrrega 
equitativa de les proteïnes. 
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En canvi, en silenciar Bcl-xL i Smac / DIABLO alhora, l’aparició del 

fragment p120 es va veure reduïda, podent-se observar la Fodrina en la seva 

forma sense processar, de 240 kDa. De la mateixa manera, quan només es van 

disminuir els nivells d’expressió de Bcl-xL es va observar la proteòlisi de la co-

xaperona p23 en el seu fragment actiu produït específicament per caspassa-7 

(Janicke, Ng et al. 1998). En canvi, quan es van silenciar alhora Bcl-xL i Smac / 

DIABLO, es va observar que el processament de p23 es trobava 

significativament reduït, tant per la disminució en la intensitat del fragment 

proteolitzat per caspassa-7, com per la recuperació dels nivells p23 (Figura 

R23C). D’altra banda, també es van observar nivells comparables de citocrom c 

en el citosol quan es va silenciar l’expressió Bcl-xL i quan es van silenciar alhora 

Bcl-xL i Smac / DIABLO, fet que es correlaciona amb l’activació de caspasses 

observada en les dues condicions (Figura 21D). 

 En conjunt, aquests resultats suggereixen que, tot i que el silenciament de 

Bcl-xL i el tractament amb TRAIL provoca que el citocrom c pugui ser alliberat de 

la mitocòndria cap al citosol independentment que Smac / DIABLO estigui o no 

silenciat, el grau d’activació de les caspasses no seria suficient per sensibilitzar 

les cèl·lules a l’apoptosi induïda per la citoquina. 
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Caracterització de l’efecte citotòxic  

dels BH3-mimetics i del seu potencial 

sensibilitzador a la mort cel·lular induïda 

per TRAIL en cèl·lules U87MG 
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 El conjunt de resultats del capítol III d’aquesta tesi, ens va indicar que, en 

les cèl·lules U87MG, el silenciament específic de Bcl-xL sensibilitzava de forma 

específica a la mort induïda per via extrínseca a través del receptor de TRAIL. La 

metodologia en la qual es van basar els nostres experiments va ser el 

silenciament dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 per mitjà de la 

transfecció de siRNAs específics. Cal tenir en compte, però, les limitacions 

terapèutiques en l’ús de siRNAs ja que encara no és possible alliberar-los 

específicament a les cèl·lules tumorals, tot i que s’està investigant en aquest 

sentit (revisat en (Devi 2006, Seth, Johns et al. 2012)). En canvi, existeix una 

estratègia terapèutica relacionada amb la inhibició dels membres anti-apoptòtics 

de la família de Bcl-2 per mitjà de l’ús dels BH3-mimetics (veure apartat “Les 

proteïnes de la família de Bcl-2 com a dianes terapèutiques per al tractament de 

càncer” de la introducció) (Marzo and Naval 2008, Frenzel, Grespi et al. 2009). 

Donat que els nostres resultats indicaven que la inhibició de Bcl-xL era una bona 

estratègia per a sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL, 

vam voler analitzar si substituint l’ús dels siRNAs pel d’inhibidors capaços de 

neutralitzar l’acció dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2, era 

possible aconseguir l’efecte de sensibilització a la mort induïda per TRAIL 

obtinguda amb el siRNA contra Bcl-xL. En el nostre paradigma, la millor 

aproximació seria la utilització d’un BH3-mimetic que neutralitzés específicament 

a Bcl-xL. No obstant, encara no s’ha descrit cap BH3-mimetic que inhibeixi 

només a un membre anti-apoptòtic de la família de Bcl-2.   

Vam decidir utilitzar diferents BH3-mimetics: ABT-737, Gossypol, GX15 / 

Obatoclax i TW-37, els quals han estat descrits a la introducció. El primer que 

varem voler avaluar va ser, d’una banda, la resposta citotòxica basal que induïen 

aquests agents en cèl·lules U87MG i, de l’altra, si els BH3-mimetics eren 

capaços de sensibilitzar-les a la mort induïda per TRAIL. Es van realitzar curves 

de dosi-resposta per cadascun dels quatre compostos en presència o no de 

TRAIL (Figura R24) i vam poder observar diferents patrons de resposta per cada 

compost.    
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Figura R24.  Els BH3-mimetics  poden sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort 
induïda per TRAIL.  Les cèl·lules es van tractar (barres negres) o no (barres blanques) 
amb 50 ng/mL de TRAIL juntament amb diferents concentracions de ABT-737 (A), 
Gossypol (B), GX15 / Obatoclax (C) i TW-37 (D), i el percentatge de mort cel·lular va ser 
calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb 
Hoechst 33258 (A-D). **P<0.005, ***P<0.001 

 

 En primer lloc, ABT-737, les dianes del qual són Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w però 

no Mcl-1 (Oltersdorf, Elmore et al. 2005, van Delft, Wei et al. 2006), produïa més 

d’un 20 % de mortalitat per si sol a partir de 0,8 µM i es va observar 

sensibilització a TRAIL en tractar les cèl·lules amb les concentracions de 6 i 12 

µM (Figura R24A). En segon lloc, el Gossypol (Figura R24B), que inhibeix a Bcl-

2, Bcl-xL i Mcl-1 però no a Bcl-w (Vogler, Dinsdale et al. 2009), vam observar que 

era tòxic per si sol a partir d’una concentració de 40 µM (on produïa 

aproximadament un 40 % de mort cel·lular) i que les concentracions entre 30 i 50 

µM podien sensibilitzar a la mort induïda per TRAIL. En tercer lloc, GX15 / 

Obatoclax, que és capaç d’inhibir els cinc membres anti-apoptòtics de la família 

de Bcl-2, però amb una afinitat baixa (Zhai, Jin et al. 2006), va ser citotòxic per si 

sol a partir de 25 µM (produint aproximadament un 35 % de mort) i va ser capaç 

de sensibilitzar a l’apoptosi induïda per TRAIL a partir de 0,75 µM (Figura R24C). 

En quart i últim lloc, TW-37, que inhibeix a Bcl-2, Bcl-xL i Mcl-1 però no a Bcl-w 

(Verhaegen, Bauer et al. 2006, Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006), varem 

veure que no induïa mort de forma basal (en la Figura R24B es mostra fins a una 

concentració de 25 µM però cal dir que al laboratori es va avaluar fins als 100 µM 

sense obtenir percentatges de mort superiors al 5 %). En canvi, vam detectar 

que entre 1,5 i 25 µM, TW-37 era capaç de sensibilitzar a l’estímul de TRAIL 

(Figura R24D). En conjunt, els nostres resultats mostren que tots els inhibidors 

tenen la capacitat de poder sensibilitzar a l’apoptosi induïda per TRAIL amb més 

o menys mesura. Amb l’objectiu de caracteritzar el mecanisme pel qual les 

cèl·lules morien en presència d’aquests inhibidors i, tenint en compte els 

resultats obtinguts en els experiments anteriors on vam observar que el 

silenciament d’Smac / DIABLO podia revertir la mort induïda per TRAIL quan Bcl-

xL estava silenciat, ens vam interessar en comprovar si Smac / DIABLO també 

podia estar jugant un paper important en la mort induïda pels BH3-mimetics. Per 

fer-ho, vam escollir dues concentracions de cada BH3-mimetic que 
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sensibilitzessin a la mort induïda per TRAIL. En primer lloc, vam comprovar que 

el silenciament d’Smac / DIABLO (Figura R25A) no comportava toxicitat ni 

sensibilitzava a l’apoptosi induïda per TRAIL (Figura R25B-C). 

 

Figura R25.  El silenciament d’Smac / DIABLO no te efectes sobre la viabilitat de 
les cèl·lules U87MG quan aquestes són estimulades amb TRAIL. Les cèl·lules 
U87MG es van transfectar durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el 
siRNA contra Smac / DIABLO. (A) Es van obtenir llisats totals de proteïna de les 
cèl·lules transfectades  amb cadascun dels siRNAs i els nivells de proteïna d’Smac / 
DIABLO es van analitzar per Western blot. (B) Les cèl·lules es van tractar (barres 
negres) o no (barres blanques) amb 50 ng/mL de TRAIL i el percentatge de mort 
cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de 
tenyir-los amb Hoechst 33258. (C) Imatges representatives de la tinció nuclear amb 
Hoechst. 

 

 En analitzar l’efecte de la transfecció del siRNA d’Smac / DIABLO en la 

mort induïda per TW-37 més TRAIL, vam observar que la disminució de 

l’expressió d’Smac / DIABLO no va ser capaç de revertir l’apoptosi induïda per la 

combinació d’aquests. (Figura R26).  
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Figura R26.  El silenciament d’Smac / DIABLO no reverteix la citotoxicitat induïda 
pel co-tractament de TW-37 i TRAIL. Les cèl·lules U87MG es van transfectar durant 3 
dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el siRNA contra Smac / DIABLO. (A) Les 
cèl·lules es van tractar amb 5 o 25 µM TW-37 amb (barres negres) o sense (barres 
blanques) 50 ng/mL de TRAIL i el percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant 
nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. (B) 
Imatges representatives de la tinció nuclear amb Hoechst. 

 

  En el cas de Gossypol, vam observar que la disminució de l’expressió 

d’Smac / DIABLO rescatava la mort induïda per Gossypol a la concentració de 

50 µM (Figura R26). No obstant, el percentatge de mort induïda pel co-

tractament amb TRAIL i Gossypol no va ser reduït per la presència del siRNA 

d’Smac / DIABLO (Figura R27). 
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Figura R27.  El silenciament d’Smac / DIABLO reverteix la citotoxicitat induïda per 
Gossypol però no la induïda per la combinació de Gossypol i TRAIL. Les cèl·lules 
U87MG es van transfectar durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el 
siRNA contra Smac / DIABLO. (A) Les cèl·lules es van tractar amb 30 o 50 µM Gossypol 
amb (barres negres) o sense (barres blanques) 50 ng/mL de TRAIL i el percentatge de 
mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de 
tenyir-los amb Hoechst 33258. (B) Imatges representatives de la tinció nuclear amb 
Hoechst. ** P<0.005  

 

  En el cas de GX15 / Obatoclax, i de forma similar al Gossypol, el 

silenciament d’Smac / DIABLO va revertir de forma significativa la mort basal 

induïda pel BH3-mimetic a la concentració de 25 µM, però no va ser així en el 

cas de la mort cel·lular induïda pel co-tractament de TRAIL i GX15 / Obatoclax 

en cap de les dues concentracions testades. 
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Figura R28.  El silenciament d’Smac / DIABLO és capaç de revertir la citotoxicitat 
basal induïda per GX15 / Obatoclax però no la mort cel·lular induïda pel co-
tractament de GX15 / Obatoclax i TRAIL. Les cèl·lules U87MG es van transfectar 
durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el siRNA contra Smac / DIABLO. 
(A) Les cèl·lules es van tractar amb 2,5 o 25 µM GX15 / Obatoclax amb (barres negres) 
o sense (barres blanques) 50 ng/mL de TRAIL i el percentatge de mort cel·lular va ser 
calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb 
Hoechst 33258. (B) Imatges representatives de la tinció nuclear amb Hoechst. ** 
P<0.005 

 

  D’altra banda, els resultats observats en tractar les cèl·lules amb ABT-737, 

amb o sense TRAIL, van resultar interessants ja que la citotoxicitat induïda pel 

tractament cel·lular amb ABT-737 va ser revertida quan els nivells d’expressió 

d’Smac / DIABLO estaven regulats a la baixa (Figura R29). A més a més, en co-

tractar les cèl·lules amb ABT-737 i TRAIL, també vam observar que el 

silenciament d’Smac / DIABLO va revertir parcialment aquest efecte tòxic (Figura 

R29).  
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Figura R29.  El silenciament d’Smac / DIABLO reverteix la citotoxicitat induïda tant 
per ABT-737 com pel co-tractament d’ABT-737 i TRAIL. Les cèl·lules U87MG es van 
transfectar durant 3 dies amb un siRNA sense sentit (Ns) o amb el siRNA contra Smac / 
DIABLO. (A) Les cèl·lules es van tractar amb 6 o 12 µM d’ABT-737 amb (barres negres) 
o sense (barres blanques) 50 ng/mL de TRAIL i el percentatge de mort cel·lular va ser 
calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis totals després de tenyir-los amb 
Hoechst 33258. (B) Imatges representatives de la tinció nuclear amb Hoechst. ** 
P<0.005, *** P<0.001 

 

En conjunt, els nostres resultats suggereixen que Smac / DIABLO és una 

proteïna clau per al control de la citotoxicitat induïda per aquests inhibidors de 

forma basal. En canvi, i de forma sorprenent, els resultats demostren que l’acció 

citotòxica de TRAIL en presència d’un BH3-mimetic és independent d’Smac / 

DIABLO. 
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Figura Annexa 1. El silenciament de Bcl-x L sensibilitza les cèl·lules HeLa a la mort 
induïda per TNF α, CH11 o TRAIL. Les cèl·lules HeLa van ser transfectades sense 
(w/o) siRNA, o amb el siRNAs contra Bcl-2 o Bcl-xL durant 3 dies. (A) Es van obtenir 
llisats totals de proteïna i els nivells proteics de Bcl-2 i Bcl-xL van ser analitzats per 
Western blot. La membrana es va tenyir amb naphtol blue (NB) per comprovar la 
càrrega equitativa de les proteïnes. (B) Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van 
ser tractades amb 100 ng/mL TNFα, 50 ng/mL de CH11 o 50 ng/mL de TRAIL durant 24 
h. El percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte 
nuclis totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. (C) Imatges representatives que 
mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir els nuclis amb Hoechst 
(fletxes). ** P<0.005 
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Figura Annexa 2. L’actinomicina D sensibilitza les cèl·lules HeLa a la mort induïda 
per TNFα, CH11 o TRAIL. Les cèl·lules es van deixar sense tractar o van ser tractades 
amb 100 ng/mL de TNFα, 50 ng/mL de CH11 o 50 ng/mL de TRAIL durant 24 h. (A) El 
percentatge de mort cel·lular va ser calculat comptant nuclis apoptòtics respecte nuclis 
totals després de tenyir-los amb Hoechst 33258. (B) Imatges representatives que 
mostren la morfologia nuclear apoptòtica després de tenyir els nuclis amb Hoechst 
(fletxes). ** P<0.005, *** P<0.001 
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1. El silenciament de Bcl-x L sensibilitza les cèl·lules a l’apoptosi induïda per 

TNFα malgrat que NF- κB s’activi correctament en cèl·lules HeLa, RD i DU-

145 

 En la primera part de resultats d’aquesta tesi, realitzada preferentment en 

cèl·lules HeLa, mostrem que tant la sobre-expressió d’un súper-repressor de NF-

κB (SR-IκBα) com el silenciament específic de Bcl-xL, però no el de Mcl-1, Bcl-2 

o Bcl-w, és suficient per sensibilitzar les cèl·lules a la citotoxicitat induïda per 

TNFα. A més a més, el silenciament de Bcl-xL no afecta a l’activació de NF-κB. 

Això indica que l’activació de NF-κB induïda per TNFα no és suficient per 

rescatar de l’apoptosi les cèl·lules amb Bcl-xL silenciat. Resulta interessant, que 

el silenciament de Bcl-xL en cèl·lules que sobre-expressen el SR-IκBα no te 

efectes de sensibilització additius a la mort induïda per TNFα. Globalment, els 

resultats obtinguts suggereixen que, tot i que NF-κB s’activi correctament, les 

cèl·lules exposades a TNFα moriran si Bcl-xL no és funcional. 

 Alguns càncers, tenen la capacitat de secretar TNFα, actuant com una 

senyal de supervivència autocrina depenent d’NF-κB. NF-κB promou l’expressió 

de molècules anti-apoptòtiques, com les cIAPs, que normalment són requerides 

per mantenir la viabilitat de les cèl·lules cancerígenes en un ambient 

extracel·lular on TNFα és secretat (Petersen, Wang et al. 2007). Tot i així, NF-κB 

és un factor de transcripció pleiotròpic que s’activa, no només en cèl·lules 

tumorals, sinó també en resposta a l’estrès cel·lular tant fisiològic (com la 

selecció de cèl·lules T o la regeneració del fetge), com patològic (com a defensa 

contra infeccions virals o bacterianes) (Pahl 1999). A més, NF-κB juga un paper 

central en la resposta immune, activant diferents tipus de macròfags, que són un 

component essencial de la inflamació causada per la infiltració observada en la 

majoria dels tumors sòlids (Aggarwal and Sung 2011). Per aquest motiu, la 

inhibició no selectiva d’NF-κB podria promoure efectes nocius sobre l’organisme. 

Una aproximació prometedora seria la inhibició selectiva d’NF-κB en les cèl·lules 

tumorals sense afectar a les cèl·lules sanes, no tumorals. Malauradament, 

encarà no s’ha reportat la manera de fer-ho (Aggarwal and Sung 2011). A més a 

més, s’ha descrit que molts dels fàrmacs que s’utilitzen actualment per tractar 

pacients de càncer també activen a NF-κB i es creu que la seva activació 

crònica, induïda pels agents quimioterapèutics, és un efecte secundari associat a 
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quimioresistència (Bharti and Aggarwal 2002). Per aquests motius, és de gran 

interès desenvolupar estratègies terapèutiques alternatives. En aquest sentit, 

recentment s’ha posat de manifest el valor de les molècules mimètiques d’Smac 

(Smac mimetics) com a inductors i/o sensibilitzadors de mort en tumors que 

secreten TNFα. Tot i així, la seva efectivitat depèn de l’expressió endògena de 

les cIAPs, principalment cIAP2 (Petersen, Peyton et al. 2010). D’altra banda, la 

seva efectivitat també hauria d’estar relacionada amb la dependència individual 

de cada població cel·lular, activant NF-κB per sobreviure a TNFα. De fet, un 

percentatge significant de cèl·lules cancerígenes són capaces de presentar 

respostes anti-apoptòtiques en front dels Smac mimetics (Varfolomeev, 

Blankenship et al. 2007) i, fins i tot, algunes cèl·lules tumorals poden sobreviure 

en presència d’Smac mimetics i TNFα (Petersen, Wang et al. 2007). Per tal 

d’explicar aquest fet, recentment s’ha postulat que les senyals de supervivència 

induïdes per TNFα a través de l’activació persistent d’NF-κB podrien fer virar les 

cèl·lules cap a un fenotip més resistent. Això és basa en el fet que els Smac 

mimetics no impedeixen l’activació de la via d’NF-κB i, per això, cIAP-2 continua 

estant regulat a l’alça de forma primerenca (Petersen, Peyton et al. 2010). De la 

mateixa manera, els nostres resultats mostren que el silenciament específic de 

Bcl-xL no impedeix la traducció de novo de c-IAP2, la qual cosa indica, d’una 

banda, que la funció transcripcional d’NF-κB no està alterada i, de l’altra, que 

l’activació d’NF-κB  induïda per TNFα no és suficient per rescatar de la mort 

apoptòtica les cèl·lules que tenen Bcl-xL silenciat. En efecte, l’apoptosi induïda 

per TNFα ocorre sempre i quan la funció anti-apoptòtica de Bcl-xL estigui 

compromesa, perquè, per exemple, els seus nivells d’expressió es trobin reduïts. 

És interessant destacar que la repressió de l’activitat transcripcional d’NF-κB a 

través de la sobre-expressió del SR-IκBα no incrementa el percentatge 

d’apoptosi aconseguit amb l’estímul de TNFα quan Bcl-xL es troba silenciat. Això 

suggereix que la inhibició de la transcripció de novo dels gèns anti-apoptòtics 

induïda per NF-κB no incrementa la sensibilització cel·lular a la mort induïda per 

TNFα quan els nivells proteics de Bcl-xL estan compromesos. En conjunt, els 

resultats indiquen que: NF-κB i Bcl-xL operen a través d’una via intracel·lular 

comuna, que la funció de supervivència exercida per NF-κB és dependent de la 

funció anti-apopòtica de Bcl-xL, i que Bcl-xL controla els efectes biològics induïts 

per TNFα independentment de l’estat d’activació de NF-κB.  
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2. El silenciament de Bcl-x L juga un rol específic que no és compartit per 

Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w en la sensibilització a l’estímul citotòxic de TNF α 

La rellevància de Bcl-xL, però també de Mcl-1, com a molècules anti-

apoptòtiques clau ja ha estat descrita. El grup de Xiaodong Wang va demostrar 

de forma elegant que l’eliminació de les dues proteïnes, Mcl-1 i Bcl-xL, és un 

prerequisit per regular la resposta apoptòtica en front a diferents inductors 

citotòxics estimuladors de les vies apoptòtiques intrínseques com la radiació 

ultravioleta o l’etopòsid (Nijhawan, Fang et al. 2003). En aquest sentit, s’ha 

descrit que agents que causen dany a l’ADN, necessiten que Mcl-1 s’elimini o 

s’inactivi per permetre l’alliberament de la proteïna BH3-only Noxa. Una vegada 

alliberada, Noxa inhibeix a Bcl-xL, promovent així la disfunció de la mitocòndria i 

la mort cel·lular (Lopez, Zhang et al. 2010). Així doncs, la rellevància de la 

degradació de Mcl-1 recauria en l’alliberament de Noxa per bloquejar la funció 

anti-apoptòtica de Bcl-xL. També s’ha descrit que la inhibició de Bcl-xL o Mcl-1, 

però no de Bcl-2, sensibilitza a la mort cel·lular induïda per un estímul extrínsec 

com TRAIL (Weng, Li et al. 2005, Zhang, Lopez et al. 2011). En aquest sentit, els 

nostres resultats mostren que el silenciament de Mcl-1 provoca una tendència a 

la sensibilització a la mort induïda per TNFα, però aquest efecte no és tant potent 

com quan es tracten les cèl·lules amb un estímul intrínsec com l’etopòsid. Això 

suggereix que Bcl-xL podria unir-se a d’altres molècules diferents de Noxa i, per 

això, inclús després del silenciament de Mcl-1, Noxa no podria desplaçar-les. Per 

tant, l’eix Mcl-1-Noxa-Bcl-xL, que és essencial per a l’execució de la via 

intrínseca de mort, podria no ser tant important en l’execució de la via extrínseca. 

En aquest sentit, les nostres dades mostren que el silenciament específic de Bcl-

xL, però no el de Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w, és l’aproximació més eficient per 

sensibilitzar les cèl·lules HeLa a l’apoptosi induïda per un estímul extrínsec com 

TNFα.  

A més, el fet que TNFα no promogui la degradació de Mcl-1 indica que, 

probablement, Noxa encara continuï segrestat. Aquest fet és d’especial interès 

donat que la inhibició específica de la funció de Bcl-xL podria ser una eina 

terapèutica prometedora, especialment quan l’eix Mcl-1-Noxa-Bcl-xL no funcioni 

correctament. En qualsevol cas, un coneixement més detallat referent a les 
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molècules citotòxiques que uneixen a Bcl-xL, ens permetria dissenyar noves 

estratègies per regular-ne la seva funció anti-apoptòtica en, per exemple, tumors 

malignes deficients en Noxa, com per exemple alguns càncers pancreàtics 

(Ishida, Sunamura et al. 2008). De fet, podríem especular que la inhibició de Bcl-

xL podria alliberar proteïnes potencialment citotòxiques segrestades per Bcl-xL i 

no per Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w. En resum, la inactivació del rol de supervivència de 

Bcl-xL és, en qualsevol cas, l’esdeveniment clau intercel·lular que permet 

l’activació de la senyalització apotòtica en cèl·lules danyades. En conclusió, els 

nostres resultats situen a Bcl-xL com un interruptor molecular de vida i mort en 

front a l’estímul de TNFα, actuant de forma independent a l’activitat de NF-κB i 

dels nivells proteics de Mcl-1. Així doncs, el bloqueig específic de la funció anti-

apoptòtica de Bcl-xL podria tenir un gran interès terapèutic. 

 

3. Els membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 podrien no ser tant 

redundants com s’ha especulat fins ara 

 Durant anys, s’ha especulat que els diferents membres anti-

apoptòtics de la família de Bcl-2 exerceixen funcions redundants ja que tots ells 

indueixen supervivència cel·lular. S’ha reportat que existeix una expressió 

diferencial dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 tant en diferents 

tipus cel·lulars sans com en tumorals (Ross, Waymire et al. 1998, Opferman, 

Letai et al. 2003, Sorenson 2004, Strasser 2005). Això concorda amb els nostres 

resultats, que mostren que diverses línies cel·lulars presenten patrons diferents 

d’expressió dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2. De les deu línies 

cel·lulars analitzades a la segona part de la tesi, veiem que quatre d’elles (HeLa, 

RD, MIA Paca-2 i U87MG) expressen els quatre membres anti-apoptòtics; que 

HepG2, Panc1 i PC3 expressen Bcl-xL, Mcl-1 i Bcl-w; que A549 i HCT116 

expressen Bcl-xL i Bcl-w; i que DU-145 expressa Bcl-xL i Mcl-1. Malgrat aquestes 

particularitats, un fet comú en totes elles és que expressen, en major o menor 

grau, Bcl-xL. D’altra banda, a la tercera part de la tesi, en analitzar diferents línies 

de glioblastoma observem que, de forma general, expressen els quatre membres 

anti-apoptòtics, a excepció de les cèl·lules U373MG que no expressen Bcl-2. La 

concepció general clàssicament acceptada respecte els membres anti-apotòtics 

de la família de Bcl-2 és que exerceixen funcions biològiques redundants (Chao, 
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Linette et al. 1995). Malgrat això, resulta interessant destacar que cada cop hi ha 

més estudis que indiquen que les activitats de supervivència d’aquests estan 

regulades de forma diferent. El mecanisme pel qual els membres anti-apoptòtics 

exerceixen la seva funció biològica depèn de quines proteïnes BH3-only o 

proteïnes pro-apoptòtiques de la família de Bcl-2 uneix cada membre anti-

apoptòtic. Aquestes interaccions s’han considerat promiscues durant anys, però 

cada cop existeixen més evidències que indiquen que les interaccions entre els 

membres de la família de Bcl-2 i les proteïnes BH3-only són altament 

específiques (Galonek and Hardwick 2006). Molts estímuls que indueixen 

l’apoptosi cel·lular requereixen l’activació final de Bax i Bak a la mitocòndria per 

provocar la permeabilització de la membrana mitocondrial externa. Les proteïnes 

BH3-only juguen un paper clau en aquest procés. Tal i com s’ha explicat a la 

introducció, el model més acceptat es basa en que els BH3-only inicien aquest 

procés de forma jeràrquica i molt controlada. Així, no activen a Bax i Bak unint-

s’hi de forma directa, sinó que ho fan de forma indirecta, unint i desplaçant les 

proteïnes anti-apoptòtiques que neutralitzen a Bax i Bak (Chen, Willis et al. 2005, 

Willis, Chen et al. 2005), però encara existeix controvèrsia sobre cóm ho fan.  

S’ha descrit que els membres anti-apoptòtics interaccionen amb Bax i Bak 

per evitar que aquestes proteïnes es puguin oligomeritzar. Més concretament, 

estudis amb immunoprecipitacions i d’unió de pèptids in vitro mostren que Bak 

pot ser neutralitzat per Bcl-xL i Mcl-1, però no per Bcl-2 ni Bcl-w (Willis, Chen et 

al. 2005, Willis, Fletcher et al. 2007). A més, s’ha descrit que la unió de  Bcl-xL i 

Mcl-1 a Bak es imprescindible per a protegir de la mort induïda per aquest 

(Nijhawan, Fang et al. 2003). En canvi, Bax pot ser neutralitzat per Bcl-xL, Bcl-2 i 

Bcl-w, però no per Mcl-1 (Cuconati, Mukherjee et al. 2003, Fletcher and Huang 

2008).  

D’altra banda, els membres anti-apoptòtics són inactivats (alliberant així a 

Bax i Bak) quan proteïnes BH3-only insereixen el seu domini BH3 en el solc de 

les proteïnes anti-apoptòtiques (Adams 2003). En aquest sentit, les proteïnes 

BH3-only Bim, Bid (Letai, Bassik et al. 2002, Kuwana, Bouchier-Hayes et al. 

2005, Certo, Del Gaizo Moore et al. 2006) i PUMA (Cartron, Gallenne et al. 

2004), són les proteïnes que estan més àmpliament acceptades com a BH3-only 

activadores. Aquestes es consideren activadors potents de Bax i Bak ja que s’ha 
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reportat que poden unir i neutralitzar tots els membres anti-apoptòtics (Willis and 

Adams 2005) (Figura D1). En canvi, la resta de BH3-only presenten cinètiques 

d’unió més dèbils als anti-apoptòtics que les que presenten Bim, Bid i PUMA i, 

probablement per aquest motiu, s’uneixen als membres anti-apoptòtics de forma 

més restringida. Així, s’ha descrit que Bik i Hrk neutralitzen a Bcl-xL, Bcl-w i Bfl-

1/A1; que Bad i Bmf neutralitzen a Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w; i que Noxa s’uneix 

només a Mcl-1 i Bfl-1/A1 (Chen, Willis et al. 2005, Willis, Chen et al. 2005) 

(Figura D1). Aquesta especificitat en les interaccions entre els diferents membres 

de la família de Bcl-2, reforça la idea que aquestes proteïnes no actuen de forma 

redundant. De fet, donat que Bad i Noxa presenten perfils d’unió 

complementaris, alguns autors han suggerit que el procés d’apoptosi podria 

requerir la neutralització de dues classes de proteïnes anti-apoptòtiques, una que 

inclouria a Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w, i l’altre que compendria Mcl-1 i Bfl-1 / A1. A més, 

mentre que Bad i Noxa es consideren activadors dèbils de la mort cel·lular, la 

seva acció combinada neutralitza de forma efectiva a tots els membres anti-

apoptòtics i indueix apoptosi de forma potent (Chen, Willis et al. 2005). En canvi, 

tal i com ja s’ha mencionat, els nostres resultats mostren que la inhibició de Bcl-

xL és suficient per sensibilitzar les cèl·lules a un estímul extrínsec de mort. Una 

possible explicació per aquest fet podria ser que Bcl-xL interacciona de manera 

específica neutralitzant a determinats BH3-only amb més afinitat que d’altres 

anti-apoptòtics. Així, quan l’expressió de Bcl-xL es troba silenciada, aquests BH3-

only específics serien alliberats i podrien realitzar les seves funcions pro-

apoptòtiques. En aquest sentit, recentment s’ha reportat que Bcl-xL exerceix una 

regulació post-traduccional sobre els nivells d’expressió de Bad (Ezzoukhry, 

Louandre et al. 2011). Els autors demostren que la interacció de Bad amb Bcl-xL 

promou el turnover de Bad, impedint que aquesta exerceixi les seves funcions 

pro-apoptòtiques. En canvi, mostren que el silenciament de Bcl-xL permet 

l’estabilització i l’acúmul de Bad a la cèl·lula i que això indueix mort cel·lular 

(Ezzoukhry, Louandre et al. 2011). Tant aquestes dades com els nostres 

resultats indiquen que Bcl-xL exerceix un paper essencial en el control de 

l’apoptosi. Aquest podria ser el motiu pel qual és l’únic membre anti-apoptòtic 

que hem observat que s’expressa en tots els tipus cel·lulars analitzats, ja que la 

seva funció no podria ser substituïda per cap altre proteïna anti-apoptòtica. 
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Figura D1.  Les proteïnes BH3-only s’uneixen de forma promiscua o selectiva a als 
membres anti-apoptòtics de la familia de Bcl-2. Proteïnes BH3-only com Bim, Puma i 
tBid, neutralitzen tots els membres anti-apoptòtics i en conseqüència, són potents 
inductors de mort. La resta de proteïnes BH3-only, s’uneixen selectivament a diferents 
grups de proteïnes anti-apoptòtiques i per això la seva acció citotòxica és menys potent. 
Font (Willis and Adams 2005). 

 

En conjunt, aquestes dades mostren la rellevància d’establir quines són les 

bases de la selectivitat de les interaccions entre aquests grups de proteïnes de la 

família de Bcl-2 i, especialment, d’identificar quines són les proteïnes que són 

neutralitzades per Bcl-xL. Aquest coneixement és important per entendre com 

s’inicia el procés de mort cel·lular i ajudarà a desenvolupar BH3-mimetics que 

tinguin com a dianes terapèutiques proteïnes anti-apoptòtiques de forma més 

selectiva. 

 

4. La resposta cel·lular de sensiblització o resistència a l’estímul de TNF α 

quan Bcl-x L està silenciat és depenent del tipus cel·lular 

 TNFα és una citoquina pleiotròpica que te funcions importants en 

immunitat i inflamació, així com en el control de la proliferació cel·lular, 

diferenciació i apoptosi. In vivo, TNFα és produït principalment pels macròfags i 

potencia la regressió tumoral induïda per les cèl·lules T citotòxiques (Baud and 

Karin 2001, Locksley, Killeen et al. 2001). Aquesta citotoxicitat sistèmica va fer 
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pensar que aquesta citoquina podia actuar com un agent anti-tumoral, ja que, per 

exemple, exhibeix una citotoxicitat preferencial per cèl·lules de càncer de mama 

malignes respecte les sanes (Dollbaum, Creasey et al. 1988). Cal tenir en 

compte que, desafortunadament, determinades cèl·lules tumorals no responen a 

l’acció citotòxica de TNFα (Baisch, Otto et al. 1990, Chung, Mauceri et al. 1998, 

Panichakul, Wanun et al. 2002). Per exemple, un estudi en el qual es van 

analitzar cèl·lules d’adenocarcinoma de mama aïllades de pacients va mostrar 

que el 70% de les cèl·lules eren sensibles a l’apoptosi induïda per TNFα, però la 

resta eren resisistents, no només a l’acció de TNFα, sinó també a l’acció 

combinada de TNFα i el fàrmac quimioterapèutic doxorubicina (Dollbaum, 

Creasey et al. 1988). De fet, el nombre de línies cel·lulars que resulten ser 

sensibles a l’apoptosi induïda per TNFα és limitat, ja que la majoria de línies 

cel·lulars en són resistents (Mutch, Powell et al. 1992). En canvi, sembla que la 

seva acció combinada amb la de fàrmacs quimioterapèutics redueix els efectes 

secundaris i incrementa el seu efecte (van Ijken, van Etten et al. 2000, Hambek, 

Solbach et al. 2001, Panichakul, Wanun et al. 2002). 

 Tal i com es mostra en els resultats, en analitzar un panell ampli de línies 

cel·lulars, hem observat diferents patrons de resposta a l’estímul de TNFα. Així, 

hem identificat tres línies cel·lulars (HCT116, Panc1 i LN18) que són sensibles a 

la mort induïda per TNFα de forma basal, mentre que la resta (HeLa, DU-145, 

RD, A549, HepG2, MIA PaCa-2, PC3, U87MG, A172, LN229, T98G, U251MG i 

U373MG) han resultat ser resistents. D’aquestes últimes, resulta interessant 

ressaltar que el silenciament de Bcl-xL és suficient per sensibilitzar alguns tipus 

cel·lulars (HeLa, DU-145, RD, MIA PaCa-2 i PC3) a l’acció citotòxica de TNFα, 

però que d’altres línies cel·lulars (A549, HepG2 i diverses línies de glioblastoma: 

U87MG, A172, LN229, T98G, U251MG i U373MG) mantentenen la seva 

resistència a TNFα. En el nostre model experimental, les cèl·lules es mantenen 

en medi de cultiu en presència de sèrum fetal boví i es tracten o no amb TNFα. 

Donat que TNFα pot promoure tant respostes de supervivència com de mort, és 

lògic preguntar-se quin o quins són els factors que inclinen la balança cap a una 

resposta apoptòtica en resposta a l’estímul de TNFα. En el nostre sistema 

experimental, els factors tròfics presents en el sèrum fetal boví podrien tenir un 

paper important, ja que es coneix que poden activar a NF-κB 
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(9572490;12947408} i, l’acció transcripcional d’NF-κB, podria decantar la balança 

cap a una resposta no apoptòtica. Centrarem aquest punt de la discussió en les 

cèl·lules que hem analitzat i que hem trobat que són resistents a TNFα, fins i tot 

en presència del siRNA contra Bcl-xL (A549, HepG2 i linies de GBM). Així, està 

establert que les cèl·lules HepG2, són insensibles a la citotoxicitat induïda per 

TNFα i que això pot ser degut a la inducció d’NF-κB per part de la citoquina 

(Leist, Gantner et al. 1994, Yoshikawa, Toyohara et al. 1999). D’altra banda, les 

cèl·lules A549 no només són resistents a TNFα, sinó que el pretractament amb la 

citoquina disminueix la mort induïda per Fas (Kastamoulas, Chondrogiannis et al. 

2013). A més, aquests efectes protectors van ser atenuats amb inhibidors d’NF-

κB. Per tant, van concloure que TNFα inhibia els efectes tòxics de Fas, al menys 

parcialment, a través de la transcricpió de gens induïts per NF-κB i no per 

l’alteració dels nivells d’expressió de Fas. Finalment, s’ha reportat que la via d’ 

NF-κB està constitutivament activada en una gran proporció de GBMs (Nagai, 

Washiyama et al. 2002, Lefranc, Brotchi et al. 2005). A més, TNFα promou 

supervivència en resposta a citoquines o factors de creixement que s’expressen 

de forma constitutiva en GBM i promouen la progressió del tumor i contribueixen 

a la resistència a la l’apoptosi induïda per TNFα (Sudheerkumar, Shiras et al. 

2008). 

 Així doncs, en aquelles línies capaces de ser sensibilitzades a TNFα quan 

Bcl-xL es troba silenciat, és possible que, de la mateixa manera que en les 

cèl·lules HeLa, l’activació d’NF-κB no sigui suficient per rescatar-les de la mort 

induïda per TNFα encara que Bcl-xL no sigui funcional. Per contra, en aquells 

tipus cel·lulars on la resistència a TNFα es manté fins i tot quan els nivells de Bcl-

xL es regulen a la baixa, podríem especular que són resistents perquè 

transcripcionalment activen determinats factors i que, probablement, NF-κB juga 

un rol important. Els resultats d’aquesta tesi apunten que Bcl-xL està controlant 

l’alliberament d’Smac / DIABLO de la mitocòndria, al menys en GBM. Llavors, 

l’elevada inducció de l’expressió de les IAPs per part d’NF-κB en GBM, podria 

ser suficient com per atenuar o inhibir la funció pro-apoptòtica d’Smac / DIABLO. 

Així, el tipus de resposta que generen diferents tipus cel·lulars a TNFα quan Bcl-

xL està silenciat podria ser depenent, entre d’altres factors, dels nivells 
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d’expressió intrínsecs, dels nivells d’activació  o dels nivells d’expressió dels 

gens regulats per factors com NF-κB, particulars per a cada tipus cel·lular.  

 Una altra possible hipòtesi que explicaria la resistència de les cèl·lules a la 

mort induïda per estímuls de la via extrínseca (TNFα, FasL o TRAIL), és 

l’absència dels seus receptors en aquestes cèl·lules, tot i que existeixen 

evidències que fan que aquesta hipòtesi sigui poc probable. Es coneix que 

moltes de les línies cel·lulars que són resistents a l’acció citotòxica dels 

“receptors de mort” són dependents de la síntesi de proteïnes per exercir 

aquesta resistència. En aquest sentit, ha estat descrit que tant cèl·lules HepG2 

com hepatòcits aïllats de ratolí són insensibles a l’estímul citotòxic de TNFα, però 

el co-tractament amb inhibidors de la síntesi macromolecular com actinomicina D 

o cicloheximida les sensibilitza a la mort induïda per la citoquina (Leist, Gantner 

et al. 1994). De fet, tant al nostre laboratori (Figura Annexa 2), com en d’altres 

(Drimal, Drimal et al. 2006), s’ha observat que les cèl·lules HeLa, que són 

resistents a l’estímul citotòxic de TNFα, FasL o TRAIL, poden ser sensibilitzades 

en presència d’actinomicina D. Hem observat el mateix en les cèl·lules de 

glioblastoma U87MG. Com que no s’ha reportat que el mecanisme pel qual 

l’actinomicina D sigui degaut a un increment en l’expressió dels components del 

DISC, podem afirmar que tant les cèl·lules HeLa com les cèl·lules U87MG 

disposen de tota la maquinària per activar la via extrínseca de mort induïda per 

TNFα, FasL o TRAIL i, per tant, podríem assumir que l’inici de la cascada 

mitjançada pels “receptors de mort” és adequada, així com l’expressió dels 

mateixos. 

 

5. La mort induïda pel silenciament de Bcl-x L i l’estímul de TRAIL és 

apoptòtica i no necròtica 

 L’activació de la via extrínseca pot induir tant apoptosi com necrosi. Tal i 

com s’ha explicat anteriorment, es creia que la necrosi, contràriament a 

l’apoptosi, era un tipus de mort accidental, conseqüència de dany cel·lular causat 

per patògens o toxines. Posteriorment, s’ha demostrat que existeix un tipus de 

necrosi, anomenat necroptosi, que resulta ser un tipus de mort programada 

(Degterev, Hitomi et al. 2008). Tres descobriments han estat claus per 
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caracteritzar tant la necroptosi com la relació entre apoptosi i necroptosi. En 

primer lloc, es va observar que l’activitat enzimàtica de les proteïnes RIPK1 

(Holler, Zaru et al. 2000) i RIPK3 (Cho, Challa et al. 2009, He, Wang et al. 2009) 

és essencial per a l’execució de la necroptosi, ja que les dues proteïnes formen 

un complex anomenat necroptosoma. En segon lloc, es va demostrar que la 

caspassa-8 pot processar tant RIPK1 com RIPK3, inhibint així la seva funció en 

la inducció de mort cel·lular independent de caspassa (Lin, Devin et al. 1999, 

Feng, Yang et al. 2007). Aquests estudis demostren que existeix una relació 

entre el DISC i el necroptosoma. L’activació de la mort en el nostre paradigma, 

on silenciem els nivells d’expressió de Bcl-xL i estimulem les cèl·lules amb 

TRAIL, és apoptòtica i no necròtica. Això es posa de manifest tant perquè el q-

VD-OPh, i no la Necrostatina-1, és capaç d’inhibir la mort cel·lular, com perquè 

es produeix l’activació de les caspasses. A més a més, la caspassa-8 és 

necessària perquè és produeixi aquesta mort i, en el nostre sistema, actua com a 

caspassa apical. Això és interessant perquè l’apoptosi i la necrosi, tot i que són 

diferents mecanismes de mort cel·lular, estan relacionades a través de 

caspassa-8. Per tant, aquestes dades recolzen la idea que, en el nostre sistema, 

la mort cel·lular és exclusivament apoptòtica. Podríem especular que TRAIL no 

és capaç d’induir necroptosi en absència de Bcl-xL i caspassa-8 i, per tant, situar 

Bcl-xL com una molècula totalment anti-apoptòtica. Per confirmar aquesta 

hipòtesi, caldria analitzar el percentatge de mort causat per l’estímul de TRAIL 

quan Bcl-xL i caspassa-8 estan silenciats amb d’altres mètodes diferents a la 

morfologia nuclear. Algun d’aquests mètodes inclouen la mesura de viabilitat per 

l’exclusió de Tripan Blue o la mesura de la integritat de les membranes a través 

de l’activitat de l’enzim lactat deshidrogenasa. De totes maneres, el fet que q-VD-

OPh produeixi el rescat complet de la mort cel·lular, suggereix que probablement 

Bcl-xL no pugui provocar un canvi del mecanisme de mort cap a necroptosi. 

Un altre punt important a discutir és el mecanisme pel qual una proteïna 

mitocondrial com Bcl-xL pot influenciar a la mort induïda per via extrínseca a 

través de TRAIL i regular, d’alguna manera, l’activació de caspassa-8. En aquest 

sentit, RIPK1 i la formació del ripoptosoma podrien tenir un rol important. En 

condicions normals, RIPK1 promou supervivència, però en absència de les 

cIAPs, RIPK1 és reclutat al ripoptosoma (Bertrand, Milutinovic et al. 2008, 
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Geserick, Hupe et al. 2009). El ripoptosoma és una plataforma inductora de mort 

que conté tres components bàsics: RIPK1, FADD i caspassa-8 o -10 i es forma 

en resposta a l’estrés genotòxic induït per la inhibició de les IAPs. Les isoformes 

de cFLIP actuen regulant la formació del ripoptosoma: cFLIPL l’inhibeix mentre 

que cFLIPS en promou la formació (Feoktistova, Geserick et al. 2011, Tenev, 

Bianchi et al. 2011). La formació d’aquest complex de mort requereix l’activitat 

kinasa de RIPK1, en canvi, es forma independentment dels “receptors de mort” i 

de la via mitocondrial. Així doncs, en absència de les IAPs, l’activitat de 

caspassa-8 està controlada per RIPK1 i per les isoformes de cFLIP al 

ripoptosoma, que poden promoure la mort cel·lular a través de la necroptosi o de 

l’apoptosi (Feoktistova, Geserick et al. 2011). En el mateix estudi també 

descriuen que els Smac mimetics indueixen la formació del ripoptosoma a través 

del seu efecte inhibitori sobre les IAPs (Tenev, Bianchi et al. 2011). En un altre 

treball, demostren que molècules inhibidores de IAPs utilitzades a 

concentracions subletals cooperen amb els anticossos monoclonals agonistes de 

TRAIL-R1 (Mepatumumab) o de TRAIL-R2 (Lexatumumab) per induïr apoptosi 

en cèl·lules del neuroblastoma de forma sinèrgica (Abhari, Cristofanon et al. 

2012). A més, identifiquen a RIPK1 i a la formació del ripoptosoma com a factors 

clau d’aquest sinergisme, ja que el silenciament de RIPK1 o la inhibició de 

l’activitat kinasa de RIPK1, mitjançant Necrostatina-1, inhibeix la mort induïda per 

la combinació de TRAIL i molècules inhibidores de IAPs (Abhari, Cristofanon et 

al. 2012). Així doncs, una possible explicació dels nostres resultats podria ser 

que, en presència de TRAIL, el silenciament de Bcl-xL permetria l’alliberament 

d’Smac / DIABLO de la mitocòndria permetent d’aquesta forma la inhibició de les 

IAPs. Aquest, podria ser el factor determinant per a la formació del Ripoptosoma 

que podria activar la mort depenent de caspassa-8, al menys en cèl·lules de 

GBM.  

D’altra banda, un dels resultats que vam obtenir ens va permetre una 

observació puntual. S’ha descrit que una mateixa cèl·lula quan és estimulada 

amb FasL pot morir tant per la via tipus I, independent de mitocòndria, com per la 

via tipus II, que depèn de la mitocòndria. La molècula clau que controla aquest 

canvi és XIAP, ja que quan la seva expressió es veu disminuïda permet que 

cèl·lules de tipus II, com hepatòcits o cèl·lules beta pancreàtiques, esdevinguin 
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independents de Bid i puguin morir com a tipus I (Jost, Grabow et al. 2009, Hao 

and Mak 2010). Els nostres resultats mostren que, en tractar les cèl·lules U87MG 

que tenen silenciada l’expressió de Bcl-xL amb els tres inductors de via 

extrínseca, obtenim diferents respostes segons quin receptor s’està activant. 

Quan tractem aquestes cèl·lules amb TNFα, veiem que el metabolisme cel·lular 

funciona correctament (observat a partir del potencial reductor de la cèl·lula a 

través de l’assaig MTT) i que els nuclis cel·lulars presenten una morfologia 

normal (tinció de Hoechst). En canvi, l’acció de Fas (a partir de l’anticòs agonista 

CH11), no altera el metabolisme cel·lular encara que s’observa condensació dels 

nuclis. Per últim, en estimular les cèl·lules amb TRAIL, veiem que els nuclis 

presenten condensació i que el metabolisme cel·lular es troba alterat. Així, quan 

Bcl-xL no és funcional, la inducció de la mort a través del receptor de Fas sembla 

ser que no requereix la mitocòndria i les cèl·lules es comporten com a tipus I, 

mentre que l’apoptosi induïda per TRAIL requereix la participació de la 

mitocòndria. Aquest fet podria ser degut a l’existència de poblacions cel·lulars 

diferents que puguin ser sensibilitzades per FasL o per TRAIL. En aquest sentit, 

en un altre estudi s’utilitzen cèl·lules T que són capaces de respondre tant a 

FasL com a TRAIL, i s’observa que el tractament de les cèl·lules amb FasL o 

TRAIL indueix apoptosi, però que el co-tractament de FasL i TRAIL no indueix un 

efecte citotòxic sinèrgic (Snell, Clodi et al. 1997). Aquestes dades suggereixen 

que seria interessant avaluar si el co-tractament de FasL i TRAIL provoca un 

efecte sinèrgic en les cèl·lules U87MG que tenen silenciada l’expressió de Bcl-xL. 

Podríem hipotetitzar tres possibilitats. En primer lloc, l’efecte combinat de FasL i 

TRAIL podria ser sinèrgic. En aquest cas, la sinèrgia podria ser deguda o bé a 

que un dels lligands potenciés l’acció de l’altre, o bé a que existissin diferents 

poblacions cel·lulars capaces de respondre diferencialment a FasL o TRAIL, tot i 

que aquesta última opció, només es podria contemplar en el cas que el 

percentatge de mort cel·lular obtingut amb el co-tractament fos com a mínim el 

doble que el percentatge de mort obtingut amb els tractaments individuals. En 

aquest últim supòsit, si el percentatge de mort obtingut després del co-tractament 

amb FasL i TRAIL fos més del doble en comparació amb els tractaments 

individuals, aquest percentatge addicional podria ser atribuït o bé a la cooperació 

entre FasL i TRAIL per induir mort cel·lular, o bé a l’existència d’una població 

cel·lular que només respongués en presència dels dos inductors a la vegada. En 
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segon lloc, la mort cel·lular induïda per FasL i TRAIL podria no ser sinèrgica. 

Això podria significar o bé que les cèl·lules que moren en resposta a FasL i 

TRAIL són les mateixes, o bé que en presència dels dos inductors predomina la 

via d’activació d’un d’ells. En tercer i últim lloc, si l’acció de FasL i TRAIL induís 

un percentatge de mort inferior al gernerat amb FasL o TRAIL individualment, 

significaria que les dues vies són antagòniques. En qualsevol cas,   estudiar si 

FasL i TRAIL podrien produir un efecte citotòxic sinèrgic o no, seria molt rellevant 

per a entendre els mecanismes de resistència de les cèl·lules a la citotoxicitat 

induïda pels receptors de mort. 

 

6. L’especificitat de Bcl-x L per protegir les cèl·lules U87MG de la mort 

cel·lular depèn de l’alliberament d’Smac / DIABLO 

 El fet que els nostres resultats demostren que la mort induïda per TRAIL 

quan Bcl-xL està silenciat causa l’alliberament de la mitocòndria cap al citosol 

tant de citocrom c com d’Smac / DIABLO, fa interessant estudiar la influència que 

els factors pro-apoptogènics exerceixen sobre el control d’aquesta mort. La 

inhibició de l’expressió de citocrom c no és possible experimentalment en 

condicions aeròbiques ja que les cèl·lules no podrien sobreviure (Li, Li et al. 

2000). Per això ens hem centrat en estudiar els efectes de la inhibició de 

l’expressió d’Smac / DIABLO en la citotoxicitat induïda per TRAIL quan Bcl-xL 

està silenciat. Els resultats obtinguts són interessants, ja que si els nivells 

proteics d’Smac / DIABLO es veuen compromesos, TRAIL no pot induir 

citotoxicitat en cèl·lules que tenen l’expressió de Bcl-xL disminuïda. Cal esmentar 

que també ens vam plantejar estudiar l’efecte de la inhibició de HrtA2 / Omi, ja 

que és la segona proteïna mitocondrial que s’ha assenyalat com inhibidora de les 

IAPs; però el fet que el silenciament d’Smac / DIABLO sigui capaç de revertir per 

complet la mort cel·lular induïda per TRAIL quan Bcl-xL està silenciat, fa pensar 

que la seva funció no és redundant. De totes maneres, no podem descartar que 

HtrA2/ Omi estigui exercint alguna funció en aquest paradigma experimental. En 

conjunt, aquests resultats suggereixen que Bcl-xL està controlant la funció 

d’Smac / DIABLO, tot i que el mecanisme pel qual Bcl-xL exerceix aquest control 

encara s’ha d’elucidar.  
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 En aquest sentit, és fa interessant discutir l’efecte del silenciament d’Smac 

/ DIABLO sobre l’activació de les caspasses des d’un punt de vista bioquímic. Els 

resultats presentats en aquesta tesi són preliminars i, per tant, no són suficients 

com per treure conclusions, però si que és important discutir-ne alguns aspectes. 

 En primer lloc, els resultats mostren que TRAIL, en major o menor grau, 

provoca el processament de caspassa-8. En el cas de cèl·lules transfectades 

amb un siRNA sense sentit o amb el siRNA contra Smac / DIABLO, l’estímul de 

TRAIL provoca el processament de caspassa-8 en els seus fragments p43/p41 

(tot i que s’observen amb menys intensitat en comparació amb les cèl·lules que 

tenen Bcl-xL silenciat i s’estimulen amb TRAIL). Aquests fragments de caspassa-

8, promouran el processament de caspassa-9 (Denault, Eckelman et al. 2007) en 

els seus fragments actius p35 i p37 (en el cas de cèl·lules transfectades amb un 

siRNA sense sentit) o només p37 (en les cèl·lules transfectades amb el siRNA 

contra Smac / DIABLO). Finalment, caspassa-8 (p43/p41) o bé els fragments de 

caspassa-9 (p35 i p37), processaran a caspassa-3 en el seu fragment p20 

(Denault, Eckelman et al. 2007). El processament diferencial de caspassa-9 

induït per TRAIL en cèl·lules transfectades amb un siRNA sense sentit o amb el 

siRNA contra Smac / DIABLO, suggereix que Smac / DIABLO és necessari per al 

processament del fragment p35. Aquest punt es discutirà més endavant. 

 En tractar tant les cèl·lules transfectades únicament amb el siRNA contra 

Bcl-xL com les cèl·lules co-transfectades amb els siRNAs contra Bcl-xL i Smac / 

DIABLO amb TRAIL, caspassa-8 és activada i s’observa que les bandes dels 

seus fragments actius són més intenses en comparació amb les cèl·lules control 

transfectades amb un siRNA sense sentit, especialment en les cèl·lules que 

només tenen Bcl-xL silenciat. Probablement per aquest motiu, quan s’inhibeix 

Bcl-xL, l’activació de caspasses és suficient per generar toxicitat cel·lular i les 

cèl·lules moren en resposta a TRAIL. Per contra, el co-silenciament de Bcl-xL i 

Smac / DIABLO, impedeix la mort cel·lular en resposta a l’estímul citotòxic de 

TRAIL malgrat les caspasses s’estan activant de forma aparent. Més 

concretament, en cèl·lules que tenen Bcl-xL silenciat, l’activació de caspassa-8 

seria suficient per processar correctament tant a caspassa-3 en el seu fragment 

p20 com per a induïr l’auto-proteòlisi de caspassa-9 en el seu fragment p35. 

Podem observar que la via predominant d’activació de caspassa-9 és l’auto-
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processament i que s’observen tots els fragments d’activació de caspassa-3 (p19 

i p17), així com els fragments d’activació de caspassa-6 i -7. En canvi, en les 

cèl·lules on hem silenciat Bcl-xL i Smac / DIABLO, l’activació de caspassa-8 és 

menor que en cèl·lules amb només el siRNA contra Bcl-xL, probablement perquè 

no es dóna el loop d’amplificació cap a una major activació de caspassa-8. El fet 

que XIAP podria encara estar fent la seva acció inhibidora sobre les caspasses 

degut a l’abscència d’Smac / DIABLO, podria provocar que l’eix d’amplificació 

caspassa-9-p35 �caspassa-3 p20 �caspassa-9 p37 no fos tant potent com 

seria si Smac / DIABLO fos alliberat al citosol. Llavors, donat que en les cèl·lules 

que tenen Bcl-xL i Smac / DIABLO silenciats observem que l’activació de 

caspassa-9 es dóna principalment en el seu fragment p37 (processat per 

caspassa-3), cal plantejar-se quin grup de caspassa-3 està produint aquesta 

activació. Podríem especular que la caspassa-3, que és activada per caspassa-

8, podria estar processant a p37, indicant que, en absència d’Smac / DIABLO, la 

via d’activació inicial de caspassa-9 és de tipus I i no de tipus II, 

independentment de si la cèl·lula necessita o no la mitocòndria per morir. És 

sorprenent que quan l’expressió de Bcl-xL i Smac / DIABLO es troben silenciades 

s’observa que les caspasses es troben aparentment activades, malgrat que no 

s’observa mort cel·lular en comparació amb la condició control, on les cèl·lules 

estan transfectades amb un siRNA sense sentit. En aquest sentit, caldria 

diferenciar l’activació de les caspasses de la seva activitat i, en els nostres 

resultats, aquest fet es posa de manifest quan s’analitzen amb més detall els 

substrats de les caspasses. Així, el processament dels substrats de les 

caspasses es veu clarament inhibit pel silenciament d’Smac / DIABLO i això 

apunta que, tot i que s’hagi produït el processament de les caspasses, l’activitat 

d’aquestes podria estar inhibida. Donat que la funció principal d’Smac / DIABLO 

és la d’inhibir a les IAPs i que s’ha reportat que cIAP1 i cIAP2 no modulen 

l’activació però si l’activitat de les caspasses (Huang, Joazeiro et al. 2000, 

Zimmermann, Bonzon et al. 2001, Cummins, Kohli et al. 2004, Varfolomeev, 

Blankenship et al. 2007, Choi, Butterworth et al. 2009), podríem especular que 

cIAP1 i cIAP2 podrien tenir un paper important en la inhibició de l’activitat de 

caspasses ja activades, tot i que no podem descartar que existeixin altres 

proteïnes que puguin exercir aquesta modulació. Una altra possible explicació al 

fenomen de supervivència en presència de caspasses activades, seria que 
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existeix un llindar mínim d’activació de les caspasses necessari perquè es 

produeixi la mort cel·lular.  

El fet que l’activació del fragment p35 de caspassa-9 sigui més dèbil tant 

en les cèl·lules on hem silenciat només Smac / DIABLO com en aquelles on hem 

silenciat Bcl-xL i Smac / DIABLO, suggereix que Smac / DIABLO podria promoure 

el mecanisme d’auto-processament del fragment p35 de caspassa-9. En la 

literatura s’ha descrit que la pro-caspassa-9 pot ser processada tant per la 

caspassa-3, generant el fragment p37 (que te menys afinitat per XIAP) (Zou, 

Yang et al. 2003), com per auto-proteòlisi, generant el fragment p35 (que te 

molta afinitat per XIAP) (Srinivasula, Hegde et al. 2001, Denault, Eckelman et al. 

2007, Twiddy and Cain 2007). La funció principal d’Smac / DIABLO és inhibir a 

les IAPs, i d’aquestes, XIAP és l'única IAP de mamífer que funciona com un 

inhibidor directe de les caspasses en un sentit estrictament bioquímic (Eckelman, 

Salvesen et al. 2006). També s’ha reportat que Smac / DIABLO actua desplaçant 

a XIAP (que s’uneix i inactiva els dos fragments actius p35 i p37 de caspassa-9) 

per permetre una forta activació de caspassa-9 (Zou, Yang et al. 2003). Els 

nostres resultats suggereixen que l’absència de Smac / DIABLO en les cèl·lules 

dificulta l’auto-processament de caspassa-9 cap al fragment p35 i això es podria 

donar si XIAP fos capaç d’inhibir a la mateixa pro-caspassa-9. Malgrat això, la 

inhibició de XIAP sobre pro-caspassa-9 no ha estat descrita. Aquest fet resulta 

interessant ja que els nostres resultats ens demostren que el silenciament de 

XIAP en cèl·lules que tenen reduïda l’expressió de Bcl-xL i Smac / DIABLO, no és 

suficient per tornar a sensibilitzar-les a la mort induïda per TRAIL. Per tant, els 

nostres resultats apunten a que l’acció principal d’Smac / DIABLO no es dóna 

sobre l’acció anti-apoptòtica de XIAP o, com a mínim, que la inhibició de XIAP no 

seria suficient per recuperar la citotoxicitat en cèl·lules on s’ha silenciat 

l’expressió de Bcl-xL i Smac / DIABLO. Una hipòtesi que explicaria aquest fet, 

seria que quan l’expressió de XIAP es troba silencida, les altres IAPs podrien 

adquirir un rol més central en la inhibició de les caspasses que compensés la 

falta de XIAP. De totes maneres, calen més dades per demostrar aquest fet, ja 

que els coneixements actuals apunten que XIAP exerceix determinades funcions 

que no poden ser realitzades per les altres IAPs. Per exemple,  les anàlisis 

mutacionals indiquen que únicament XIAP és capaç d’inhibir a caspassa-9 
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processada (Sun, Cai et al. 2000). Per tant, conèixer els mecanismes íntims que 

regulen les interaccions entre les caspasses, les IAPs i Smac / DIABLO, seria 

clau per entendre com es produeix el procés de mort i per poder dissenyar noves 

estratègies terapèutiques.  

D’altra banda, no podem descartar que altres proteïnes que posseeixin un 

motiu AVPI d’unió a les IAPs (IBM) com el que presenta Smac / DIABLO (Chai, 

Du et al. 2000, Srinivasula, Datta et al. 2000) puguin actuar inhibint tant a les 

IAPs com a altres possibles proteïnes moduladores de l’activitat de les 

caspasses. En aquest sentit, s’han identificat altres proteïnes mitocondrials en 

mamífers que posseeixen un IBM i que, in vitro, poden unir-se als dominis BIR2 

tant de XIAP com de cIAP1, però no al BIR3 que, en el cas de XIAP, és el domini 

principal d’unió i inhibició de la caspassa-9 (Verhagen, Kratina et al. 2007). 

Algunes d’aquestes proteïnes són: GdH (de l’anglès, glutamate dehydrogenase), 

Nsp3 i 4 (Nipsnap 3 i 4), CLPX (de l’anglès, Caseinolytic Peptidase X Homolog), 

LRPPR (de l’anglès, leucine-rich pentatricopeptide repeat motif-containing 

protein) i 3HB (de l’anglès, 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase). Tot i que es 

desconeix si aquestes proteïnes amb IBMs tenen un rol pro-apoptogènic, el fet 

que el ratolí deficient per Smac / DIABLO presenti un fenotip normal (Okada, Suh 

et al. 2002), suggereix que altres molècules capaces d’unir-se a les IAPs estarien 

compensant la pèrdua d’Smac / DIABLO. A més a més, l’observació que les 

cèl·lules d’un ratolí doblement deficient per Smac / DIABLO i per HtrA2 / Omi no 

incrementin la seva resistència a la mort cel·lular en comparació amb el ratolí 

deficient únicament per Smac / DIABLO, suggereix que la compensació de la 

pèrdua d’aquest és deguda a altres molècules inhibidores de les IAPs, diferents 

a HtrA2 / Omi (Martins, Morrison et al. 2004). En aquest aspecte, s’ha descrit que 

les proteïnes amb IBMs abans mencionades antagonizen la inhibició de XIAP 

sobre la caspassa-3, encara que no sensibilitzen a l’apoptosi per radiació 

ultravioleta (Verhagen, Kratina et al. 2007). Els mateixos autors hipotetitzen que 

aquest fet podria ser degut a que aquestes proteïnes amb IBMs s’uneixen només 

al domini BIR2, i no al BIR3 de XIAP, fet que dificultaria el desplaçament de XIAP 

sobre la caspassa-9 i, per tant, no es podria donar la cascada proteolítica de 

caspasses malgrat la pro-caspassa-3 es trobi alliberada de XIAP (Verhagen, 

Kratina et al. 2007). Per tant, i només centrant-nos en XIAP, sembla evident que 
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és necessària, com a mínim, l’acció de dos tipus de proteïnes amb IBMs: unes 

que uneixin a BIR3 (com Smac / DIABLO i HtrA2 / Omi) i altres que uneixin a 

BIR2, i no a BIR3. Les primeres podrien estar actuant a nivell apical en quant a 

l’activació de caspasses i, les segones, exercirien la seva acció sobre les 

caspasses executores. Així, el silenciament de Bcl-xL no només provocaria la 

sortida d’Smac / DIABLO al citosol, sinó que també estaria produint l’alliberament 

d’altres proteïnes mitocondrials amb IBMs.  Per tant, en cèl·lules que tenen 

silenciada l’expressió tant de Bcl-xL com d’Smac / DIABLO, encara que no morin 

en front a l’estímul citotòxic de TRAIL, aquestes proteïnes amb IBMs podrien 

actuar desplaçant a les IAPs de les caspasses executores i això podria explicar, 

en part, perquè observem l’activació d’aquestes. 

Malgrat això, el fet que el silenciament de XIAP en cèl·lules que tenen 

reduïda l’expressió de Bcl-xL i Smac / DIABLO no sigui suficient per tornar a 

sensibilitzar-les a la mort induïda per TRAIL, fa pensar en l’existència d’altres 

mecanismes de regulació de l’activació de caspassa-9 independents de les IAPs. 

Per exemple, en extractes cel·lulars in vitro, ERK / MAPK (de l’anglès, 

extracellular signal-regulated kinases / mitogen-activated protein kinases) pot 

inhibir a caspassa-9 fosforilant-la (Allan, Morrice et al. 2003). En aquest sentit, el 

nostre laboratori ha reportat recentment que l’activació de ERK / MAPK requereix 

l’activació de cFLIPL promoguda per NF-ĸB (Marques-Fernandez, Planells-Ferrer 

et al. 2013). A més a més, recentment també s’ha descrit que ratolins deficients 

per Smac / DIABLO presenten un augment en els nivells d’expressió de cIAP1 i 

cIAP2, un increment tant en la proliferació cel·lular com en l’activació de la 

subunitat p65 d’NF-κB, en teixits normals i tumorals (Qiu, Liu et al. 2013). Els 

mateixos autors demostren que el dèficit d’Smac / DIABLO incrementa l’activació 

d’NF-κB induïda per TNFα en cèl·lules HCT116. Aquestes dades suggereixen 

que, en el nostre paradigma experimental, el silenciament d’Smac / DIABLO 

podria provocar un increment en l’activació d’NF-κB, un augment en l’expressió 

de cFLIPL que, a la vegada, activaria la via d’ERK / MAPK provocant així la 

fosforilació i inhibició de caspassa-9. 

Finalment, resulta interessant destacar que, en molts tumors, existeixen 

nivells elevats de IAPs, la qual cosa correlaciona amb una mala prognosi (Yang, 

Cao et al. 2003). Això suggereix que l'ús d'antagonistes de les IAPs, que 
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mimetitzen la funció de Smac / DIABLO (en anglès, Smac mimetics), podria 

esdevenir una estratègia terapèutica per al tractament d'aquest tipus de tumors 

(Vucic and Fairbrother 2007). És per això que diversos grups han desenvolupat 

molècules peptídiques, mimètiques dels IBMs, que s'uneixen de manera 

selectiva i amb gran afinitat als diferents dominis BIR de les IAPs, més 

efectivament a cIAP1 i cIAP2 (Vucic and Fairbrother 2007). Tot i que diverses 

línies cel·lulars cancerígenes han resultat ser sensibles al tractament amb Smac 

mimetics, la major part d'elles en són resistents (Petersen, Wang et al. 2007, 

Cheung, Mahoney et al. 2009). S’ha reportat que aquesta resistència es troba 

associada a l'absència de producció de TNFα per part d'aquestes cèl·lules i que 

el tractament conjunt d’Smac mimetics i TNFα sensibilitza a les cèl·lules, en un 

principi resistents a la mort induïda per la citoquina (Petersen, Wang et al. 2007, 

Varfolomeev, Blankenship et al. 2007, Verhagen, Kratina et al. 2007). La 

rellevància d'aquestes investigacions ha fet que s’hagin realitzat diversos assaigs 

clínics en fase I emprant Smac mimetics, testant la seva seguretat, tolerabilitat i 

perfils farmacocinètics en pacients amb tumors sòlids avançats i limfomes 

(Allensworth, Sauer et al. 2013, Krepler, Chunduru et al. 2013). 

 

7. Caracterització de la mort cel·lular induïda pels BH3-mimetics   

En aquesta tesi, per tal de poder caracteritzar la influència de cada un 

dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 en la mort cel·lular induïda 

per via extrínseca, s’han dissenyat diferents siRNAs específics contra cada un 

dels membres d’aquesta família. El desenvolupament de siRNAs que puguin 

bloquejar l’activitat de gens concrets ofereix la possibilitat de desenvolupar una 

estratègia terapèutica altament específica. Però la teràpia amb siRNAs presenta 

dificultats: la seva baixa estabilitat en el torrent sanguini, la quantitat de siRNA 

que penetra dins les cèl·lules és baixa, la generació de respostes no 

específiques del sistema immune i, de moment, la impossibilitat d’alliberar els 

siRNAs de forma específica a les cèl·lules tumorals i no les sanes, tot i que 

possiblement l’ús de la nanotecnologia podrà ser d’utilitat en aquest sentit 

(Schiffelers, Ansari et al. 2004, Li and Huang 2006). 
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 En canvi, la inhibició dels membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 

per mitjà de l’ús dels BH3-mimetics, és una estratègia terapèutica per al 

tractament del càncer que s’està investigant amb força en els últims anys (Marzo 

and Naval 2008, Frenzel, Grespi et al. 2009). Existeixen diversos motius pels 

quals sembla lògic pensar que la mimetització dels dominis BH3 pugui generar 

selectivitat contra les cèl·lules cancerígenes. Aquestes, sovint expressen nivells 

elevats de proteïnes anti-apoptòtiques de la família de Bcl-2 per a evadir la mort 

cel·lular que s’hauria d’executar en resposta a la proliferació il·limitada, l’activació 

d’oncogens o el dany en l’ADN (Amundson, Myers et al. 2000). A més, les 

cèl·lules cancerígenes, en comparació amb les cèl·lules normals, són molt més 

sensibles a la inhibició de proteïnes que promouen la supervivència (Hanahan 

and Weinberg 2000). Cal tenir present que els dominis BH3 de diferents 

molècules presenten especificitats d’unió particulars, fet que suggereix la 

possibilitat de dissenyar BH3-mimetics que tinguin com a diana una determinada 

proteïna que estigui sobre-expressada en un tipus particular de càncer. 

 Donat que els nostres resultats demostren que la neutralització de la 

funció de Bcl-xL és l’estratègia més efectiva de les emprades per a sensibilitzar 

les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL, i a manca de l’existència d’un 

inhibidor específic de Bcl-xL, vam voler analitzar els efectes sensibilitzadors i / o 

citotòxics provocats per l’addició al medi de cultiu de diferents BH3-mimetics, 

enlloc de transfectar-les amb l’siRNA contra Bcl-xL. Els nostres resultats mostren 

que alguns BH3-mimetics, com per exemple ABT-737, Gossypol i GX15 / 

Obatoclax, provoquen una citotoxicitat basal a determinades concentracions en 

les cèl·lules U87MG, que d’altres, com TW-37, no són capaços de generar. La 

toxicitat induïda per aquestes molècules per si soles podria esdevenir un fet 

positiu, sempre i quan aquesta toxicitat fos el més específica possible per a les 

cèl·lules tumorals. Això permetria l’ús d’aquestes molècules com a teràpia única. 

Un exemple explicat a la introducció és el de l’ABT-737, que és capaç d’induir 

mort cel·lular de forma efectiva en alguns tumors i causar-ne la regressió en 

d’altres (Oltersdorf, Elmore et al. 2005).  

A més a més, hem observat que els diferents BH3-mimetics, utilitzats a 

una mateixa molaritat, generen percentatges de mort cel·lular diferents. Per 

exemple, en comparar la toxicitat basal generada a 25 µM pels diferents 
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compostos (30 µM en el cas de Gossypol), observem que ABT-737 genera un 

99,26 % de citotoxicitat, Gossypol un 3,38 %, GX15 / Obatoclax un 40,19 % i 

TW-37 un 4,56 %. Així doncs, els nostres resultats mostren que ABT-737 és un 

citotòxic molt més potent que la resta. Una possible explicació d’aquest fet podria 

ser que cada compost presenta diferents cinètiques d’unió als membres anti-

apoptòtics de la família de Bcl-2, tot i que cal dir que existeix controvèrsia 

respecte a aquesta qüestió (Taula D1).  

 

Taula D1.  Affinitat dels BH3-mimetics  pels membres anti-apoptòtics de la família 

de Bcl-2. 

 

En el cas d’ABT-737, és l’únic compost pel qual està acceptat que inhibeix 

amb alta afinitat a Bcl-xL i Bcl-2, ja que l’afinitat amb la qual uneix a Bcl-w no es 

coneix amb certesa (Zhai, Jin et al. 2006, Bruncko, Oost et al. 2007). En el cas 

de Gossypol, diversos autors coincideixen en que inhibeix amb alta afinitat a Bcl-

2 però discrepen en el cas de la inhbició de Bcl-xL i Mcl-1 (Kitada, Leone et al. 

2003, Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006, Zhai, Jin et al. 2006). En el cas de 

GX15 / Obatoclax, s’ha reportat que, tot i unir-se a tots els membres anti-

apoptòtics, ho fa amb baixa afinitat (Wang, Nikolovska-Coleska et al. 2006, Zhai, 

Jin et al. 2006). Per últim, en el cas de TW-37 s’ha descrit que inhibeix a Bcl-2 i 

Mcl-1, amb més afinitat, i Bcl-xL, amb menys afinitat (Wang, Nikolovska-Coleska 

et al. 2006) o, segons altres autors, també amb alta afinitat (Verhaegen, Bauer et 

al. 2006). Així doncs, aquestes dades mostren que ABT-737, el BH3-mimetic 

més citotòxic emprat en aquesta tesi, és l’únic compost pel qual es coneix amb 
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certesa que inhibeix amb gran especificitat a Bcl-xL, així com també a Bcl-2. A 

més a més, recentment s’ha reportat que el seu efecte citotòxic és degut 

principalment a la inhibició de Bcl-xL. Així, Bcl-xL uneix a Bad i controla el balanç 

entre la seva degradació i la seva síntesi. La inhibició de Bcl-xL causa l’acúmul 

de Bad al citosol promovent la mort cel·lular (Ezzoukhry, Louandre et al. 2011). 

En conjunt, aquestes dades concorden amb els nostres resultats, relatius als 

BH3-mimetics; però no amb la funció biològica del siRNA contra Bcl-xL, ja que de 

forma basal no indueix citotoxicitat. Així, l’ABT-737, en principi el millor inhibidor 

de Bcl-xL emprat, és capaç d’induïr la mort de la cèl·lula de forma basal, a més a 

més de sensibilitzar a certes concentracions a l’acció citotòxica de TRAIL. D’altra 

banda, el silenciament d’Smac / DIABLO reverteix tant la mort cel·lular induïda 

per ABT-737 com per la combinació d’ABT-737 i TRAIL. Aquesta dada, 

juntament amb els resultats obtinguts amb el silenciament de Bcl-xL que 

demostren que l’efecte sensibilitzador en front a la mort induïda per TRAIL depèn 

de l’acció pro-apoptòtica d’Smac / DIABLO, fa pensar que l’acció citotòxica 

principal mitjançada per l’ABT-737 recau en la seva capacitat d’inhibir a Bcl-xL. 

En canvi, la sola inhibició de Bcl-xL no explicaria l’efecte citotòxic de l’ABT-737 ja 

que el silenciament de Bcl-xL no indueix mort cel·lular. Per tant, això suggereix 

que l’ABT-737 podria estar provocant altres efectes col·laterals, nocius per la 

cèl·lula, no provocats pel silenciament únic de Bcl-xL. En qualsevol cas, el que 

queda clar és Bcl-xL es posiciona de nou com una peça clau en el control de la 

mort cel·lular. Aquestes dades, per tant, reforcen la hipòtesi que cal dissenyar 

inhibidors potents però encara més específics de la funció anti-apoptòtica de Bcl-

xL. En aquest sentit, com es discutirà més endavant, s’ha aconseguit sintetitzar 

una molècula capaç d’inhibir a Bcl-2 però no a Bcl-xL (Souers, Leverson et al. 

2013) i una altra que uneix a Bcl-xL amb alta afinitat i de forma específica 

(Lessene, Czabotar et al. 2013) Aquest fet posa de manifest que és possible 

aconseguir molècules inhibidores dels membres anti-apoptòtics de la família de 

Bcl-2 però que inhibeixin a cada un d’ells de forma individual i selectiva. 

 Respecte al fenomen de sensibilització, s’ha observat que els BH3-

mimetics estudiats poden sensibilitzar a la mort induïda per TRAIL. Així, tots els 

BH3-mimetics utilitzats, excepte TW-37, que és l’únic compost que genera uns 

percentatges de sensibilització equiparables als obtinguts en silenciar Bcl-xL, 
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provoquen una major sensibilització a l’estímul citotòxic de TRAIL comparat amb 

l’ús del siRNA contra Bcl-xL. Això és un fet interessant, ja que l’ús dels BH3-

mimetics permetria maximitzar els efectes de sensibilització a la mort induïda per 

TRAIL obtinguts amb l’ús del siRNA contra Bcl-xL. Degut a que Smac / DIABLO 

juga un rol clau en la mort induïda per TRAIL quan els nivells d’expressió de Bcl-

xL estan disminuïts, vam voler determinar la rellevància d’Smac / DIABLO en la 

mort induïda pels BH3-mimetics. En primer lloc, si analitzem la citotoxicitat 

induïda pels BH3-mimetics únicament, podem observar que quan són tòxics 

(ABT-737, Gossypol i GX15 / Obatoclax), la toxicitat és depenent d’Smac / 

DIABLO. En segon lloc, si analitzem l’acció citotòxica de TRAIL en combinació 

amb els BH3-mimetics, veiem que genera dos tipus de resposta: d’una banda, 

ABT-737 sensibilitza a l’acció pro-apoptòtica de TRAIL de forma depenent 

d’Smac / DIABLO; i, d’altra banda, TW-37, Gossypol i GX15 / Obatoclax, 

sensibilitzen a TRAIL independentment de l’expressió d’Smac / DIABLO. 

Aquestes últimes dades relatives a la independència de l’acció pro-apoptòtica 

d’Smac / DIABLO per part d’aquests BH3-mimetics en combinació amb TRAIL, 

suggereix que l’acció conjunta de dos fàrmacs pot induir morts cel·lulars a través 

de mecanismes diferents als induïts pels fàrmacs de forma individual. Aquest, 

seria un fet interessant a tenir en compte en el disseny de teràpies combinatòries 

amb diferents agents ja que el desconeixement de les vies intracel·lulars 

activades i / o inhibides podria comportar efectes col·laterals indesitjats com, per 

exemple, un increment de la resistència de les cèl·lules tumorals als fàrmacs 

emprats o, fins i tot, a nous fàrmacs que utilitzin les mateixes vies intracel·lulars. 

  

8. Ús dels BH3-mimetics  en el tractament del GBM 

 És important recalcar que, tal i com s’ha dit a la introducció, ABT-737, i la 

seva forma oral ABT-263, és l’únic BH3-mimetic que indueix mort degut a que 

inhibeix específicament a Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w (van Delft, Wei et al. 2006, Tse, 

Shoemaker et al. 2008), ja que els altres BH3-mimetics poden tenir dianes 

addicionals que poden causar toxicitat de forma no específica, no prevista i no 

desitjada. Per això, es fa necessari dissenyar inhibidors més específics (Vogler, 

Dinsdale et al. 2009). Amb aquest objectiu, aquest any s’ha desenvolupat un nou 

compost que inhibeix selectivament a Bcl-2 sense afectar a Bcl-xL, l’ABT-199, el 
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qual te poca efectivitat en tumors on Bcl-xL es troba sobre-expressat (Souers, 

Leverson et al. 2013). Aquestes dades també reforcen els nostres resultats i 

apunten a una inhibició més específica de Bcl-xL per poder sensibilitzar les 

cèl·lules a la mort induïda pels DRs, al menys en GBMs. De fet, en un estudi 

recent reporten que s’estan creant nous compostos que inhibeixen a Bcl-xL i Bcl-

2 amb afinitats d’unió 10.000 vegades més altes que altres compostos 

dissenyats prèviament, i que són capaços d’inhibir el creixement cel·lular i 

d’induir citotoxicitat en cèl·lules de carcinoma pulmonar (H146) (Zhou, Chen et al. 

2012). En un d’aquests estudis, han identificat una molècula petita, el WEHI-539, 

que uneix a Bcl-xL amb alta afinitat i la seva citotoxicitat és deguda al seu efecte 

antagònic sobre la funció anti-apoptòtica de Bcl-xL. (Lessene, Czabotar et al. 

2013). Aquesta molècula serà una eina de gran utilitat per distingir les funcions 

de Bcl-xL dels altres membres anti-apoptòtics. 

D’altra banda, un punt afegit a la inducció de les vies “naturals” de mort 

cel·lular a partir de l’activació dels DRs com a estratègia terapèutica, és que 

podríem evitar en gran mesura els efectes col·laterals produïts per l’ús dels 

fàrmacs convencionals. A més a més, en el cas del GBM, cal tenir en compte 

que el disseny d’estratègies terapèutiques presenta altres problemes addicionals 

provocats, en gran part, a la dificultat d’administrar els fàrmacs a les cèl·lules 

tumorals. Això és degut a la dificultat d’aconseguir que els fàrmacs puguin creuar 

la barrera hematoencefàlica. En aquest sentit, les noves teràpies que es 

desenvolupin per al tractament del GBM hauran d’estar relacionades amb 

mètodes que permetin que els fàrmacs passin a través de la barrera 

hematoencefàlica i, un cop dins el cervell, puguin accedir a les cèl·lules tumorals. 

La nanobiotecnologia, i particularment les nanopartícules, estan fent 

contribucions importants en aquest sentit. Les nanopartícules poden estar 

composades de liposomes, micel·les, dendrímers o nanopartícules polimèriques 

que contindrien els fàrmacs i, gràcies a la seva grandària (100 - 200 nm), podrien 

creuar la barrera hematoencefàlica per així alliberar els fàrmacs al focus tumoral 

(Jain 2007, Zhou, Atsina et al. 2012). 

Així doncs, cal continuar investigant en aquesta línia per desenvolupar 

compostos, o combinacions d’aquests, que puguin inhibir específicament a una 

proteïna determinada per tal d’augmentar-ne l’efectivitat. Els nostres resultats 



198        Discussió 

 

apunten que la combinació del silenciament de Bcl-xL, a través de BH3-mimetics 

específics, i l’activació de la via extrínseca de mort cel·lular, i possiblement amb 

la cooperació d’estratègies nanotecnològiques, podria esdevenir una estratègia 

anti-cancerígena prometedora en el futur, com a mínim, en el GBM.  
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Primera.  L’expressió forçada del SR-IκBα sensiblitza les cèl·lules HeLa a la mort 

induïda per TNFα, permetent la senyalització intracel·lular apoptòtica.  

Segona.  El silenciament de Bcl-xL, però no el de Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-w, sensibilitza 

les cèl·lules HeLa a l’apoptosi induïda per l’activació tant de la via extrínseca com 

de la via intrínseca. 

Tercera.  La mort cel·lular induïda per TNFα en cèl·lules amb Bcl-xL silenciat és 

depenent de caspasses i requereix l’activació inicial de caspassa-8. 

Quarta.  La sobre-expressió de Bcl-xL evita la mort induïda per TNFα en cèl·lules 

que sobre-expressen el SR-IκBα. 

Cinquena.  El silenciament de Bcl-xL sensibilitza les cèl·lules a la mort induïda 

per TNFα sense afectar l’activitat de NF-κB. Aquest fet es veu corroborat en 

cèl·lules RD i DU-145. 

Sisena.  El silenciament de Bcl-xL no comporta una major sensibilització en front 

a la citotoxicitat induïda per TNFα en cèl·lules sobre-expressores del SR-IκBα. 

Setena.  Els membres anti-apoptòtics de la família de Bcl-2 s’expressen de forma 

diferencial en les diferents línies cel·lulars analitzades, i Bcl-xL és l’únic que es 

troba expressat de forma ubiqua. 

Vuitena.  Determinades línies cel·lulars són resistents a l’estímul citotòxic de 

TNFα, fins i tot quan Bcl-xL es troba silenciat, com per exemple diverses línies 

cel·lulars derivades de glioblastoma multiforme (GBM) humà. 

Novena.  Les cèl·lules U87MG derivades de GBM humà expressen els quatre 

membres anti-apoptòtics principals de la família de Bcl-2.  

Desena.  L’actinomicina D pot sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda 

per TNFα, CH11 o TRAIL. 

Onzena.  El silenciament de Bcl-xL, però no el de Bcl-2, Bcl-w o Mcl-1, és capaç 

de sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort induïda per TRAIL, de forma 

depenent de la mitocòndria, i a CH11, de forma independent de la mitocòndria. 

Dotzena.  La mort cel·lular induïda per TRAIL en cèl·lules amb Bcl-xL silenciat és 

de tipus apoptòtic, depenent de caspasses i requereix la caspassa-8 com a 

caspassa iniciadora. 
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Tretzena.  El silenciament d’Smac / DIABLO rescata l’apoptosi induïda per TRAIL 

en cèl·lules que tenen silenciada l’expressió de Bcl-xL, malgrat que el citocrom c 

es troba alliberat al citosol i les caspasses es troben aparentment activades. 

Catorzena.  El silenciament de XIAP no és suficient per revertir els efectes de 

protecció causats pel siRNA contra Smac / DIABLO en cèl·lules U87MG que 

tenen l’expressió de Bcl-xL silenciada i han estat estimulades amb TRAIL. 

Quinzena.  Determinats BH3-mimetics són citotòxics de forma basal, com en el 

cas de ABT-737, Gossypol i GX15 / Obatoclax i, en aquests casos, la toxicitat és 

depenent d’Smac / DIABLO. 

Setzena.  Els BH3-mimetics poden sensibilitzar les cèl·lules U87MG a la mort 

induïda per TRAIL generant dos tipus de resposta: una independent (TW-37, 

Gossypol i GX15 / Obatoclax) i l’altre dependent (ABT-737) d’Smac / DIABLO. 
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