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I	  arriba	  el	  moment	  dels	  agraïments...aquella	  part	  que	  tothom	  recomana	  que	  deixis	  pel	  final	  perquè	  	  

no	  és	  important...i	  és	  cert,	  en	  part,	  però	  també	  és	  cert	  que	  la	  tesi	  implica	  el	  final	  d’una	  etapa	  en	  la	  

que	   intervenen	   moltes	   persones,	   i	   com	   a	   tal,	   cal	   fer	   balanç.	   Una	   etapa	   molt	   rellevant	   a	   nivell	  

científic,	  però	  també	  personal,	  perquè	  són	  moltes	  les	  persones	  que	  intervenen	  en	  ella.	  Unes,	  d’una	  

manera	  més	  subtil,	  d’altres	  deixant	  més	  empremta,	  però	  totes	  influenciant	  en	  el	  resultat	  final.	  

	  
Per	  on	   començar?	  doncs	   crec	  que	  és	  més	  que	  evident...,	   per	  qui	   em	  va	  donar	   la	  oportunitat	  de	  

començar,	   realitzar	   i	   acabar	   la	   tesi.	   Gràcies	   David	   per	   confiar	   en	   mi	   com	   a	   primera	   becària	   i	  

permetre	  que	  evolucionés	  científicament.	  Per	  tenir	  la	  porta	  del	  despatx	  sempre	  oberta	  i	  disponible	  

per	  a	  qualsevol	  reunió	  improvisada;	  ja	  fos	  per	  parlar	  dels	  resultats,	  per	  plantejar	  qualsevol	  dubte,	  o	  

simplement	   per	   discutir	   la	   quantitat	   d’imatges	   a	   posar	   en	   un	   pòster.	   Per	   donar-‐me	   també	   	   la	  

oportunitat	  de	  marxar	  uns	  mesos	  d’estada	  a	  Holanda,	  gràcies.	  

No	  puc	  més	  que	  continuar	  amb	  els	  meus	  compis	  de	  grup:	  Natalia,	  Samuel!.Que	  deciros???!!	  Pues	  

que	  me	  ha	   encantado	   compartir	   estos	   dos	   últimos	   años	   con	   vosotros	   como	   compañeros	   (y	   que	  

conste	  que	  no	  es	  peloteo!!).	  Teneros	  en	  el	  mismo	  grupo	  ha	  sido	  toda	  una	  experiencia.	  Podríamos	  

ser	   los	   tres	  más	   distintos	   entre	   nosotros?	   Creo	   que	   sería	   difícil...aún	   así,	   y	   a	   pesar	   de	   nuestras	  

pequeñas	  discrepancias,	  me	  ha	  encantado	  compartir	  el	  grupo	  con	  vosotros,	  tener	  la	  oportunidad	  

de	   ir	   juntos	   de	   congreso	   y	   pasar	   un	   gran	   finde	   en	  Madrid!.	   Habéis	   sido	  mi	   grupo	   estos	   últimos	  

años,	  pero	  antes	  no	  estaba	  sola.	  Mi	  grupo	  era,	  y	  lo	  ha	  sido	  siempre,	  las	  niñas	  CCR!!!!	  Mis	  inicios	  no	  

habrían	  sido	  lo	  mismos	  sin	  ellas...!!!	  Gràcies	  Maria...per	  TOT!!.	  Se’m	  quedarien	  curtes	  les	  paraules	  

per	  agrair-‐te	  tot	  el	  que	  m’has	  ajudat,	  des	  del	  primer,	  fins	  a	  l’últim	  dia.	  Sempre	  disposada	  a	  donar	  

un	  cop	  de	  mà	  en	  qualsevol	  cosa,	  des	  d’ajudar	  a	  preparar	  un	  buffer,	  a	  fer	  una	  comanda,	  a	  trobar	  un	  	  

reactiu,	  a	  preparar	  un	  índex....fins	  a	  compartir	  grans	  i	  molts	  moments	  enfront	  la	  màquina	  de	  cafè!!	  

Qui	   millor	   que	   tu	   per	   riure	   dels	   meus	   “chistes”???	   ets	   el	   meu	   millor	   públic	   !!.	   Y	   tu	   Sara,	   aún	  

recuerdo	   los	  primeros	  meses,	  muchas	   gracias	  por	   estar	   siempre	  dispuesta	   a	  una	  buena	   charla	   y	  

con	  una	  buena	  sonrisa.	  Gracias	  por	  compartir	  el	  viaje	  a	  Thailandia,	  fue	  toda	  una	  experiencia	  de	  la	  

que	   guardo	   muy	   buen	   recuerdo	   y	   que	   me	   alegro	   mucho	   de	   haber	   compartido	   contigo	   y	   con	  

la“Padu”.	   Cris,	   poc	   t’hem	   vist	   últimament	   pel	   laboratori	   i	   és	   una	   llàstima,	   però	   no	   perdem	  

l’esperança	   de	   que	   tard	   o	   d’hora	   tornis	   a	   pujar,	   encara	   tens	   la	   poiata	   coberta	   de	   gradetes!!!.	  

Monica,	   la	  meva	  veïna,	  quina	   sort	   compartir	  el	  mateix	  gust	  musical	   i	   poder	   tenir	  el	   “poder”	  per	  



posar	  la	  nostra	  estimada	  emissora...	  m’encanten	  els	  nostres	  grans	  moments	  musicals!!.	  Curro,	  no	  

eres	  precisamente	  una	  “niña”	  CCR,	  pero	  aún	  así,	  cuantas	  charlas	  banales	  (y	  menos	  banales)	  hemos	  

tenido,	   que	   momentos	   de	   disertaciones	   y	   discusiones	   varias,	   cuantos	   ratos	   de	   risas	   y	   piques,	  

gracias	  por	  tener	  la	  lupa	  tan	  cerquita	  de	  mi	  poyata.	  Clara,	  la	  última	  nena	  CCR	  en	  mencionar,	  però	  

no	  per	  això	  la	  menys	  important.	  Moltes	  gràcies	  per	  estar	  tant	  aprop	  inclús	  estant	  lluny,	  per	  estar	  

sempre	   disposada	   a	   donar	   una	   bona	   abraçada	   i	   per	   compartir	   xerrades	   més	   o	   menys	  

transcendentals	  a	  les	  escales.	  Per	  ser	  part	  també	  de	  la	  “Chupipandi”,	  un	  nom	  que	  no	  fa	  més	  que	  

referència	  als	  bons	  amics	  guanyats	  durant	  la	  tesi,	  uns	  amics	  que	  han	  fet	  que	  tot	  fos	  més	  fàcil.	  	  

Mercè,	  flor,	  em	  va	  encantar	  compartir	  els	  inicis	  amb	  tu,	  però	  m’ha	  agradat	  molt	  més	  compartir	  tot	  

el	  trajecte	  i	   l’evolució.	  Has	  estat	  un	  gran	  suport	  per	  mi,	  en	  tots	  els	  aspectes,	   i	  amb	  això	  jo	  ho	  dic	  

tot.	  Marta,	  ets	  un	  solete,	  no	  conec	  persona	  més	  altruista	  i	  bona	  que	  tu,	  sempre	  disposada	  a	  xerrar	  

i	  ajudar,	  sé	  que	  arribaràs	  allà	  on	  tu	  vulguis;	  i	  tu	  Cris,	  ets	  pura	  energia	  i	  saps	  transmetre-‐la,	  la	  teva	  

motivació	  per	  la	  ciència	  és	  admirable	  i	  et	  portarà	  molt	  lluny	  (de	  fet,	  ja	  ho	  ha	  fet,	  i	  et	  trobem	  molt	  a	  

faltar).	  Nuri,	   la	  meva	  pseudo...	  gràcies,	  no	  només	  per	  compartir	  tants	  moments	  “bojos”	   i	  no	  tant	  

bojos,	  sinó	  també	  per	  estar	  tan	  aprop	  i	  ser	  un	  gran	  suportsobretot	  aquests	  últims	  mesos	  de	  tesi,	  i	  

per	  ser	   tant	   fidel	  als	  nostres	  habituals	   i	   clàssics	  “pseudo-‐breaks.	  Natalia,	   cuan	  distintas	  somos,	  y	  

cúanto	   lo	  agradezco.	  Gracias	  por	  ofrecerme	  nuevos	  y	  diferentes	  puntos	  de	  vista,	  por	  ser	  un	  gran	  

apoyo	   en	   todos	   los	   momentos	   y	   por	   hacer	   que	   los	   aparentes	   grandes	   problemas	   se	   vuelvan	  

pequeños.	  Paco,	   Joan,	   anar	   al	   LRT2	  per	   fer-‐vos	  una	   visiteta	   i	   veure	  que	   sempre	   (o	   casi	   sempre)	  

esteu	  disposats	  a	  fer	  petar	  la	  xerrada	  una	  estoneta,	  no	  te	  preu.	  Ferran...soooooo...let’s	  dance,	  the	  

last	  dance...,	  quina	  gran	  cançó;	  i	  és	  la	  nostra!!!	  I	  Vane,	  ya	  verás	  que	  fiestón	  nos	  vamos	  a	  pegar,	  de	  

escándalo!!!	  ese	  zulo	  no	  hubiese	  sido	  lo	  mismo	  sin	  ti,	  el	  estrés	  compartido	  siempre	  se	  lleva	  mejor.	  	  

	  

Gràcies	  també	  a	  unes	  persones	  claus	  i	  imprescindibles	  en	  el	  laboratori.	  Agnès,	  	  mil	  gràcies	  per	  tot	  

el	   suport	   immunohistoquímic	   donat	   i	   per	   ajudar-‐me	   tantes	   vegades	   en	   tantes	   coses.	   Gràcies	  

Helena	  per	   la	  teva	  proximitat	   i	   la	  teva	  bruixa	  alegria,	  és	  una	  sort	  tenir-‐te	  pel	   laboratori.	  Alberto,	  

muchas	   gracias	   por	   tus	   consejos	   y	   tus	   opiniones,	   me	   encanta	   tenerte	   de	   vecino	   de	   poyata	  

(supongo	  que	  porque	  nunca	  has	  llegado	  a	  invadir	  mi	  espacio!).	  Agrair	  també	  a	  la	  resta	  de	  la	  gent	  

del	  lab;	  	  Raúl,	  compartir	  estos	  últimos	  meses	  de	  zulo	  también	  contigo	  ha	  sido	  un	  placer;	  Eli,	  Gorka,	  

Jack,	  Mariona,	  Lara...	  gràcies	  per	  fer	  els	  dinars	  tan	  amens	   i	  divertits;	   i	  a	  tota	   la	  resta	  de	  gent	  del	  

laboratori,	   els	   de	   virus,	   els	   d’angio,	   els	   que	   ja	   han	  marxat...gràcies	   per	   compartir	   tantes	   festes,	  

tants	  sopars,	  anècdotes...	  i	  fer	  del	  laboratori	  un	  lloc	  més	  que	  agradable	  per	  anar	  a	  treballar.	  



	  

	  
	  

Però	  els	  meus	  agraïments	  no	  es	  queden	  només	  dins	  del	  laboratori...	  també	  he	  d’agrair	  a	  les	  meves	  

nenes	  uni	  els	  seus	  ànims	  i	  la	  seva	  compressió...	  Gràcies	  Mar,	  per	  estar	  sempre	  a	  punt	  per	  ajudar	  en	  

qualsevol	  cosa	  i	  en	  qualsevol	  moment;	  Laia,	  m’encanta	  la	  teva	  practicitat	  i	  m’encanta	  poder	  petar	  

la	   xerradeta	   amb	   tu	   en	   qualsevol	   moment...	   ets	   la	   següent	   eh!!!.	   Nuri,	   no	   perdir	   mai	   la	   teva	  

vitalitat	   i	   optimisme,	   ets	   tot	   un	   exemple!	   I	   gràcies	   a	   totes	   també	   per	   compartir	   la	   nostra	   súper	  

festa	   ochentera!!!.	   Dra	   Rodón,	   estàs	   ben	   lluny,	   però	   tot	   i	   així	   quan	   ens	   trobem	   es	   com	   si	   no	  

haguessis	   marxat	   mai...tenim	   un	   skype	   pendent.	   I	  Mireia,	   no	   eres	   de	   la	   uni,	   pero	   como	   si	   lo	  

fueras...ya	  sabes	  lo	  que	  es	  una	  PCR,	  una	  poiata...	  gracias	  por	  ser	  mi	  hermana	  “postiza”.	  	  

	  

Tampoc	  oblidar	  les	  meves	  nenes	  Can	  Ruti,	  Annete,	  Lauriki,	  ja	  fa	  anys	  que	  vaig	  marxar	  d’allà,	  però	  

continuem	  a	  tope.	  Gràcies	  pels	  soparets	  varis,	  per	   les	  nostres	  vacances	  per	  Ses	  Illes	   i	  per	  fer	  que	  

tot	  sigui	  molt	  més	  fàcil	  en	  la	  vostra	  companyia.	  

	  
I	   en	   aquesta	   tesi	   no	   podeu	   faltar	   vosaltres,	  Com-‐Pis.	  Heu	   estat	   la	  meva	   segona	   família	   aquests	  

gairebé	  tres	  anys,	  compartir	  la	  convivència	  amb	  vosaltres	  ha	  estat	  la	  cosa	  més	  fàcil.	  Moltes	  gràcies	  

per	   tots	  els	  sopars,	  per	   totes	   les	  xerrades	  al	  sofà,	  per	   tot	  el	  suport	  en	  tots	  els	  moments,	  pels	  30	  

regals..!.	  Ester,	  tot	  el	  que	  t’hauria	  d’agrair	  seria	  massa	  llarg	  per	  posar-‐ho	  per	  escrit,	  però	  saps	  que	  

t’has	  convertit	  en	  una	  persona	  vital	  en	  el	  meu	  dia	  a	  dia,	  podríem	  dir	  que	  ets	  de	  les	  persones	  que	  

més	  em	  coneixen	  i	  m’agrada	  la	  sensació	  de	  que	  no	  faci	  falta	  dir	  res	  perquè	  sàpigues	  com	  m’ha	  anat	  

el	  dia...	  ets	  una	  amor!	  I	  tu	  Xavi,	  no	  et	  quedes	  pas	  curt,	  ets	  la	  bondat	  i	  tranquil·∙litat	  personalitzada,	  

gràcies	  per	   la	   calma	  que	   transmets	   i	   per	   les	   llargues	   converses,	   i	   gràcies	   també	  per	  aportar	  una	  

companya	  de	  pis	  extra,	  la	  Mireia.	  Gràcies	  Mireia	  per	  la	  teva	  alegria	  constant,	  pel	  teu	  bon	  humor	  i	  

pel	  “carinyu”	  que	  transmets,	  ets	  una	  passada.	  

	  
I	   això	   no	   queda	   tot	   aquí,	   també	   he	   d’agrair	   als	   de	   Swing,	   per	   ser	   tant	   vitals,	   tant	   alegres,	   tant	  

entusiastes	  (	  i	  no	  només	  en	  el	  ball)...	  en	  fi,	  per	  ser	  tant	  “amazings”	  i	  per	  preocupar-‐se	  per	  l’estat	  de	  

la	  meva	   tesi	   tot	   i	   ser	  completament	  aliens	  a	   la	  ciència	   (amb	  alguna	  excepció).	  Gràcies	  pels	  balls,	  

per	  les	  birres,	  per	  les	  festes,	  per	  les	  jams...	  per	  tot...sou	  la	  canya!!!	  Ens	  ballem!!!	  
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	  	  INTRODUCCIÓ	  

1. INTRODUCCIÓ	  AL	  CÀNCER	  

1.1. Generalitats	  i	  biologia	  del	  càncer	  	  

Tradicionalment	   el	   procés	   tumorigènic	   ha	   estat	   descrit	   com	   un	   procés	   gradual	   en	   el	   que	   les	  

cèl·∙lules	   normals	   van	   acumulant	   alteracions	   genètiques	   que	   els	   hi	   confereixen	   avantatges	  

selectives	  de	  creixement	   i	  que	  contribueixen	  a	   la	  seva	  transformació	  cap	  a	  un	  fenotip	  de	  cèl·∙lula	  	  

maligne.	  No	  obstant,	  aquesta	  visió	  tant	  focalitzada	  en	  la	  cèl·∙lula	  tumoral	  ha	  anat	  evolucionant	  d’un	  

temps	  ençà	  cap	  a	  una	  visió	  més	  àmplia,	  i	  actualment	  un	  tumor	  ja	  no	  és	  considerat	  exclusivament	  

com	  una	  massa	  de	  cèl·∙lules	  tumorals,	  sinó	  que	  és	  vist	  com	  un	  teixit	  complex	  	  compost	  per	  multitud	  

de	   cèl·∙lules	   no	   malignes	   que	   constitueixen	   el	   microambient	   tumoral	   i	   que	   influencien	   en	   les	  

capacitats	  adquirides	  per	  la	  cèl·∙lula	  neoplàsica	  (Hanahan	  and	  Coussens	  2012).	  Aquestes	  propietats	  

van	  ser	  descrites	  per	  Hanahan	   i	  Weinberg	  com	  a	  “Hallmarks	  of	  cancer”	   (Hanahan	  and	  Weinberg	  

2000;	  Hanahan	  and	  Weinberg	  2011)	  i	  comprenen:	  

	  
1. Senyals	  de	  proliferació	  sostinguda	  

2. Insensibilització	  a	  senyals	  anti-‐proliferatives	  

3. Resistència	  a	  mort	  cel·∙lular	  

4. Potencial	  replicatiu	  il·∙limitat	  

5. Angiogènesi	  

6. Invasió	  i	  metàstasi	  

7. Modificació	  o	  reprogramació	  del	  metabolisme	  energètic	  	  

8. Evasió	  de	  la	  destrucció	  pel	  sistema	  immunitari	  	  

	  
L’ordre	   i	   els	  mecanismes	   pels	   quals	   es	   poden	   adquirir	   aquestes	   capacitats	   funcionals	   pot	   variar	  

entre	  els	  diferents	  tipus	  de	  tumors,	  però	  són	  dues	  les	  característiques	  principals	  que	  permeten	  la	  

seva	  adquisició:	  	  

1. Inestabilitat	   genòmica	   i	   mutacions:	   Mutacions	   aleatòries,	   reordenaments	   cromosòmics	   i	  

canvis	   epigenètics	   poden	   provocar	   alteracions	   en	   el	   genoma	   de	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	  

conferint	   avantatge	   selectiu	   a	   un	   clon	   de	   cèl·∙lules	   i	   permetent	   el	   seu	   sobrecreixement	   i	  

dominància	  en	  el	  teixit	  local.	  
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1.2. Heterogeneïtat	  tumoral.	  

Les	  alteracions	  en	  oncògens	   i	  gens	  supressors	  tumorals	  són	  crucials	  en	  el	  desenvolupament	  d’un	  

tumor,	  tot	  i	  que	  també	  és	  cert	  que	  són	  molts	  altres	  els	  mecanismes	  que	  es	  poden	  veure	  alterats,	  

així	   com	   molts	   els	   tipus	   cel·∙lulars	   i	   òrgans	   dels	   quals	   es	   pot	   originar	   un	   tumor.	   Aquest	   fet,	  

juntament	   amb	   el	   dinamisme	   del	   procés	   de	   carcinogènesi,	   fa	   que	   les	   cèl·∙lules	   malignes	   vagin	  

evolucionant	  i	  que	  al	  seu	  torn	  vagin	  alterant	  el	  microambient	  que	  l’envolta,	  convertint	  el	  càncer	  en	  

una	  malaltia	  altament	  complexa	   i	  heterogènia,	   tant	  a	  nivell	  d’un	  mateix	   individu	  (heterogeneïtat	  

intra-‐tumoral)	   com	   entre	   individus	   diferents	   amb	   càncers	   originats	   del	   mateix	   tipus	   d’òrgan	  

(heterogeneïtat	  inter-‐tumoral)(De	  Sousa,	  Vermeulen	  et	  al.	  2013).	  
L’existència	   de	   variabilitat	   sovint	   s’ha	   vist	   relacionada	   amb	   la	   ineficiència	   dels	   tractaments	   o	  

l’aparició	  de	  resistència	  i	  suposa	  un	  repte	  per	  predir	  l’evolució	  i	  el	  pronòstic	  de	  la	  malaltia.	  	  

Dues	  són	  les	  teories	  que	  intenten	  associar	  aquesta	  variabilitat	  amb	  la	  resistència	  a	  teràpies:	  

-‐ Concepte	   d’evolució	   clàssica:	   A	   mida	   que	   el	   tumor	   va	   progressant,	   les	   anormalitats	  

genètiques	  es	  van	  acumulant.	  La	  gran	  quantitat	  de	  divisions	  que	  es	  donen	  en	  un	  procés	  neoplàsic	  

fa	   que	   siguin	   moltes	   les	   mutacions	   que	   poden	   emergir	   i	   evolucionar	   donant	   lloc	   a	   diferents	  

subpoblacions	   cel·∙lulars	   (clons).	   La	   selecció	   d’alguns	   clons	   respecte	   d’altres	   fa	   que	   el	  

desenvolupament	  tumoral	  pugui	  ser	  considerat	  com	  un	  procés	  d’evolució	  Darwiniana	  (Diaz-‐Cano	  

2012),	  generant-‐se	  una	  àmplia	  varietat	  de	  subpoblacions	  cel·∙lulars	  en	  un	  mateix	  pacient.	  

-‐ Propietats	   inherents	   en	   les	   cèl·∙lules	   tumorals:	   Grups	   de	   cèl·∙lules	   presenten	   habilitats	  

diferents	  per	  promoure	  un	  tumor	  que	  són	  inherents	  en	  elles	  i	  que	  depenen	  de	  la	  jerarquia	  que	  es	  

produeix	  en	  un	  teixit	  tumoral	  (cèl·∙lules	  més	  o	  menys	  properes	  a	  les	  cèl·∙lules	  mare).	  

	  
A	  part	  d’aquests	  dos	  factors,	  que	  no	  són	  mútuament	  excloents,	  l’heterogeneïtat	  tumoral	  també	  es	  

veu	   influenciada	  per	   la	  cèl·∙lula	  d’origen	   i	   implica	  també	  les	  cèl·∙lules	  no	  neoplàsiques	  que	  formen	  

part	  del	  microambient	  tumoral.	  

	  
Breument,	  les	  causes	  de	  la	  heterogeneïtat	  tumoral	  podrien	  ser	  descrites:	  

-‐ 	  Genètiques:	  L’adquisició	  gradual	  de	  mutacions	  és	  la	  causa	  més	  freqüent	  de	  la	  variabilitat	  

inter	  i	  intra-‐tumoral.	  Procés	  dinàmic	  que	  fa	  que	  hi	  hagi	  una	  pressió	  selectiva	  i	  l’evolució	  de	  

certs	  clons	  sobre	  d’altres.	  

-‐ Epigenètiques:	  Processos	  de	  metilació	  de	  l’ADN	  i	  deacetilació	  d’histones	  que	  es	  donen	  al	  

llarg	  del	  procés	  de	  tumorigènesi	  i	  que	  s’hereten	  durant	  la	  divisió	  cel·∙lular	  sense	  alterar	  la	  

seqüència	  de	  l’ADN	  (Baylin	  and	  Jones	  2011).	  
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-‐ Cèl·∙lules	  mare:	   La	   organització	   jeràrquica	   genera	   un	   gradient	   de	   diferenciació	   entre	   les	  

cèl·∙lules	   mare	   i	   la	   seva	   progènie	   que	   promou	   l’adquisició	   de	   nous	   canvis	   genètics	   i	  

epigenètics	  i	  incrementa	  la	  heterogeneïtat	  (Sottoriva,	  Verhoeff	  et	  al.	  2010).	  

-‐ Microambient	   tumoral:	   El	   microambient	   comprèn	   una	   àmplia	   varietat	   de	   cèl·∙lules	   no	  

neoplàsiques	  que	  cooperen	  amb	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  intervenen	  en	  els	  diferents	  passos	  

del	   desenvolupament	   tumoral.	   Tant	   la	   seva	   presència	   com	   la	   seva	   distribució	   (front	  

invasiu	   vs	   no	   invasiu)	   en	   el	   microambient	   ja	   genera	   una	   gran	   variabilitat.	   Els	   factors	  

extrínsecs	   produïts	   per	   les	   cèl·∙lules	   estromals	   també	   incrementa	   la	   heterogeneïtat	  

influenciant	  la	  pressió	  clonal	  (ex:	  inflamació	  crònica)(Meira,	  Bugni	  et	  al.	  2008).	  

	  

1.2.1.-‐	  Heterogeneïtat	  intra-‐tumoral	  

En	  els	  tumors	  sòlids	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  no	  es	  troben	  aïllades	  de	  la	  resta	  de	  l’organisme,	  sinó	  que	  

es	   troben	   envoltades	   per	   un	   conjunt	   de	   cèl·∙lules	   no	   tumorals	   embolcallades	   dins	   d’una	   xarxa	  

complexa	   de	   proteïnes	   (matriu	   extracel·∙lular)	   constituint	   el	   que	   es	   coneix	   com	   a	   microambient	  

tumoral.	   És	   per	   això	   que	   els	   tumors	   són	   considerats	   com	   a	   òrgans	   complexos.	   De	   fet,	   molts	  

aspectes	   del	   desenvolupament	   tumoral	   simulen	   als	   que	   es	   donen	   en	   l’organogènesi	   o	   en	   els	  	  

processos	  de	  remodelació	  tissular	  (Bissell	  and	  Radisky	  2001).	  

La	  diversitat	  de	  subpoblacions	  cel·∙lulars	  en	  un	  mateix	  tumor	  és	  una	  característica	  molt	  freqüent	  en	  

els	  càncers	  humans	  (inherent	  des	  dels	  estadis	  primerencs	  i	  conseqüència	  de	  la	  progressió	  tumoral),	  

i	  és	  de	  gran	  importància	  tant	  en	  el	  diagnòstic	  com	  en	  el	  tractament	  de	  la	  malaltia.	  Pot	  trobar-‐se	  en	  

gairebé	   tots	  els	   trets	   fenotípics	  cel·∙lulars	  com	   la	  morfologia,	   l’expressió	  gènica	   (de	  marcadors	  de	  

superfície	   cel·∙lular,	   de	   factors	   de	   creixement	   i	   receptors	   hormonals),	   metabolisme,	   motilitat	   i	  

potencials	   angiogènic,	   immunogènic	   i	   metastàtic.	   Tot	   i	   que	   gran	   part	   de	   la	   heterogeneïtat	   és	  

deguda	  a	  la	  inestabilitat	  genètica	  que	  dóna	  lloc	  a	  un	  fenotip	  concret,	  també	  és	  cert	  que	  hi	  ha	  una	  

part	  de	  variabilitat	  no	  heretable	  i	  que	  és	  conseqüència	  de	  la	  plasticitat	  cel·∙lular	  i	  de	  la	  diferenciació	  

de	  les	  cèl·∙lules	  mare	  (Marusyk	  and	  Polyak	  2010).	  

La	   heterogeneïtat	   intra-‐tumoral	   comprèn	   tan	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   com	   els	   components	   del	  

microambient	   que	   l’envolta.	   La	   multitud	   de	   tipus	   cel·∙lulars	   estromals	   creen	   un	   seguit	   de	  

microambients	   tumorals	   que	   van	   canviant	   a	   mida	   que	   el	   tumor	   va	   evolucionant,	   des	   de	   que	  

envaeix	  el	  teixit	  normal	  fins	  que	  colonitza	  òrgans	  distants.	  L’abundància,	  organització	  histològica	  i	  

les	   característiques	   fenotípiques	   dels	   tipus	   cel·∙lulars	   estromals,	   així	   com	   la	  matriu	   extracel·∙lular,	  

evolucionen	  durant	  la	  progressió	  tumoral	  i	  permeten	  el	  creixement	  primari,	  invasiu	  i	  metastàtic.	  	  
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Aquesta	   evolució	   i	   remodelació	   dels	   components	   del	  microambient	   tumoral	   afegeix	   un	   grau	   de	  

complexitat	  més	  a	  la	  heterogeneïtat	  tumoral	  fent	  que	  no	  només	  es	  trobi	  en	  la	  cèl·∙lula	  maligna	  sinó	  

també	   en	   la	   resta	   de	   components	   que	   l’envolten	   i	   que	   constitueixen	   l’estroma	   tumoral.	   La	  

quantitat	  relativa	  d’estroma	  i	  la	  seva	  composició	  	  també	  varien	  considerablement	  entre	  tumors.	  

	  

2. MICROAMBIENT	  TUMORAL	  

2.1. Generalitats	  de	  l’estroma	  	  

Es	  coneix	  com	  a	  estroma	  o	  microambient	  estromal,	  el	  conjunt	  de	  cèl·∙lules	  no	  tumorals	   i	  els	  seus	  

productes	  de	  secreció	  que	  constitueixen	  una	  xarxa	  de	  teixit	  connectiu	  que	  envolta	  i	  dóna	  suport	  al	  

parènquima	   (o	   component	   epitelial	   d’un	   òrgan	   determinat),	   modelant	   i	   mantenint	   la	   seva	  

estructura	  tissular.	  L’estroma	  està	  constituït	  per	  diferents	  tipus	  cel·∙lulars	  com	  fibroblasts,	  cèl·∙lules	  

endotelials	   i	   inflamatòries,	   que	   es	   troben	   integrats	   dins	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   (MEC).	   Les	  

interaccions	  directes	  o	   indirectes	  que	  s’estableixen	  entre	  els	  diferents	  components	  cel·∙lulars	  que	  

defineixen	  un	  òrgan	  són	  les	  encarregades	  de	  proporcionar	  la	  informació	  necessària	  per	  a	  mantenir	  

la	  diferenciació	  cel·∙lular	   i	  crear	  estructures	  tissulars	  complexes.	  Les	  cèl·∙lules	  epitelials	   reben	  gran	  

varietat	  de	  senyals	  de	  l’ambient	  que	  les	  envolta	  i	  que	  les	  orienta	  per	  a	  definir	  les	  superfícies	  basal	  i	  

apical	  i	  mantenir	  un	  estat	  diferenciat	  (Figura	  I2)	  (Bissell	  and	  Radisky	  2001).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	   I	   2.Estructura	   del	   microambient	   estromal.	   Composició	   de	   l’estroma	   amb	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	  
delimitant	  la	  membrana	  basal	  i	  els	  diferents	  constituents	  de	  la	  xarxa	  de	  teixit	  connectiu.	  Figura	  adaptada	  de	  
Saadi	  A	  and	  Fitzgerald	  R.	  Drug	  Discov	  Today.	  2006	   
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2.2. Funcions	  de	  l’estroma:	  Dualitat	  	  

En	   condicions	   fisiològiques	   normals,	   la	   homeòstasi	   tissular	   és	   aconseguida	   gràcies	   a	   un	   balanç	  

entre	   proliferació	   i	   mort	   cel·∙lular	   que	   es	   manté	   gràcies	   a	   la	   comunicació	   establerta	   entre	   els	  

diferents	   tipus	   cel·∙lulars	   i	   que	   ajuda	   a	  mantenir	   l’arquitectura	   tissular,	   suprimint	   o	   revertint	   els	  

fenotips	   malignes	   i	   fent	   que	   l’estroma	   funcioni	   com	   una	   barrera	   enfront	   un	   incipient	   procés	  

tumorigènic.	   En	   els	   processos	   de	   desenvolupament	   tissular	   existeix	   un	   intercanvi	   d’informació	  

entre	   les	   cèl·∙lules	   i	   el	   seu	  microambient	  que	   succeeix	  a	   través	  d’una	  complexa	  xarxa	  de	   senyals	  

generada	   per	   les	   unions	   directes	   entre	   cèl·∙lula-‐cèl·∙lula	   i	   entre	   cèl·∙lula-‐matriu	   extracel·∙lular,	   així	  

com	   entre	   la	   col·∙laboració	   amb	   d’altres	   cèl·∙lules	   estromals	   i	   específiques	   de	   teixit.	   Aquest	  

intercanvi	   dinàmic	   i	   mutu	   entre	   les	   cèl·∙lules	   i	   el	   seu	   entorn	   permet	   la	   organització	   cel·∙lular	   en	  

teixits	  i	  dirigeix	  la	  organogènesi	  durant	  el	  desenvolupament.	  Les	  cèl·∙lules	  responen	  tant	  als	  factors	  

solubles	  com	  insolubles	  i	  al	  seu	  torn	  canvien	  el	  microambient	  d’una	  manera	  recíproca	  resultant	  en	  

un	  sistema	  organitzat	  i	  diferenciat,	  a	  més,	  les	  molècules	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  juntament	  amb	  

els	   enzims	   que	   s’encarreguen	   de	   remodelar-‐la	   defineixen	   i	   organitzen	   l’estructura	   tissular.	   Si	   el	  

microambient	  no	  fos	  dominant,	  cada	  cèl·∙lula	  es	  comportaria	  de	  manera	  aleatòria	  i	  el	  resultat	  seria	  

una	  massa	  de	   cèl·∙lules	   sense	  ordre	  ni	   destí.	  De	   fet,	   són	   vàries	   les	   evidències	   que	   corroboren	   la	  

dominància	  del	  microambient	  sobre	  el	  comportament	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  al	  suprimir	  la	  seva	  

tumorigenicitat	  o	  fins	  i	  tot	  revertint	  el	  seu	  fenotip	  neoplàsic	  (Bissell	  and	  Radisky	  2001).	  

Enfront	   una	   lesió	   inicial	   tumoral,	   la	   cèl·∙lula	   maligna	   ha	   de	   competir	   amb	   el	   microambient	   que	  

l’envolta	   per	   tal	   de	   poder	   superar	   les	   pressions	   anti-‐tumorigèniques	   que	   en	   limiten	   la	   seva	  

progressió.	  En	  molts	  casos,	  aquestes	  mutacions	  transformants	  en	  el	  compartiment	  epitelial	  no	  són	  

suficients	   per	   a	   sobrepassar	   els	   controls	   del	   creixement	   normal	   i	   les	   cèl·∙lules	   malignes	   són	  

suprimides	   pels	   mecanismes	   de	   control	   del	   microambient.	   	   Així	   doncs,	   és	   possible	   pensar	   que	  

moltes	  de	  les	  mutacions	  carcinogèniques	  poden	  passar	  desapercebudes	  sense	  manifestar-‐se	  com	  a	  

cap	   procés	   maligne	   (Bissell	   and	   Radisky	   2001)	   i	   quedant	   latents	   en	   l’òrgan	   de	   l’hoste	   com	   a	  

“càncers	  ocults”,	  degut	  en	  part	  a	   les	  senyals	  anti-‐proliferatives	  proporcionades	  pel	  microambient	  

(Bissell	  and	  Hines	  2011).	  El	   funcionament	  global	  de	   l’organisme	  depèn	  doncs	  d’unes	  proporcions	  

adequades	  i	  un	  posicionament	  relatiu	  dels	  diferents	  tipus	  cel·∙lulars	  que	  constitueixen	  el	  teixit.	  Una	  

pertorbació	   en	   aquesta	   homeòstasi	   (especialment	   de	   la	   membrana	   basal)	   ja	   sigui	   per	   dany	  

mecànic	  o	  degradació	  enzimàtica	  pot	   induir	  una	   resposta	   inflamatòria	  que	  pot	   ser	   revertida	  per	  

una	  resposta	  fisiològica	  normal	  re-‐establint	  la	  homeòstasi	  i	  la	  integritat	  de	  la	  membrana	  basal.	  En	  

l’inici	  del	  desenvolupament	   tumoral	  aquestes	  constriccions	   fisiològiques	  normals	   són	   invalidades	  
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Un	  clar	  exemple	  de	  control	  de	   la	  homeòstasi	   tissular	  per	  part	  del	  microambient	  el	   trobem	  en	  el	  

teixit	   mamari.	   Aquest	   tipus	   de	   teixit	   està	   constantment	   sotmès	   a	   processos	   de	   remodelació	  

tissular	   que	   depenen	   de	   l’estat	   hormonal,	   el	   qual	   varia	   mensualment	   per	   fluctuacions	   en	   els	  

nivells	   de	   les	   hormones	   sexuals	   o	   per	   canvis	   dramàtics	   durant	   la	   gestació,	   la	   lactància	   o	   la	  

involució	  glandular	  (Ronnov-‐Jessen	  and	  Bissell	  2009).	  Un	  estudi	  realitzat	  pel	  grup	  de	  Maffini	  et	  al	  

demostrà	  que	  el	   teixit	  mamari	  de	   les	   rates	  que	  havien	  patit	  dos	  parts	  era	   capaç	  de	   restringir	  el	  

desenvolupament	   tumoral	  comparat	  amb	  el	   teixit	  de	   rates	  verges	   (Maffini,	  Calabro	  et	  al.	  2005).	  	  

Ara	   bé,	   aquest	   	   efecte	   protector	   no	   és	   mostrava	   constant	   ja	   que	   existia	   	   un	   risc	   transitori	  

incrementat	  just	  després	  de	  la	  lactància,	  quan	  es	  dóna	  el	  procés	  d’involució	  glandular	  que	  implica	  

una	  remodelació	  tissular	  similar	  a	  la	  donada	  en	  els	  processos	  d’inflamació	  o	  de	  curació	  de	  ferides	  i	  

que	  es	  caracteritza	  per	  elevats	  nivells	  de	  MMPs	  (McDaniel,	  Rumer	  et	  al.	  2006;	  Schedin	  2006).	  

Un	  altre	  exemple	  d’aquesta	  co-‐evolució	  entre	  el	  compartiment	  epitelial	  i	  estromal	  es	  troba	  en	  un	  

model	  murí	  de	  càncer	  de	  pròstata	  genèticament	  modificat	  i	  desenvolupat	  pel	  grup	  de	  Hill	  R,	  et	  al.	  

En	  aquest	  model	  es	  demostra	   com	   la	   reducció	  o	   la	  pèrdua	  de	  p53	  en	  el	   compartiment	  epitelial	  

facilita	   la	   proliferació	   d’un	   petit	   grup	   de	   fibroblasts	   que	   responen	   a	   la	   senyal	   epitelial,	   	   i	  

subseqüentment	   s’expandeixen	   per	   a	   constituir	   un	   component	  mesenquimal	   tumoral	  major.	   Al	  

seu	  torn,	  aquests	  fibroblasts	  també	  exerceixen	  una	  pressió	  selectiva	  en	  el	  compartiment	  epitelial	  

que	  accelera	  el	  procés	  neoplàsic	  (Hill,	  Song	  et	  al.	  2005).	  

	  

2.3. Estroma	  Tumoral	  	  	  

2.3.1.-‐	  Generalitats	  	  

El	   paper	  del	  microambient	  en	   la	  progressió	   tumoral	   ha	   anat	   guanyant	   importància	  en	  els	  últims	  

anys	  descrivint-‐se	  les	  seves	  implicacions	  en	  diagnòstic,	  pronòstic	  i	  tractament	  del	  càncer.	  	  

D’igual	  manera	  que	  succeeix	  en	  l’evolució	  d’un	  ecosistema,	  les	  característiques	  del	  microambient	  

exerceixen	   una	   pressió	   selectiva	   per	   a	   l’evolució	   tumoral	   i	   la	   invasió,	   fent	   que	   només	   aquelles	  

cèl·∙lules	   malignes	   més	   proliferatives	   i	   resistents	   a	   l’apoptosi	   puguin	   continuar	   evolucionant.	   El	  

mateix	  pretext	  s’aplica	  en	  la	  progressió	  metastàtica,	  on	  només	  les	  cèl·∙lules	  capaces	  de	  sobreviure	  

en	  circulació	  i	  adaptar-‐se	  al	  nou	  ambient	  donen	  lloc	  a	  nous	  focus	  tumorals	  (Joyce	  and	  Pollard	  2009)	  

(Nguyen,	  Bos	  et	  al.	  2009).	  
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La	   progressió	   d’un	   procés	   tumoral	   és	   producte	   de	   les	   interaccions	   entre	   els	   diferents	   tipus	  

cel·∙lulars	  i	  el	  microambient,	  unes	  interaccions	  recíproques	  i	  dinàmiques	  que	  	  juguen	  un	  paper	  molt	  

important	  en	   l’evolució	   i	  determinació	  del	   fenotip	  del	   tumor.	  A	  part	  de	   la	  pressió	  que	  s’exerceix	  

sobre	   la	  cèl·∙lula	  maligna,	  aquesta	  al	   seu	   torn	  modifica	   l’ambient	   i	  genera	  un	  ecosistema	  alterat	   i	  

permissiu	   per	   a	   la	   progressió	   tumoral.	   Aquest	   ambient	   permissiu	   és	   aconseguit	   gràcies	   a	   les	  

cèl·∙lules	  canceroses	  en	  secretar	  factors	  de	  creixement	  moduladors	  de	  l’estroma	  com:	  bFGF	  (“basic	  

Fibroblastic	   Growht	   Factor”);	   VEGF	   (“Vascular	   Endothelial	   Growth	   Factor”);	   PDGF	   (	   “Platelet-‐

derived	  growht	   factor”);	   EGF	   (“Epidermal	  Growth	   Factor”);	   interleuquines	   i	   TGFβ	   (“Transforming	  

Growht	   Factor	  β”)	   (Bhowmick	   and	  Moses	   2005)	   (Elenbaas	   and	  Weinberg	   2001).	   Aquests	   i	   altres	  

factors	  alteren	  la	  homeòstasi	  normal	  tissular	  d’una	  manera	  similar	  al	  que	  succeeix	  en	  els	  processos	  

de	   curació	   de	   ferides	   o	   d’inflamació,	   i	   actuen	   d’una	   manera	   paracrina	   per	   a	   induir	   reaccions	  

estromals	  com	   l’angiogènesi	  o	   resposta	   inflamatòria.	  Esbrinar	   la	  natura	  d’aquestes	   interaccions	   i	  

els	  mecanismes	  de	  la	  co-‐evolució	  entre	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  el	  seu	  microambient	  és	  crucial	  per	  a	  

entendre	  què	  dirigeix	  l’inici	  i	  la	  progressió	  d’un	  tumor,	  així	  com	  per	  desenvolupar	  noves	  estratègies	  

terapèutiques.	  

	  

2.3.2.-‐Components	  

L’estroma	  tumoral	  es	  troba	  dividit	  en	  dos	  participants.	  Per	  una	  banda	  el	  component	  no	  cel·∙lular	  o	  

matriu	  extracel·∙lular	  i	  per	  l’altre,	  les	  cèl·∙lules	  estromals.	  	  

	  
2.3.2.1.-‐Matriu	  extracel·∙lular	  (MEC).	  

La	  matriu	   extracel·∙lular	   és	   el	   component	  majoritari	   del	  microambient	   tumoral.	   Té	  una	   funció	  de	  

suport	  i	  de	  manteniment	  de	  la	  homeòstasi	  tissular	  i	  el	  seu	  dinamisme	  i	  versatilitat	   influencien	  en	  

aspectes	   fonamentals	   del	   comportament	   cel·∙lular,	   ja	   que	   de	   manera	   directa	   o	   indirecta	   regula	  

gairebé	  tots	  els	  processos	  cel·∙lulars	  i	  és	  indispensable	  en	  el	  desenvolupament	  del	  teixit.	  

Segons	  la	  composició	  i	  funció	  estructural	  podem	  trobar	  dues	  categories	  de	  MEC	  (Lu,	  Weaver	  et	  al.	  

2012):	  

	  
Membrana	  basal	  à	  produïda	  conjuntament	  per	  les	  cèl·∙lules	  epitelials,	  endotelials	  i	  estromals,	  

separa	   l’endoteli/epiteli	   de	   l’estroma.	   Conté	   col·∙lagen	   tipus	   IV,	   laminines,	   fibronectines	   i	  

proteïnes	   d’unió	   com	   nidogen	   i	   entactina.	   	   És	   compacta	   i	   poc	   porosa	   i	   juga	   un	   paper	  molt	  

important	  en	  la	  polaritat	  cel·∙lular.	  
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Matriu	   intersticial	   à	   produïda	   principalment	   per	   cèl·∙lules	   estromals.	   Rica	   en	   col·∙lagen	  

fibril·∙lar	   tipus	   I,	   proteoglicans	   i	   glicoproteïnes	   com	   tenascina	   C	   i	   fibronectina.	   A	   l’estar	  

altament	   carregada	   i	   hidratada	   pot	   unir-‐se	   a	   citocines	   i	   factors	   de	   creixement.	   Proporciona	  

força	  i	  estructura	  als	  teixits	  i	  contribueix	  a	  les	  forces	  tensores	  dels	  teixits.	  

	  
La	   diversitat	   bioquímica	   i	   estructural	   dels	   components	   de	   la	  MEC	   li	   confereixen	   unes	   propietats	  

essencials	  per	  al	  comportament	  cel·∙lular	  (figura	  I4)	  (Lu,	  Weaver	  et	  al.	  2012):	  

	  
Propietats	   Físiques:	   Rigidesa,	   porositat,	   insolubilitat	   i	   disposició.	   Funcionament	   com	   a	   barrera	  

mecànica,	  d’ancoratge	  i	  facilitant	  la	  migració	  cel·∙lular.	  

Propietats	  Bioquímiques:	  Unió	  dels	   seus	   components	  a	   gran	  varietat	  de	   factors	  de	   creixement	   i	  

participació	   en	   transducció	   de	   cascades	   de	   senyalització.	   Determina	   el	   grau	   de	   difusió,	  

accessibilitat	   i	   direcció	   dels	   lligands	   cap	   als	   receptors.	   Precursor	   de	   fragments	   actius	  

biològicament.	  

Propietats	   Biomecàniques:	   L’elasticitat	   variable	   ajuda	   a	   determinar	   com	   la	   cèl·∙lula	   percep	   les	  

forces	  externes.	   Els	   complexos	  d’adhesió	   focal,	   constituïts	  per	   integrines	   i	  multitud	  de	  proteïnes	  

adaptadores	   i	   de	   senyalització,	  poden	   ser	   considerats	   com	  uns	   sensors	  mecànics	  que	  uneixen	  el	  

citoesquelet	  d’actina	  amb	  la	  MEC.	  	  Les	  cèl·∙lules	  mantenen	  la	  seva	  funció	  i	  morfologia	  a	  través	  d’un	  

sistema	   de	   tensió	   integrada	   (constituït	   pels	  microtúbuls,	   juntament	   amb	   els	   filaments	   d’actina	   i	  

miosina	   (Ingber	   2008))	   conegut	   com	   a	   tensegritat.	   Totes	   les	   cèl·∙lules	   de	   l’organisme	   estan	  

sotmeses	   a	   aquest	   mecanisme	   de	   tensegritat	   i	   és	   el	   que	   fa	   que	   s’adaptin	   i	   responguin	   al	  

microambient	  en	  el	  que	  resideixen.	  Per	  processos	  de	  mecano-‐transducció	  les	  cèl·∙lules	  són	  capaces	  

de	   transformar	   els	   canvis	   mecànics	   que	   perceben	   del	   seu	   microambient	   en	   canvis	   genètics	   o	  

químics	   (Noguera,	  Nieto	   et	   al.	   2012).	  Quan	   una	   tensió	  mecànica	   és	   generada	   per	  moviment,	   es	  

transmesa	  per	  pressió	  a	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  que	  al	  seu	  torn	  transfereix	  el	  moviment	  a	  l’interior	  

cel·∙lular	  a	  través	  de	   les	   integrines.	  Finalment,	  el	  citoesquelet	  tradueix	  aquestes	  forces	  en	  senyals	  

químiques	  i	  estímuls	  mecànics	  que	  es	  transmeten	  a	  l’interior	  del	  nucli	  i	  repercuteixen	  en	  el	  fenotip	  

cel·∙lular.	  Aquestes	  propietats	  no	  són	  independents	  entre	  elles,	  sinó	  que	  la	  modificació	  succeïda	  en	  

una	   pot	   alterar	   el	   comportament	   cel·∙lular	   produint	   nous	   canvis	   en	   una	   altre.	   Multitud	   de	  

mecanismes	   reguladors	   de	   producció,	   degradació	   o	   remodelació	   de	   la	   MEC	   existeixen	   per	  

assegurar	   la	   seva	   integritat.	   Ara	   bé,	   quan	   el	   control	   dels	   enzims	   que	   s’encarreguen	   d’aquestes	  

tasques	  es	  desregula	   per	   envelliment	  o	  per	   condicions	  patològiques,	   la	  MEC	  esdevé	  anormal	   en	  
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quantitat,	  composició	  i	  topografia,	  i	  l’alteració	  de	  les	  diferent	  propietats	  pot	  tenir	  repercussions	  en	  

el	  comportament	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  estromals,	  així	  com	  en	  la	  homeòstasi.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

A	  nivell	  molecular,	  la	  composició	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  està	  composta	  principalment:	  

Els	   col·∙làgens	   són	   una	   família	   de	   proteïnes	   estructurals	   constituïda	   per	   diferents	   tipus	   de	   fibres	  	  

amb	   diferents	   funcions	   estructurals	   i	   de	   suport.	   Són	   les	   proteïnes	  més	   abundants	   de	   la	   matriu	  

extracel·∙lular	   i	   són	   secretades	   principalment	   pels	   fibroblasts.	   En	   un	   procés	   tumoral,	   el	   seu	  

metabolisme	   es	   troba	   desregulat	   havent-‐hi	   un	   increment	   en	   la	   seva	   síntesi,	   remodelació	   i	  

organització.	   El	   creuament	   de	   les	   fibres	   de	   col·∙lagen	   es	   troba	   associat	   a	   l’expressió	   d’un	   enzim,	  

l’amina-‐oxidasa	  	  o	  LOX	  i	  a	  la	  rigidesa	  de	  la	  MEC.	  Les	  fibres	  de	  col·∙lagen	  passen	  d’una	  conformació	  

rissada	  i	  paral·∙lela,	  a	  una	  de	  recta	  i	  perpendicular	  al	  marge	  del	  tumor.	  Aquest	  canvi	  és	  el	  que	  fa	  que	  

la	  MEC	   esdevingui	  més	   rígida	   i	   repercuteixi	   en	   les	   forces	   tensores	   del	   teixit	   (Levental,	   Yu	   et	   al.	  

2009).	  L’increment	  en	   la	  tensió	  cel·∙lular	   fa	  que	  es	  perdi	   la	  morfologia	  tissular	   i	   la	  polaritat	  de	   les	  

cèl·∙lules	  epitelials	  i	  promou	  la	  invasió	  cel·∙lular	  al	  permetre	  a	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  migrar	  al	  llarg	  de	  

les	  fibres	  de	  col·∙lagen	  o	  activant	  la	  senyalització	  per	  integrines.	  	  

	  

Les	   integrines	   comprenen	   una	   àmplia	   família	   de	   proteïnes	   transmembrana	   que	   són	   les	   més	  

importants	  implicades	  en	  l’ancoratge	  de	  les	  cèl·∙lules	  amb	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  (Noguera,	  Nieto	  

et	   al.	   2012).	   El	   seu	   domini	   intracel·∙lular	   (en	   contacte	   amb	   el	   citoesquelet)	   i	   el	   seu	   domini	  

extracel·∙lular	   (capaç	   d’unir-‐se	   a	   col·∙lagen,	   laminines	   o	   altres	   integrines),	   fa	   que	   actuïn	   com	   a	  

mecano-‐receptors	  i	  siguin	  els	  responsables	  de	  mitjançar	  la	  majoria	  dels	  efectes	  sobre	  les	  cèl·∙lules	  

cancerígenes	   (Egeblad,	   Nakasone	   et	   al.	   2010).	   Transmeten	   senyals	   des	   de	   la	   MEC	   mitjançant	  

l’assemblatge	  de	  complexos	  d’adhesió	  focal	  que	  inicien	  una	  senyalització	  bioquímica	  que	  estimula	  

Figura	   I	   4.	   Funcions	   de	  
la	   MEC.	   En	   funció	   del	  
context,	   les	   diferents	  
propietats	   de	   la	   matriu	  
extracel·∙lular	   poden	  
tenir	   efectes	   molt	  
diversos	   en	   el	  
comportament	   cel·∙lular.	  
Figura	   adaptada	   de	   Lu	  
and	   Werb.	   JCB.2011(Lu,	  
Weaver	  et	  al.	  2012)	  
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la	   remodelació	   del	   citoesquelet	   i	   regula	   el	   comportament	   cel·∙lular	   (Miranti	   and	   Brugge	   2002).	  

Aquest	  reagrupament	  de	   les	   integrines	  pot	  activar	   la	  via	  de	   la	  PI3K-‐Akt	   ,	   implicada	  en	  progressió	  

tumoral	   in	  vivo	  (Webster,	  Hutchinson	  et	  al.	  1998)	   i	  promoure	   la	  malignitat	  tumoral	  potenciant	   la	  

senyalització	   a	   traves	  de	   factors	  de	   creixement	   (Miranti	   and	  Brugge	  2002).	   També	  està	   reportat	  

que	  la	  unió	  de	  fibronectina	  i	  col·∙lagen	  tipus	  IV	  als	  receptors	  d’integrines	  α5β1	  /α1β1	  –integrina	  	  i	  α2β1	  	  

-‐integrina,	  respectivament,	  pot	  tenir	  efectes	  pro-‐angiogènics	  (Jain	  2003).	  

	  
El	   recanvi	   de	   la	   MEC	   també	   és	   depenent	   de	   les	  MMPs	   (metaloproteinases),	   uns	   enzims	   de	   la	  

família	   de	   les	   endopeptidases	   dependents	   de	   zinc	   que	   tenen	   un	   paper	   molt	   important	   en	  

processos	   fisiològics	   com	   remodelació	   tissular	   i	   desenvolupament.	  Multitud	  de	  MMPs	   es	   troben	  

sobreregulades	   en	   l’estroma	   tumoral	   i	   poden	   induir	   la	   desmoplàsia	   i	   malignitat.	   En	   càncer,	  

s’encarreguen	  de	  degradar	  i	  modelar	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  alterant	  el	  microambient.	  Modulen	  la	  

biodisponibilitat	   de	   factors	   de	   creixement	   com	   VEGF	   regulant	   l’angiogènesi	   i	   generant	   un	  

desequilibri	  entre	  senyals	  pro	  i	  anti-‐proliferatives.	  Proteolíticament	  activen	  citocines	  com	  el	  TGF-‐β	  

repercutint	  en	  proliferació	   i	  metàstasi.	   L’escissió	  de	   lligands	  o	   receptors	  que	   transmeten	   senyals	  

pro-‐apoptòtiques	  també	  fan	  que	  interfereixin	  en	  la	  inducció	  de	  l’apoptosi	  de	  les	  cèl·∙lules	  malignes,	  

i	  poden	  també	  reclutar	  cèl·∙lules	  inflamatòries	  en	  el	  microambient	  tumoral	  (Lu,	  Weaver	  et	  al.	  2012)	  

(figura	  I5).	  

	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	   I	  5.	  Paper	  de	   la	  MEC	  anormal	  en	   la	  progressió	  tumoral.	  A)	  Manteniment	  de	   la	  homeòstasi.	  B)	   Les	  
condicions	   patològiques	   poden	   fer	   que	   es	   donin	   esdeveniments	   tumorogènics	   com	   l’activació	   dels	   tipus	  
cel·∙lulars	  estromals(1),desregulació	  d’enzims	  degradadors	  de	  la	  MEC(2)	  i	  alteració	  cèl·∙lules	  circumdants	  (3).	  
C)	   En	   estadis	   avançats,	   reclutament	   de	   cèl·∙lules	   immunes	   (4),	   angiogènesi	   (5)	   i	   invasió	   i	  metàstasi	   (6).	  D)	  
MEC	   anormal	   promou	   la	   extravasació,	   supervivència	   i	   proliferació	   de	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	   (7)	  
neovascularització	  i	  expansió	  cap	  a	  micro	  i	  macrometastasis(8).	  Figura	  extreta	  de	  Lu	  and	  Werb.	  JCB.2011(Lu,	  
Weaver	  et	  al.	  2012).	  
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El	   balanç	   entre	   les	  MMPs	   i	   els	   seus	   inhibidors	   juguen	  un	  paper	  molt	   important	   en	   la	   progressió	  

tumoral,	   induint	   o	   suprimint	   l’apoptosi	   (Marastoni,	   Ligresti	   et	   al.	   2008).	   Un	   balanç	   que	   afecta	  

diferents	  processos	  fisiològics	   i	  patològics,	  des	  de	   la	   implantació	  embriònica	  fins	  a	   l’angiogènesi	   i	  

carcinogènesi	  (Huang,	  Hsu	  et	  al.	  2009).	  

	  

Estudis	  de	  la	  MEC	  han	  revelat	  que	  els	  components	  del	  microambient	  tumoral	  són	  fonamentals,	  no	  

només	  per	   la	   regulació	  del	   procés	   tumoral	   (Tlsty	   and	  Hein	  2001;	   Tlsty	   and	  Coussens	  2006),	   sinó	  

que	  també	  són	  essencials	  inclús	  abans	  que	  el	  tumor	  aparegui.	  Les	  cèl·∙lules	  estromals	  són	  capaces	  

de	   produir	   la	   transformació	   de	   les	   cèl·∙lules	   adjacents	   a	   traves	   de	   l’alteració	   de	   la	   homeòstasi	  

tissular,	  incloent	  el	  control	  de	  l’arquitectura,	  adhesió,	  mort	  cel·∙lular	  i	  proliferació	  (Pupa,	  Menard	  et	  

al.	  2002).	  La	  majoria	  de	  processos	  tumorals	  mostren	  un	  increment	  en	  la	  seva	  consistència	  degut	  a	  

una	   major	   rigidesa	   de	   la	   MEC.	   Els	   canvis	   de	   la	   matriu	   activen	   les	   integrines	   que	   promouen	   la	  

proliferació	   mitjançant	   la	   via	   de	   Ras	   i	   Erk,	   i	   a	   més	   afecten	   la	   contractilitat	   per	   la	   via	   de	   Rho.	  

Alteracions	  micromecàniques	  de	  la	  MEC	  juntament	  amb	  la	  remodelació	  de	  l’estroma	  per	  part	  de	  la	  

cèl·∙lula	   tumoral,	   estan	   lligats	   al	   fenomen	  de	  displàsia,	   infiltració	   i	  metàstasi	   (Kumar	   and	  Weaver	  

2009).	  El	  creixement	  tumoral	  s’associa	  primer	  amb	  una	  deposició	  incrementada	  de	  components	  de	  

la	  MEC	   i	   la	  seva	  densificació,	   i	  posteriorment	  amb	  una	  secreció	  massiva	  de	  MMP	   i	  digestió	  de	   la	  

matriu	  peritumoral.	  	  

	  

Els	   canvis	   que	   es	   donen	   en	   la	  MEC	   també	   poden	   afectar	   indirectament	   a	   les	   cèl·∙lules	  malignes	  

influenciant	   en	   el	   comportament	   de	   les	   diferents	   cèl·∙lules	   estromals	   que	   constitueixen	   el	  

microambient.	  

	  
2.3.2.2.-‐Tipus	  cel·∙lulars	  estromals	  

Si	  bé	  és	  cert	  que	  cada	  tipus	  estromal	  en	  el	  microambient	   tumoral	  conté	  diferents	  subpoblacions	  

cel·∙lulars,	  per	   tal	  de	   simplificar,	   i	   donat	  que	  no	   tots	  ells	   són	  el	   tema	  principal	  d’aquesta	   tesi,	   els	  

subgrups	   cel·∙lulars	   seran	   agrupats	   en	   3	   poblacions	   generals:	   cèl·∙lules	   vasculars	   angiogèniques,	  

cèl·∙lules	   immunitàries	   i	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  (descrits	  més	  àmpliament	  en	  un	  apartat	  

posterior	  )	  (figura	  I6).	  

Cèl·∙lules	  vasculars	  angiogèniques	  

El	   procés	   de	   formació	   de	   nous	   vasos	   sanguinis	   a	   partir	   dels	   ja	   existents	   es	   coneix	   	   amb	   el	   nom	  

d’angiogènesi.	  És	  un	  procés	  essencial	  per	  al	  creixement	  i	  evolució	  dels	  tumors	  per	  tal	  d’assegurar-‐

se	  nutrients	  i	  oxigen	  conforme	  la	  seva	  mida	  va	  incrementant	  i	  el	  flux	  sanguini	  va	  escassejant.	  Tot	  i	  
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que	  els	  programes	  cel·∙lulars	  i	  moleculars	  són	  comuns	  als	  que	  es	  donen	  en	  condicions	  fisiològiques,	  

els	  vasos	  que	  s’originen	  són	  més	  irregulars	  i	  inestables.	  

Dos	  tipus	  cel·∙lulars	  principals	  són	  els	  que	  intervenen	  en	  aquest	  procés:	  les	  cèl·∙lules	  endotelials	  i	  els	  

perícits,	   no	   obstant,	   en	   el	   microambient	   tumoral,	   les	   senyals	   que	   poden	   emetre	   poden	   tenir	  

implicacions	  en	  altres	  processos	  tumorals.	  

Les	  cèl·∙lules	  endotelials	  formen	  la	  capa	  interna	  dels	  vasos	  sanguinis	  i	  constitueixen	  una	  barrera	  de	  

permeabilitat	   selectiva	   entre	   la	   paret	   del	   vas	   i	   el	   flux	   sanguini.	   Els	   perícits	   representen	   un	   tipus	  

cel·∙lular	   mesenquimal	   especialitzat	   (relacionat	   amb	   les	   cèl·∙lules	   del	   múscul	   llis)	   que	   envolta	  

l’endoteli	   dels	   vasos	   sanguinis.	   En	   condicions	  normals,	   els	   perícits	  proveeixen	   senyals	  paracrines	  

per	  a	  mantenir	  l’endoteli	  normal	  quiescent.	  A	  més,	  col·∙laboren	  amb	  les	  cèl·∙lules	  endotelials	  per	  a	  

sintetitzar	   la	  membrana	  basal	  vascular	  que	  ancora	  tant	  els	  perícits	  com	  les	  cèl·∙lules	  endotelials,	   i	  

ajuda	   a	   la	   paret	   dels	   vasos	   sanguinis	   a	   suportar	   la	   pressió	   hidrostàtica	   del	   flux	   sanguini.	  

Pertorbacions	   genètiques	   i	   farmacològiques	   en	   el	   reclutament	   i	   associació	   dels	   perícits	   ha	  

demostrat	  la	  importància	  funcional	  d’aquestes	  cèl·∙lules	  donant	  suport	  a	  l’endoteli	  tumoral	  (Pietras	  

and	   Ostman	   2010).	   Una	   hipòtesi	   és	   que	   els	   tumors	   que	   tenen	   la	   vasculatura	   poc	   recoberta	   de	  

perícits	   són	  més	   propensos	   a	   permetre	   la	   intravasació	   de	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	   en	   el	   torrent	  

circulatori	  permetent	  la	  subseqüent	  disseminació	  hematògena.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  
	  

	  

Figura	   I	   6.	   Components	  
cel·∙lulars	   de	   l’estroma	  
tumoral.	   Imatge	   extreta	  
de	   Joyce	   and	   Pollard.	  
Nat.Rev.Cancer	   2009	  
(Joyce	  and	  Pollard	  2009).	  
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Cèl·∙lules	  inflamatòries	  

Les	  cèl·∙lules	   inflamatòries	  participen	  d’una	  manera	  dual	   tant	  promovent	  com	  reprimint	  el	   tumor	  

en	   la	  majoria	   de	   lesions	  neoplàsiques.	   La	   idea	  de	  que	   les	   cèl·∙lules	   inflamatòries	   podien	   tenir	   un	  

paper	   promotor	   tumoral	   començà	   als	   anys	   90	   amb	   l’evidència	   de	   que	   la	   infiltració	   de	   lesions	  

neoplàsiques	   amb	   cèl·∙lules	   del	   sistema	   immunitari	   servia	  per	   a	   promoure	   la	   progressió	   tumoral.	  

Virchow	  fou	  el	  primer	  en	  observar	  una	  estreta	  associació	  entre	  les	  característiques	  morfològiques	  	  

d’un	  procés	  inflamatori	  i	  el	  càncer	  (elevats	  nivells	  de	  cèl·∙lules	  immunes	  i	  inflamatòries	  infiltrants),	  

suggerint	   que	   un	   procés	   d’inflamació	   crònica	   podia	   desenvolupar	   en	   càncer	   (Balkwill	   and	  

Mantovani	  2001).	  

Moltes	   d’aquestes	   cèl·∙lules	   inflamatòries	   que	   s’infiltren	   en	   l’estroma	   tumorals	   inclouen	   els	  

macròfags	   associats	   a	   tumor	   o	   TAM	   (de	   l’anglés	   “tumor	   associated	   macrophages”),	   neutròfils	   i	  

cèl·∙lules	  T	  reguladores.	  Els	  TAMs	  són	  el	  tipus	  cel·∙lular	  del	  sistema	  immune	  que	  es	  troba	  en	  major	  

quantitat	  infiltrant	  el	  microambient	  tumoral	  (Solinas,	  Germano	  et	  al.	  2009).	  Són	  reclutats	  a	  la	  zona	  

tumoral	  per	  quimiocines	  com	  les	  CCL2,	  CCL3,	  CCL4,	  CCL5	  i	  CCL8	  tot	  i	  que	  altres	  factors	  com	  VEGF,	  

CSF-‐1	  (“Colony	  stimulatin	  factor	  1”),	  SDF-‐1	  (“Stromal	  derived	  factor	  1”)	  i	  trombospondina	  1	  també	  

poden	   reclutar	   TAMs	   (Martin-‐Manso,	  Galli	   et	   al.	   2008).	  Un	   cop	  en	  el	  microambient	   tumoral,	   els	  

TAM	  secreten	  factors	  de	  creixement	  i	  citocines	  al	  microambient	  que	  indirectament	  contribueixen	  a	  

l’alteració	  del	  microambient	  estromal	  i	  promouen	  la	  desmoplàsia	  (Apte,	  Haber	  et	  al.	  1999).	  Hi	  ha	  

una	   gran	   varietat	   de	  molècules	   de	   senyalització	   alliberades	   per	   les	   cèl·∙lules	   inflamatòries	   i	   que	  

serveixen	   com	   a	   efectors	   de	   les	   accions	   promotores	   tumorals	   (EGF,	   VEGF,	   FGF2,	   citocines	   i	  

quimiocines	   i	   enzims	   degradadors	   de	   la	   matriu	   pro-‐invasius	   o	   pro-‐angiogènics).	   Les	   cèl·∙lules	  

inflamatòries	   infiltrades	   en	   el	   tumor	   ajuden	   a	   sostenir	   l’angiogènesi,	   estimular	   la	   proliferació	  

cel·∙lular,	   facilitar	   la	   invasió	   tissular	   gràcies	   a	   la	   seva	   presència	   en	   els	  marges	   del	   tumor	   i	   donar	  

suport	  a	  la	  disseminació	  metastàtica	  (Balkwill	  and	  Mantovani	  2001).	  

	  
2.3.3.-‐Desmoplàsia	  

La	  desmoplàsia	  o	  reacció	  desmoplàsica	  és	  un	  tret	  característic	  de	  tumors	  sòlids	  com	  el	  de	  mama,	  

pròstata,	   pulmó	   i	   còlon	   i	   es	   caracteritza	   per	   una	   sobreproducció	   de	   components	   de	   la	   matriu	  

extracel·∙lular	   i	   una	   proliferació	   massiva	   dels	   fibroblasts	   activats	   (Mueller	   and	   Fusenig	   2004).	   El	  

teixit	   connectiu	   fibrós	   i	  dens	   resultant	  està	   constituït	  per	  elements	   cel·∙lulars	   (fibroblasts	  activats	  

amb	   proliferació	   accelerada	   i	   cèl·∙lules	   immunitàries	   infiltrants)	   i	   per	   components	   no	   cel·∙lulars	  

(col·∙làgen	  I,	  III	  i	  IV,	  fibronectina,	  laminina,	  osteonectina)	  creant	  un	  microambient	  únic	  que	  promou	  

el	   creixement	   tumoral	   i	   la	  metàstasi	   (Conti,	  Kendall	  et	  al.	  2008),	   i	   al	   seu	   torn	   també	  suposa	  una	  
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barrera	   a	   l’accés	   dels	   agents	   quimioteràpics	   (Merika,	   Syrigos	   et	   al.	   2012).	   Els	   canvis	   en	   la	  

proliferació	   de	   les	   cèl·∙lules	   estromals	   i	   la	   deposició	   de	   components	   de	   la	   matriu	   extracel·∙lular	  

resulten	  en	  un	  canvi	  dramàtic	  en	  la	  homeòstasi	  tissular	  i	  en	  la	  elasticitat,	  així	  com	  en	  la	  pressió	  del	  

fluid	  intersticial.	  	  

El	  paper	  de	   la	  reacció	  desmoplàsica	  en	   la	  progressió	  del	  càncer	  ha	  estat	  un	  tema	  controvertit	   ja	  

que	  no	  està	  del	  tot	  clar	  si	  és	  un	  mecanisme	  que	  estimula	  el	  creixement	  tumoral	  (Conti,	  Kendall	  et	  

al.	  2008)	  i	  afavoreix	  la	  resistència	  al	  tractament	  amb	  quimioteràpics	  (Merika,	  Syrigos	  et	  al.	  2012)	  o	  

pel	  contrari	  representa	  una	  defensa	  de	  l’hoste	  per	  a	  restringir	  el	  creixement	  i	  la	  proliferació	  de	  les	  

cèl·∙lules	  cancerígenes	  (Lunevicius,	  Nakanishi	  et	  al.	  2001)	  (Elenbaas	  and	  Weinberg	  2001).	  	  

	  

3. FIBROBLASTS	  ASSOCIATS	  A	  CARCINOMA	  

3.1. Generalitats	  dels	  fibroblasts	  
Els	   fibroblasts	   són	   les	   cèl·∙lules	   més	   abundants	   dins	   del	   compartiment	   estromal	   i	   les	   principals	  

responsables	  de	  la	  síntesi	  dels	  components	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular.	  Es	  caracteritzen	  per	  la	  seva	  

morfologia	   fusiforme,	   la	   capacitat	   d’adherir-‐se	   al	   plàstic	   i	   per	   l’absència	   de	   marcadors	  

característics	   d’altres	   llinatges	   cel·∙lulars.	   Sovint	   han	   estat	   descrits	   com	   les	   cèl·∙lules	   no-‐epitelials,	  

no-‐inflamatòries	   i	   no-‐vasculars	   del	   teixit	   connectiu.	   Constitutivament	   expressen	   vimentina	   i	  

proteïna	   específica	   de	   fibroblasts	   1	   o	   FSP1	   (“Fibroblast-‐specific	   protein	   1”),	   encara	   que	   els	  

fibroblasts	  són	  una	  població	  cel·∙lular	  molt	  heterogènia	  que	  expressa	  diferents	  marcadors,	  sent	  poc	  

d’ells	   exclusius	   i	   específics	   únicament	   de	   fibroblasts	   (taulaI1).	   De	   fet,	   l’absència	   d’un	   marcador	  

molecular	  fiable	  i	  específic	  és	  un	  dels	  factors	  limitant	  per	  al	  seu	  estudi	  in	  vivo.	  (Kalluri	  and	  Zeisberg	  

2006),	  una	  heterogeneïtat	  que	  també	  es	  fa	  evident	  a	  nivell	  genètic.	  	  

Un	  estudi	  genòmic	  realitzat	  al	  2002	  pel	  grup	  de	  Chang.	  HY,	  revelà	  que	  els	  perfils	  d’expressió	  gènica	  

de	  fibroblasts	  de	  diferents	  regions	  corporals	  d’un	  mateix	  individu	  podien	  ser	  tant	  divergents	  com	  

els	  observats	  entre	  els	  diferents	  llinatges	  de	  cèl·∙lules	  sanguínies;	  fent	  que	  fibroblasts	  de	  diferents	  

regions	  poguessin	  ser	  considerats	  com	  a	  diferents	  tipus	  cel·∙lulars	  (diversitat	  topogràfica).	  L’estudi	  

es	  va	  fer	  emprant	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  de	  10	  localitzacions	  anatòmiques	  i	  de	  16	  donants	  

diferents	   per	   tal	   de	   tenir	   una	   àmplia	   varietat	   de	   mostres	   i	   condicions.	   Tots	   els	   fibroblasts,	  

independentment	   del	   seu	   origen	   i	   condició	   de	   cultiu	   presentaven	   la	   mateixa	   morfologia	   i	  

expressaven	  de	  manera	  homogènia	  el	  marcador	  mesenquimal	  vimentina.	  L’anàlisi	  dels	  seus	  perfils	  

d’expressió	  va	  demostrar	  que	  els	  diferents	  fibroblasts	  s’agrupaven	  (similitud	  d’expressió)	  en	  funció	  

de	   la	   seva	   localització	  anatòmica	  més	  que	  no	  pas	  per	   individu	  d’origen.	  Els	  gens	  diferencialment	  
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expressats	  més	  significatius	  van	  determinar	  el	  que	  van	  anomenar	  com	  a	  transcriptoma	  topogràfic	  i	  

feien	  referència	  a	  patrons	  d’expressió	  de	  gens	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular,	  de	  factors	  de	  creixement,	  

diferenciació,	   migració...	   tots	   ells	   rellevants	   per	   la	   homeòstasi	   i	   estructuració	   de	   l’epiteli	   però	  

diferents	  perfils	  d’expressió	  en	  funció	  de	  la	  localització	  dels	  fibroblasts.	  Tot	  i	  que	  la	  majoria	  de	  gens	  

presentaven	  una	  regulació	  topogràfica,	  van	  veure	  que	  hi	  havia	  un	  grup	  de	  gens	  que	  s’expressava	  

de	  manera	   coordinada	  en	   tots	  els	   fibroblasts	   (independentment	  de	   l’origen)	   i	   que	  es	  donava	  en	  

resposta	  a	  l’exposició	  de	  sèrum	  (gens	  implicats	  en	  síntesi	  d’àcids	  grassos)	  (IYER,	  EISEN	  ET	  AL.	  1999).	  

Tot	   i	   tradicionalment	   ser	   considerats	   com	   a	   un	   únic	   tipus	   cel·∙lular,	   amb	   aquest	   estudi	   es	  

demostrava	   la	   complexitat	   genètica	   dels	   fibroblasts	   en	   funció	   de	   la	   seva	   localització	   anatòmica	  

(Chang,	  Chi	  et	  al.	  2002).	  

	  

Marcador	   Expressió	  en	  

fibroblasts	  

Altres	  localitzacions	  

Vimentina	   Miscel·∙lània	   Endotelials,	  mioepitelials	  i	  neurones	  

α-‐actina	  del	  múscul	  llis	  	  o	  α-‐SMA	  (	  “α-‐smooth	  

muscle	  actin”)	  

Miofibroblasts	   Cèl·∙lules	   vasculars	   del	   múscul	   llis,	  

perícits	  i	  mioepitelials	  

Desmina	   Fibroblasts	  de	  la	  pell	   Cèl·∙lules	   musculars	   i	   vasculars	   del	  

múscul	  llis	  

Proteïna	  especifica	  de	  fibroblasts	  1	  o	  FSP-‐1	  

(“Fibroblast	  specific	  protein	  1”)	  

Miscel·∙lània	   Cèl·∙lules	  de	  carcinoma	  invasiu	  

Discoidin-‐domain	  receptor2	   Fibroblasts	  cardíacs	   Cèl·∙lules	  endotelials	  

Proteïna	  d’acivació	  dels	  fibroblasts	  o	  FAP	  

(“Fibroblast-‐activation	  protein”)	  

Fibroblasts	  activats	   Melanòcits	  activats	  

Integrina	  α1β1	   Miscel·∙lània	   Monòcits	  i	  cèl·∙lules	  endotelials	  

Prolyl-‐4-‐hydroxylasa	   Miscel·∙lània	   Cèl·∙lules	   endotelials,	   epitelials	   i	  

cancerígenes	  

Pro-‐col·∙làgen	  1α2	   Miscel·∙lània	   Osteoblasts	  i	  condroblasts	  

Taula	  I.	  1.	  Marcadors	  de	  fibroblasts.	  Taula	  adaptada	  de	  Kalluri	  R,	  Zeisberg	  M.(Kalluri	  and	  Zeisberg	  2006)	  
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3.2. Fibroblasts	  activats	  	  
Els	   fibroblasts	   quiescents	   inactius	   es	   caracteritzen	   pel	   seu	   baix	   índex	   de	   proliferació	   i	   mínima	  

activitat	  metabòlica,	   no	   obstant,	   enfront	   d’una	   lesió	   tissular	   o	   d’un	   procés	   fibròtic	   comencen	   a	  

proliferar	   i	   a	   secretar	   grans	  quantitats	  de	   components	  de	   la	  matriu	  extracel·∙lular	   i	   de	   factors	  de	  

creixement,	   a	  més	   d’adquirir	   propietats	   contràctils.	   Quan	   això	   succeeix,	   aquests	   fibroblasts	   són	  

denominats	   “fibroblasts	   activats	   o	  miofibroblasts”.	   L’activació	   es	   pot	   donar	   tant	   pels	   factors	   de	  

creixement	  secretats	  per	   les	  cèl·∙lules	  epitelials,	  macròfags	   i	  monòcits	  enfront	  del	  dany	  tissular,	  o	  

per	  les	  interaccions	  directes	  o	  a	  través	  de	  molècules	  d’adhesió	  entre	  els	  fibroblasts	  i	  els	  leucòcits.	  

Les	  espècies	  reactives	  d’oxigen	  o	  una	  composició	  alterada	  de	  la	  MEC	  (a	  través	  de	  les	  interaccions	  

amb	  les	  integrines)	  també	  poden	  originar	  activació.	  

TGF-‐β	   i	   PDGF	   són	   les	  molècules	   clau	   responsables	   de	   l’activació	   dels	   fibroblasts.	  Mentre	   que	   el	  

TGF-‐β	   secretat	   per	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   directament	   transforma	   els	   fibroblasts	   en	   fibroblasts	  

activats,	  el	  PDGF	  és	  un	  potent	  agent	  mitogènic	  que	  estimula	  la	  proliferació	  dels	  fibroblasts	  activats	  

i	   que	   indirectament	   indueix	   la	   transdiferenciació	   produint	   l’alliberació	   de	   TGF-‐β	   per	   part	   dels	  

macròfags	   reclutats	   (De	   Wever	   and	   Mareel	   2003).	   Els	   fibroblasts	   activats,	   també	   denominats	  

miofibroblasts	  per	  compartir	  propietats	  de	  cèl·∙lules	  musculars	  i	  fibroblasts,	  es	  caracteritzen	  per	  la	  

expressió	   d’una	   actina	   filamentosa,	   l’actina	   α	   del	   múscul	   llis	   (α-‐SMA),	   que	   els	   permet	   d’exercir	  

forces	   contràctils	   (figura	   I7).	   Aquesta	   contractilitat	  mitjançada	  per	   les	   adhesions	   focals	   entre	   els	  

miofibroblasts	   i	   la	  MEC,	  els	  permet	  regular	   la	  pressió	   i	  el	  volum	  del	   fluid	   intersticial	  mitjançant	   l’	  

infraestructura	  del	  citoesquelet	  (Kalluri	  and	  Zeisberg	  2006).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  I	  7.	  Activació	  de	  fibroblasts.	  	  Figura	  extreta	  de	  Kalluri	  R,	  Zeisberg	  M.Nat	  Rev	  Cancer.	  2006(Kalluri	  and	  
Zeisberg	  2006)	  

	  



	   Introducció	  

47	  
	  

En	  condicions	  normals,	  quan	  el	  teixit	  malmès	  és	  reparat,	  els	  fibroblasts	  activats	  pateixen	  un	  tipus	  

particular	   de	  mort	   cel·∙lular	   programada	   anomenada	   nemosis	   (procés	   d’activació	   cel·∙lular	   i	  mort	  

específica	  dels	  fibroblasts	  i	  similar	  a	  la	  necrosi)	   i	  reverteixen	  cap	  al	  fenotip	  normal.	  En	  condicions	  

patològiques	  com	  un	  procés	  tumorigènic	  o	  una	  inflamació	  crònica,	  aquesta	  activació	  no	  reverteix	  i	  

els	  fibroblasts	  romanen	  en	  estat	  activat	  de	  manera	  permanent.	  

3.3. Fibroblasts	  senescents	  
Els	   fibroblasts	   humans	   senescents	   (subgrup	   en	   la	   població	   cel·∙lular	   que	   sobreviu	   però	   que	   és	  

incapaç	  de	  proliferar),	  tenen	  incrementada	  la	  producció	  de	  factors	  de	  creixement,	  de	  proteïnes	  de	  

la	  MEC	   i	   de	   proteïnases	   i	   poden	   alterar	   el	  microambient	   tissular	   i	   conseqüentment	   les	   cèl·∙lules	  

epitelials	  properes.	  Són	  capaços	  d’estimular	  la	  proliferació	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  pre-‐malignes	  i	  

malignes	   (però	   no	   les	   normals)	   en	   cultiu	   i	   formar	   tumors	   en	   ratolins	   (Krtolica,	   Parrinello	   et	   al.	  

2001).	  Existeix	  una	  relació	  entre	  edat	  avançada	  i	  el	  risc	  de	  càncer.	  

	  

3.4. Fibroblasts	   Associats	   a	   Carcinoma	   (CAFs)Els	   fibroblasts	   associats	   a	  

carcinoma	  o	  CAFs	  (de	  l’anglès	  “Carcinoma-‐Associated	  Fibroblasts”)	  presenten	  un	  fenotip	  similar	  al	  

dels	  fibroblasts	  activats	  en	  processos	  d’inflamació	  o	  de	  curació	  de	  ferides,	  amb	  la	  diferència	  de	  que	  

la	  seva	  activació	  en	  els	  tumors	  és	  constant	  i	  no	  reverteix.	  És	  per	  aquest	  motiu	  pel	  qual	  els	  tumors	  

han	   estat	   referits	   clàssicament	   com	   a	   “ferides	   que	   no	   curen	  mai”(Dvorak	   1986).	   De	   la	   mateixa	  

manera	  que	  en	  condicions	  fisiològiques	  els	  fibroblasts	  són	  els	  principals	  constituents	  de	  l’estroma	  

normal,	  en	   l’estroma	  tumoral	  els	  CAFs	  en	  són	  els	  majors	   representats	   i	  els	  que	   juguen	  un	  paper	  

més	   rellevant	   en	   el	   procés	   tumorigènic.	   La	   principal	   característica	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	  

carcinoma	  és	  l’elevada	  expressió	  de	  l’alfa	  actina	  del	  múscul	  llis	  (α-‐SMA)	  que	  els	  hi	  confereix	  unes	  

habilitats	  contràctils	  que	  contribueixen	  a	  les	  seves	  capacitats	  promotores	  tumorals.	  

La	   caracterització	   dels	   CAFs	   a	   nivell	   molecular	   és	   un	   tema	   controvertit	   ja	   que	   encara	   que	   són	  

diversos	  els	  marcadors	  amb	  els	  quals	  es	  poden	  identificar,	  cap	  d’ells	  es	  únic	  i	  exclusiu	  per	  a	  marcar	  

uniformement	   tots	   els	   fibroblasts	   activats,	   i	   a	   més	   pot	  marcar	   diferents	   subpoblacions	   o	   altres	  

tipus	   cel·∙lulars	   relacionats.	   Sovint	   són	   identificats	   per	   l’expressió	   de	   diferents	   marcadors	   que	  

inclouen	  α-‐SMA,	  tenascin-‐C	  (TNC),	  periostina	  (POSTN),	  NG2	  (“Neuron-‐Glial	  Antigen	  2”),	  PDGFRα/β	  i	  

proteïna	  d’activació	  de	  fibroblasts	  (FAP).	  Altres	  marcadors	  com	  vimentina,	   fibronectina,	  col·∙lagen	  

tipus	  I	  o	  FSP-‐1	  són	  també	  usats	  per	  a	  detectar	  altres	  tipus	  cel·∙lulars	  mesenquimals	  incloent-‐hi	  els	  

CAFs	   (Togo,	   Polanska	   et	   al.	   2013).	  No	   obstant,	   les	   anàlisis	   immunohistoquímiques	   han	  mostrat	  

solapament	  d’alguns	  d’aquests	  marcadors,	  com	  ara	  NG2	  i	  PDGFRβ	  en	  cèl·∙lules	  positives	  per	  α-‐SMA.	  
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Mentre	  que	  FSP-‐1	  va	  ser	  detectat	  bàsicament	  en	  la	  població	  de	  fibroblasts	  no	  actius,	  suggerint	  que	  

aquests	  marcadors	  poden	  identificar	  diferents	  poblacions	  de	  fibroblasts	  (Sugimoto,	  Mundel	  et	  al.	  

2006).	  Aquest	  solapament	   i	  diversitat	  de	  marcadors,	  demostra	  que	  hi	  ha	  una	  alta	  heterogeneïtat	  

dins	  dels	  CAFs	  tant	  a	  nivell	  de	  marcadors	  com	  a	  nivell	  funcional.	  

	  
3.4.1.-‐Precursors	  

Aquesta	   elevada	   heterogenïtat	   dins	   dels	   CAFs	   pot	   ser	   deguda,	   en	   part,	   als	   diferents	   possibles	  

precursos	  que	  poden	  tenir.	  Són	  diversos	  els	  models	  que	  descriuen	  la	  procedència	  dels	  fibroblasts	  

associats	  a	  carcinoma	  (figura	  I8)	  ,	  però	  encara	  que	  no	  són	  mútuament	  excloents,.la	  contribució	  de	  

cada	  un	  d’aquests	  processos	  no	  estan	  ben	  caracteritzats.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Fibroblasts	  locals:	  

L’activació	   i	   reclutament	   dels	   fibroblasts	   residents	   locals	   es	   considera	   com	   la	   principal	   font	   de	  

procedència	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma.	   Entre	   els	   senyals	   que	   dirigeixen	   aquesta	  

activació	   es	   troben	   les	   citocines	   locals	   i	   els	   mediadors	   inflamatoris	   (De	  Wever,	   Demetter	   et	   al.	  

2008).	  Les	  evidències	  que	  ho	  corroboren	  són	  majoritàriament	  obtingudes	  a	  partir	  d’experiments	  in	  

vitro.	   L’elevada	   expressió	   de	   factors	   de	   creixement	   com	   TGF-‐β,	   PDGF	   i	   bFGF	   que	   secreten	   les	  

cèl·∙lules	  tumorals,	  activen	  els	  fibroblasts	  en	  cultiu	  i	  indueixen	  l’expressió	  d’α-‐SMA,	  incrementen	  la	  

proliferació	  i	  la	  secreció	  de	  molècules	  de	  la	  MEC	  (Denk,	  Hoppe	  et	  al.	  2003).	  

Cèl·∙lules	  mesenquimals:	  

Figura	  I	  8.	  Origen	  dels	  fibroblasts	  activats	  en	  l’estroma	  tumoral.	  	  La	  transdiferenciació	  en	  fibroblasts	  activats	  
pot	  donar-‐se	  de	   l’activació	   i	   reclutament	  dels	   fibroblasts	   residents,	  de	   la	  diferenciació	  de	   les	  cèl·∙lules	  mare	  
mesenquimals	  o	  altres	  llinatges	  mesenquimals,	  o	  a	  través	  de	  la	  transició	  epiteli/endoteli	  mesènquima.	  Figura	  
adaptada	  de	  Östman	  and	  Augsten.	  Curr	  Opin	  Genet	  Dev.	  2009	  (Ostman	  and	  Augsten	  2009)	  
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Altres	   tipus	   cel·∙lulars	  mesenquimals	   residents	  en	   l’estroma	  com	  ara	  perícits,	   adipòcits	  o	   cèl·∙lules	  

inflamatòries	   poden	   també	   transdiferenciar-‐se	   en	   fibroblasts	   activats,	   tot	   i	   que	   són	   necessàries	  

més	  evidències	  experimentals	  per	  a	  corroborar-‐ho	  (Anderberg	  and	  Pietras	  2009).	  

	  
Cèl·∙lules	  mare	  mesenquimals:	  	  

Les	  cèl·∙lules	  mare	  mesenquimals	  originalment	  van	  ser	  aïllades	  de	  la	  medul·∙la	  òssia,	  però	  més	  tard	  

es	  va	  veure	  que	  podien	  residir	  en	  tot	  tipus	  d’òrgan	  i	  que	  podien	  diferenciar-‐se	  en	  gran	  varietat	  de	  

tipus	  cel·∙lulars.	  Està	  demostrat	  que	  les	  cèl·∙lules	  circulants	  de	  la	  medul·∙la	  òssia,	  pertanyents	  al	  tipus	  

de	  cèl·∙lules	  mesenquimals,	  són	  capaces	  de	  localitzar-‐se	  i	  proliferar	  en	  àrees	  de	  l’estroma	  tumoral.	  

Hi	  ha	  evidències	  que	  les	  cèl·∙lules	  de	  la	  medul·∙la	  òssia	  contribueixen	  als	  miofibroblasts	  i	  fibroblasts	  

de	  la	  resposta	  desmoplàsica	  així	  com	  de	  l’angiogènesi	  tumoral	  (Direkze,	  Hodivala-‐Dilke	  et	  al.	  2004).	  

	  
Transició	  epiteli-‐mesènquima	  (TEM):	  

La	   transició	   epiteli-‐mesènquima	   o	   TEM	   és	   un	   terme	   que	   es	   refereix	   al	   procés	   que	   pateixen	   les	  

cèl·∙lules	  epitelials	  quan	  canvien	  d’un	  fenotip	  epitelial	  amb	  unions	  estretes,	  a	  un	  de	  mesenquimal	  

amb	   pèrdua	   d’adhesions	   cel·∙lulars.	   Aquest	   procés	   inclou	   canvis	   bioquímics	   complexes	   i	   vies	   de	  

senyalització	   que	   permeten	   a	   les	   cèl·∙lules	   polaritzades	   adoptar	   un	   fenotip	   mesenquimal	  

caracteritzat	  per	  una	  capacitat	  migratòria,	  major	   invasivitat	   i	  una	  elevada	  expressió	  de	  proteïnes	  

de	  la	  matriu	  extracel·∙lular.	  La	  TEM	  està	  correlacionada	  amb	  el	  fenotip	  maligne	  dels	  carcinomes	  ja	  

que	  les	  cèl·∙lules	  que	  pateixen	  aquest	  procés	  generalment	  es	  troben	  en	  el	  front	  invasiu	  i	  solen	  ser	  

les	   impulsores	   del	   procés	   de	   metàstasi	   (Thiery	   2002).	   Molts	   factors	   incloent	   el	   factor	   de	  

creixement	  d’hepatòcits	  (HGF),	  el	  factor	  de	  creixement	  epidèrmic	  (EGF),	  PDGF	  i	  TGFβ	  indueixen	  el	  

procés	  de	  TEM,	  iniciant	  gran	  nombre	  de	  vies	  de	  senyalització	  que	  duen	  a	  l’activació	  dels	  factors	  de	  

transcripció	   inductors	   de	   la	   TEM	   com	   ara	   Snail,	   Slug,	   Twist	   and	   FOXC2.	   Un	   dels	   trets	   més	  

característics	   d’aquest	   procés	   és	   la	   pèrdua	   de	   l’expressió	   de	   la	   cadherina	   epitelial	   (E-‐Cadherina)	  

per	  part	  de	  les	  cèl·∙lules	  canceroses,	  i	  la	  subseqüent	  acumulació	  de	  la	  β-‐catenina	  al	  nucli	  (Xouri	  and	  

Christian	   2009).	   Les	   alteracions	   genètiques	   presents	   tant	   en	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	   com	   en	   els	  

CAFs	   són	   rarament	   idèntiques,	   la	   qual	   cosa	   suggereix	   que	   només	   una	   petita	   proporció	   de	   les	  

cèl·∙lules	  cancerígenes	  i	  estromals	  comparteixen	  origen	  (Petersen,	  Nielsen	  et	  al.	  2003).	  

	  
Transició	  endoteli-‐mesènquima	  (TEndM):	  

Similar	  al	  que	  els	  hi	  succeeix	  a	  les	  cèl·∙lules	  epitelials,	  les	  cèl·∙lules	  endotelials	  adquireixen	  un	  fenotip	  

mesenquimal	   en	   un	   procés	   descrit	   com	   a	   transició	   endoteli-‐	   mesènquima	   (TEndM).	   En	   aquest	  

procés	  és	  perd	  l’expressió	  del	  marcador	  endotelial	  CD31	  però	  es	  comença	  a	  expressar	  marcadors	  
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de	  tipus	  mesenquimal	  com	  ara	  FSP-‐1	  i	  α-‐SMA	  i	  les	  cèl·∙lules	  comencen	  a	  envair	  la	  membrana	  basal	  

subjacent.	   Igual	   que	   en	   la	   TEM,	   el	   TGF-‐β	   n’és	   un	   potent	   inductor.	   En	  models	   experimentals	   de	  

ratolí,	   cèl·∙lules	   amb	   co-‐expressió	   d’	   α-‐SMA	   o	   FSP-‐1	   i	   el	   marcador	   endotelial	   CD31	   han	   estat	  

identificades	  indicant	  que	  hi	  ha	  una	  subpoblació	  de	  CAFs	  que	  pot	  derivar	  de	  cèl·∙lules	  endotelials	  en	  

el	  front	  invasiu	  (Zeisberg,	  Potenta	  et	  al.	  2007).	  

	  
Els	  diferents	  origens	  que	  poden	  tenir	  els	  CAFs	  no	  són	  mutuament	  excloients,	  és	  més,	  un	  estudi,	  per	  

a	   demostrar	   aquest	   fet,	   és	   basà	   en	   un	   model	   de	   ratolí	   transgènic	   que	   expressava	   de	   manera	  

obliqua	  proteïna	   fluorescent	   vermella	   o	   RFP	   (“Red	   fluorescent	   protein”).	   Posteriorment	   se	   li	   van	  

injectarcèl·∙lules	  mare	  de	  la	  medul·∙la	  òssia	  marcades	  amb	  proteïna	  verda	  fluorescent	  o	  GFP	  (“Green	  

fluorescent	  protein”).	  Després	  d’implantar	  en	  aquests	  ratolins	  cèl·∙lules	  de	  carcinoma	  d’ovari	  es	  va	  

veure	  que	  la	  majoria	  de	  fibroblasts	  que	  marcaven	  per	  FSP-‐1	  i	  FAP	  derivaven	  de	  les	  cèl·∙lules	  mare	  

de	  la	  medul·∙la	  òssia	  GFP+,	  i	  pel	  contrari,	  les	  que	  eren	  α-‐SMA+	  i	  NG2+	  procedien	  bàsicament	  de	  les	  

cèl·∙lules	  residents	  del	  teixit	  local	  RFP+.	  Aquests	  resultats	  suggereixen	  que	  la	  població	  de	  CAFs	  està	  

composta	  de	  diferents	  poblacions	  fibroblàstiques	  i	  amb	  diferents	  origens	  cel·∙lulars	  (Kidd,	  Spaeth	  et	  

al.	  2012)	  

3.4.2.-‐Genètica	  i	  epigenètica	  dels	  CAFs	  	  

Les	  característiques	  fenotípiques	   i	   funcionals	  que	  confereixen	  als	  CAFs	   les	  propietats	  promotores	  

tumorals	  que	  els	  diferencien	  dels	  seus	  corresponents	  fibroblasts	  normals,	  es	  mantenen	  de	  manera	  

estable	   durant	   llargs	   períodes	   de	   temps	   en	   cultius	   in	   vitro	   i	   fins	   i	   tot	   en	   absència	   de	   cèl·∙lules	  

canceroses	   (Orimo,	   Gupta	   et	   al.	   2005).	   La	   independència	   a	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   i	   als	   seus	  

productes	   de	   secreció	   per	   al	   manteniment	   del	   fenotip	   dels	   CAFs	   suggereix	   la	   implicació	   de	  

mecanismes	  heretables.	  

	  

Mecanismes	  genètics:	  

La	   presència	   d’alteracions	   genètiques	   en	   els	   CAFs	   és	   un	   tema	   altament	   controvertit	   degut	   a	   la	  

dificultat	   tècnica	   que	   suposa	   el	   seu	   anàlisi	   (quantitat	   de	   material	   genètic	   insuficient,	  

emmascarament	  del	  genotip	  per	  part	  de	  les	  cèl·∙lules	  normals	  i/o	  tumorals,	  generació	  d’artefactes	  

en	  les	  tècniques	  moleculars...)	  (Sieben,	  ter	  Haar	  et	  al.	  2000;	  Farrand,	  Jovanovic	  et	  al.	  2002).	  	  

Diversos	   estudis	   han	   demostrat	   que	   els	   fibroblasts	   normals	   poden	   adquirir	   capacitats	   pro-‐

tumorigèniques	  en	  ser	  exposats	  a	  diferents	  agents	  carcinògens	  o	  radiacions	  (Ohuchida,	  Mizumoto	  

et	   al.	   2004),	   possiblement	   degut	   a	   l’adquisició	   de	   mutacions	   somàtiques.	   Aquest	   fet	   reforça	   la	  
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hipòtesi	   de	   la	   co-‐evolució	   que	   postula	   que	   els	   canvis	   somàtics	   es	   donen	   tant	   en	   les	   cèl·∙lules	  

epitelials	  canceroses	  com	  en	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma.	  De	  fet,	  molts	  estudis	  reporten	  

aberracions	   en	   el	   nombre	   de	   còpies	   gèniques,	   pèrdua	   d’heterozigositat	   o	   LOH	   (“	   Loss	   of	  

heterozigosity”),	  inestabilitat	  de	  microsatèl·∙lits	  i	  mutacions	  puntuals	  en	  gens	  supressors	  de	  tumors	  

(PTEN	   i	   TP53)	   i	   oncògens	   en	   les	   cèl·∙lules	   del	   compartiment	   estromal	   en	   diversos	   tipus	   tumorals	  

(Kurose,	  Gilley	  et	  al.	  2002)	  (Moinfar,	  Man	  et	  al.	  2000)	  (Wernert,	  Locherbach	  et	  al.	  2001).,	  fins	  i	  tot	  

en	   alguns	   estudis	   aïllats	   per	   la	   tècnica	   de	   microcaptura	   làser	   (Patocs,	   Zhang	   et	   al.	   2007)).	   No	  

obstant,	   aquest	  model	   de	   co-‐evolució	   no	   es	   troba	   acceptat	   de	  manera	   global	   en	   que	   presentar	  

certes	   dificultats	   teòriques.	   En	   el	   cas	   que	   les	  mutacions	   somàtiques	  descrites	   en	   els	   CAFs	   fossin	  

certes,	  aquestes	  suposarien	  un	  sobrecreixement	  dels	  fibroblasts	  mutats	  respecte	  els	  no	  mutats	  (en	  

ser	   oncogènics	  per	   se),	   un	   fet	   que	   sembla	   que	   només	   es	   dóna	   ens	   els	   sarcomes	   però	   no	   en	   els	  

carcinomes	  (Campbell,	  Polyak	  et	  al.	  2009).	  Addicionalment,	  un	  estudi	  realitzat	  per	  Allinen	  et	  al.	  en	  

el	   que	  es	   caracteritzaven	  molecularment	   totes	   les	  poblacions	   cel·∙lulars	  presents	   en	  el	   càncer	  de	  

mama,	  demostrà	  que	  encara	  que	  hi	  haguessin	  canvis	  en	  l’expressió	  gènica	  en	  totes	  les	  poblacions	  

cel·∙lulars	  durant	  el	  procés	  tumoral,	  només	  eren	  detectades	  alteracions	  genètiques	  en	  les	  cèl·∙lules	  

epitelials	   malignes	   (Allinen,	   Beroukhim	   et	   al.	   2004).	   Altres	   estudis	   han	   reportat	   també	   la	   baixa	  

freqüència	  d’alteracions	   somàtiques,	   descartant-‐les	   com	  a	   responsables	  del	  manteniment	  de	   les	  

propietats	  pro-‐tumorals	  dels	  CAFs	  (Qiu,	  Hu	  et	  al.	  2008;	  Walter,	  Omura	  et	  al.	  2008;	  Hosein,	  Wu	  et	  

al.	  2010;	  Campbell,	  Qiu	  et	  al.	  2011).	  Tots	  aquests	  estudis	  demostren	  la	  controvèrsia	  que	  envolta	  la	  

presència	   d’alteracions	   somàtiques	   en	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   i	   suggereixen	   la	  

presència	  d’altres	  mecanismes	  responsables	  del	  seu	  fenotip.	  

	  
Mecanismes	  epigenètics:	  	  

Alteracions	   epigenètiques	   com	   metilació	   de	   l’ADN,	   modificació	   d’histones	   i	   remodelació	   de	   la	  

cromatina	  sorgeixen	  com	  a	  possibles	  responsables	  del	  manteniment	  de	  les	  propietats	  promotores	  

tumorals	  que	  presenten	  els	  CAFs;	  tot	  i	  que	  és	  poca	  la	  informació	  de	  la	  que	  es	  disposa	  al	  respecte	  

(Gonda,	   Varro	   et	   al.	   2009).	   Un	   estudi	   realitzat	   per	   Hu	   et	   al.	   demostrà	   un	   perfil	   de	   metilació	  

diferencial	  entre	   l’estroma	  de	  teixit	  de	  mama	  normal	   i	  el	  de	  carcinoma,	  suggerint	   la	  metilació	  de	  

l’ADN	  com	  a	  mecanisme	  per	   justificar	  els	   canvis	  moleculars	   i	   fenotípics	  descrits	  en	  els	  CAFs	   (Hu,	  

Yao	   et	   al.	   2005).	   Més	   recentment,	   Zong	   Y.	   et	   al	   estudiaren	   els	   efectes	   d’una	   proteïna	  

remodeladora	  de	   la	  cromatina	  en	  un	  model	  murí	  de	  càncer	  de	  pròstata	  demostrant	  efectes	  pro-‐

tumorals	  en	  l’estroma	  modificat	  per	  aquesta	  proteïna	  (Zong,	  Huang	  et	  al.	  2012).	  Contràriament,	  en	  

un	  estudi	  on	  s’avaluava	  el	  perfil	  genètic	  diferencial	  entre	  el	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  i	  els	  
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fibroblasts	  normals	  en	  càncer	  de	  pulmó	  de	  cèl·∙lula	  gran	  (Navab,	  Strumpf	  et	  al.	  2011),	  es	  va	  veure	  

que	  tot	  i	  haver	  gens	  diferencialment	  expressats	  entre	  ambos	  subtipus,	  només	  1	  dels	  46	  identificats	  

semblava	  candidat	  a	  hipometilació,	  atribuint	  els	  canvis	  d’expressió	  a	  altres	  mecanismes	  diferents	  a	  

la	  metilació	  i	  també	  diferents	  a	  alteracions	  	  cromosòmiques.	  	  	  

Així	  doncs,	  tot	  i	  que	  les	  evidències	  són	  poques,	  l’epigenètica	  de	  l’estroma	  i	  més	  concretament	  dels	  

CAFs,	  sembla	  ser	  rellevant	  en	  l’adquisició	  dels	  trets	  fenotípics.	  No	  obstant,	  poc	  es	  coneix	  de	  com	  

les	   alteracions	   genètiques	   estromals	   succeeixen	   durant	   les	   interaccions	   tumor-‐mesènquima	   i	   de	  

quines	  són	  les	  conseqüències	  funcionals	  d’aquests	  canvis	  epigenètics	  en	  l’estroma.	  

	  
3.4.3.-‐CAFs	  en	  el	  procés	  tumoral	  

En	  molts	  dels	   carcinomes	  més	   freqüents	   com	  el	  de	  mama,	   còlon,	   estómac	   i	   pàncrees,	   l’estroma	  

constitueix	  la	  major	  part	  de	  la	  massa	  tumoral,	  en	  molts	  casos	  representant	  fins	  a	  un	  90%	  del	  volum	  

total	   (Desmouliere,	   Guyot	   et	   al.	   2004).	   Diversos	   estudis,	   a	   més,	   associen	   pitjor	   pronòstic	   a	  

carcinomes	   amb	   major	   grau	   de	   desmoplàsia	   (Maeshima,	   Niki	   et	   al.	   2002).	   El	   tipus	   cel·∙lular	  

predominant	  en	  aquest	   tipus	  de	  tumor	  són	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  (Ronnov-‐Jessen,	  

Petersen	  et	  al.	  1996)	  i	  són	  responsables	  d’establir	  interaccions	  dinàmiques	  i	  recíproques	  tant	  amb	  

les	   cèl·∙lules	   malignes	   com	   amb	   la	   resta	   de	   tipus	   cel·∙lulars	   constituents	   de	   l’estroma.	   Aquestes	  

interaccions	  heterotípiques	  estan	  presents	  durant	   tot	  el	  procés	   tumoral	   i	   fan	  que	  els	  CAFs	  vagin	  

evolucionant	  i	  tinguin	  un	  paper	  molt	  important	  en	  la	  progressió	  del	  tumor,	  des	  del	  seu	  inici	  fins	  a	  la	  

invasió	  i	  metàstasi	  (Elenbaas	  and	  Weinberg	  2001).	  

3.4.3.1.-‐Inici	  

Els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   tenen	   un	   paper	   actiu	   en	   la	   formació	   de	   tumors	   sent	  

nombroses	  les	  evidències	  que	  ho	  corroboren.	  Es	  va	  demostrar	  que	  cèl·∙lules	  epitelials	  prostàtiques	  

immortalitzades	  però	  no-‐tumorigèniques	  eren	  capaces	  de	  desenvolupar	  un	  carcinoma	  en	  ratolins	  

quan	  és	  co-‐injectaven	  amb	  CAFs;	  mentre	  que	  no	  ho	  feien	  en	  presència	  de	  fibroblasts	  normals.	  La	  

transformació	   no	   es	   donava	   tampoc	   quan	   les	   cèl·∙lules	   immortals	   no-‐tumorigèniques	   eren	  

inoculades	   soles,	   la	   qual	   cosa	   suggeria	   que	   una	   perturbació	   prèvia	   en	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   era	  

necessària	   per	   a	   que	   es	   donés	   la	   transformació	   (Olumi,	   Grossfeld	   et	   al.	   1999).	   Amb	   aquest	  

experiment	  es	  demostrà	  que	  els	  fibroblasts	  derivats	  de	  tumor	  havien	  adquirit	  unes	  propietats	  que	  

promovien	   la	  capacitat	   tumoral	  en	  comparació	  amb	  els	   fibroblasts	  normals.	  Un	  altre	  experiment	  

per	   a	   remarcar	   la	   rellevància	   dels	   fibroblasts	   en	   els	   càncers	   epitelials	   es	   basa	   en	   un	   model	   de	  

mama	   on	   es	   va	   demostrar	   que	   quan	   cèl·∙lules	   epitelials	   de	   mama	   no-‐transformades	   es	  

trasplantaven	   en	   zones	   estromals	   que	   havien	   estat	   irradiades,	   es	   produïa	   un	   procés	   de	  



	   Introducció	  

53	  
	  

tumorigenesis	   que	   no	   es	   donava	   quan	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   eren	   trasplantades	   en	   zones	   no	  

irradiades;	   indicant	   que	   anormalitats	   induïdes	   en	   els	   fibroblasts	   són	   suficients	   per	   a	   la	   formació	  

d’una	   neoplàsia	   (Barcellos-‐Hoff	   and	   Ravani	   2000).	   Estudis	   posteriors	   també	   demostraren	   que	  

inclús	  fibroblasts	  no	  irradiats	  permeten	  el	  fenotip	  invasiu	  de	  cèl·∙lules	  pancreàtiques	  malignes	  poc	  

diferenciades	  (Ohuchida,	  Mizumoto	  et	  al.	  2004).	  	  

Aquests	   experiments	   evidencien	   la	   influència	   que	   tenen	   els	   factors	   paracrins	   secretats	   pels	  

fibroblasts	  en	  la	  transformació	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  (normals	  i	  carcinogèniques)	  i	  en	  la	  iniciació	  

del	  procés	  tumoral.	  

3.4.3.2.-‐Progressió	  i	  angiogènesi	  

Les	   comunicacions	   específiques	   que	   s’estableixen	   entre	   els	   CAFs	   i	   la	   resta	   de	   tipus	   cel·∙lulars	  

presents	  en	  el	  tumor	  no	  només	  participen	  en	  els	  estadis	  inicials	  d’un	  procés	  tumorigènic	  sinó	  que	  

també	   tenen	   un	   paper	   molt	   important	   en	   la	   progressió	   al	   promoure	   el	   creixement	   tumoral	   i	  

estimular	   el	   procés	   d’angiogènesi.	   Són	   diversos	   els	   estudis	   que	   ho	   han	   confirmat	   i	   han	   ajudat	   a	  

entendre	  una	  mica	  més	  quines	  són	  les	  vies	  implicades.	  	  

En	  un	  model	  murí,	  la	  presència	  de	  CAFs	  fa	  que	  s’incrementi	  la	  proliferació	  de	  cèl·∙lules	  cancerígenes	  

de	   mama	   i	   s’estimuli	   l’angiogènesi	   produint-‐se	   neovascularització	   dels	   tumors	   en	   reclutar-‐se	  

cèl·∙lules	  endotelials	  progenitores	  o	  EPC	  (“Endothelial	  Progrenitor	  Cells”)	  (Orimo,	  Gupta	  et	  al.	  2005).	  

Aquests	  efectes	  van	  ser	  associats	  amb	   l’elevada	  expressió	  d’un	   factor	  secretat	  pels	  CAFs,	   l’SDF-‐1	  

també	  anomenat	  CXCL12,	  que	  presenta	  el	  seu	  receptor	  CXCR4	  en	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  (figura	  I9).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  I	  9.	  Representació	  esquemàtica	  dels	  efectes	  pro-‐tumorals	  produït	  pels	  CAFs.	  L’SDF-‐1	  secretat	  pels	  
fibroblasts	   permet	   el	   creixement	   del	   tumor	   no	   només	   estimulant	   l’angiogènesi	   en	   reclutar	   les	   EPC,	   sinó	  
també	  dins	  la	  massa	  tumoral	  en	  produir	  una	  estimulació	  paracrina	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  a	  través	  de	  la	  
unió	   al	   seu	   receptor	   CXCR4	   expressat	   en	   les	   cèl·∙lules	   carcinogèniques.	   Imatge	   extreta	   de	  Orimo	   A.	   and	  
Weinberg	  R.	  	  Cell	  cycle.	  2006.	  (Orimo	  and	  Weinberg	  2006)	  	  
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Al	   seu	   torn,	   altres	   estudis	   demostren	   que	   la	   secreció	   elevada	   de	   TGF-‐β1	   per	   part	   dels	   CAFs	  

incrementa	  l’expressió	  de	  CXCR4	  en	  cèl·∙lules	  de	  pròstata	  pre-‐neoplàsiques	  (San	  Francisco,	  DeWolf	  

et	   al.	   2004),	   posant	   de	   manifest	   que	   aquesta	   via	   de	   senyalització	   té	   una	   alta	   rellevància	   en	   la	  

progressió	   tumoral.	   Posteriorment,	   resultats	   similars	   es	   presentaven	   en	   un	   model	  

d’adenocarcinoma	  pancreàtic	   (alt	   grau	  de	  desmoplàsia),	   en	   el	   que	  mitjançant	   assajos	   in	   vitro	  es	  

van	  estudiar	  els	  efectes	  dels	  factors	  solubles	  alliberats	  per	  les	  cèl·∙lules	  pancreàtiques	  estrellades	  o	  

HPSC	   (“Human	   Pancreatic	   Stellate	   Cells”)	   sobre	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	   (Hwang,	   Moore	   et	   al.	  

2008).	   L’addició	   de	   medis	   condicionats	   incrementava	   la	   proliferació,	   la	   invasió	   i	   la	   formació	   de	  

colònies	  d’una	  manera	  dosi-‐depenent.	  Els	  factors	  solubles	  secretats	  per	   les	  HPSC	  activaven	  la	  via	  

de	  senyalització	  de	  les	  ERK	  i	  Akt,	  relacionades	  respectivament	  amb	  proliferació	  i	  supervivència.	  In	  

vivo	  	  també	  és	  va	  demostrar	  que	  la	  co-‐injecció	  de	  cèl·∙lules	  tumorals	  amb	  HPSC	  induïa	  la	  progressió	  

del	  tumor	  i	  la	  metàstasi	  d’una	  manera	  proporcional	  al	  nombre	  de	  cèl·∙lules	  injectades.	  La	  secreció	  

de	  VEFG	  per	  part	  dels	  CAFs	  també	  juga	  un	  paper	  molt	  important	  en	  l’angiogènesi,	   ja	  que	  permet	  

l’activació	   de	   les	   integrines	   sobretot	   al	   unir-‐se	   a	   la	   fibronectina	   (Byzova,	   Goldman	   et	   al.	   2000)	  

(Alphonso	   and	   Alahari	   2009).	   L’angiogènesi	   també	   és	   facilitada	   per	   les	   MMP	   secretades	   pels	  

fibroblasts,	  que	  no	  només	  creen	  un	  espai	  per	  a	  que	  les	  cèl·∙lules	  endotelials	  puguin	  migrar,	  sinó	  que	  

també	   provoquen	   l’alliberament	   de	   factors	   pro-‐angiogènics	   en	   actuar	   sobre	   components	   de	   la	  

MEC,	  alliberen	  perícits	  dels	  vasos	  sanguinis	  i	  trenquen	  les	  unions	  entre	  cèl·∙lules	  endotelials	  al	  tallar	  

la	  cadherina	  endotelial	  vascular	  (VE-‐Cadherina)	  (Rundhaug	  2005)	  

3.4.3.3.-‐Invasió	  	  

La	  cascada	  d’invasió	  tumoral-‐metàstasi	  és	  un	  procés	  seqüencial	  que	  permet	  a	  les	  cèl·∙lules	  escapar	  

de	  la	  massa	  del	  tumor	  primari	  per	  a	  colonitzar	  òrgans	  i	  teixits	  distants.	  Tot	  i	  que	  clàssicament	  s’ha	  

considerat	   que	   aquesta	   seqüència	   es	   deu	   bàsicament	   a	   les	   propietats	   adquirides	   per	   la	   cèl·∙lula	  

cancerosa	   que	   la	   converteixen	   en	   una	   entitat	   autosuficient,	   cada	   cop	   hi	   ha	  més	   evidències	   que	  

suggereixen	   que	   la	   interacció	   tumor-‐stroma	   és	   el	   que	   en	   facilita	   la	   invasió,	   de	   fet,	   els	   CAFs	   es	  

troben	  de	  manera	  abundant	  en	  el	  front	   invasiu	  dels	  tumors	  primaris.Els	  efectes	  pro-‐invasius	  dels	  

CAFs	   poden	   estar	   regulats	   per	   interaccions	   heterotípiques	   directes	   entre	   cèl·∙lula-‐cèl·∙lula	   o	   bé	   a	  

través	  de	  molècules	  solubles.	  Poden	  secretar	  quimiocines,	  citocines,	  i	  mediadors	  inflamatoris,	  que	  

en	  combinació	  poden	  afectar	   la	   invasió	  de	  les	  cèl·∙lules	  canceroses.	  Alteracions	  en	  la	  quantitat	  de	  

proteïnes	  de	  la	  MEC,	  proteïnases	  i	  els	  seus	  inhibidors,	  proveeixen	  d’una	  estructura	  d’ancoratge	  per	  

a	   les	  cèl·∙lules	  cancerígenes	  que	  a	  més	  afecta	  a	   l’expressió	  de	  gens	   implicats	  en	   l’organització	  del	  

citoesquelet.	  
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Uns	  factors	  solubles	  secretats	  pels	  CAFs	   i	  que	  han	  demostrat	  ser	  uns	  potents	  agents	  pro-‐invasius	  

en	   un	   model	   de	   càncer	   de	   còlon	   in	   vitro,	   són	   la	   tenascina-‐C	   (una	   glicoproteïna	   de	   la	   matriu	  

extracel·∙lular)	   i	   el	  HGF	   (De	  Wever,	  Nguyen	  et	   al.	   2004).La	   invasió	   tumoral	   també	   ve	  promoguda	  

pels	  enzims	  degradadors	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  com	  les	  MMPs,	  que	  no	  només	  n’alteren	  la	  seva	  

estructura,	   sinó	   que	   també	   alliberen	   factors	   de	   creixement	   i	   angiogènics	   que	   són	   secretats	   en	  

grans	   quantitats	   pels	   CAFs	   (Kaminski,	   Hahne	   et	   al.	   2006).	   La	   degradació	   de	   la	   E-‐cadherina	   que	  

uneix	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   genera	   la	   disgregació	   de	   les	   cèl·∙lules	   normals	   i	   inicia	   una	   cascada	  

d’alteracions	  moleculars	  que	  condueixen	  al	  procés	  de	  transició	  epiteli-‐mesènquima	  que	  al	  seu	  torn	  

promou	  la	  capacitat	  invasiva	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  (Hazan,	  Phillips	  et	  al.	  2000).	  

3.4.3.4.-‐Metàstasi:	  Hipòtesi	  de	  llavor	  i	  sòl	  (“Seed	  and	  soil”)	  

La	  metàstasi	  (disseminació	  de	  cèl·∙lules	  canceroses	  del	  tumor	  primari	  a	  òrgans	  distants)	  és	  la	  causa	  

més	   freqüent	   de	   mort	   en	   la	   majoria	   de	   càncers.	   Es	   tracta	   d’un	   procés	   seqüencial	   i	   altament	  

selectiu	  que	  inclou	  la	  invasió	  local,	  l’entrada	  a	  la	  circulació	  sistèmica,	  supervivència	  en	  el	  transport,	  

extravasació	  i	  l’establiment	  de	  micro	  i	  macrometàstasi.	  	  

Quan	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  passen	  al	  torrent	  sanguini	  o	  als	  vasos	  limfàtics,	  es	  troben	  sotmeses	  a	  un	  

microambient	  completament	  diferent	  al	  que	  s’han	  d’adaptar	  per	  aconseguir	  metastatitzar	   (Joyce	  

and	   Pollard	   2009).	   De	   fet,	   dels	   milions	   de	   cèl·∙lules	   canceroses	   alliberades	   al	   torrent	   sanguini,	  

només	  un	  0.01%	  és	  capaç	  de	  sobreviure	  i	  d’extravasar-‐se	  en	  un	  lloc	  secundari	  produint	  metàstasi.	  	  

En	  un	  teixit	  adient,	   les	  cèl·∙lules	  s’allotjaran,	  sobreviuran,	  s’establiran	   i	  seran	  capaces	  de	  créixer	   i	  

metastatitzar,	  però	  al	  igual	  que	  en	  el	  procés	  d’intravasació,	  la	  localització	  metastàtica	  ofereix	  nous	  

entrebancs	  a	  les	  cèl·∙lules	  circulants.	  Així	  doncs,	  com	  succeeix	  en	  el	  tumor	  primari,	  el	  microambient	  

local	  té	  molta	  rellevància	  en	  cada	  un	  dels	  passos	  del	  procés	  metastàtic.	  Un	  microambient	  receptiu	  

és	   necessari	   perquè	   les	   cèl·∙lules	   malignes	   s’estableixin	   en	   teixits	   distants	   i	   siguin	   capaces	   de	  

formar	  metàstasi.	  En	  humans,	  certs	  tumors	  tenen	  preferència	  per	  a	  metastatitzar	  en	  determinats	  

òrgans	  mentre	   no	   són	   capaços	   de	   fer-‐ho	   en	   d’altres.	   Això	   és	   el	   que	   es	   coneix	   com	   a	   tropisme	  

tissular	  (Bos,	  Zhang	  et	  al.	  2009).	  

Al	  1889,	  Stephen	  Paget,	  un	  cirurgià	  anglès,	  va	  proposar	   la	  teoria	  de	  “Seed	  and	  Soil”	   (llavor	   i	  sòl)	  

basant-‐se	  en	   la	  observació	  de	  que	  certs	   tumors	  tenien	  tropisme	  per	  un	  òrgan	  concret.	  Afirmava	  

que	   el	   procés	   metastàtic	   no	   era	   a	   l’atzar,	   sinó	   que	   depenia	   d’una	   inter-‐comunicació	   entre	   les	  

cèl·∙lules	  canceroses	   (llavors)	  seleccionades	   i	  un	  microambient	   local	  específic	   (sòl).	  La	   idea	  va	  ser	  

contradita	   40	   anys	   més	   tard	   per	   James	   Ewing	   qui	   proposava	   que	   la	   disseminació	   metastàtica	  

succeïa	  exclusivament	  per	   factors	  mecànics	  determinats	  per	   l’estructura	  anatòmica	  dels	   sistema	  

vascular.	   Durant	   dècades,	   aquesta	   teoria	   va	   romandre	   vigent,	   fins	   que	   al	   1970	   la	   naturalesa	  



Introducció	   	   	  

56	  
	  

selectiva	   del	   procés	   metastàtic	   va	   ser	   documentada	   demostrant	   que	   encara	   que	   les	   cèl·∙lules	  

tumorals	  arribessin	  a	   la	  vasculatura	  d’òrgans	  distants,	   la	  subseqüent	  proliferació	  i	  creixement	  de	  

lesions	  secundàries	  venia	  influenciada	  per	  les	  cèl·∙lules	  específiques	  de	  l’òrgan	  (Fidler	  2003).	  Fent	  

un	   símil	   amb	   ecologia	   i	   el	   concepte	   de	   nínxol,	   hi	   ha	   una	   nova	   hipòtesi,	   la	   del	  model	   de	   nínxol	  

metastàtic,	  que	  suggereix	  que	  un	  microambient	  adequat	  (nínxol	  pre-‐metastàtic)	  ha	  d’evolucionar	  

per	   tal	   que	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   siguin	   capaces	  d’introduir-‐se	   (nínxol	  metastàtic)	   i	   proliferar	  en	  

localitzacions	  secundàries	   (transició	  de	  micro	  a	  macrometàstasi)	   (Psaila	  and	  Lyden	  2009).	   (figura	  

I10).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Hi	  han	  evidències	  de	  que	  factors	  de	  creixement	  secretats	  pel	  tumor	  primari	  preparen	  certs	  teixits	  

per	  a	  l’allotjament	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  creen	  un	  microambient	  ric	  en	  fibronectina,	  factors	  de	  

creixement	   i	   proteïnes	   remodeladores	   de	   la	   matriu	   entre	   d’altres,	   que	   el	   fan	   propici	   per	   a	  

l’adhesió	   tumoral	   i	   invasió.	   L’èxit	  de	   la	  proliferació	   tumoral	  vindria	   regulada	  per	   les	   interaccions	  

cèl·∙lula-‐cèl·∙lula	   i	   cèl·∙lula-‐matriu	   dins	   del	   nínxol	   metastàtic,	   demostrant	   una	   altre	   vegada	   la	  

importància	  de	  l’estroma	  en	  el	  desenvolupament	  d’un	  procés	  tumoral.	  

Pel	  que	  fa	  a	  la	  implicació	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  en	  aquests	  procés	  de	  metàstasi,	  hi	  

ha	  estudis	  que	  indiquen	  que	  els	  CAFs	  en	  el	  lloc	  metastàtic	  promouen	  la	  proliferació	  de	  les	  cèl·∙lules	  

canceroses	  in	  situ	  i	  influeixen	  en	  el	  creixement	  del	  tumor.	  Això	  suggereix	  l’existència	  d’uns	  CAFs	  

associats	   a	   metàstasis	   que	   s’encarregarien	   de	   crear	   un	   nínxol	   metastàtic	   donant	   suport	   a	   la	  

iniciació	  i	  angiogènesi	  (Olaso,	  Salado	  et	  al.	  2003).	  

Figura	   I	   10.	   Evolució	   tumoral.	   Interaccions	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   amb	   el	   microambient	   (nínxol)	   que	  
l’envolta	   en	   el	   lloc	   del	   tumor	   primari	   (superior)	   i	   en	   el	   nínxol	   metastàtic	   (inferior).	   Imatge	   extreta	   de	  
http://www.london-‐research-‐institute.org.uk/research/ilaria-‐malanchi/projects.	  	  
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Un	  altre	  exemple	  per	  a	  mostrar	  els	  efectes	  dels	  fibroblasts	  en	  el	  desenvolupament	  de	  metàstasi	  el	  

trobem	  en	  els	  experiments	  realitzats	  pel	  grup	  de	  	  Grum-‐Schwensen.	  Per	  a	  demostrar	  el	  paper	  de	  

la	  proteïna	  FSP1	  en	   l’estroma,	  cèl·∙lules	  metastàtiques	  de	  carcinoma	  mamari	   foren	  trasplantades	  

en	   ratolins	   deficients	   en	   el	   gen	   codificant	   per	   aquesta	   proteïna.	   L’absència	   retardava	   el	  

desenvolupament	   i	   la	   formació	   de	   metàstasi	   en	   ratolins	   tot	   i	   que	   els	   efectes	   podien	   ser	  

parcialment	   revertits	  per	   l’adició	  de	   fibroblasts	  positius	  per	   FSP1.	   Els	   resultats	  proposaven	  FSP1	  

com	  una	  proteïna	   implicada	   en	   el	   creixement	   i	   la	  metàstasi	   tumoral.	   Intracel·∙lularment,	   sembla	  

que	   FSP1	   interfereix	   en	   processos	   cel·∙lulars	   vitals	   com	   la	   motilitat,	   cicle	   cel·∙lular,	   invasió	   i	  

supervivència,	  mentre	  que	  extracel·∙lularment	  sembla	  que	  quan	  es	  secretada	  a	  l’interstici	  tumoral,	  

estimula	   la	   producció	   d’enzims	   degradadors	   de	   la	   matriu	   a	   més	   d’estimular	   la	   motilitat	   de	   les	  

cèl·∙lules	  endotelials	  comportant-‐se	  com	  a	  factor	  angiogènic	  (Grum-‐Schwensen,	  Klingelhofer	  et	  al.	  

2005).	  

Un	  estudi	  realitzat	  al	  2006	  dóna	  evidències	  de	  que	  les	  interaccions	  entre	  les	  cèl·∙lules	  prostàtiques	  

metastàtiques	   i	   els	   fibroblasts	   tenen	   efectes	   en	  multitud	   dels	   passos	   de	   la	   cadena	  metastàtica	  

mencionats	  prèviament.	  Per	   tal	  de	  poder	   créixer	   i	  propagar-‐se	  als	   llocs	  metastàtics,	   les	   cèl·∙lules	  

tumorals	  primer	  necessiten	  induir	  un	  estroma	  de	  suport	  (Kaminski,	  Hahne	  et	  al.	  2006).	  

Estudis	  més	   recents	   han	   evidenciat	   que	   els	   CAFs	   estimulats	   a	   través	   del	   seu	   receptor	   de	  PDGF,	  

tenen	  un	  efecte	  pro-‐metastàtic	  al	   incrementar	   la	   seva	  capacitat	  per	  a	  promoure	   la	  migració	   i	   la	  

invasió	   en	   cèl·∙lules	   co-‐cultivades.	   La	   stanniocalcina-‐1	   (STC1)	   és	   una	   glicoproteïna	   que	   ha	   estat	  

identificada	  com	  a	  mediadora	  de	   la	   inducció	  de	  PDGF	  en	  els	  CAFs.	  De	   fet,	   fibroblasts	  modificats	  

genèticament	  per	  no	  expressar	  STC1	  mostraren	  una	  menor	  capacitat	  per	  a	  induir	  metàstasi	  en	  un	  

model	  ortotòpic	  de	  càncer	  de	  còlon	  en	  ratolí	  (Pena,	  Cespedes	  et	  al.	  2012).	  

Els	   CAFs	   s’encarreguen	   també	   de	   proporcionar	   un	   entorn	   metabòlic	   adequat	   a	   les	   cèl·∙lules	  

tumorals	  per	  tal	  que	  aquestes	  disposin	  de	  l’energia	  suficient	  per	  a	  créixer	  i	  metastatitzar.	  Aquest	  

fenomen	  és	  conegut	  com	  “efecte	  Warburg”	  i	  consisteix	  en	  la	  transferència	  de	  metabòlits	  altament	  

energètics	  (com	  lactat	  i	  piruvat)	  a	  les	  cèl·∙lules	  malignes	  properes	  que	  estan	  patint	  un	  metabolisme	  

mitocondrial	   oxidatiu.	   Les	   cèl·∙lules	   tumorals	   incrementen	   la	   producció	   d’ATP	   accelerant	   el	  

creixement	  i	  el	  potencial	  metastàtic	  (Pavlides,	  Vera	  et	  al.	  2011).	  

	  
3.4.4.-‐Factors	  responsables	  de	  la	  interacció	  CAFs-‐	  cèl·∙lula	  maligna	  

Són	  moltes	  les	  molècules	  de	  senyalització	  implicades	  en	  cada	  un	  dels	  passos	  en	  els	  que	  intervenen	  

els	  CAFs	  durant	  l’evolució	  tumoral.	  
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3.4.4.1.-‐Factors	  de	  creixement	  

Les	   cèl·∙lules	  malignes	   i	   els	   CAFs	   es	   comuniquen	  mitjançant	   factors	   de	   creixement,	   sent	   els	  més	  

significants	   el	   TGF-‐β	   i	   el	   PDGF-‐β.	   La	   secreció	   de	   TGF-‐β	   coordina	   el	   reclutament	   de	   CAFs	   i	   la	  

diferenciació	   de	   fibroblasts	   normals	   a	   fibroblasts	   activats,	   a	  més,	   nivells	   de	   TGF-‐β1	   i	   –β2	   estan	  

sobreregulats	  en	  els	  CAFs	  i	  s’encarreguen	  de	  mantenir	  el	  fenotip	  activat	  i	  de	  continuar	  promovent	  

la	  secreció	  de	  TGF-‐β	  de	  manera	  autocrina	  a	  través	  de	  la	  via	  de	  senalització	  de	  Smad2/3	  (Kojima,	  

Acar	  et	  al.	  2010).	  TGF-‐β	   també	  actua	  de	  manera	  paracrina	  sobre	   les	  cèl·∙lules	   tumorals	  properes	  

regulant	   negativament	   el	   seu	   creixement.	   Mutacions	   inactivants	   en	   aquesta	   via	   poden	   dur	   al	  

desenvolupament	  d’una	  neoplasia,	  com	  va	  ser	  demostrat	  per	  Neil	  A.	  Bhowick,	  (Bhowmick,	  Chytil	  

et	  al.	  2004),	  qui	  va	  descriure	  l’efecte	  que	  tenia	  la	  inactivació	  específica	  en	  fibroblasts	  del	  gen	  del	  

receptor	   tipus	   II	  de	  TGF-‐β	  en	  un	  model	  de	   ratolí.	   La	  pèrdua	  de	   la	   senyalització	  per	  TGF-‐β	  en	  els	  

fibroblasts	  generava	  al	  seu	  torn	  una	  sobreexpressió	  de	  HGF	  en	  els	  mateixos	  que	  incrementava	  la	  

fosforilació,	   i	   per	   tant	   l’activació,	   del	   seu	   receptor	   c-‐Met	   en	   les	   cèl·∙lules	   epitelials.	   Això	  

desencadenava	  una	  activació	  de	  la	  senyalització	  paracrina	  per	  HGF	  que	  estimulava	  la	  proliferació	  

en	  el	  compartiment	  epitelial	  (figura	  I11).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

L’HGF	   és	   bàsicament	   secretat	   per	   cèl·∙lules	  mesenquimals	   i	   el	   seu	   receptor	  MET	   es	   àmpliament	  

expressat	  per	  les	  cèl·∙lules	  epitelials,	  tot	  i	  que	  els	  CAFs	  sobreexpressen	  ambdós	  HGF	  i	  MET,	  la	  qual	  

cosa	  suggereix	  una	  estimulació	  del	  creixement	  de	  manera	  autocrina	  en	  les	  cèl·∙lules	  estromals.	  El	  

paper	  del	  TGF-‐β	  de	  supressor	  tumoral	  a	  promotor	  pot	  ser	  explicat	   	  per	   la	   interacció	  que	  existeix	  

entre	  la	  citocina	  SDF-‐1/CXCL12	  i	  el	  seu	  receptor	  CXCR4	  que	  es	  troba	  present	  en	  la	  superfície	  de	  les	  

cèl·∙lules	  tumorals	  i	  que	  incrementa	  la	  seva	  expressió	  en	  presència	  del	  TGF-‐β	  secretat	  pels	  CAFs.	  La	  

Figura	   I	   11.	   Interaccions	   fibroblasts	   estromals-‐epiteli.	   El	   balanç	   no	   carcinògenic	   es	   manté	   per	   	   les	  
interaccions	   dinàmiques	   que	   es	   donen	   entre	   el	   compartiment	   epitelial	   i	   estromal.	   Els	   fibroblasts	   activats	  
poden	  donar	  suport	  o	  inclús	  iniciar	  una	  tumorogènesi	  i	  al	  seu	  torn,	  els	  factors	  de	  senyalització	  proliferatius	  
derivats	   del	   carcinoma,	   actuen	   sobre	   l’estroma.	   Figura	   extreta	   de	   Bhowmick	   N.A.	   et	   al.	   Nature	   2004	  
(Bhowmick,	  Neilson	  et	  al.	  2004).	  	  
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importància	  d’aquest	  cercle	  de	  senyalització	  ha	  estat	  confirmat	  en	  pacients	  amb	  càncer	  de	  pulmó	  

de	   cèl·∙lula	   no-‐petita	   on	   l’expressió	   tumoral	   de	   CXCR4	   correlaciona	   positivament	   amb	   estadis	  

avançats	  de	  la	  malaltia	  (Wald,	  Izhar	  et	  al.	  2011).	  Els	  nivells	  de	  concentració	  de	  CXCL12	  i	  de	  CXCR4	  

per	  a	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  són	  de	  gran	  importància	  en	  la	  progressió	  del	  tumor.	  

El	   PDGF	   és	   un	   altre	   factor	   de	   creixement	   que	   estimula	   el	   creixement	   i	   la	   divisió	   cel·∙lular,	  

l’angiogènesi,	  i	  participa	  també	  de	  manera	  autocrina	  en	  l’estimulació	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals.	  

El	   receptor	   de	   PDGF,	   el	   PDGFR,	  es	   troba	   àmpliament	   expressat	   en	   els	   fibroblasts	   estromals	   i	   la	  

seva	  activació	  promou	   l’alliberament	  per	  part	  dels	   fibroblasts	  normals	  o	  CAFs	  de	  més	  factors	  de	  

creixement	  com	  l’IGF-‐1	  (“Insulin-‐like	  Growth	  Factor-‐1”),	  HGF,	  bFGF	  que	  al	  seu	  torn	  actuen	  com	  a	  

promotors	  del	  creixement	   i	  de	   la	   invasió.	  La	   inducció	  de	   l’alliberament	  de	  factors	  de	  creixement	  

de	  fibroblasts	  com	  FGF-‐2	  i	  FGF-‐7	  a	  l’estroma	  per	  part	  dels	  CAFs	  també	  promou	  l’angiogènesi	  en	  les	  

cèl·∙lules	  endotelials	  i	  la	  proliferació	  de	  l’epiteli	  tumoral	  (Pietras,	  Pahler	  et	  al.	  2008)	  (figura	  I12).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

3.4.4.2.-‐Proteases	  

Són	  tres	  els	   tipus	  de	  proteases	  relacionades	  amb	  els	  CAFs,	   les	  metaloproteinases	  de	   la	  matriu	  o	  

MMPs,	  les	  catepsines	  i	  les	  serina	  proteases.	  

La	  majoria	  de	  les	  MMPs	  que	  es	  troben	  en	  el	  microambient	  tumoral	  són	  secretades	  pels	  CAFs	  i	  es	  

poden	   trobar	   lliures	   en	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   o	   bé	   unides	   a	   la	   membrana	   cel·∙lular.	   Actuen	  

principalment	  promovent	   la	   invasió	   i	  metàstasi	   ja	  que	  ajuden	  a	   la	  transició	  epiteli	  mesènquima	  i	  

Figura	  I	  12.	  Factors	  de	  creixement	  més	  importants	  en	  la	  neoplàsia.	  El	  TGF-‐β	  derivat	  dels	  CAFs	  i	  de	  la	  cèl·∙lula	  
tumoral,	   juntament	   amb	   PDGF	   constitueixen	   els	   principals	   transductors	   de	   senyals	   entre	   les	   cèl·∙lules	  
tumorals	  i	  els	  CAFs.	  	  
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faciliten	  la	  migració	  de	  les	  cèl·∙lules	  al	  degradar	  la	  matriu	  extracel·∙lular.	  Un	  exemple	  seria	  el	  tall	  del	  

domini	   extracel·∙lular	   de	   la	   E-‐cadherina	   per	   la	   MMP3,	   que	   condueix	   a	   una	   disgregació	   de	   les	  

cèl·∙lules	   epitelials	   i	   a	   unes	   alteracions	   moleculars	   que	   porten	   a	   la	   TEM	   i	   per	   tant	   a	   la	   invasió	  

(Lochter,	  Galosy	  et	  al.	  1997).Contràriament,	  altres	  MMPs	  com	  la	  MMP8	  suprimeix	  la	  metàstasi	  en	  

promoure	  l’adhesió	  a	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  (Gutierrez-‐Fernandez,	  Fueyo	  et	  al.	  2008).	  	  

Les	   catepsines	   són	  unes	   endoproteinases	   lisosomals	   que	   tenen	  una	   àmplia	   varietat	   de	   funcions	  

com	  regulació	  de	  l’apoptosi	  i	  diferenciació	  epitelial.	  Tenen	  diferents	  especificitats	  i	  s’expressen	  al	  

llarg	  de	  tot	  el	  procés	  tumorigènic	  d’una	  manera	  específica	  de	  tipus	  cel·∙lular.	  S’ha	  vist	  en	  models	  in	  

vivo	  que	  potencien	  la	  invasió	  i	  angiogènesi	  (Joyce,	  Baruch	  et	  al.	  2004).	  

Dins	   del	   grup	   de	   les	   serina	   proteases	   trobem	   uPA	   (”Urokinase-‐plasminogen	   activator”),	   una	  

proteasa	  que	  es	  requereix	  per	  a	  l’activació	  de	  plasminògen	  a	  plasmina	  i	  que	  degrada	  proteïnes	  de	  

la	  MEC	  com	  el	  col·∙lagen	  IV,	   laminina	  i	  fibronectina.	  La	  unió	  de	  uPA	  al	  seu	  receptor	  de	  superfície,	  

l’uPAR,	   comporta	   la	   proteòlisi	   de	   proteïnes	   de	   la	   MEC	   millorant	   la	   capacitat	   de	   creixement	   i	  

d’invasió	   i	   iniciant	   un	   procés	   de	   senyalització	   a	   través	   d’integrines.	   La	   seva	   expressió	   es	   troba	  

incrementada	   en	   els	   CAFs	   del	   front	   invasiu	   de	   cancers	   com	   el	   de	   mama	   i	   el	   de	   còlon	   (Pyke,	  

Kristensen	  et	   al.	   1991).	  La	  proteïna	  d’activació	  de	   fibroblasts	   (FAP)	   és	   una	   altre	   serina	  proteasa	  

que	   modifica	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   i	   promou	   el	   creixement	   tumoral	   i	   que	   també	   s’ha	   vist	  

implicada	  en	  neovascularització	  (Lee,	  Mullins	  et	  al.	  2011).	  

	  
3.4.4.3.-‐	  Altres	  factors	  	  

Els	  CAFs	  també	  secreten	  factors	  no-‐proteolítics	  que	  són	  crucials	  per	  a	  la	  remodelació	  de	  la	  matriu	  

extracel·∙lular.	  Un	  exemple	  és	  la	  Tenascina-‐C,	  una	  glicoproteïna	  sobreregulada	  en	  períodes	  d’estrès	  

mecànic	   i	   d’hipòxia	   i	   que	   està	   altament	   implicada	   en	   l’angiogènesi	   produïda	   per	   hipòxia.	  

Interfereix	  amb	  l’adhesió	  de	  la	  cèl·∙lula	  tumoral	  a	  la	  fibronectina	  promovent	  la	  seva	  retirada	  de	  la	  

matriu	   extracel·∙lular	   i	   interferint	   en	   processos	   de	   senyalització	   cel·∙lular.	   La	   seva	   expressió	   en	  

tumors	   ha	   estat	   associada	   amb	   proliferació,	   migració	   i	   evasió	   del	   sistema	   immunitari	   i	   mal	  

pronòstic	  en	  diferents	  càncers	  com	  ara	  el	  de	  mama,	  còlon,	  melanoma	  i	  glioblastoma	  (Hofmeister,	  

Schrama	  et	  al.	  2008).	  

L’anhidrasa	  carbònica	  IX	  (CAIX)	  es	  troba	  expressada	  en	  la	  superfície	  cel·∙lular	  dels	  CAFs	  de	  càncer	  de	  

còlon,	  de	  pulmó	  de	  cèl·∙lula	  no-‐petita	  i	  de	  ronyó.	  La	  seva	  expressió	  és	  important	  per	  a	  la	  regulació	  

del	   pH,	   alts	   nivells	   estan	   associats	   amb	   l’acidosi	   induïda	   per	   hipòxia	   i	   prediu	   un	   pronòstic	  

desfavorable.	   En	   condicions	  d’hipòxia,	  els	  CAFs	  que	   secreten	  CAIX	  poden	   secretar	   també	   factors	  

angiogènics	  incloent-‐hi	  VEGF	  i	  PDGF	  (Fiaschi,	  Giannoni	  et	  al.	  2013).	  	  
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3.5. Implicacions	  terapèutiques	  

Per	  a	  controlar	  adequadament	  un	  càncer,	  cal	  considerar	  la	  carcinogènesis	   i	  el	  procés	  tumoral	  no	  

com	  un	  esdeveniment	  centrat	  en	  les	  propietats	  de	  la	  cèl·∙lula	  cancerosa,	  sinó	  com	  una	  malaltia	  en	  

la	  que	  hi	  estan	  implicades	  complexes	  interaccions	  multicel·∙lulars	  originades	  dins	  d’un	  nou	  teixit,	  el	  

teixit	  tumoral.	  

La	   investigació	   en	   teràpies	   dirigides	   a	   dianes	   o	   vies	   de	   senyalització	   específiques	   en	   la	   cèl·∙lula	  

tumoral	   és	   un	   dels	   pilars	   de	   la	   investigació	   oncològica	   actual.tot	   i	   axió,	   la	   majoria	   de	   tumors	  

segueixen	   tractant-‐se	  amb	   les	   teràpies	   citotòxiques	   convencionals.	   L’èxit	  del	   tractament	  emprat	  

és	  molt	  variable,	  depenent	  tant	  del	  tipus	  de	  càncer	  com	  l’estat	  en	  el	  que	  es	  troba,no	  obstant,	   la	  	  

resistència	  al	   fàrmacs	   (intrínseca	  o	  adquirida),	  en	  segueix	   sent	  el	  principal	  obstacle	   (Wernyj	  and	  

Morin	  2004).	  	  

3.5.1.-‐	  Microambient	  tumoral	  i	  resistència	  a	  fàrmacs	  
La	  resistència	  a	   la	  quimioteràpia	  i	  a	   la	  radioteràpia	  és	  un	  dels	  majors	  reptes	  en	  el	  tractament	  del	  

càncer,	   i	   la	   major	   part	   de	   la	   investigació	   s’ha	   centrat	   en	   les	   cèl·∙lules	   malignes.	   No	   obstant,	   la	  

influència	  que	  juga	  el	  microambient	  tumoral	  en	  l’èxit	  del	  tractament	  és	  cada	  cop	  més	  evident,	  i	  és	  

que	   pot	   ser	   responsable	   proprocionar	   una	   barrera	   protectora	   impedint	   l’entrada	   del	  

fàrmac/radiació	   (ex:	   la	   pressió	   del	   fluid	   intersticial	   crea	   una	   barrera	   que	   dificulta	   l’absorció	   dels	  

components	   quimioteràpics);	   i	   pot	   generar	   un	   ambient	   permissiu	   i	   promotor	   pel	   creixement	  

tumoral	  (ex:	  disminució	  sensibilitat	  a	  l’apoptosi)	  (Morin	  2003).	  	  

Un	  tractament	  ideal	  en	  el	  càncer	  suposaria	  l’erradicació	  de	  totes	  les	  cèl·∙lules	  malignes	  evitant	  així	  

futures	  recurrències.	  En	  molts	  casos,	  però,	  inclús	  després	  de	  “respostes	  completes”	  al	  tractament	  

(quan	   ja	  no	  s’aprecien	  evidències	  macroscòpiques	  de	   lesions	  tumorals),	  un	  petit	  però	  significant	  

nombre	  de	  cèl·∙lules	  tumorals	  sobreviuen	  a	  la	  quimioteràpia	  i	  constitueixen	  el	  que	  es	  coneix	  com	  a	  	  

“malaltia	  mínima	  residual”	  (MMR)	  (Goss	  and	  Chambers	  2010).	  

La	   presència	   de	   resistència	   en	   subpoblacions	   cel·∙lulars	   respecte	   d’altres,remarca	   la	   presència	  

d’heterogeneïtat	  genètica	  dins	  la	  massa	  tumoral,	  i	  pot	  ser:	  

-‐ Resistència	   intrínseca:	   deguda	   a	   la	   heterogeneïtat	   genètica	   originada	   de	   la	   divisió	  

asimètrica	   de	   les	   cèl·∙lules	   mare	   tumorals	   que	   genera	   subpoblacions	   cel·∙lulars	  

genèticament	  diferents	  i	  algunas	  amb	  fenotips	  ja	  resistents(Royer	  and	  Lu	  2011).	  

-‐ 	  Resistència	   de	  novo	  adquirida:	  deguda	  a	  canvis	  genètics/epigenètics	  que	   la	   cèl·∙lula	  

tumoral	   va	   adquirint	   al	   llarg	   del	   temps	   com	   a	   conseqüència	   de	   les	   pressions	  
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selectives	   a	   la	   que	   es	   troba	   sotmesa	   i	   que	   li	   confereixen	   avantatges	   selectives	   de	  

supervivència	  (Basu,	  Nguyen	  et	  al.	  2010).	  	  

	  
En	  ambdós	  casos	  el	  paper	  del	  microambient	  és	  molt	  important,	  per	  una	  banda	  protegeix	  al	  tumor	  

de	  l’accés	  del	  fàrmac	  i	  permet	  que	  les	  cèl·∙lules	  que	  posseeixen	  predisposició	  genètica	  intrínseca	  a	  

la	   resistència	   puguin	   ser	   seleccionades;	   i	   per	   l’altre	   permet	   modificacions	   genètiques	  

transcripcionals	   o	   post-‐traduccionals	   que	   redueixen	   els	   efectes	   tòxics	   de	   les	   drogues	   en	   les	  

cèl·∙lules	  inicialment	  no	  resistents.	  Aquesta	  resistència	  a	  quimioteràpia	  deguda	  al	  microambient	  o	  

EMDR	  (“Environment	  Mediated	  Drug	  Resistance”)	  implica	  doncs	  una	  senyalització	  recíproca	  entre	  

les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  el	  microambient	  circumdant.	  	  

	  
La	   EMDR	   es	   pot	   dividir	   en	   dues	   subcategories	   (Meads,	   Gatenby	   et	   al.	   2009{Cukierman,	   2012	  

#272):	  

1. Resistència	  deguda	  a	  adhesió	  cel·∙lular:	  es	  dóna	  per	  l’adhesió	  de	  les	  integrines	  o	  altres	  tipus	  de	  

receptors	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   als	   fibroblasts	   de	   l’estroma	   o	   altres	   components	   de	   la	  

matriu	   extracel·∙lular	   (fibronectina,	   laminina	   i	   col·∙lagen).	   Es	   desencadenen	   mecanismes	   no	  

transcripcionals	  com	  degradació	  d’activadors	  de	  l’apoptosi	  (Hazlehurst,	  Argilagos	  et	  al.	  2007)	  i	  

increment	  de	  l’estabilitat	  de	  reguladors	  del	  cicle	  cel·∙lular	  (Lwin,	  Hazlehurst	  et	  al.	  2007).	  

2. Resistència	   deguda	   a	   factors	   solubles:	   produïda	   per	   citocines,	   quimiocines	   i	   factors	   de	  

creixement	  secretats	  principalment	  pels	  fibroblasts	  de	  l’estroma	  que	  indueixen	  la	  transcripció	  

gènica.	  	  

	  
Són	  diversos	  els	  tipus	  cel·∙lulars	  estromals	  que	  s’associen	  al	  microambient	  tumoral	   i	  que	  per	  tant	  

poden	  contribuir	  a	  la	  resistència,	  no	  obstant,	  els	  fibroblasts	  activats	  en	  són	  els	  majors	  constituents	  

i	  per	  tant	  son	  el	  principal	  focus	  dels	  estudis	  en	  resistència.	  

	  

3.5.2.-‐CAFs	  com	  a	  diana	  terapèutica	  	  

Les	  característiques	  biològiques	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  que	  han	  estat	  descrites	  amb	  

anterioritat	  i	  que	  els	  converteixen	  en	  un	  bon	  recurs	  terapèutic	  són:	  

• Tipus	  cel·∙lular	  més	  abundant	  dins	  de	  l’estroma	  tumoral	  i	  participació	  en	  el	  desenvolupament	  i	  

progressió	  del	  tumor	  primari	  estimulant	  el	  creixement	  i	  promovent	  la	  neoangiogènesi.	  

• Contribució	  a	  la	  invasió	  i	  a	  la	  constitució	  d’un	  nínxol	  metastàtic	  fent	  que	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  

puguin	  disseminar	  i	  colonitzar	  nous	  òrgans.	  	  
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• L’expressió	   gènica	   diferencial	   entre	   l’epiteli/fibroblasts	   normals	   de	   la	   mucosa	   adjacent	   al	  

tumor	  /CAFs,	  facilita	  el	  disseny	  d’estratègies	  terapèutiques	  dirigides.	  	  

• Les	  mutacions	  genètiques	  de	  nova	  adquisició	  són	  menys	  comuns	  en	  les	  cèl·∙lules	  estromals	  que	  

en	  les	  epitelials	  en	  ser	  menys	  replicatives,	  el	  que	  converteix	  als	  CAFs	  en	  un	  tipus	  cel·∙lular	  més	  

estable	  genèticament	  i	  menys	  susceptible	  d’evadir	  o	  fer-‐se	  resistent	  a	  la	  teràpia.	  

• Les	  múltiples	  interaccions	  que	  estableixen	  amb	  la	  resta	  de	  cèl·∙lules	  del	  compartiment	  estromal	  

(cèl·∙lules	   endotelials	   i	   del	   sistema	   immunitari),	   els	   hi	   atorguen	   un	   paper	  molt	   important	   en	  

angiogènesi	  i	  inmunoregulació.	  

	  
3.5.2.1.-‐Teràpies	  específiques	  dirigides	  contra	  els	  CAFs	  

La	   disminució	   de	   la	   quantitat	   dels	   fibroblasts	   de	   l’estroma	   tumoral	   incrementa	   l’absorció	   de	  

fàrmacs	  quimioteràpics	   i	  millora	  els	  efectes	  del	   tractament	  (Loeffler,	  Kruger	  et	  al.	  2006).	  A	  més,	  

molts	  components	  que	  inhibeixen	  els	  CAFs	  directament	  o	  la	  seva	  comunicació	  amb	  el	  tumor	  estan	  

en	   desenvolupament	   pre-‐clínic	   i	   clínic.	   Les	   estratègies	   que	   s’estan	   seguint	   per	   prevenir	   o	  

endarrerir	  l’adquisició	  de	  resistències	  segueixen	  vàries	  aproximacions:	  

	  
• Intervenir	   en	   la	   interacció	   directa	   tumor-‐estroma	   (Ristorcelli	   and	   Lombardo	   2010)	   i	   impedir	  

interaccions	  de	  la	  cèl·∙lula	  tumoral	  amb	  la	  matriu	  extracel·∙lular.	  	  

	   Exemples:	  Inhibidors	  d’integrines	  (Cox,	  Brennan	  et	  al.	  2010):	  

Donada	  la	  rellevància	  de	  les	  interaccions	  establertes	  entre	  les	  integrines	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  

els	  components	  del	  microambient	  en	  el	  desenvolupament	  de	  quimioresistència,	  el	  bloqueig	  de	  la	  

senyalització	   a	   través	   de	   les	   integrines	   es	   presenta	   com	   una	   bona	   aproximació	   terapèutica	  

(Borrirukwanit,	   Lafleur	   et	   al.	   2007).	  Els	  mecanismes	   biològics	   en	   els	   quals	   es	   basa	   la	   resistència	  

deguda	   a	   la	   senyalització	   per	   integrines	   poden	   consistir	   en	   degradació	   de	   proteïnes	   pro-‐

apoptotiques	  o	  aturada	  del	  cicle	  cel·∙lular	  en	  fase	  G1	  (Hazlehurst,	  Landowski	  et	  al.	  2003).	  

• Obstaculitzar	  l’expressió	  i	  activitat	  dels	  factors	  secretats	  per	  les	  cèl·∙lules	  estromals:	  	  

Exemples:	  IL-‐6	  i	  CXCL12	  

Els	  factors	  solubles	  com	  CXCL12	  i	  IL-‐6	  estan	  implicats	  en	  la	  resistència	  a	  fàrmacs	  i	  representen	  una	  

bona	  diana	  terapèutica.	  La	  inhibició	  de	  l’eix	  CXCL12/CXCR4	  amb	  l’ús	  d’antagonistes	  ha	  demostrat	  

en	  diferents	  models	  pre-‐clínics	  una	  disminució	  de	  la	  proliferació	  tumoral,	  increment	  de	  l’apoptosi	  

produïda	  pel	  fàrmac	  i	  augment	  de	  l’activitat	  citotòxica	  dels	  limfòcits	  T	  (Righi,	  Kashiwagi	  et	  al.	  2011)	  

(Rubin,	  Kung	  et	  al.	  2003).	  
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La	   interleuquina	   6	   (IL-‐6)	   està	   generalment	   sobreregulada	   en	   malalties	   inflamatòries	   i	   càncers	  

estromals,	  i	  la	  seva	  inhibició	  sembla	  efectiva	  disminuint	  factors	  estromals	  com	  CXCL12,	  VEGF,	  i	  IL-‐6	  

(Shain,	  Yarde	  et	  al.	  2009;	  Coward,	  Kulbe	  et	  al.	  2011).	  

Un	   altre	   mecansime	   d’actuació	   per	   atacar	   als	   CAFs	   és	   mitjançant	   FAP.	   La	   seva	   expressió	   és	  

específica	  de	  CAFs	  i	  la	  seva	  activitat	  enzimàtica	  única	  permet	  el	  desenvolupament	  de	  pro-‐fàrmacs	  

dissenyats	   per	   a	   ser	   citotòxics	   en	   ser	   proteolíticament	   activats	   per	   FAP.	   Com	   que	   FAP	   és	  

bàsicament	   expressat	   pels	   CAFs	   dins	   del	   tumor,	   el	   trencament	   proteolític	   del	   pro-‐fàrmac	   a	  

l’interior	  del	  tumor	  faria	  que	  l’efecte	  citotòxic	  es	  donés	  bàsicament	  	  en	  les	  cèl·∙lules	  properes	  a	  la	  

zona	  d’activació	  del	  fàrmac,	  tant	  de	  les	  tumorals	  com	  les	  estromals	  (Brennen,	  Rosen	  et	  al.	  2012).	  	  

• Inhibició	  dels	  receptors	  nuclears	  estromals	  (Sherman,	  Downes	  et	  al.	  2011).	  	  

	   Exemples:	  inhibició	  de	  gens	  implicats	  en	  la	  biosíntesi	  del	  colesterol	  	  

La	   Simvastatina	   (inhibidor	   d’un	   enzim	   implicat	   en	   la	   biosíntesi	   de	   colesterol)	   disminueix	   la	  

proliferació	  tumoral	  i	  indueix	  aturada	  de	  cicle	  cel·∙lular	  a	  la	  fase	  G1/S.	  S’ha	  vist	  que	  el	  seu	  ús	  resulta	  

en	  una	  expressió	  disminuïda	  de	   la	   integrina	  β1,	  una	  mala	   fosforilació	  de	  FAK	   i	   conseqüentment	  

una	  separació	  de	   les	  cèl·∙lules	  tumorals	  de	   la	  matriu	  extracel·∙lular	  conduint	  a	   la	  mort	  cel·∙lular	  en	  

diverses	  línies	  de	  càncer	  de	  cap	  i	  coll	  (Takeda,	  Maruya	  et	  al.	  2007).	  La	  disminució	  de	  la	  biosíntesis	  

de	  colesterol	  també	  resulta	  en	  una	  disminució	  de	  l’activitat	  de	  les	  GTPases	  petites	  Rho,	  Ras	  i	  RAP	  

1	   resultant	   en	   unes	   adhesions	   focals	  més	   dèbils	   disminuint	   l’afinitat	   de	   les	   integrines	   pels	   seus	  

lligands	  (Schmidmaier,	  Baumann	  et	  al.	  2004;	  Azab,	  Azab	  et	  al.	  2009).	  

• Bloqueig	  general	  de	  les	  vies	  de	  senyalització	  tumorals	  (Cukierman	  and	  Bassi	  2012):	  	  

Exemples:	  Inhibició	  de	  les	  vies	  de	  TGFβ,	  PDGF,	  SHH	  (Sonic	  Hedgehog),	  Wnt	  i	  Notch	  

La	   via	   de	   senyalització	   de	   SHH	   es	   troba	   activada	   en	   la	  majoria	   dels	   càncers	   de	   pàncrees	   i	   està	  

implicada	   en	   l’	   inici	   i	  manteniment	   de	   la	   reacció	   desmoplàsica	   (Merika,	   Syrigos	   et	   al.	   2012).	   Un	  

estudi	  fent	  ús	  d’un	  inhibidor	  d’aquesta	  via	  de	  senyalització	  (IPI-‐926)	  en	  un	  model	  murí	  de	  càncer	  

de	  pàncrees	  ha	  demostrat	  una	  disminució	  de	  la	  reacció	  desmoplàsica	  i	  un	  increment	  en	  la	  densitat	  

vascular	  facilitant	  el	  subministrament	  de	  fàrmacs	  (Olive,	  Jacobetz	  et	  al.	  2009;	  Hamada,	  Masamune	  

et	  al.	  2013).	  

El	   bloqueig	   de	   la	   via	   de	   senyalització	   de	   PDGF	   per	   inhibidors	   quinases	   de	   PDGFR	   (Dasatinib)	  

suprimeix	   significativament	   la	   proliferació	   dels	   CAFs	   i	   disminueix	   la	   pressió	   del	   fluid	   intersticial	  

facilitant	   l’alliberament	   del	   fàrmac	   i	   incrementant	   l’eficiència	   de	   la	   quimioteràpia,	   atenuant	   el	  

creixement	  tumoral	  (Pietras,	  Ostman	  et	  al.	  2001;	  Falcon,	  Pietras	  et	  al.	  2011).	  

Una	  altre	  estratègia	  per	  atacar	  l’activitat	  dels	  CAFs	  és	  la	  d’	  alterar	  la	  via	  de	  senyalització	  de	  TGF-‐	  β,	  

que	   ja	   s’ha	   vist	   amb	   anterioritat	   que	   juga	   un	   paper	   molt	   important	   en	   la	   proliferació	   dels	  
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fibroblasts	   i	   en	   el	   reclutament	   de	   cèl·∙lules	   del	   sistema	   immunitari.	   Tot	   i	   que	   hi	   ha	   diverses	  

estratègies	  descrites	  dirigides	  al	  TGF-‐	  β	  (Paraiso	  and	  Smalley	  2013),	  el	  paper	  crític	  que	  aquest	  juga,	  

fa	   que	   hagin	   de	   ser	   valorades	   amb	   cura	   ja	   que	   una	   mala	   aproximació	   pot	   tenir	   efectes	  

contraproduents.	  

	  

3.5.3.-‐Perspectives	  

Són	  vàries	  les	  estratègies	  que	  s’estan	  duen	  a	  terme	  com	  a	  teràpia	  contra	  el	  càncer	  fent	  èmfasi	  en	  

la	   població	   de	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma,	   però	   cal	   tenir	   en	   compte	   que	   la	   presència	   de	  

diferents	   subpoblacions	   d’aquests	   (identificades	   per	   diferents	  marcadors),	   pot	   dificultar	  molt	   el	  

desenvolupament	   de	   noves	   teràpies	   dirigides	   contra	   els	   fibroblasts	   tumorals.	   A	  més,	   el	   fet	   que	  

alguns	  marcadors	  siguin	  comuns	  també	  en	  fibroblasts	  activats	  no	  pertanyents	  al	  teixit	  tumoral	  (per	  

lesió	  o	  inflamació),	  dificulta	  el	  tractament.	  És	  de	  gran	  importància,	  doncs,	  la	  identificació	  de	  nous	  

biomarcadors	  específics	  i	  de	  les	  vies	  de	  senyalització	  específiques	  que	  s’activen,	  així	  com	  conèixer	  

quins	  són	  els	  factors	  paracrins	  i	  autocrins	  secretats	  pels	  fibroblasts	  activats.	  

La	  implicació	  dels	  CAFs	  i	  dels	  seus	  productes	  en	  tots	  els	  passos	  del	  procés	  tumoral	  fa	  que	  abolir	  les	  

proteïnes	   específiques	   estromals	   i	   les	   seves	   funcions	   relacionades	   pugui	   fer	   que	   els	   tumors	  

esdevinguin	  vulnerables	  a	  les	  teràpies	  convencionals.	  

	  

4. PERFILS	  D’EXPRESSIÓ	  GÈNICA	  I	  MICROAMBIENT	  

4.1. Revisió	  i	  estat	  actual	  

La	   tècnica	   dels	   microarrays	   d’expressió	   gènica	   o	   d’ARN	   va	   ser	   descrita	   per	   primera	   vegada	   a	  

mitjans	  dels	  anys	  90	  com	  a	  eina	  per	  a	  mesurar	  l’expressió	  de	  milers	  de	  gens	  de	  manera	  simultània	  

(Schena,	  Shalon	  et	  al.	  1995)	   (Lipshutz,	  Morris	  et	  al.	  1995)	   i	   ràpidament	  va	   ser	  adoptada	  per	  a	   la	  

comunitat	  científica	  per	  a	   l’estudi	  d’un	  ampli	  ventall	  de	  processos	  biològics.	  La	  majoria	  d’estudis	  

comparaven	  dues	   classes	  biològiques	  per	   tal	   d’identificar	  un	  perfil	   d’expressió	   gènica	  diferencial	  

que	   donés	   informació	   rellevant	   sobre	   gens	   implicats	   en	   processos	   biològics	   (per	   exemple,	   teixit	  

normal	   vs	   teixit	   tumoral)	   (Zhang,	   Zhou	   et	   al.	   1997).	   Poc	   després	   de	   la	   seva	   introducció	   es	   va	  

descobrir	   el	   seu	   potencial	   com	   a	   tècnica	   per	   a	   identificar	   biomarcadors	   associats	   a	   diagnòstic	   o	  

pronòstic,	   classificar	   malalties,	   monitoritzar	   la	   resposta	   a	   la	   teràpia	   i	   entendre	   els	   mecanismes	  

involucrats	   en	   la	   formació	   de	   processos	   patològics,	   fent	   dels	   microarrays	   una	   tècnica	   amb	   ús	  

potencial	   dins	   la	   biologia	   del	   càncer	   	   (Quackenbush	   2006;	   Nannini,	   Pantaleo	   et	   al.	   2009).	   Des	  

d’aleshores,	   nombrosos	   estudis	   de	  perfils	   d’expressió	   gènica	  han	   servit	   per	   a	   classificar	   tipus	  de	  
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La	   tecnologia	   microarray	   d’expressió	   gènica	   consta	   dels	   següents	   passos:	   (1)	   les	   sondes	  

corresponents	  als	  diferents	  gens	  són	  fixades	  en	  una	  superfície	  sòlida	  que	  serà	   l’array,	  (2)	   l’ARNm	  

(missatger)	  és	  extret,	  retrotranscrit	  a	  ADNc	  (complementari),	  marcat	  amb	  fluorescència	   i	  hibridat	  

en	  l’array	  i	  (3)	  generació	  d’una	  imatge	  per	  fluorescència.	  (figura	  I14).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

El	  principi	  darrera	  de	   la	  quantificació	  dels	  nivells	  d’expressió	  és	  que	   la	  quantitat	  de	  fluorescència	  

en	   cada	   seqüència	   específica	   és	   directament	   proporcional	   a	   la	   quantitat	   d’ARNm	   present	   en	   la	  

mostra	  analitzada.Un	  cop	  els	  microarrays	  han	  estat	  hibridats,	   les	   imatges	  resultants	  es	   fan	  servir	  

per	   a	   generar	   un	   conjunt	   de	   dades	   que	   han	   de	   ser	   processades	   abans	   de	   ser	   analitzades	   i	  

interpretades.	  Aquest	  processament	  previ	  inclou:	  

	  
-‐	  Normalització	  de	   les	  dades	  per	  a	  corregir	   les	  diferències	  sistemàtiques	  que	  poden	  existir	  entre	  

gens	   o	   arrays	   pel	   que	   fa	   a	   intensitats	   de	   sondes	   i	   així	   poder	   comparar	   la	   informació	   donada	   en	  

diferents	   plataformes.	   Actualment,	   els	   mètodes	   principals	   de	   normalització	   de	   dades	   són,	   el	  

mètode	  d’array	  múltiple	  o	  RMA	  (“Robust	  Multi-‐array	  Average”)	   i	  el	  mètode	  d’array	  simple	  MAS5	  

(Irizarry,	  Bolstad	  et	  al.	  2003).	  

	  

-‐	   Correcció	   de	   senyals	   inespecífiques	   (background)	   i	   filtratge	   per	   eliminar	   la	   informació	   que	  

donen	   les	   hibridacions	   no	   específiques	   i	   eliminar	   aquells	   gens	   amb	   una	   variació	   mínima	   entre	  

mostres.	  

Figura	  I	  14.	  Esquema	  general	  de	  la	  metodologia	  emprada	  en	  l’anàlisi	  de	  microrrays	  d’ARN	  
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-‐	   Transformació	   dels	   resultats	   en	   valors	   logarítmics	   per	   a	   millorar	   la	   distribució	   de	   les	   dades	   i	  

facilitar	  l’anàlisi	  amb	  estadística	  paramètrica.	  

La	  gran	  quantitat	  de	  dades	  que	  generen	  els	  experiments	  de	  microarrays	  s’han	  de	  “transformar”	  en	  

coneixement,	   ja	  que	  una	   llista	  de	  gens	  diferencialment	  expressats	  per	  si	  sola	  no	  ofereix	  suficient	  

informació	  biològica	   i	   cal	   anar	  més	   lluny	  per	   a	   saber	  quines	   implicacions	  biològiques	  presenten.	  

Són	  diverses	  les	  eines	  bioinformàtiques	  que	  permeten	  aquesta	  interpretació:	  

	  

• Gene	  Ontology	   (GO):	  A	   partir	   d’una	   llista	   de	   gens	   diferencialment	   expressats	   entre	   les	  

dues	   condicions	   comparades,	   es	   fa	   un	   anàlisi	   estadístic	   per	   a	   identificar	   les	   categories	  

ontològiques	  (processos	  biològics,	  funcions	  moleculars,	  components	  cel·∙lulars)	  que	  estan	  

sobre	  o	  infrarepresentades	  en	  la	  condició	  en	  estudi	  (Draghici,	  Khatri	  et	  al.	  2003).	  

• Gene	  Set	  Enrichment	  Analysis	  (GSEA):	  És	  una	  alternativa	  que	  considera	  la	  distribució	  dels	  

gens	   diferencialment	   expressats	   en	   la	   llista	   completa	   dels	   gens	   representats	   en	   l’array.	  

Ordena	  aquests	  gens	  en	  funció	  de	  la	  seva	  correlació	  entre	  la	  seva	  expressió	  i	  uns	  fenotips	  

concrets	  descrits	  en	  bases	  de	  dades	  públiques	  i	  permet	  detectar	  petits	  canvis	  d’expressió	  

gènica	  en	  gens	  que	  serien	  omesos	  en	  l’anàlisi	  de	  gens	  individual	  (Subramanian,	  Tamayo	  et	  

al.	  2005).	  

Els	   microarrays	   d’expressió	   gènica	   són	   una	   bona	   eina	   per	   a	   estudiar	   la	   biologia	   molecular	   del	  

càncer,ara	  bé,	  per	  a	  obtenir	  el	  millor	  benefici	  és	  essencial	  fer	  un	  bon	  estudi	  estadístic	  de	  les	  dades	  

que	  aporta,	  ja	  que	  en	  considerar	  tants	  gens	  alhora	  és	  molt	  fàcil	  que	  petites	  variacions	  puguin	  dur	  a	  

una	  mala	  interpretació	  dels	  resultats	  (Dunning,	  Curtis	  et	  al.	  2010).	  

	  

Per	  tal	  de	  disminuir	  la	  complexitat	  de	  les	  dades	  i	  aconseguir	  extreure	  similituds	  o	  diferències	  entre	  

mostres	  d’una	   forma	  més	   intuïtiva,	  es	   tendeix	  a	  utilitzar	   l’anàlisi	  d’agrupacions	   (Cluster	  Analysis)	  

que	   consisteix	   en	   agrupar	   les	   mostres	   en	   un	   nombre	   petit	   de	   grups	   basant-‐se	   en	   relacions	   de	  

similitud.	   L’objectiu	  principal	   és	  definir	   els	   grups	  de	  manera	  que	  es	  minimitzi	   la	   variació	  dins	  de	  

cada	  un	  d’ells	  al	  mateix	  temps	  que	  s’intenta	  maximitzar	  la	  variació	  entre	  grups	  diferents.	  	  

	  

Es	  poden	  trobar	  dues	  situacions	  diferents	  a	  l’hora	  de	  dur	  a	  terme	  aquesta	  classificació:	  

1. Anàlisi	  supervisada:	  classifica	  la	  major	  part	  de	  les	  mostres	  basant-‐se	  en	  informació	  prèvia	  

coneguda.	   Quan	   s’aconsegueix	   la	   creació	   d’un	   bon	  model,	   s’utilitza	   per	   a	   predir	   noves	  

mostres.	  
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2. Anàlisi	   no	   supervisada:	   la	   formació	   de	   grups	   es	   farà	   únicament	   en	   base	   a	   similituds	  

d’expressió	   entre	   les	  mostres	   (mitjançant	   distància	   euclídea)	   i	   correlació	   de	   l’expressió	  

dels	  gens	  de	  la	  matriu	  de	  dades.	  	  

	  

Els	  resultats	  de	  l’agrupació	  poden	  ser	  representats	  mitjançant	  un	  dendograma	  en	  forma	  d’arbre	  o	  

bé	  usant	  un	  “heat	  map”	  on	  les	  intensitats	  de	  l’expressió	  estan	  representades	  per	  una	  gradació	  de	  

colors	  (figura	  I15).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

En	  els	  cas	  de	  l’anàlisi	  de	  dades	  de	  manera	  supervisada,	  són	  tres	  les	  aplicacions	  principals	  que	  se’n	  

poden	  fer	  dels	  resultats	  dels	  microarrays	  en	  el	  camp	  de	  la	  biomedicina	  (Tarca,	  Romero	  et	  al.	  2006):	  

	  
1.-‐Comparació	  de	  classes:	  Trobar	  diferències	  en	  els	  valors	  d’expressió	  entre	  dos	  grups	  pre-‐definits	  

de	   mostres	   (ex:	   identificació	   del	   gens	   diferencialment	   expressats	   entre	   teixit	   normal	   i	   teixit	  

tumoral)	  (Zhang,	  Zhou	  et	  al.	  1997).	  

	  
2.-‐Predicció	  de	  classes:	  Identificar	  a	  quina	  classe	  pre-‐determinada	  pertany	  una	  mostra	  concreta	  en	  

funció	  del	  seu	  perfil	  d’expressió	  gènica.	  Requereix	  de	  la	  construcció	  prèvia	  d’un	  classificador	  capaç	  

de	  predir	  la	  pertinença	  a	  un	  grup	  en	  funció	  del	  seu	  perfil	  d’expressió	  gènica.	  Aquest	  classificador	  es	  

construeix	   a	   partir	   de	  mostres	   de	   les	   quals	   se’n	   coneix	   la	   seva	   classificació	   i	   serà	   fet	   servir	   per	  

estimar	  la	  probabilitat	  de	  mostres	  (no	  incloses	  en	  la	  construcció	  dels	  classificador)	  de	  pertànyer	  a	  

un	  grup	  o	  un	  altre	  (ex:	  predir	  si	  un	  pacient	  farà	  recurrència	  o	  no	  )	  (Golub,	  Slonim	  et	  al.	  1999).	  	  

	  

Figura	  I	  15.	  Exemple	  de	  la	  representació	  gràfica	  per	  dendograma/	  heat	  map	  d’un	  anàlisi	  de	  microarrays.	  Els	  
dendogrames	   són	   les	   estructures	   en	   forma	   d’arbre	   de	   la	   part	   esquerra.	   Les	   columnes	   representen	   les	  
mostres/pacients,	  identificats	  a	  la	  part	  superior	  de	  la	  imatge	  i	  els	  gens	  es	  representen	  en	  files	  identificats	  a	  la	  
part	   dreta	   de	   la	   imatge.	   El	   color	   representa	   el	   nivell	   d’expressió	   del	   gen,	   sent	   vermell	   una	   alta	   expressió	   i	  
verd,	  baixa.	  Els	  graus	  d’expressió	  es	  representen	  de	  manera	  graduada.	  	  
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3.-‐Descobriment	   de	   classes:	   Analitza	   un	   determinat	   grup	   de	   perfils	   genètics	   amb	   l’objectiu	   de	  

descobrir	  subgrups	  que	  comparteixin	  trets	  comuns.	  La	  definició	  dels	  subgrups	  estarà	  basada	  en	  els	  

perfils	  d’expressió	  dels	  gens	  monitoritzats.	  Pot	  ser	  útil	  també	  per	  a	  identificar	  diferents	  estadiatges	  

o	   severitats	  d’una	  malaltia	   (ex:	  els	  perfils	  d’expressió	  de	  dones	  amb	  càncer	  de	  mama	  poden	   ser	  

analitzats	  per	  a	  identificar	  subgrups	  que	  tinguin	  un	  perfil	  similar	  i	  que	  comparteixin	  un	  pronòstic	  o	  

trets	  similars)	  (Alizadeh,	  Eisen	  et	  al.	  2000).	  

4.2.2.-‐Limitacions	  de	  la	  tècnica	  
Existeixen	  diferents	  mètodes	  de	  marcatge	  i	  d’hibridació	  que	  són	  dependent,	  si	  més	  no	  en	  part,	  de	  

la	   plataforma	   d’hibridació	   utilitzada.	   Per	   altra	   banda,	   també	   existeix	   una	   gran	   variació	   en	   la	  

metodologia	  emprada	  per	  a	  analitzar	  les	  dades,	  tant	  a	  nivell	  de	  filtratge	  i	  de	  normalització,	  com	  a	  

nivell	  d’obtenció	  del	  perfil	  d’expressió	  (Dunning,	  Curtis	  et	  al.	  2010).	  Amb	  l’objectiu	  de	  facilitar	  les	  

comparacions	  entre	  estudis,	  la	  societat	  MGED	  (Microarray	  Gene	  Expression	  Data)	  va	  desenvolupar	  

uns	   criteris	   estandarditzats	   anomenats	   MIAME	   (Minimal	   Information	   About	   Microarray	  

Experiment)	   (Brazma,	   Hingamp	   et	   al.	   2001)	   amb	   l’objectiu	   d’homogeneïtzar	   la	   informació	  

obtinguda	  a	  través	  d’aquestes	  anàlisis,	  la	  qual	  recomanen	  que	  hauria	  de	  ser	  publicada	  en	  una	  base	  

de	  dades	  pública	  (GEO	  o	  ArrayExpress).	  

Quan	   es	   valoren	   resultats	   d’experiments	   de	  microarrays	   hi	   ha	   conceptes	   que	   s’han	   de	   tenir	   en	  

compte.	  El	  límit	  de	  detecció	  o	  sensibilitat	  de	  la	  tècnica	  va	  des	  de	  1	  a	  10	  còpies	  d’ARNm	  per	  cèl·∙lula,	  

depenent	   de	   la	   tecnologia,	   del	   tipus	   cel·∙lular,	   etc.	   Aquesta	   sensibilitat	   pot	   ser	   insuficient	   per	   a	  

detectar	  canvis	  biològicament	  importants	  en	  gens	  en	  els	  que	  ja	  es	  tenen	  baixos	  nivells	  d’expressió	  

com	  per	  exemple	  els	  factors	  de	  transcripció.	  Quan	  els	  experiments	  de	  microarrays	  es	  duen	  a	  terme	  

sota	   les	   condicions	   òptimes,	   les	   mesures	   reflecteixen	   la	   magnitud	   i	   la	   direcció	   dels	   canvis	  

d’expressió	  d’	  aproximadament	  un	  70-‐90%	  dels	  gens.	  Cal	  puntualitzar,	  que	  la	  magnitud	  dels	  canvis	  

d’expressió	   observats	   en	   els	   experiments	   de	   microarrays	   és	   normalment	   diferent	   d’aquells	  

mesurats	  amb	  d’altres	   tecnologies	  com	  ara	   la	  PCR	  quantitativa	  a	   temps	   real.Un	  altre	  concepte	  a	  

tenir	  en	  compte	  és	  la	  reproductibilitat	  de	  la	  tècnica.	  Entre	  dues	  plataformes	  d’arrays	  diferents,	  és	  

possible	   que	   els	   mateixos	   gens	   estiguin	   representats	   per	   sondes	   diferents,	   dificultant	   la	  

comparació	  de	   les	  dues	  anàlisis.	  A	  més,	  un	  altre	  problema	   important	  és	  que	  en	  molts	   casos,	  no	  

totes	  les	  sondes	  s’emparellen	  perfectament	  amb	  el	  gen	  diana	  i	  per	  tant	  poden	  dur	  a	  uns	  resultats	  

erronis	  (Dunning,	  Curtis	  et	  al.	  2010).	  Tot	  i	   la	  rellevància	  dels	  resultats,	   la	  translació	  de	  l’anàlisi	  de	  

microarrays	  a	  la	  pràctica	  clínica	  encara	  no	  és	  del	  tot	  factible	  degut	  a	  diverses	  raons:	  (1)	  la	  manca	  

de	   comparació	   i	   la	   superposició	   dels	   resultats	   obtinguts	   dels	   estudis	   individuals	   degut	   a	   la	  
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variabilitat	   entre	   tècniques,	   entre	   tipus	   i	   preparació	   de	   mostres,	   tipus	   de	   plataforma	   i	   anàlisi	  

emprats;	   (2)	   falta	   d’estudis	   de	   gran	   escala	   per	   falta	   de	   pacients	   disponibles	   i	   (3)	   dificultat	   per	  

entendre	   i	  seleccionar	  quines	  dades	  poden	  ser	   informatives	   i	  útils	  per	  a	  aplicar-‐les	  en	   la	  pràctica	  

clínica.(Simon,	  Radmacher	  et	  al.	  2003;	  Simon	  2008;	  Simon	  2008).	  

Malgrat	   les	   seves	   limitacions,	   bàsicament	   metodològiques,	   la	   tecnologia	   microarray	   i	  

concretament	  la	  identificació	  de	  perfils	  genètics	  ha	  significat	  un	  gran	  avenç	  en	  l’estudi	  del	  càncer	  i	  

juntament	   amb	   altres	   tècniques	   de	   genòmica	   i	   proteòmica,	   ha	   permès	   ampliar	   el	   coneixement	  

sobre	  la	  naturalesa	  d’aquesta	  malaltia	  i	  la	  resistència	  al	  tractament	  que	  els	  pacients	  desenvolupen.	  

4.3. Aplicacions:	  desenvolupament	  de	  classificadors	  	  

Una	   de	   les	   aplicacions	   més	   comunes	   de	   les	   dades	   d’expressió	   obtingudes	   dels	   estudis	   de	  

microarrays	   d’expressió	   gènica	   és	   el	   desenvolupament	   de	   classificadors,	   també	   anomenats	  

“signatures	  genètiques”.	  Els	  classificadors	  típics	  dins	  d’un	  context	  clínic	  són	  de	  tipus	  pronòstic	  (en	  

funció	   de	   com	   evolucioni	   la	   malaltia),	   predictius	   (diferències	   en	   les	   respostes	   al	   tractament)	   o	  

ambdós	  combinats.	  El	  procés	  per	  a	  construir	  un	  classificador	  requereix	  (Dobbin,	  Zhao	  et	  al.	  2008)	  

(Simon	  2008):	  

	  

-‐Selecció	  dels	  gens	  diferencialment	  expressats	  entre	  classes:	   la	  quantitat	  de	  gens	  òptima	  depèn	  

de	  com	  de	  diferent	  sigui	  l’expressió	  entre	  ambdues	  classes.	  Com	  més	  siguin	  les	  diferències	  a	  nivell	  

d’expressió,	  més	  fàcil	  serà	  trobar	  un	  classificador	  i	  més	  probable	  serà	  que	  sigui	  suficient	  amb	  una	  

llista	  curta	  de	  gens.	  	  

-‐Construcció	   del	   classificador	   a	   partir	   dels	   gens	   seleccionats	   i	   d’un	   conjunt	   de	   mostres	  

poblacionals	   controls	   (conjunt	   de	   dades	   d’entrenament	   o	   Training	   Set)	   dels	   quals	   es	   coneix	   la	  

informació	  referent	  a	  pronòstic	  i/o	  de	  resposta	  al	  tractament	  (es	  coneix	  a	  quina	  classe	  pertanyen).	  

-‐Validació	  del	   classificador	  en	  els	  perfils	  d’expressió	  gènica	  d’un	  subgrup	  de	  mostres	  diferents	  a	  

les	  emprades	  per	  a	  la	  construcció	  (conjunt	  de	  dades	  de	  validació	  o	  Validation/Test	  Set)	  però	  de	  les	  

quals	  també	  es	  disposa	  de	  la	  mateixa	  informació	  clínica.	  Serveix	  per	  avaluar	  el	  poder	  predictiu	  dels	  

classificadors.	  

-‐Validació	   externa	   en	   altres	   conjunts	   de	   dades	   independents	   als	   usats	   per	   a	   la	   construcció	   i	  

validació	  interna	  del	  classificador.	  

El	   desenvolupament	   de	   classificadors	   genètics	   per	   a	   millorar	   les	   decisions	   terapèutiques	   en	   el	  

camp	  de	  l’oncologia	  clínica	  és	  una	  eina	  que	  està	  emergint	  àmpliament,	  en	  particular	  en	  el	  càncer	  
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de	  mama	  i	  en	  el	  de	  còlon,	  tant	  a	  nivell	  pronòstic	  com	  predictiu	  de	  resposta	  al	  tractament	  (Nannini,	  

Pantaleo	   et	   al.	   2009;	   Colombo,	  Milanezi	   et	   al.	   2011)	   (Kheirelseid,	  Miller	   et	   al.	   2013).	   Els	   clínics	  

necessiten	  millorar	  les	  tècniques	  per	  a	  la	  selecció	  de	  tractaments	  individualitzats	  ja	  que	  molts	  dels	  

tractaments	   aplicats	   només	   beneficien	   a	   una	   minoria	   de	   pacients	   als	   qual	   se’ls	   administra.	   Ser	  

capaços	   de	   predir	   quins	   pacients	   són	  més	   propensos	   a	   beneficiar-‐se	   del	   tractament,	   no	   només	  

salvaria	   a	   molts	   pacients	   d’una	   toxicitat	   innecessària	   sinó	   que	   també	   ajudaria	   a	   saber	   quins	  

fàrmacs	   els	   hi	   poden	   ser	   més	   beneficiosos	   i	   disminuiria	   les	   despeses	   que	   suposa	   el	   sobre	  

tractament	   (Simon	   2005).	   Un	   “retrat	   molecular”	   per	   a	   cada	   pacient	   podria	   permetre	   escollir	   la	  

teràpia	  més	   efectiva	   de	   totes	   les	   existents	   fent	   que	   el	   tractament	   del	   càncer	   pogués	   esdevenir	  

personalitzat.	  No	  obstant,	  les	  dades	  actuals	  referents	  a	  aquest	  tema	  són	  encara	  insuficients	  per	  a	  

poder-‐ho	  aplicar	  a	  la	  pràctica	  clínica.	  	  

	  

El	  tipus	  de	  càncer	  més	  estudiat	  amb	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  és	  el	  càncer	  de	  mama	  {Cancer	  

Genome	  Atlas	  Network,	  2012	  #297}.	  L’any	  2000,	  65	  adenocarcinomes	  de	  mama	  van	  ser	  separats	  

en	   subtipus	   segons	   el	   “retrat	   molecular”	   donat	   pels	   diferents	   patrons	   d’expressió	   gènica	   que	  

presentaven	  (Perou,	  Sorlie	  et	  al.	  2000).	  Posteriorment,	  es	  va	  trobar	  una	  correlació	  entre	  aquests	  

subtipus	   i	   l’evolució	   clínica,	   suggerint	   que	   els	   patrons	   d’expressió	   gènica	   dels	   tumors	   donaven	  

informació	   tant	   taxonòmica	   com	   de	   prognosi	   (Sorlie,	   Perou	   et	   al.	   2001).	   Altres	   estudis	   de	  

descobriment	  de	  classes	  han	  demostrat	  que	  hi	  ha	  signatures	  genètiques	  capaces	  de	  discriminar	  els	  

tumors	  de	  mama	  en	  funció	  del	  tipus	  histològic,	  l’estat	  del	  receptor	  d’estrògens	  i	  l’estat	  dels	  ganglis	  

limfàtics	   (West,	   Blanchette	   et	   al.	   2001;	   Zhao,	   Langerod	   et	   al.	   2004).	   Els	   estudis	   de	   predicció	   de	  

classes	  també	  han	  permès	  relacionar	  l’expressió	  gènica	  i	  el	  pronòstic	  (van	  't	  Veer,	  Dai	  et	  al.	  2002)	  

(van	  de	  Vijver,	  He	  et	  al.	  2002)	  i	  fins	  i	  tot	  s’ha	  trobat	  en	  alguns	  casos	  que	  poden	  servir	  per	  a	  predir	  la	  

resposta	   al	   tractament	   (Dressman,	  Hans	   et	   al.	   2006).	   Altres	   tumors	   també	   han	   estat	   investigats	  

amb	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  per	  a	  predir	  pronòstic	  com	  és	  el	  cas	  del	  càncer	  gàstric	  (Cho,	  Lim	  

et	  al.	  2011),	  de	   fetge	   (Kim,	  Leem	  et	  al.	  2011)	   i	  de	  pulmó	  (Zhu,	  Ding	  et	  al.	  2010;	  Chen,	  Hsu	  et	  al.	  

2011).	   El	   càncer	   colorectal	   (CCR)	   també	   és	   un	   dels	   tumors	   sòlids	   sobre	   els	   que	   més	   estudis	  

d’expressió	   gènica	   s’han	   fet	   però	   seran	  mencionats	   posteriorment	   en	   l’apartat	   corresponent	   al	  

càncer	  colorectal.	  
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4.4. Perfils	  d’expressió	  gènica	  de	  l’estroma	  tumoral	  

Fins	  fa	  poc	  el	  tumor	  primari	  era	  la	  principal	  font	  d’informació	  en	  el	  camp	  dels	  perfils	  genètics,	  no	  

obstant,	  no	  cal	  oblidar	  que	  el	  microambient	  tumoral	  està	  directament	  relacionat	  en	  tot	  el	  procés	  

tumoral	   i	   pot	   influenciar	   i	   reflectir	  molts	   dels	   trets	   biològics	   que	   es	   donen	   en	   el	   tumor.	   De	   fet,	  

aquesta	   interacció	  entre	  el	  tumor	   i	  el	  microambient	  de	   l’hoste	  podria	  en	  part	  explicar	   la	  diferent	  

progressió	  i	  quimiosensibilitat	  de	  la	  mateixa	  malaltia	  en	  els	  diferents	  pacients.	  

Mentre	  que	  en	  els	  estudis	  inicials	  l’	   interès	  principal	  de	  l’anàlisi	  dels	  microarrays	  estava	  focalitzat	  

en	  l’avaluació	  i	  comprensió	  de	  l’expressió	  gènica	  de	  la	  cèl·∙lula	  cancerosa	  com	  a	  entitat	  aïllada	  de	  la	  

resta	   de	   tipus	   cel·∙lulars	   (considerats	   elements	   “contaminants”);	   en	   l’actualitat,	   la	   rellevància	   del	  

microambient	   en	   l’evolució	   i	   característiques	  del	   tumor	  ha	   fet	   que	   siguin	  nombrosos	   els	   estudis	  

d’expressió	   gènica	   que	   s’han	   centrat	   en	   aquest	   compartiment	   per	   entendre	   millor	   el	  

comportament	   tumoral	   en	   termes	   de	   pronòstic	   i	   predicció	   de	   resposta	   al	   tractament	   (Vera-‐

Ramirez,	  Sanchez-‐Rovira	  et	  al.	  2010).	  La	  importància	  de	  l’estroma	  en	  tumors	  sòlids,	  com	  és	  el	  cas	  

del	  càncer	  de	  mama,	  ha	  fet	  que	  siguin	  molts	  els	  estudis	  d’expressió	  gènica	  que	  s’han	  focalitzat	  en	  

el	  seu	  microambient	  tumoral.	  
En	  un	  estudi	   inicial,	  el	  grup	  de	  West	  R.B	   (West,	  Nuyten	  et	  al.	  2005),	  hipotetitzaven	  que	  dins	  d’un	  

grup	   particular	   de	   tumors,	   els	   tumors	   de	   teixit	   tou	   (no-‐epitelials)	   o	   ”soft	   tissue	   tumors”	   havien	  

d’existir	  diferents	  patrons	  de	  reaccions	  estromals	  que	  podien	  afectar	  al	  creixement	  del	  tumor	  de	  

diferents	  maneres.	  Van	  identificar	  un	  conjunt	  de	  gens	  diferencialment	  expressats	  entre	  dos	  tipus	  

de	  tumors	  fibroblàstics,	  el	  SFT	  (“Solitary	  Fibrous	  tumor”):	  tipus	  de	  tumor	  mesenquimal	  originat	  en	  

la	  pleura	  o	  en	  altre	  teixit	  tou	  generalment	  de	  tipus	  benigne;	  i	  el	  DFT	  (Desmoid-‐type	  fibromatosis):	  

sobrecreixement	   invasiu	   del	   teixit	   fibrós	   principalment	   localitzat	   a	   la	   zona	   muscular	   i	   de	   mal	  

pronòstic;	   que	   eren	   capaços	   d’identificar	   diferents	   patrons	   de	   reacció	   estromal	   en	   el	   càncer	   de	  

mama.	  L’expressió	  dels	  gens	  específics	  de	  cada	  subtipus	  analitzada	  en	  una	  base	  de	  dades	  pública,	  

va	  mostrar	  que	  els	  tumors	  es	  podien	  classificar	  en	  dos	  grups	  en	  funció	  de	  l’enriquiment	  de	  gens	  de	  

SFT	  o	  de	  DFT	   i	  que	  a	  més	  s’associaven	  amb	  un	  comportament	  clínic	  diferent.	  Posteriorment	  van	  

identificar	  un	  subgrup	  de	  gens	  representats	  en	  la	  signatura	  dels	  DFT	  que	  es	  trobaven	  expressats	  de	  

manera	   coordinada	   i	   que	   estaven	   significativament	   associats	   a	   un	   millor	   pronòstic	   en	   un	  

determinat	  tipus	  de	  càncer	  de	  mama	  (Beck,	  Espinosa	  et	  al.	  2008).	  
Més	  endavant,	  i	  també	  centrats	  en	  l’estroma	  del	  càncer	  de	  mama,	  el	  grup	  de	  Finak	  (Finak,	  Bertos	  

et	   al.	   2008)	   suggeria	   que	   els	   canvis	   en	   l’estroma	   podien	   tenir	   un	   paper	   molt	   important	   en	   la	  

progressió	   tumoral	   i	   en	   les	   conseqüències	   clíniques.	   En	   aquest	   cas	   van	   usar	   la	   tecnologia	   de	  



Introducció	   	   	  

74	  
	  

microdissecció	   de	   captura	   làser	   o	   LCM	   (“Laser	   capture	   microdissection”)	   per	   aïllar	   cèl·∙lules	  

estromals	  del	   tumor	   i	  del	  compartiment	  normal	  en	   tumors	  primaris	  de	  mama	  per	  a	  comparar	   la	  

seva	   expressió	   gènica.	   La	   signatura	   obtinguda,	   denominada	   SDPP	   (“Stroma-‐	   derived	   prognostic	  

predictor”)	   i	   aplicada	   en	   un	   seguit	   de	   bases	   de	   dades	   públiques,	   classificava	   els	   tumors	   en	   3	  

subtipus	   diferents	   en	   funció	   del	   seu	   pronòstic,	   a	   més	   millorava	   la	   capacitat	   pronostica	   d’altres	  

predictors	   genètics	   quan	   es	   combinaven.	   Els	   resultats	   suggerien	   que	   els	   canvis	   produïts	   en	  

l’estroma	  del	  càncer	  de	  mama	  tenien	  un	  paper	  molt	  important	  en	  la	  progressió	  de	  la	  malaltia.	  	  

Les	   signatures	   estromals	   no	   només	   han	   servit	   per	   a	   classificar	   els	   tumors	   segons	   la	   seva	  

agressivitat,	  sinó	  que	  també	  s’han	  identificat	  signatures	  amb	  capacitat	  per	  a	  predir	  la	  resposta	  als	  

tractaments	   quimioteràpics	   (Farmer,	   Bonnefoi	   et	   al.	   2009)	   i	   en	   altres	   tipus	   de	   càncers	   com	   el	  

gàstric	   (Saadi,	   Shannon	  et	   al.	   2010),	   el	   de	   pròstata	   (Jia,	   Rahmatpanah	   et	   al.	   2012)	   o	   el	   de	   fetge	  

(Gao,	  Wang	  et	  al.	  2011).	  

	  

4.4.1.-‐Signatures	  específiques	  de	  CAFs	  	  

La	   connexió	   que	   existeix	   entre	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   i	   un	   procés	   de	   curació	   de	  

ferides	   va	   fer	   que	   al	   2004	   el	   grup	   de	   Chang	   HY	   explorés	   si	   existia	   algun	   programa	   d’expressió	  

genètica	  comú	  entre	  ambdós	  processos	   i	  que	  es	  pogués	  relacionar	  amb	  implicacions	  clíniques.	  El	  

perfil	  genètic	  obtingut	  d’uns	  fibroblasts	  aïllats	  en	  cultiu	  i	  estimulats	  o	  no	  amb	  sèrum	  (per	  simular	  

les	   condicions	   fisiològiques	   enfront	   una	   ferida),	   mostrava	   una	   resposta	   genètica	   comuna	   que	  

incloïa	   un	   grup	   de	   gens	   d’expressió	   coordinada	   (induïda	   o	   reprimida)	   i	   que	   era	   independent	   de	  

l’origen	   dels	   fibroblasts.	   Aquest	   grup	   de	   gens	   d’expressió	   coordinada	   va	   ser	   anomenat	   nucli	   de	  

resposta	  a	  sèrum	  o	  CSR	  (	  “core	  serum	  response”)	   i	  es	  va	  fer	  servir	  per	  explorar	  la	  possible	  relació	  

d’aquesta	   signatura	   amb	   dades	   públiques	   d’expressió	   gènica	   de	   tumors	   humans.	   Els	   resultats	  

mostraren	  que	  els	  gens	  d’aquesta	  signatura	  CSR	  estaven	  induïts	  en	  la	  majoria	  de	  tumors	  (però	  no	  

ens	  els	  seus	  teixits	  normals)	  i	  que	  a	  més	  proporcionava	  una	  informació	  de	  pronòstic	  molt	  valuosa,	  

fins	  i	  tot	  en	  estadis	  inicials	  del	  tumor	  (Chang,	  Sneddon	  et	  al.	  2004).	  

La	  creixent	  importància	  de	  la	  contribució	  de	  l’estroma,	  i	  principalment	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  

carcinoma	   en	   el	   procés	   tumoral,	   s’ha	   vist	   reforçada	   per	   una	   àmplia	   varietat	   d’estudis	   que	   han	  

demostrat	  perfils	  genètics	  diferencials	  entre	  els	  CAFs	  i	  els	  seus	  corresponents	  fibroblasts	  normals	  

en	  el	   teixit	  adjacent.	  Molts	  d’aquests	  estudis	  han	  estat	  realitzats	  també	  en	  càncer	  de	  mama,	  per	  

exemple,	   en	   el	   grup	   de	   Singer	   compararen	   els	   perfils	   genètics	   dels	   fibroblasts	   estromals	   de	   10	  

dones	   amb	   càncer	   de	   mama	   invasiu,	   amb	   els	   fibroblasts	   estromals	   del	   teixit	   de	   mama	   normal	  
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d’altres	  10	  dones,	  demostrant	  en	  els	  CAFs	  un	   increment	  en	   l’expressió	  de	  gens	  associats	  amb	   la	  

promoció	   del	   tumor	   (Singer,	   Gschwantler-‐Kaulich	   et	   al.	   2008).	   Altres	   treballs	   posteriors	   similars	  

han	  permès	  identificar	  gens	  diferencialment	  expressats	  entre	  ambdues	  poblacions	  i	  principalment	  

relacionats	   amb	   senyalització	   paracrina	   o	   intracel·∙lular,	   matriu	   extracel·∙lular	   i	   adhesió/migració	  

(Bauer,	  Su	  et	  al.	  2010)	  (Peng,	  Zhao	  et	  al.	  2013);	  i	  fins	  i	  tot	  relacionar-‐los	  amb	  diferents	  subtipus	  de	  

càncer	  de	  mama	   (Tchou,	  Kossenkov	  et	   al.	   2012).	   En	   càncer	  de	  pulmó,	  no	  només	  han	  demostrat	  

perfils	   genètics	   diferencials	   entre	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   i	   els	   seus	   corresponents	  

normals,	  sinó	  que	  a	  més	  han	  definit	  una	  signatura	  associada	  amb	  pronòstic	  en	  múltiples	  bases	  de	  

dades	   independents	   (Navab,	   Strumpf	   et	   al.	   2011).	   Estudis	   similars	   s’han	   dut	   a	   terme	   també	   en	  

altres	  tipus	  de	  càncers	  (Lim,	  Cirillo	  et	  al.	  2011;	  Costea,	  Hills	  et	  al.	  2013).	  

	  

5. MODEL	  D’ESTUDI:	  Càncer	  de	  còlon	  	  

5.1. Generalitats	  del	  càncer	  de	  còlon	  

El	   càncer	   colorectal	   (CCR)	   és	   un	   dels	   càncers	   amb	  major	   incidència	   a	   nivell	  mundial.	   Segons	   les	  

dades	  més	  recents	  del	  projecte	  GLOBOCAN,	  el	  càncer	  colorectal,	  amb	  més	  de	  1,2	  milions	  de	  casos	  

nous	  anualment,	   és	  el	   tercer	   tipus	  de	   tumor	  més	   freqüent	  a	  nivell	  mundial	   sent	   responsable	  de	  

més	  de	  600.000	  morts	  anuals	  i	  convertint-‐se	  en	  la	  quarta	  causa	  de	  mort	  per	  càncer.	  Gairebé	  el	  60%	  

d’aquests	   casos	   es	   dóna	  en	  països	  desenvolupats,	   el	   que	  el	   converteix	   en	  un	  problema	  de	   salut	  

pública	  de	  gran	  importància	  (www.iarc.fr);	  i	  amb	  un	  increment	  anual	  de	  la	  incidència	  del	  2,6%,	  la	  

tendència	  d’aparició	  s’ha	  duplicat	  en	  els	  darrers	  10	  anys	  (www.isciii.es).	  

La	  supervivència	  global	  a	  5	  anys	  després	  de	  la	  resecció	  del	  tumor	  varia	  en	  funció	  de	  l’estadi	  en	  el	  

que	  es	  detecta,	  sent	  aproximadament	  del	  93	  %	  en	  els	  estadis	  I,	  d’un	  80%	  en	  estadis	  II	  i	  arribant	  a	  al	  

60%	  en	  els	  estadis	  III	  si	  no	  s’administra	  tractament	  adjuvant	  (O'Connell,	  Maggard	  et	  al.	  2004).	  Dels	  

càncers	  localitzats	  inicialment,	  s’estima	  que	  entre	  un	  30	  i	  60%	  desenvoluparan	  metàstasis,	  sent	  la	  

supervivència	  als	  5	  anys	  de	   la	  malaltia	  metastàtica	  no	  superior	  al	  10%	   (Cunningham,	  Atkin	  et	  al.	  

2010)	   (Weitz,	   Koch	   et	   al.	   2005).	   La	   recaiguda	  després	   de	   la	   cirurgia	   en	   la	  malaltia	   localitzada	   es	  

dóna	  al	  voltant	  dels	  3	  anys	  i	  el	  temps	  fins	  a	   la	  progressió	  del	  tumor	  en	  els	  malalts	  metastàtics	  es	  

troba	  al	  voltant	  dels	  10	  mesos.	  Amb	   l’administració	  dels	  nous	   fàrmacs	  contra	  una	  diana	  dirigida,	  

més	   la	   quimioteràpia	   convencional,	   és	   possible	   assolir	   “medianes”	   de	   supervivència	   global	   que	  

poden	  arribar	  fins	  als	  20	  mesos	  (Hurwitz,	  Fehrenbacher	  et	  al.	  2004;	  Tournigand,	  Andre	  et	  al.	  2004).	  

El	   major	   problema	   del	   càncer	   de	   còlon	   és	   la	   seva	   capacitat	   per	   a	   formar	   tumors	   secundaris,	  

principalment	   en	   fetge	   i	   pulmó.	   Basats	   en	   diferents	   estudis,	   el	   20%	   de	   pacients	   presenten	  



Introducció	   	   	  

76	  
	  

metàstasi	   sincrònica	   en	   el	   moment	   de	   la	   identificació	   del	   tumor	   primari,	   i	   més	   del	   30%	  

desenvolupen	  metàstasi	  metacrònica	  durant	  la	  progressió	  de	  la	  malaltia	  (Mejia,	  Schulz	  et	  al.	  2012).	  	  

5.2. Carcinogènesi	  i	  bases	  moleculars	  

El	  CCR	  progressa	  de	  manera	  seqüencial	  des	  de	  simples	  lesions	  de	  les	  criptes	  colòniques	  en	  el	  teixit	  

epitelial,	   passant	   per	   petits	   tumors	   benignes	   (pòlips	   adenomatosos),	   fins	   a	   generar	   carcinomes	  

malignes	   amb	   la	   capacitat	   d’envair	   altres	   teixits.	   El	   càncer	   de	   còlon	   es	   desenvolupa	   com	   una	  

progressió	  guiada	  de	  múltiples	  etapes	  en	  què	   la	   cèl·∙lula	  normal	  es	   transformarà	  en	  neoplàsica	   i,	  

encara	   que	   existeixi	   una	   seqüència	   de	   patogènesi	   preferent,	   serà	   l’acumulació	   de	   mutacions	  

genètiques	   (entre	  5	   i	   9)	   i	   alteracions	   cromosòmiques	   les	  que	   finalment	  donaran	  el	   fenotip	  de	   la	  

cèl·∙lula	   tumoral	   (Cunningham,	   Atkin	   et	   al.	   2010)	   (Perea,	   Lomas	   et	   al.	   2011).	   La	   idea	   inicial	   de	  

carcinogènesi	   la	   van	   aportar	   Fearon	   i	   Vogelstein	   proposant	   un	   model	   genètic	   per	   explicar	   la	  

neoplàsia	  colorectal:	  (Fearon	  and	  Vogelstein	  1990):	  

-‐ Els	  tumors	  colorectals	  apareixen	  com	  a	  resultat	  de	  l’activació	  d’oncògens	  juntament	  amb	  

la	  inactivació	  de	  gens	  supressors	  tumorals.	  

-‐ 	  Són	   necessàries	   com	   a	  mínim	  mutacions	   en	   4	   o	   5	   gens	   per	   a	   desenvolupar	   un	   tumor	  

maligne.	  

-‐ Les	  propietats	  del	  tumor	  depenen	  del	  total	  d’alteracions	  acumulades	  més	  que	  de	  l’ordre	  

en	  què	  es	  van	  adquirir.	  

-‐ En	   alguns	   casos,	  mutacions	   en	   heterozigosi	   de	   determinats	   gens	   supressors	   de	   tumors,	  

són	  suficients	  per	  a	  donar	  efectes	  fenotípics.	  

	  

Les	  alteracions	  genètiques/epigenètiques	  que	  poden	  dur	  a	  l’aparició	  d’un	  CCR	  es	  poden	  dividir	  en	  

3	  subcategories	  (Markowitz	  and	  Bertagnolli	  2009;	  Perea,	  Lomas	  et	  al.	  2011;	  Armaghany,	  Wilson	  et	  

al.	  2012)	  que	  no	  són	  mútuament	  excloents:	  

	  

Inestabilitat	  Cromosòmica	  (CIN):	  	  

És	  el	  mecanisme	  més	  comú	  que	  duu	  al	  desenvolupament	  del	  CCR	  i	  que	  es	  dóna	  en	  un	  80-‐85%	  dels	  

casos	   (Grady	   and	   Carethers	   2008).	   Implica	   canvis	   globals	   en	   el	   nombre	   de	   cromosomes	  

(aneuploïdia),	  acompanyat	  amb	  pèrdua	  d’heterozigositat	  o	  LOH	  (pèrdua	  de	  part	  d’un	  cromosoma).	  

Juntament	  amb	  els	   canvis	   cariotípics,	   en	  els	   genomes	  de	  CCR	  postitius	  per	  CIN	   també	  es	   troben	  

mutacions	  específiques	  que	  poden	  afectar	  vies	  molt	  importants	  en	  la	  patogènesi	  del	  CCR.	  
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Els	  gens	  supressors	  tumorals	  més	  freqüentment	  mutats	  són	  el	  gen	  APC	  (codifica	  per	  una	  proteïna	  

reguladora	  de	   la	  via	  de	  senyalització	  de	  Wnt/β-‐catenina	   i	  del	  citoesquelet)	   (Phelps,	  Broadbent	  et	  

al.	   2009);	   el	   gen	   TP53,	   regulador	   transcripcional	   i	   de	   resposta	   cel·∙lular	   a	   l’estrès	   (Zuckerman,	  

Wolyniec	  et	  al.	  2009);	   i	  tres	  gens	  localitzats	  en	  el	  braç	   llarg	  del	  cromosoma	  18	  (SMAD4,	  SMAD2	   i	  

DCC)	  que	  s’afecten	  principalment	  per	  la	  pèrdua	  al·∙lèlica	  d’aquesta	  regió..	  

Entre	  els	  oncògens	  més	  comunament	  mutats	  es	  troben	  el	  CTNNB1,	  que	  codifica	  per	  la	  proteïna	  β-‐

catenina	  i	  que	  té	  un	  paper	  molt	  important	  en	  la	  tumorogenesis	  del	  CCR	  (White,	  Chien	  et	  al.	  2011);	  i	  

KRAS	  i	  PIK3CA,	  amb	  un	  paper	  molt	  important	  en	  supervivència	  i	  proliferació	  cel·∙lular	  (Samuels	  and	  

Waldman	  2010).	  

	  
Inestabilitat	  de	  Microsatèl·∙lits	  (MSI):	  

Es	   dóna	   en	   un	   10-‐15%	   dels	   CCR	   i	   la	   seva	   principal	   causa	   és	   la	   inactivació	   dels	   mecanismes	   de	  

reparació	   dels	   danys	   en	   l’ADN	   o	   gens	   de	   la	   via	   de	   reparació	   de	   mals	   aparellaments	   o	   MMR	  

(“Mismatch	   Repair”)	   que	   s’encarrega	   de	   reparar	   canvis	   en	   l’ADN	   (per	   errors	   en	   la	   replicació)	   i	  

mantenir-‐ne	   la	   seva	   integritat	   (Soreide,	   Janssen	   et	   al.	   2006).	   Les	   proteïnes	   més	   importants	  

d’aquesta	   via	   són	  MLH1,	   PMS2,	   MSH2	   i	   MSH6.	   La	   inactivació	   de	   la	   via	   de	   reparació	   MMR	   per	  

mutacions	  (en	  el	  cas	  de	  càncer	  hereditari	  o	  síndrome	  de	  Lynch)	  o	  per	  silenciament	  epigenètic	  de	  

MLH1	  (càncer	  esporàdic)	  implica	  canvis	  en	  la	  llargada	  dels	  microsatèl·∙lits	  (regions	  amb	  repeticions	  

de	   nucleòtids	   que	   es	   troben	   en	  molts	   gens)	   que	   sol	   produir	  mutacions	   somàtiques	   en	   els	   gens	  

presents	   en	   aquestes	   regions.	   Els	   gens	   més	   freqüentment	   afectats	   són	   PTEN,	   BAX	   i	   TGFBRII	  

(Iacopetta,	  Grieu	  et	  al.	  2010).	  En	  funció	  del	  nombre	  de	  microsatèl·∙lits	  marcadors	  afectats,	  els	  CCR	  

amb	  inestabilitat	  de	  microstatèl·∙lits	  es	  poden	  classificar	  en	  MSI-‐H	  (“high”)	  quan	  tenen	  inestabilitat	  

en	  com	  a	  mínim	  2	  dels	  5	  microsatèl·∙lits,	  o	  MSI-‐L	  (“low”)	  quan	  present	  inestabilitat	  en	  menys	  de	  2	  

marcadors.	  	  

	  
Fenotip	  metilador	  de	  les	  illes	  CpG	  (CIMP):	  

La	   seva	   freqüència	   varia	   entre	   el	   12-‐25%	   dels	   CCR	   (Samowitz,	   Albertsen	   et	   al.	   2005)	   i	   es	  

caracteritza	   per	   una	  metilació	   aberrant	   en	   les	   illes	   CpG	   de	   l’ADN	   (Issa	   2004).	   Les	   illes	   CpG	   són	  

regions	   riques	  en	   citosines	   i	   guanines	  que	  es	   troben	   situades	  en	   les	   regions	  promotores	  o	  en	  el	  

primer	  exó	  en	  un	  70%	  dels	  gens	  humans	  i	  que	  normalment	  no	  es	  troben	  metilades(Saxonov,	  Berg	  

et	  al.	  2006).	  En	  el	  carcinoma	  colorectal	   (comparat	  amb	  el	  teixit	  normal),	  aproximadament	  un	  5%	  

dels	  gens	  presenten	  una	  metilació	  aberrant	  en	  illes	  CpG	  (Schuebel,	  Chen	  et	  al.	  2007).	  En	  funció	  de	  

la	  quantitat	  de	  promotors	  metilats,	  es	  poden	  subdividir	  els	  tumors	  en	  CIMP-‐alt,	  CIMP-‐baix	  i	  CIMP-‐
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El	   tractament	   quimioteràpic	   més	   comú	   usat	   en	   el	   CCR	   està	   basat	   en	   el	   5-‐fluorouracil	   (5-‐FU)	  

(generalment	  en	  combinació	  amb	  leucovorin),	  derivats	  actius	  platinats	  (oxaliplatí),	  i	  irinotecan	  (	  un	  

inhibidor	  de	  l’enzim	  nuclear	  Topoisomerasa	  I)	  (Ismaili	  2011).	  	  

L’ampli	  espectre	  de	  quimioteràpics	  ha	  estat	  recentment	  ampliat	  amb	  la	  possibilitat	  de	  tractament	  

amb	   anticossos	   monoclonals	   com	   cetuximab	   i	   panitumumab,	   que	   van	   dirigits	   i	   bloquegen	   el	  

receptor	  del	  factor	  de	  creixement	  epidèrmic	  (EGFR)	  aturant	  la	  cascada	  de	  senyalització	  important	  

per	   al	   creixement	   i	   divisió	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   i	   que	   han	   estat	   aprovats	   per	   les	   diferents	  

agències	  reguladores	  sanitàries	  en	  malalties	  metastàtiques	  (Ng	  and	  Zhu	  2008;	  Okamoto	  2009).	  

Tot	   i	   que	   els	   paràmetres	   clínics	   tradicionals	   d’estadiatge	   són	   la	   principal	   eina	   de	   decisió	  

terapèutica,	  no	  semblen	  ser	  del	  tot	  suficients	  per	  a	  discriminar	  pacients	  de	  CCR	  amb	  millor	  o	  pitjor	  

pronòstic	  ja	  que	  en	  molts	  casos	  les	  respostes	  al	  tractament	  no	  son	  satisfactòries.	  	  

Mentre	  que	  en	  pacients	  amb	  càncer	  de	  còlon	  estadi	  III	  la	  quimioteràpia	  adjuvant	  és	  el	  tractament	  

estàndard	  per	  excel·∙lència,	  el	  paper	  de	  la	  quimioteràpia	  en	  l’estadi	  II	  encara	  és	  controvertit.	  Així	  i	  

tot,	   s’ha	   definit	   un	   subgrup	   de	   pacients	   que	   presenten	   un	   risc	   incrementat	   de	   recidiva.	   Aquest	  

subgrup	  es	   caracteritza	  per	  presentar	  un	   càncer	  de	   còlon	   amb	  diferents	   característiques	   clínico-‐

patològiques:	   perforació,	   obstrucció,	   pT4,	   histologia	   poc	   diferenciada,	   <	   12	   nòduls	   limfàtics	  

ressecats,	  invasió	  vascular	  (Benson,	  Schrag	  et	  al.	  2004).	  

En	  els	  últims	  anys,	  el	  coneixement	  de	  la	  biologia	  del	  càncer	  colorrectal	  ha	  permès	  avaluar	  diferents	  

factors	  moleculars	  com	  a	  potencials	  marcadors	  pronòstics	  o	  predictius	  de	  resposta	  al	  tractament.	  

Entre	   aquests	   destaca	   la	   inestabilitat	   de	   microsatèl·∙lits,	   un	   dels	   paràmetres	   moleculars	   que	   ha	  

estat	  relacionat	  amb	  supervivència	  en	  càncer	  de	  còlon	  estadi	   II	  en	  estudis	  retrospectius	   i	  estudis	  

associats	  a	  assajos	  clínics	  fase	  III	  (Roth,	  Delorenzi	  et	  al.	  2012)	  (Guastadisegni,	  Colafranceschi	  et	  al.	  

2010).	  

	  	  

5.4. Factors	  pronòstics	  i	  predictius	  

Els	   factors	   pronòstics	   són	   aquells	   que	   determinen	   l’evolució	   natural	   de	   la	   malaltia	  

independentment	   del	   tractament,	   mentre	   que	   els	   factors	   predictius	   proporcionen	   informació	  

sobre	   la	   resposta	   al	   tractament.	   Tot	   i	   que	   l’estadiatge	   en	   el	  moment	   del	   diagnòstic	   és	   el	   factor	  

pronòstic	  més	  important	  en	  el	  CCR,	  és	  un	  fet	  que	  tumors	  histològicament	  idèntics	  poden	  presentar	  

diferents	  pronòstics	   així	   com	  diferent	   resposta	   als	   fàrmacs,	   fent-‐se	  més	  evident	   la	   necessitat	   de	  

trobar	  nous	  marcadors	  pronòstics	  i	  predictius.	  	  
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El	   percentatge	   d’estroma	   intratumoral	   en	   pacients	   amb	   càncer	   colorectal	   també	   ha	   emergit	  

recentment	  com	  a	  factor	  pronòstic	  independent	  de	  la	  resta	  de	  factors	  mencionats,	  ja	  que	  diversos	  

estudis	  han	  demostrat	  que	  un	  alt	  percentatge	  d’estroma	  intra-‐tumoral	  prediu	  un	  pitjor	  pronòstic	  

en	  pacients	  amb	  CCR	  (Mesker,	  Liefers	  et	  al.	  2009;	  Huijbers,	  Tollenaar	  et	  al.	  2012).	  Un	  paràmetre	  

que	  també	  va	  ser	  avaluat	  en	  càncer	  de	  mama	  i	  d’esòfag	  (Courrech	  Staal,	  Wouters	  et	  al.	  2010;	  de	  

Kruijf,	  van	  Nes	  et	  al.	  2010)	  emergint	  com	  a	  un	  factor	  pronòstic	  addicional.	  

	  
L’elevada	  heterogeneïtat	  del	  càncer	  colorectal	  fa	  que	  els	  factors	  pronòstics	  i	  predictius	  actuals	  no	  

siguin	  suficients	  per	  a	  pronosticar	   i	  determinar	  un	  bon	  tractament	  per	  aquest	  tipus	  de	  tumor.	  La	  

gran	   diversitat	   de	   vies	   moleculars	   que	   poden	   estar	   alterades	   en	   la	   seva	   patologia,	   així	   com	   la	  

contribució	   dels	   factors	   no-‐tumorals	   (microambient	   estromal)	   en	   la	   progressió	   i	   evolució	   del	  

càncer	  fan	  necessari	  un	  coneixement	  més	  exhaustiu	  d’aquesta	  patologia.	  	  

Els	   perfils	   d’expressió	   gènica	   semblen	   una	   bona	   eina	   per	   a	   determinar	   grups	   de	   gens	  

diferencialment	  expressats	  en	  grups	  de	  pacients	  amb	  diferents	  evolucions	  clíniques.	  

	  

5.5. Classificadors	  d’expressió	  gènica	  descrits	  	  

El	  càncer	  colorectal	  és	  un	  dels	  tumors	  sòlids	  més	  ben	  estudiats	  usant	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  

i	  això	  és	  degut	  a	  diversos	  motius:	  

-‐ És	   considerat	   com	   un	   bon	   model	   biològic	   de	   tumorigenesis	   perquè	   la	   seva	   progressió	  

clínica	   d’adenoma	   a	   carcinoma	   d’estadi	   inicial	   i	   a	   carcinoma	   d’estadi	   avançat,	   sembla	  

donar-‐se	  paral·∙lelament	  a	  les	  diferents	  alteracions	  moleculars.	  

-‐ Els	  paràmetres	  clínics	   i	  patològics	   tradicionals	  no	  són	  suficients	  per	  a	  discriminar	  del	   tot	  

els	  pacients	  d’alt	  i	  baix	  risc.	  

-‐ Una	   àmplia	   varietat	   de	   fàrmacs	   citotòxics	   estan	   sent	   usats	   en	   la	   pràctica	   clínica	   diària,	  

però	   fins	   al	   moment	   l’ús	   de	   marcadors	   moleculars	   amb	   valor	   predictiu	   de	   resposta	   al	  

tractament	  és	  controvertit.	  

Les	   aplicacions	   clíniques	   de	   la	   tecnologia	   dels	  microarrays	   en	   el	   CCR	   es	   poden	   subdividir	   en	   (1)	  

estudis	   del	   procés	   de	   la	   carcinogènesi	   i	   classificació	  molecular,	   (2)	   estudis	   per	   a	   la	   predicció	   de	  

prognosi	   i	   (3)	  estudis	  per	  a	   la	  predicció	  de	  resposta	  al	  tractament	  (Nannini,	  Pantaleo	  et	  al.	  2009)	  

(taula	  I4).	  
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L’avaluació	  del	  perfil	  molecular	  del	  CCR	  ha	  estat,	  i	  continua	  sent,	  un	  dels	  principals	  objectius	  de	  la	  

tecnologia	   dels	   microarrays	   amb	   la	   finalitat	   d’identificar	   patrons	   moleculars	   comuns	   que	   en	  

permetin	  la	  seva	  classificació	  i	  serveixin	  per	  a	  predir	  el	  pronòstic	  en	  els	  diferents	  estadiatges.	  Tot	  i	  

que	  són	  	  molts	  els	  estudis	  ja	  descrits	  per	  a	  la	  classificació	  molecular	  del	  CCR	  (Nannini,	  Pantaleo	  et	  

al.	  2009),	  el	  nombre	  de	  classificadors	  ha	  augmentat	  considerablement	  en	  els	  últims	  anys.	  

	  

	  

Basant-‐se	   en	   una	   classificació	   no	   supervisada	   de	   326	   mostres	   de	   càncer	   de	   còlon,	   el	   grup	   de	  

Loboda	   et	   al.	   (Loboda,	   Nebozhyn	   et	   al.	   2011)	   va	   descriure	   una	   signatura	   basada	   en	   gens	   de	  

transició	   epiteli	   mesènquima	   (TEM)	   que	   separava	   els	   tumors	   ens	   dues	   grans	   subpoblacions:	  

epitelilals	  vs	  mesenquimals,	   i	  que	  a	  més	  era	  capaç	  de	  predir	   la	   recurrència	   i	  el	  pronòstic	   tant	  en	  

estadis	   II	   com	   III.	  Aquesta	  classificació	  segons	  TEM	  també	  va	  ser	  descrita	  en	  un	  altre	  grup	  que	  a	  

més	  els	  subdividia	  amb	  5	  subtipus	  diferents	  que	  tenien	  uns	  perfils	  que	  es	  veien	  ben	  representats	  

en	   un	   panell	   de	   diferents	   línies	   cel·∙lulars	   (Schlicker,	   Beran	   et	   al.	   2012).	   Seguint	   la	   mateixa	  

metodologia	  d’agrupament	  no	  supervisat,	  4	  subtipus	  tumorals	  amb	  característiques	  biològiques	   i	  

clíniques	  diferents	  van	  ser	  identificats:	  subtipus	  d’alt	  estroma,	  subtipus	  de	  baix	  estroma,	  subtipus	  

mucinós	  i	  subtipus	  relacionat	  amb	  les	  immunoglobulines;	  sense	  mostrar	  correlació	  amb	  els	  estadis	  

histopatològics	   però	   si	   amb	   trets	   clinicopatològics	   i	   temps	   de	   supervivència	   (Perez-‐Villamil,	  

Romera-‐Lopez	   et	   al.	   2012).	   Altres	   subtipus	   identificats	   per	   Oh	   et	   al.	   mostren	   diferències	   en	  

supervivència	   en	   resposta	   a	   quimioteràpia	   (Oh,	   Park	   et	   al.	   2012).	  Nous	   subtipus	   i	   classificacions	  

Àmbit	  de	  recerca	   Objectiu	  de	  l’estudi	   Disseny	  de	  l’estudi	  
Procés	  de	  Carcinogènesi	   -‐	  Identificació	  d’alteracions	  en	  l’expressió	  

gènica	  d’acord	  amb	  el	  desenvolupament	  del	  
tumor.	  
-‐	  Classificació	  Molecular	  	  

Comparació	  de	  classes	  
-‐	   Entre	   mucosa	   colònica	   normal,	  
adenoma	  i	  carcinomes	  
-‐	  Tumors	  primaris	  i	  metàstasis	  
-‐	  Tumors	  del	  lateral	  dret	  o	  esquerre	  

Predicció	  de	  pronòstic	   -‐Identificació	  d’alteracions	  en	  l’expressió	  
gènica	  relacionades	  amb	  l’estadi	  del	  tumor	  
-‐	  Identificació	  de	  patrons	  d’expressió	  
associats	  amb	  potencial	  metastàtic	  del	  
tumor	  primari	  
-‐	  Estratificació	  molecular	  en	  funció	  de	  
l’evolució	  clínica.	  

Comparació	  de	  classes	  
-‐Comparació	   entre	   tumors	   primaris	   de	  
diferents	   estadiatges,	   metastàtics	   i	   no	  
metastàtics	   i	   tumors	   primaris	   vs	  
metàstasi.	  
↓	  
Predicció	  de	  classes	  
Anàlisi	  supervisat	  

Predicció	  de	  resposta	  al	  
tractament	  

-‐Identificació	  de	  patrons	  d’expressió	  gènica	  
relacionats	  amb	  la	  resposta	  al	  tractament.	  
	  

Comparació	  de	  classes	  
Comparació	   entre	   responedors	   i	   no	  
responedors	  
↓	  
Predicció	  de	  classes	  
Anàlisi	  supervisat	  

Taula	  I.	  4.	  Aplicacions	  clíniques	  de	  la	  tecnologia	  de	  micrarrays	  en	  el	  cancer	  colorectal.	  Taula	  adaptada	  de	  
Nannini	  et	  al.	  Cancer	  Treat	  Rev,	  2009.	  (Nannini,	  Pantaleo	  et	  al.	  2009)	  



Introducció	   	   	  

84	  
	  

moleculars	  han	  estat	  descrites	  recentment	  i	  han	  estat	  també	  associades	  amb	  pronòstic	  i	  resposta	  

al	  tractament	  (Budinska,	  Popovici	  et	  al.	  2013;	  De	  Sousa,	  Wang	  et	  al.	  2013)	  (Sadanandam,	  Lyssiotis	  

et	  al.	  2013).	  

La	  classificació	  molecular	  és	  necessària	  per	  a	  una	  millor	   identificació	  dels	  pacients	  d’alt	   risc	  amb	  

CCR	   i	   que	   requereixen	   uns	   tractaments	  més	   agressius	   i	   un	   seguiment	  més	   exhaustiu.	   Ja	   que	   el	  

comportament	   biològic	   agressiu	   d’un	   tumor	   pot	   estar	   relacionat	   amb	   el	   seu	   perfil	   genètic,	   es	  

raonable	  assumir	  que	  les	  signatures	  de	  pronòstic	  específiques	  poden	  proporcionar	  informació	  útil	  

per	  a	  tal	  efecte.	  Un	  dels	  principals	  paradigmes	  en	  el	  càncer	  colorectal	  és	  la	  estratificació	  de	  risc	  en	  

pacients	  en	  estadi	  II	  i	  III	  i	  el	  seu	  conseqüent	  tractament	  amb	  quimioteràpia.	  En	  la	  pràctica	  clínica,	  

els	  marcadors	  clínics	  i	  patològics	  només	  són	  capaços	  d’identificar	  una	  petita	  part	  d’aquells	  pacients	  

d’estadi	   II	   que	   tenen	   un	   alt	   risc	   de	   recurrència	   després	   de	   la	   resecció	   quirúrgica.	   En	   la	   última	  

dècada,	  nombrosos	  esforços	  han	  estat	   realitzats	  per	   tal	   d’identificar	  nous	  marcadors	  moleculars	  

capaços	   de	   discriminar	   entre	   els	   pacients	   de	   baix	   i	   alt	   risc	   d’una	  manera	  més	   individualitzada	   i	  

mitjançant	  la	  identificació	  de	  perfils	  d’expressió	  gènica.	  Al	  2004,	  es	  va	  identificar	  una	  signatura	  de	  

23	  gens	  que	  era	  capaç	  de	  predir	  la	  recurrència	  en	  els	  pacients	  d’estadi	  II	  amb	  bon	  poder	  predictiu	  

(78%)	   (Wang,	   Jatkoe	   et	   al.	   2004).	   D’altres	   estudis	   s’han	   centrat	   en	   trobar	   bons	   marcadors	  

pronòstics	  capaços	  de	  discriminar	  bon	  i	  mal	  pronòstic	  en	  pacients	  en	  estadi	  II-‐III	  (Barrier,	  Lemoine	  

et	   al.	   2005)	   i	   d’altres	   en	   trobar	   patrons	   d’expressió	   específica	   per	   a	   poder	   predir	   el	   potencial	  

metastàtic	   en	   un	   tumor	   primari	   (Bertucci,	   Salas	   et	   al.	   2004)	   (D'Arrigo,	   Belluco	   et	   al.	   2005).	   Una	  

revisió	   feta	  al	  2009	  (Lu,	  Salpeter	  et	  al.	  2009)	  demostrava	  el	  potencial	  predictiu	  de	  pronòstic	  dels	  

perfils	  d’expressió	  gènica	  en	  pacients	  de	  CCR	  d’estadi	   II	   fent	  un	  meta-‐anàlisi	  amb	   les	  dades	  de	  8	  

estudis	  diferents	  i	  una	  cohort	  de	  271	  pacients.	  Tot	  i	  que	  els	  resultats	  demostraren	  el	  potencial	  que	  

tenen	  els	  perfils	  d’expressió	  gènica	  per	  a	  predir	  el	  pronòstic,	  un	  dels	  principals	  problemes	   fou	   la	  

manca	  de	  solapament	  entre	  els	  gens	  identificats	  en	  els	  diferents	  estudis.	  El	  grup	  de	  Lascorz	  va	  fer	  

servir	  la	  informació	  de	  23	  perfils	  d’expressió	  gènica	  per	  tal	  d’identificar,	  mitjançant	  diverses	  eines	  

bioinformàtiques,	   processos	   biològics	   i	   vies	   cel·∙lulars	   comunes	   representades	   en	   els	   perfils	  

d’expressió	   estudiats	   (Lascorz,	   Chen	   et	   al.	   2011).	   Posteriorment,	   el	   grup	   de	  O’Conell	   (O'Connell,	  

Lavery	   et	   al.	   2010)	   basant-‐se	   en	   la	   tècnica	   de	   la	   reacció	   en	   cadena	   de	   la	   polimerasa	   o	   PCR	  

(Polymerase	  Chain	  Reaction)	  a	  temps	  real,	  va	  dur	  a	  terme	  un	  estudi	  d’expressió	  gènica	  en	  pacients	  

de	  CCR	  d’estadis	  II	  -‐	  III	  tractats	  només	  amb	  cirurgia	  o	  amb	  cirurgia	  més	  quimioteràpia	  adjuvant.	  De	  

48	  gens	  inicials	  extrets	  d’una	  combinació	  d’estudis,	  foren	  7	  els	   identificats	  com	  a	  bons	  predictors	  

de	   pronòstic	   en	   aquests	   tipus	   de	   pacients,	   passant	   a	   formar	   part	   d’un	   test	   diagnòstic	   validat	   i	  

disponible	  comercialment,	   l’Oncotype	  DX®	  Colon	  Cancer	  Assay	   (Clark-‐Langone,	  Sangli	  et	  al.	  2010;	  
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Webber,	   Lin	   et	   al.	   2010).	   Altres	   classificadors	   predictius	   de	   pronòstic	   han	   estat	   descrits	  

posteriorment	   com	   ColoPrint	   (millora	   la	   predicció	   de	   risc	   en	   pacients	   en	   estadis	   primerencs)	  

(Salazar,	  Roepman	  et	  al.	  2010),,	  o	  el	  ColoGuideEx	   (específica	  per	  estadis	   II)	   (Agesen,	  Sveen	  et	  al.	  

2012),	  i	  el	  ColoGuidePro	  (amb	  més	  potencial	  pronòstic	  en	  estadis	  III)	  (Sveen,	  Agesen	  et	  al.	  2012).	  	  

L’aplicabilitat	  clínica	  de	  moltes	  d’aquestes	  signatures	  de	  pronòstic	  i	  la	  seva	  capacitat	  de	  predicció,	  

va	  ser	  avaluada	  per	  eines	  estadístiques	  en	  diferents	  grups	  de	  dades	  independents	  i	  disponibles	  en	  

bases	   de	   dades	   públiques,	   concloent	   que	   són	   necessàries	   millors	   estratègies	   per	   a	   la	   validació	  

externa	  de	  moltes	  de	  les	  signatures	  genètiques	  descrites	  (Sanz-‐Pamplona,	  Berenguer	  et	  al.	  2012).	  

Tot	  i	  l’àmplia	  aplicabilitat	  dels	  perfils	  d’expressió	  gènica	  en	  diagnòstic,	  classificació	  i	  pronòstic,	  l’ús	  

per	  a	  predir	   la	   resposta	  al	   tractament	  encara	  no	  està	  ben	  definit	   ja	  que	   la	  majoria	  de	  signatures	  

han	  estat	  derivades	  de	  línies	  cel·∙lulars	  (Arango,	  Wilson	  et	  al.	  2004;	  Shimizu,	  Ishikawa	  et	  al.	  2005)	  i	  

la	   seva	   utilitat	   en	   pacients	   és	   controvertida.	   Són	   pocs	   els	   estudis	   que	   es	   centren	   en	   perfils	  

d’expressió	  gènica	  de	  pacients	  (Del	  Rio,	  Molina	  et	  al.	  2007)	  i	  és	  que	  obtenir	  signatures	  capaces	  de	  

predir	  la	  resposta	  a	  un	  tractament	  és	  més	  complicat	  Borst,	  2010	  #195}.	  

Contràriament,	  encara	  que	  la	  metàstasi	  hepàtica	  es	  presenta	  com	  la	  principal	  causa	  de	  mort	  en	  els	  

pacients	   amb	   càncer	   colorectal,	   poc	   es	   coneix	   respecte	   els	   mecanismes	   moleculars	   i	   cel·∙lulars	  

responsables,	   i	  pocs	  són	  els	  estudis	  d’expressió	  gènica	  que	  s’han	  centrat	  en	   la	  comparació	  entre	  

tumors	  primaris	  i	  metàstasis.	  Tot	  i	  així,	  s’han	  fet	  diverses	  aproximacions	  per	  a	  identificar	  signatures	  

metastàtiques	  mitjançant	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  d’expressió	  (Nadal,	  Maurel	  et	  al.	  2007):	  	  	  	  	  

-‐ Comparar	  perfils	  transcripcionals	  entre	  tumors	  primaris	  (amb	  i	  sense	  metàstasi)	  (Bertucci,	  

Salas	  et	  al.	  2004).	  

-‐ Comparar	  expressió	  gènica	  del	  tumor	  primari	  amb	  la	  seva	  metàstasi	  aparellada	  (D'Arrigo,	  

Belluco	  et	  al.	  2005).	  

-‐ Comparar	   perfils	   d’expressió	   en	   línies	   cel·∙lulars	   de	   càncer	   colorectal	   amb	   diferent	  

potencial	  metastàtic	  (Hegde,	  Qi	  et	  al.	  2001).	  

L’heterogeneïtat	  molecular	  que	  presenta	  el	  càncer	  colorectal	  és	  una	  de	  les	  principals	  raons	  per	  les	  

quals	  és	  tan	  difícil	  unificar	  perfils	  moleculars	  capaços	  d’explicar	  la	  biologia	  i	  el	  comportament	  de	  la	  

malaltia	  en	  els	  diferents	  pacients.	  

5.6. Perfil	  genètic	  de	  l’estroma	  en	  el	  càncer	  colorectal	  

Tot	  i	  la	  importància	  de	  l’estroma	  tumoral	  en	  el	  càncer	  de	  còlon,	  la	  informació	  a	  nivell	  d’expressió	  

gènica	  dels	  seus	  components	  no	  és	  molt	  àmplia.	  Com	  ja	  s’ha	  esmentat	  anteriorment,	  són	  molts	  els	  
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estudis	  que	  s’han	  centrat	  en	  les	  diferències	  funcionals	  entre	  els	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  i	  

els	  seus	  corresponents	  normals	  en	  molts	  tipus	  de	  tumor;	  no	  obstant,	  en	  el	  càncer	  de	  còlon	  aquesta	  

informació	  és	  més	  escassa,	  sent	  pocs	  els	  treballs	  al	  respecte.	  	  

Una	  dècada	  enrere,	  el	  perfil	  genètic	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  en	  la	  metàstasi	  hepàtica	  

va	  ser	  comparada	  amb	  la	  de	  fibroblasts	  més	  allunyats	  de	  la	  lesió	  metastàtica	  i	  fibroblasts	  de	  la	  pell.	  

Van	  descriure	  un	  perfil	  d’expressió	  clarament	  diferenciat	  en	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  

en	  la	  metàstasi	  hepàtica	  que	  estava	  caracteritzat	  per	  l’expressió	  de	  gens	  implicats	  en	  remodelació	  

de	   la	   matriu	   extracel·∙lular,	   angiogènesi	   i	   promotors	   del	   creixement	   i	   confirmaven	   que	   els	  

fibroblasts	   formaven	   un	   microambient	   favorable	   per	   a	   les	   cèl·∙lules	   canceroses	   (Nakagawa,	  

Liyanarachchi	  et	  al.	  2004).	  En	  un	  estudi	  més	  recent,	  el	  grup	  de	  E.Batlle	  descriu	  com	  els	  alts	  nivells	  

de	   TGFβ	   secretats	   per	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   (que	   tenen	   la	   via	   de	   TGFβ	   inactivada)	   són	   capaços	  

d’estimular	   el	   seu	  microambient	   estromal,	   principalment	   els	   CAFs,	   que	   al	   seu	   torn	   incrementen	  

l’eficiència	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   per	   a	   colonitzar	   els	   diferents	   òrgans	   en	   induir	   un	   programa	  

pro-‐metastàtic	   que	   confereix	   un	   avantatge	   a	   les	   cèl·∙lules	   metastàtiques	   (Calon,	   Espinet	   et	   al.	  

2012).	  	  

Més	  recentment,	  el	  grup	  de	  C.Peña	  ha	  demostrat	  com	  la	  heterogeneïtat	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  

carcinoma	  en	  el	  càncer	  de	  còlon,	  no	  només	  es	  manifesta	  a	  nivell	  fenotípic	  repercutint	  de	  manera	  

diferencial	  sobre	  l’agressivitat	  de	  les	  cèl·∙lules	  canceroses;	  sinó	  que	  també	  presenta	  una	  signatura	  

genètica	  en	  els	  CAFs	  que	  permet	   classificar	  els	  pacients	  de	   càncer	  de	   còlon	  en	  alt	  o	  baix	   risc	  de	  

recurrència	  (Herrera,	  Islam	  et	  al.	  2013).	  	  

	  

Tots	   aquests	   estudis	   reporten	   com	   d’importants	   són	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   en	   el	  

marc	  del	  càncer	  colorectal	  i	  la	  seva	  progressió.	  Conèixer	  quines	  són	  les	  vies	  moleculars	  implicades	  

entre	  la	  comunicació	  que	  s’estableix	  entre	  ambdós	  tipus	  cel·∙lulars	  pot	  ajudar	  a	  entendre	  millor	  els	  

processos	  implicats	  en	  l’evolució	  del	  tumor,	  així	  com	  també	  pot	  identificar	  noves	  possibles	  dianes	  

terapèutiques,	  ja	  que	  el	  trencament	  de	  la	  comunicació	  entre	  el	  tumor	  i	  el	  seu	  estroma	  pot	  ser	  clau	  

per	  evitar	   la	  recurrència	  o	  fins	   i	  tot	   la	  metàstasi.	   Inclús	   la	  heterogeneïtat	  dins	  de	   la	  població	  dels	  

fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   ens	   pot	   permetre	   classificar	   als	   pacients	   segons	   el	   seu	   risc	   de	  

recurrència	  afegint-‐se	  com	  a	  marcador	  pronòstic	  addicional	  i	  contribuint	  en	  les	  decisions	  clíniques.	  
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HIPÒTESI	  I	  OBJECTIUS	  
Els	  punts	  generals	  en	  els	  que	  es	  fonamenta	  el	  present	  treball	  són	  els	  següents:	  

• La	  influència	  del	  microambient	  en	  l’evolució	  i	  progressió	  del	  tumor,i	  la	  seva	  implicació	  en	  

el	   pronòstic	   de	   molts	   tipus	   de	   tumors	   sòlids	   que	   es	   presenten	   amb	   un	   alt	   grau	   de	  

desmoplàsia	  com	  els	  de	  mama,	  pulmó,	  pròstata	  i	  còlon.	  

• Importància	  dels	  fibroblasts,	  components	  majoritaris	  de	  l’estroma	  tumoral	  i	  responsables	  

de	  processos	  d’iniciació,	  progressió	  i	  metàstasi;	  així	  com	  també	  involucrats	  en	  fenòmens	  

de	  resistència	  a	  tractaments.	  

• Tipus	   cel·∙lular	   amb	   un	   origen	   controvertit,	   però	   la	   seva	   transformació	   a	   partir	   dels	  

fibroblasts	  locals	  normals	  n’és	  la	  principal	  font.	  Conèixer	  els	  canvis	  que	  es	  donen	  a	  nivell	  

genètic	  en	  aquesta	  transformació	  pot	  ajudar	  a	  entendre	  les	  diferències	  fenotípiques	  i	  pot	  

permetre	   identificar	   biomarcadors	   moleculars	   que	   poden	   ser	   emprats	   com	   a	   possibles	  

dianes	  terapèutiques..	  

• La	  tecnologia	  de	  microarrays	  permet	  l’anàlisi	  de	  multitud	  de	  gens	  de	  manera	  simultània	  i	  

té	   una	   gran	   potencialitat	   com	   a	   eina	   de	   determinació	   de	   nous	   marcadors	   entre	   dues	  

poblacions	   diferents	   de	   fibroblasts,	   en	   aquest	   cas	   els	   normals	   respecte	   els	   associats	   a	  

carcinoma	  en	  el	  tumor	  primari	  i	  en	  la	  metàstasi	  hepàtica.	  

	  
De	  manera	  més	  específica,	  els	  punts	  en	  els	  que	  es	  centra	  són:	  
	  

1. Durant	   el	   procés	   tumoral,	   la	   cèl·∙lula	   cancerígena	   es	   va	   trobant	   amb	   diferents	  

microambients	   als	   quals	   s’ha	   d’enfrontar	   i	   adaptar	   per	   a	   poder	   continuar	   amb	   la	  

tumorigènesi.	  En	  el	  cas	  del	  càncer	  colorectal	  aquests	  microambients	  són:	  

a. Mucosa	  colònica	  normal:	  on	  la	  cèl·∙lula	  epitelial	  esdevé	  tumorigènica	  i	  comença	  a	  

patir	  canvis	  genètics	  i	  fenotípics	  que	  al	  seu	  torn	  modifiquen	  l’estroma	  en	  el	  qual	  

es	  troba.	  

b. Tumor	   primari:	   la	   proliferació	   descontrolada	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   fan	   que	  

envaeixin	  els	  teixits	  adjacents	  alterant	  el	  comportament	  de	  l’estroma	  circumdant	  

i	  repercutint	  en	  la	  pròpia	  cèl·∙lula	  tumoral.	  

c. Metàstasi	   hepàtica:	   Un	   petit	   percentatge	   de	   cèl·∙lules	   tumorals	   són	   capaces	  

d’envair	   òrgans	   distants	   i	   establir-‐se	   en	   un	   nou	   microambient	   originant	   nous	  

tumors.	  
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2. Les	   diferències	   funcionals	   i	   genètiques	   entre	   els	   fibroblasts	   els	   identifica	   com	   un	   tipus	  

cel·∙lular	   molt	   heterogeni,	   tant	   en	   un	  mateix	   individu	   com	   entre	   individus	   diferents.	   La	  

seva	  caracterització	  a	  nivell	  genètic	   i	   la	  determinació	  de	  marcadors	  específics	  és	  un	  dels	  

reptes	  més	  importants	  al	  voltant	  d’aquest	  tipus	  cel·∙lular.	  	  

a. L’ús	   de	   mostres	   aparellades	   de	   fibroblasts	   de	   la	   mucosa	   colònica	   adjacent	   al	  

tumor	   i	  dels	   fibroblasts	  associats	  a	   tumor	  primari,	  pot	  permetre	   la	   identificació	  

de	   marcadors	   moleculars	   diferencials	   entre	   ambdues	   subpoblacions	   dins	   d’un	  

mateix	  individu.	  

b. Identificar	  marcadors	  moleculars	  més	  específics	   i	  els	  canvis	  transcripcionals	  que	  

s’esdevenen,	   poden	   ajudar	   a	   esbrinar	  mecanismes	   implicats	   en	   l’activació	   dels	  

fibroblasts	  no	  tumorals	  o	  a	  diferenciar	  entre	  els	  fibroblasts	  activats	  de	  diferents	  

localitzacions	  i	  diverses	  funcionalitats.	  

3. El	  procés	  de	  tumorigenesis	  no	  només	  depèn	  de	  la	  cèl·∙lula	  tumoral	  sinó	  que	  també	  es	  veu	  

influenciat	   pel	   canvis	   esdevinguts	   en	   el	   microambient	   estromal	   que	   l’envolta	   i	  

l’acompanya.	  Els	  fibroblasts	  en	  són	  els	  components	  majoritaris,	  i	  en	  els	  tumors	  sòlids	  com	  

el	  de	  còlon	  la	  seva	  influència	  és	  molt	  rellevant.	  	  

a. L’estroma	   tumoral	   ha	   demostrat	   tenir	   un	   valor	   pronòstic	   en	   altres	   tipus	   de	  

tumors	  com	  el	  de	  mama,	  pulmó	  i	  pròstata,	  tots	  ells	  caracteritzats	  per	  un	  alt	  grau	  

de	  desmoplàsia.	  	  

b. Sent	   els	   fibroblasts	   els	   principals	   constituents	   d’aquest	   estroma,	   la	   seva	  

caracterització	   molecular	   i	   genètica	   pot	   proporcionar	   informació	   addicional	  

sobre	  el	  pronòstic	  de	  la	  malaltia.	  

c. En	   el	   cas	   del	   càncer	   colorectal,	   nous	   factors	   pronòstics	   són	   necessaris	   per	   a	  

millorar	   les	   decisions	   clíniques	   que	   envolten	   a	   un	   grup	   determinat	   de	   pacients	  

d’estadi	  II	  i	  III.	  

HIPÒTESI	  

El	   perfil	   d’expressió	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   és	   útil	   per	   pronosticar	   la	  

supervivència	  dels	  pacients	  afectats	  de	  carcinoma	  colorectal	  estadis	  II/III,	  i	  és	  una	  eina	  

per	  a	  generar	  noves	  dianes	  terapèutiques	  
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OBJECTIU	  GENERAL	  

L’objectiu	   general	   d’aquesta	   tesi	   és	   identificar	  marcadors	  moleculars	   entre	   fibroblasts	   del	   teixit	  

normal	   adjacent	   al	   tumor,	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   en	   tumors	   primaris	   de	   còlon	   i	  

fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica;	   i	  definir	  una	  signatura	  genètica	  a	  partir	  d’aquests	  gens	  

que	  permetin	   donar	   un	   valor	   pronòstic	   a	   l’estroma	   (o	   als	   fibroblasts	   que	   el	   constitueixen)	   i	   que	  

serveixin	  per	  a	  millorar	  la	  classificació	  clínica	  de	  pacients	  afectes	  per	  càncer	  de	  còlon	  en	  estadis	  II	  i	  

III.	  Aquest	  objeciu	  principal	  es	  troba	  subdividit	  en	  tres	  objectiu	  més	  concrets:	  

OBJECTIU	  1:	  	  

Determinar	   com	   es	   modifiquen	   les	   capacitats	   funcionals	   i	   transcripcionals	   de	   les	   cèl·∙lules	   de	  

carcinoma	  colorectal	  en	  funció	  de	  la	  interacció	  amb	  els	  fibroblasts	  amb	  els	  que	  conviurà	  al	  llarg	  

de	  la	  progressió	  tumoral;	  i	  estudiar	  el	  perfil	  transcripcional	  d’aquests	  fibroblasts	  per	  determinar	  

si	  existeix	  un	  programa	  transcripcional	  comú	  associat	  a	  progressió	  tumoral	  i	  pronòstic.	  

	  
Objectius	  específics:	  

• Aïllament	   i	   establiment	  de	   cultius	  primaris	   de	   fibroblasts	  de	   la	  mucosa	  normal,	  

associats	   al	   tumor	   primari	   i	   associats	   a	   la	  metàstasi	   hepàtica	   en	   pacients	   amb	  

càncer	   colorectal.	   Valoració	  dels	   efectes	   dels	   productes	   secretats	   al	  medi	   en	   la	  

viabilitat	  i	  l’agressivitat	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals.	  

• Emprant	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays,	  definir	  una	  signatura	  de	  gens	  d’expressió	  

comú	  i	  gradual	  en	  la	  seqüència	  de	  fibroblasts	  normals,	  associats	  a	  tumor	  primari	  i	  

associats	  a	  metàstasi	  hepàtica	  i	  que	  tingui	  valor	  pronòstic.	  

OBJECTIU	  2:	  

Conèixer	   quins	   són	   els	   canvis	   funcionals	   que	   proporcionen	   els	   fibroblasts	   aparellats	   del	   teixit	  

normal	   adjacent	   al	   tumor	   i	   els	   associats	   a	   tumor	   primari	   en	   les	   cèl·∙lules	   tumorals.	   Definir	   un	  

perfil	   d’expressió	   genètic	   diferencial	   i	   identificació	   de	   biomarcadors	   útils	   com	   a	   dianes	  

terapèutiques	  i/o	  amb	  valor	  pronòstic.	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



Hipòtesi	  i	  Objectius	   	   	  

92	  
	  

Objectius	  específics:	  

• Establiment	  de	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  de	   la	  mucosa	  colònica	  adjacent	  al	  

tumor	   i	   associats	   al	   tumor	   primari,	   i	   caracterització	   de	   la	   influència	   sobre	   el	  

comportament	  de	  la	  cèl·∙lula	  tumoral.	  

• Anàlisi	   i	   determinació	   de	   gens	   diferencialment	   expressats	   entre	   ambdues	  

subpoblacions	   de	   fibroblasts	   fent	   ús	   de	   la	   tecnologia	   dels	   microarrays,	   i	  

associació	  del	  perfil	  genètic	  amb	  processos	  biològics.	  

• Definició	   d’una	   signatura	   genètica	   diferencial	   entre	   ambdues	   subpoblacions	   de	  

fibroblasts	  i	  exploració	  de	  les	  seves	  implicacions	  funcionals	  i	  pronòstiques.	  

	  

OBJECTIU	  3:	  
Definir	  un	  classificador	  genètic	  estromal	  amb	  poder	  predictiu	  de	  recurrència	  en	  pacients	  afectes	  

de	  càncer	  colorectal	  en	  estadis	  II	  i	  III.	  Trasllat	  a	  la	  pràctica	  clínica	  amb	  la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR.	  

	  
Objectius	  específics	  

• Identificació	  del	  mínim	  nombre	  de	  gens	  amb	  poder	  predictiu	  sobre	  recurrència,	  i	  	  

desenvolupament	  d’un	  classificador.	  

• Validar	   l’aplicació	   d’aquest	   classificador	   en	   dades	   d’expressió	   de	   microarrays	  	  

disponibles	  en	  bases	  de	  dades	  públiques	  i	  per	  la	  tècnica	  de	  la	  qRT-‐PCR	  	  

• Valorar	   la	   capacitat	   de	   detectar	   gens	   d’expressió	   estromal	   en	   mostres	  

corresponents	  a	  tot	  el	  teixit	  tumoral.	  
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MATERIALS	  I	  MÈTODES	  

1. CULTIUS	  CEL·∙LULARS	  

1.1. Línies	  cel·∙lulars	  i	  manteniment	  

Per	   a	   la	   realització	   d’aquesta	   tesi	   doctoral	   es	   van	   utilitzar	   diferents	   línies	   cel·∙lulars	   humanes	   de	  

càncer	  de	  còlon	  obtingudes	  de	  la	  ATCC	  (	  American	  Type	  Culture	  Collection).	  

La	  majoria	  d’experiments	  d’aquesta	  tesi	  es	  van	  realitzar	  amb	  les	  següents	  línies:	  

• DLD-‐1:	  Línia	  epitelial	  tumoral	  aïllada	  d’un	  adenocarcinoma	  primari	  humà	  de	  còlon	  en	  

d’estadi	  Dukes	  C	  (T/N1/M0	  ,	  T/N2/M0	  O	  T3/N0/M0	  ).	  	  

• SW1116:	  Línia	  tumoral	  derivada	  d’un	  adenocarcinoma	  de	  còlon	  d’estadi	  Dukes	  A	  grau	  

III	  (T1/N0/M0). 

• SW480:	   Línia	   cel·∙lular	   establerta	   a	   partir	   d’un	   adenocarcinoma	   primari	   de	   còlon	  

d’estadi	  Dukes	  B	  (T3/N0/M0	  o	  T4/N0/M0) 

• SW620:	   Línia	   cel·∙lular	   establerta	   a	   partir	   de	   la	   metàstasi	   en	   el	   nòdul	   limfàtic	   del	  

mateix	  pacient	  del	  qual	  es	  va	  obtenir	  la	  SW480. 

Altres	   línies	   cel·∙lulars	  de	   càncer	  de	   còlon	   també	  emprades	  en	  aquest	   treball	   però	  d’una	  manera	  

més	  puntual	  van	  ser:	  HCT116,	  HT-‐29,	  RKO,	  LoVo,	  Caco2,	  KM12C,	  Colo-‐205,HCT-‐15	  i	  Co115.	  	  

Totes	  les	  línies	  tumorals	  descrites	  i	  emprades	  són	  epitelials	  adherents	  que	  creixen	  en	  monocapa	  a	  

37oC	  i	  5%	  CO2	  en	  atmosfera	  humida.	  El	  creixement	  i	  manteniment	  de	  les	  línies	  cel·∙lulars	  es	  va	  fer	  

usant	   medi	   de	   cultiu	   DMEM-‐F12	   (Dulbecco’s	   Modified	   Eagle	   Medium	   and	   HAM’s	   F12,	   Lonza	  

BioWhittaker®)	   amb	   sèrum	  boví	   fetal	   inactivat	   (FBS	   de	   l’anglés	   “Fetal	   bovine	   serum”,	   Gibco®)	   al	  

10%,	  Hepes	  10mM	   (Gibco®)	   i	   una	   combinació	  d’antibiòtics	  de	  penicil·∙lina	   i	   streptomicina	   a	   l’1%.	  

Per	  tal	  de	  mantenir	  les	  cèl·∙lules	  viables,	  el	  medi	  de	  cultiu	  es	  reemplaçava	  per	  medi	  fresc	  cada	  2-‐3	  

dies	  valorant	  el	  ritme	  de	  creixement	  de	  cada	  línia	  i	  tornant	  a	  sembrar-‐les	  en	  arribar	  a	  un	  70-‐80%	  de	  

confluència	  o	  en	  funció	  del	  nombre	  de	  cèl·∙lules	  requerit	  per	  al	  disseny	  experimental.	  

Periòdicament	  eren	  sotmeses	  al	  test	  de	  micoplasma.	  

La	   tripsinització	   i	   comptatge	   cel·∙lular	   per	   als	   diferents	   procediments	   experimentals	   es	   realitza	  

segons	  el	  protocol:	  

• Retirar	  medi	  de	  cultiu	  i	  rentar	  amb	  tampó	  fosfat	  salí	  PBS	  1x	  (“Phosphate	  Buffer	  Saline”,	  PAA®)	  	  
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1.2. Establiment	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  	  

Mostres	  quirúrgiques	  de	  pacients	  amb	  càncer	   colorectal	   van	   ser	   recollides	  a	  partir	  del	   setembre	  

del	  2008,	  sota	  la	  supervisió	  del	  comitè	  ètic	  de	  l’Hospital	  Universitari	  de	  Bellvitge	  i	  gràcies	  al	  Servei	  

d’anatomia	  patològica.Teixits	  de	   la	  mucosa	  colònica	  morfològicament	  normal	   (com	  a	  mínim	  5cm	  

allunyat	  del	  marge	  de	  resecció	  quirúrgica),	  del	   tumor	  primari	  de	  còlon	   i	  de	   la	  metàstasi	  hepàtica	  

(en	  cas	  que	  hi	  hagués)	  van	  servir	  per	  a	  l’establiment	  dels	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts.	  	  

	  

En	  condicions	  estèrils	  i	  sota	  cabina	  de	  flux	  laminar,	  els	  teixits	  proporcionats	  van	  ser	  processats	  de	  

la	  següent	  manera:	  

• Neteja	  del	  tumor	  amb	  medi	  salí	  HBSS	  (de	  l’anglés	  “Hank’s	  Buffered	  Salt	  Solution”,	  Gibco®).	  

• Disgregació	  mecànica	  de	  la	  peça	  quirúrgica	  fent	  ús	  d’un	  bisturí	  	  

• Recuperació	   del	   teixit	   disgregat	   en	   10ml	   de	   HBSS.	   Repartir	   el	   volum	   en	   dos	   tubs	   diferents	  

complementant	  amb	  HBSS	  fins	  a	  un	  volum	  final	  de	  10ml.	  

• Centrifugació	  a	  700r.p.m	  5’	  i	  eliminació	  del	  sobrenedant.	  

• Resuspendre	   el	   pellet	   d’un	   dels	   tubs	   amb	  medi	   de	   cultiu	   DMEM-‐F12	   10%	   FBS	   i	   sembrar	   en	  

plaques	  de	  6cm	  de	  diàmetre	  (procediment	  de	  disgregació	  mecànica	  exclusivament).	  

• L’altre	  pellet	  sotmetre’l	  a	  disgregació	  enzimàtica	  afegint	  colagenasa	  IV	  i	  dispasa	  (proteases	  que	  

disgreguen	  el	  teixit	  connectiu	  però	  que	  no	  alteren	  les	  unions	  intercel·∙lulars)	  a	  37oC	  durant	  tota	  

la	  nit	  (o/n).	  

• Recuperació	   del	   teixit	   disgregat	   i	   rentats	   amb	   medi	   HBSS.	   Centrifugació	   durant	   5	   min	   a	  

1000r.p.m	  	  

• Eliminar	  el	  sobrenedant	  i	  resuspendre	  el	  pellet	  cel·∙lular	  amb	  medi	  DMEM-‐F12	  10%	  FBS	  i	  filtrar	  a	  

través	   dels	   “col·∙ladors	   cel·∙lulars“amb	   porus	   de	   70	   µm	   de	   diàmetre	   (BD	   Falcon®)	   per	  

individualitzar	  les	  cèl·∙lules.	  

• Repartir	  el	  volum	  filtrat	  en	  plaques	  de	  cultiu	  petites	  (6cm	  diàmetre).	  

• Mantenir	  plaques	  a	  l’incubador	  a	  37oC	  i	  al	  5%	  de	  CO2	  

• Permetre	   l’adhesió	   de	   les	   cèl·∙lules	   i	   canviar	   el	   medi	   fresc	   comprovant	   la	   morfologia	   de	   les	  

cèl·∙lules	  adherides.	  

	  

Durant	  el	  transcurs	  d’aquesta	  tesi,	  el	  mètode	  d’aïllament	  va	  ser	  reemplaçat	  per	  una	  metodologia	  

basada	   en	   la	   separació	   de	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   i	   fibroblasts	   mitjançant	   l’ús	   d’anticossos	   amb	  

càrrega	  magnètica	  (MACS:	  Magnetic	  Cell	  Separation,	  Milteny	  Biotech,	  Auburn,	  CA,	  EEUU).	  	  
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Els	   teixits	   disgregats	   amb	   col·∙lagenasa	   i	   dispasa	   es	   barregen	   amb	   Dynabeads®	   (boletes	  

magnètiques)	  conjugades	  amb	  un	  anticós	  específic	  per	  cèl·∙lules	  epitelials	  (anti-‐EPCAM,	  Invitrogen)	  

per	   a	   eliminar-‐es;	   mentre	   els	   fibroblasts	   són	   positivament	   seleccionats	   amb	   microbeads	   amb	  

anticós	  específic	  de	  fibroblasts	  (Milteny	  Biotech).	  

	  

Un	   cop	   establerts	   els	   cultius	   primaris	   de	   fibroblasts	   de	   la	   mucosa	   colònica	   normal	   adjacent	   al	  

tumor	  (NCF:	  Normal	  colonic	   fibroblasts),	  dels	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  del	  tumor	  primari	  

(CAF-‐PT:	  Carcinoma	  associated	  fibroblasts-‐primary	  tumor)	   i	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  

en	   la	   metàstasi	   hepàtica	   (CAF-‐LM:	   Carcinoma	   associated	   fibroblast	   –liver	   metastasis),es	   van	  

mantenir	  en	  les	  mateixes	  condicions	  d’incubació	  que	  les	  línies	  cel·∙lulars	  però	  durant	  no	  més	  de	  10-‐

15	   doblatges.	   Durant	   el	   procés	   de	   manteniment	   de	   fibroblasts	   es	   van	   anar	   obtenint	   extractes	  

proteics	   i	   d’ARN	   per	   a	   posteriorment	   fer	   la	   seva	   caracterització	   mitjançant	   les	   tècniques	   de	  

Western	   Blot	   i	   PCR	   quantitativa	   (descrites	   posteriorment),	   així	   com	   també	   es	   procedia	   a	   la	  

congelació	  dels	  mateixos.	  	  

	  
El	  procés	  de	  congelació	  de	  cèl·∙lules	  es	  el	  següent:	  

• A	   partir	   de	   les	   cèl·∙lules	   tripsinitzades	   i	   centrifugades	   (veure	   apartat	   1.1:	   protocol	  

tripsinització	  i	  comptatge),	  retirar	  el	  sobrenedant	  i	  resuspendre	  el	  pellet	  amb	  5ml	  de	  PBS	  

(per	  acabar	  d’eliminar	  les	  restes	  de	  medi	  i	  tripsina).	  

• Centrifugar	  5’	  a	  1000r.p.m	  i	  resuspendre	  el	  pellet	  amb	  la	  solució	  de	  congelació	  :	  FBS+10%	  

DMSO	  (dimetil	  sulfòxid).	  

• Aliquotar	  en	  criotubs	  i	  immediatament	  guardar	  a	  -‐800C.	  

	  

1.2.1.-‐Obtenció	  medis	  condicionats.	  

Medis	   condicionats	   (MC)	   dels	   diferents	   fibroblasts	   aïllats	   en	   cultiu	   es	   van	   obtenir	   per	   a	   la	  

realització	   dels	   experiments	   posteriors.	   Segons	   el	   tipus	   d’assaig	   plantejat,	   el	   medi	   condicionat	  

contenia	   FBS	  al	   10%	   (per	  assajos	   funcionals	  de	  duració	   superior	  a	  24h)	  o	   sense	  FBS	   (per	  assajos	  

d’estimulació	   a	   curts	   temps).	   Els	   fibroblasts	   en	   confluència	   d’un	   80-‐90%	   es	   renten	   dues	   o	   tres	  

vegades	  amb	  PBS	  per	  eliminar	   les	   restes	  cel·∙lulars	   i	   són	   incubats	  durant	  48h	  amb	  medi	  de	  cultiu	  

DMEM-‐F12	  contenint	  o	  no	  FBS	  al	  10%.	  Transcorregut	  aquest	  període	  de	  temps,	  el	  medi	  es	  recull,	  

es	  centrifuga	  5min	  a	  3000	  r.p.m	  (per	  eliminar	  restes	  cel·∙lulars	  que	  hi	  poguessin	  quedar)	  i	  es	  filtra	  

amb	   filtres	   de	   porus	   de	   22µm	   de	   diàmetre	   (Millex	   ®	   GS,	  Millipore).	   Els	  medis	   condicionats	   són	  

guardats	  a	  -‐800C	  o	  a	  40C	  en	  funció	  de	  la	  immediatesa	  del	  seu	  ús.	  
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1.3. Assajos	  In	  vitro	  

Per	   a	   poder	   definir	   els	   efectes	   sobre	   les	   línies	   epitelials	   testades	   dels	   productes	   alliberats	   pels	  

fibroblasts	   en	   els	   medis	   condicionats,	   diversos	   tipus	   d’assajos	   cel·∙lulars	   es	   van	   dur	   a	   terme	  

comparant	   els	   efectes	   produïts	   amb	   la	   condició	   control	   (medi	   de	   cultiu	   fresc)	   o	   amb	   els	   altres	  

medis.	  

	  

1.3.1.-‐Assaig	  de	  proliferació	  WST-‐1.	  

La	  proliferació	  cel·∙lular	  es	  va	  quantificar	  usant	  el	  sistema	  colorimètric	  amb	  el	  reactiu	  WST-‐1	  (Cell	  

Proliferation	  Reagent	  WST-‐1.	  Roche	  ®).	  Aquest	  assaig	  es	  basa	  en	  la	  capacitat	  de	  les	  cèl·∙lules	  vives	  

per	   incorporar	   les	   sals	   de	   tetrazolium	   (color	   groc)	   i	   metabolitzar-‐les	   mitjançant	   un	   complex	  

mecanisme	  cel·∙lular.	  La	  reducció	  d’aquesta	  sal	  és	  àmpliament	  depenent	  de	  la	  producció	  glicolítica	  

de	   NAD(P)H	   en	   les	   cèl·∙lules	   viables.	   La	   quantitat	   de	   sals	   de	   formazà	   formades	   és	   directament	  

proporcional	  al	  nombre	  de	  cèl·∙lules	  metabòlicament	  actives	  que	  hi	  ha	  en	  el	  medi	  i	  és	  quantificable	  

mitjançant	  l’ús	  de	  lectors	  colorimètrics.	  

Per	  a	  realitzar	  els	  experiments	  es	  sembren	  cèl·∙lules	  en	  plaques	  de	  96	  pous	  (Nunclon,	  NUNC®)	  a	  la	  

densitat	   òptima	   per	   a	   cada	   línia	   cel·∙lular	   i	   per	   evitar	   la	   saturació	   dels	   pous	   en	   les	   condicions	  

controls	  al	  final	  de	  l’experiment.	  Un	  cop	  adherides	  en	  el	  fons	  del	  pou	  (24h),	  el	  medi	  de	  cultiu	  es	  

substitueix	  per	  medi	  de	  cultiu	  sense	  FBS	  i	  es	  manté	  a	  les	  cèl·∙lules	  en	  aquestes	  condicions	  durant	  

12	   hores	   per	   a	   que	   sincronitzin	   el	   seu	   cicle	   cel·∙lular.	   Passat	   aquest	   temps,	   les	   cèl·∙lules	   són	  

incubades	   durant	   el	   període	   de	   temps	   requerit	   en	   cada	   experiment	   amb	   100µl	   de	   medi	  

condicionat/medi	   de	   cultiu	   estàndard.	   Finalitzat	   el	   període	   d’incubació,	   el	   medi	   de	   cultiu	   és	  

reemplaçat	  amb	  100µL	  de	  medi	  de	  cultiu	  DMEM-‐F12	   lliure	  de	  sèrum	  al	  que	  se	   li	  afegeixen	  10µL	  

del	   reactiu	  WST-‐1.	  Després	   de	   2	   hores	   d’incubació	   a	   370C	   i	   en	   condicions	   de	   foscor,	   es	  mesura	  

l’absorbància	  a	  una	  longitud	  d’ona	  de	  450nm	  en	  un	  lector	  de	  microplaques.	  

Per	   tal	   de	   conèixer	   a	   quina	   quantitat	   de	   cèl·∙lules	   correspon	   cada	   valor	   d’absorbància,	   es	   va	  

realitzar	  una	  corba	  patró	  per	  a	  cada	  tipus	  cel·∙lular.	  En	  una	  placa	  de	  96	  pous	  es	  sembra	  una	  dilució	  

seriada	  amb	  nombre	  de	  cèl·∙lules	  conegut	  (1000,	  2500,	  5000,	  10000,	  25000,	  50000,	  100000)	  fent	  

sis	   rèpliques	   en	   cada	   cas.	   Un	   cop	   passat	   el	   temps	   mínim	   requerit	   per	   a	   que	   s’adhereixin,	   es	  

quantifica	   l’absorbància	   de	   la	   manera	   esmentada	   anteriorment	   i	   la	   corba	   resultant	   s’aplica	   als	  

valors	  d’absorbància	  que	  s’obtenen	  dels	  experiments.	  

	  



Materials	  i	  Mètodes	   	   	  

102	  
	  

1.3.2.-‐Assaig	  de	  migració	  	  

1.3.2.1.-‐Sistema	  Transwell	  

La	  migració	   cel·∙lular	   és	   el	  moviment	  de	   les	   cèl·∙lules	   d’una	   àrea	   cap	   a	   una	   altre	   generalment	   en	  

resposta	   a	   senyals	   químiques.	   Per	   a	   mesurar	   la	   motilitat	   de	   les	   cèl·∙lules	   en	   contacte	   amb	   els	  

diferents	   medis	   condicionats	   es	   va	   usar	   una	   placa	   de	   96	   pous	   contenint	   inserts	   Transwell	  

(Corning®	  HTS	  Transwell®).	  Aquest	   sistema	  es	  basa	  en	  que	  aquest	   tipus	  de	  plaques	  disposen	  de	  

dos	  compartiments	  separats	  per	  uns	  filtres	  de	  policarbonat	  amb	  porus	  de	  8	  µm	  de	  diàmetre.	  A	  la	  

cambra	  superior	  o	  insert	  Transwell	  es	  sembren	  les	  cèl·∙lules	  de	  les	  quals	  es	  vol	  avaluar	  la	  migració	  i	  

en	   el	   pou	   inferior	   s’hi	   afegeix	   l’agent	   migrador	   (ja	   sigui	   el	   MC	   corresponent	   o	   un	   altre	   tipus	  

cel·∙lular).	  La	  quantitat	  de	  cèl·∙lules	  que	  travessen	  els	  porus	  de	  l’insert	  i	  arriben	  al	  pou	  inferior	  són	  

mesurades	   amb	   la	   fluorescència	   emesa	   per	   calceïna	   AM.	   La	   calceïna	   AM	   ®	   )	   és	   un	   component	  

fluorimètric	  que	  es	   fa	  servir	  per	  a	  detectar	   la	  viabilitat	  cel·∙lular.	  En	   les	  cèl·∙lules	  vives,	   la	  calceïna	  

AM	  no	  fluorescent	  és	  convertida	  a	  calceïna	  verda	  fluorescent	  després	  de	  la	  hidròlisi	  produïda	  per	  

les	  esterases	   intracel·∙lulars.	  La	  quantitat	  de	   fluorescència	  resultant	  és	  mesurada	  en	  un	   lector	  de	  

fluorescència	  amb	  uns	  filtres	  de	  longitud	  d’ona	  de	  485nm	  d’excitació	  i	  520	  nm	  d’emissió.	  	  

	  

El	   nombre	   corresponent	   de	   cèl·∙lules	   per	   a	   cada	   tipus	   cel·∙lular	   en	   un	   volum	   final	   de	   50µl	   i	   amb	  

DMEM-‐F12	   lliure	   de	   sèrum	   és	   sembrat	   en	   la	   cambra	   superior	   del	   pou.	   La	   cambra	   inferior	   és	  

carregada	   amb	   150	   µl	   dels	   diferents	   medis	   condicionats	   o	   DMEM-‐F12	   per	   al	   control.	   Després	  

d’una	  incubació	  	  (370C,	  5%	  CO2)	  de	  48	  hores	  en	  contacte	  amb	  els	  diferents	  medis	  condicionats,	  les	  

cèl·∙lules	  de	   la	  cambra	  superior	  que	  travessen	  el	   filtre	   i	  arriben	  a	   la	  cambra	   inferior	  son	  tenyides	  

amb	  calceïna	  AM	  (1,2	  µl	  en	  1ml	  CDS	  -‐cell	  dissociation	  solution)	  durant	  1	  hora	  	  

Igual	  que	  en	  l’assaig	  de	  proliferació,	  és	  necessari	  l’elaboració	  d’una	  corba	  patró	  prèvia	  per	  a	  poder	  

determinar	  a	  quantes	  cèl·∙lules	  equival	  el	  nivell	  de	  fluorescència	  (figura	  M2).	  
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1.3.2.2.-‐Wound	  healing	  	  	  

Un	   altre	   mètode	   fet	   servir	   per	   a	   mesurar	   la	   motilitat	   cel·∙lular	   és	   l’assaig	   de	   wound	   healing	   o	  

curació	   de	   ferides.	   El	   seu	   principi	   es	   basa	   en	   que	   enfront	   d’una	   lesió	   tissular	   les	   cèl·∙lules	   són	  

capaces	  de	  migrar	  cap	  a	   la	  zona	  on	  s’ha	  originat	   la	   lesió	  per	  tal	  d’iniciar	  el	  procés	  de	  reparació	   i	  

regeneració.L’assaig	  es	  realitza	  en	  plaques	  de	  cultiu	  de	  6cm	  de	  diàmetre	  i	  les	  cèl·∙lules	  es	  sembren	  i	  

es	   deixen	   fins	   a	   assolir	   una	   confluència	  màxima	   en	  monocapa.	  Després	   de	   tenir	   les	   cèl·∙lules	   en	  

medi	   de	   cultiu	   lliure	   de	   sèrum	  boví	   durant	   12	   hores	   (per	   aconseguir	   sincronització	   cel·∙lular),	   es	  

genera	   una	   “ferida”	   en	   la	   monocapa	   cel·∙lular	   fent	   ús	   d’una	   punta	   de	   pipeta	   de	   200µl.	  

Posteriorment	   es	   realitzen	   diversos	   rentats	   amb	   PBS	   per	   eliminar	   les	   cèl·∙lules	   flotants	   i	  

s’addicionen	   els	   medis	   condicionats	   corresponents.	   Una	   fotomicrografia	   es	   realitza	  

immediatament	  després	  de	  produir	  la	  ferida	  (T=0)	  i	  també	  a	  1,	  3,	  5	  7	  i	  24	  hores	  (figura	  M3).	  Per	  a	  

cada	   condició	   es	   fixen	   tres	   punts	   al	   llarg	   de	   la	   ferida	   realitzada	   per	   tal	   de	  mesurar	   la	   distància	  

entre	   els	   dos	   marges	   fent	   ús	   d’un	   microscopi	   calibrat	   (Leica	   software,	   Wetzlar,	   Alemanya).Per	  

avaluar	  la	  capacitat	  migratòria	  de	  les	  cèl·∙lules	  es	  calcula	  la	  distància	  entre	  els	  dos	  marges	  en	  cada	  

punt	  del	   temps	   i	  un	  cop	   fetes	   totes	   les	  mesures	  es	  valora	  quant	  han	  avançat	   les	   cèl·∙lules	  en	  24	  

hores	  d’assaig.	  

Figura	  M	  2.	  Esquema	  del	  protocol	  de	  l’assaig	  de	  migració	  usant	  el	  sistema	  de	  placa	  Transwell.	  	  
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1.3.3.-‐Assaig	  de	  formació	  de	  colònies	  (Clonning	  Assay).	  

L’assaig	   de	   formació	   de	   colònies	   és	   un	   assaig	   de	   supervivència	   cel·∙lular	   que	   avalua	   la	   capacitat	  

d’una	  única	  cèl·∙lula	  en	  una	  població	  per	  a	  créixer	   i	   formar	  una	  colònia.	  És	  el	  mètode	  escollit	  per	  

determinar	   la	  mort	   cel·∙lular	   reproductiva	   després	   de	   tractaments	   amb	   radiació	   o	   altres	   agents	  

citotòxics.	   En	   el	   cas	   dels	  medis	   condicionats,	   l’objectiu	   d’aquest	   assaig	   és	   valorar	   si	   els	   factors	  

solubles	  presents	  en	  els	  medis	  condicionats	  dels	  diferents	  fibroblasts	  són	  capaços	  de	  conferir	  a	  les	  

cèl·∙lules	   aïllades	   una	   major	   capacitat	   clonògenica.	   Per	   a	   realitzar	   l’experiment	   es	   sembra	   un	  

nombre	  molt	  baix	  de	  cèl·∙lules	  (250)	  en	  plaques	  de	  6cm	  de	  diàmetre	  i	  s’incuben	  amb	  els	  diferents	  

medis	  durant	  15	  dies.	  Finalitzat	  el	   temps	  d’incubació	  es	   retira	  el	  medi	  de	   les	  plaques,	  es	   renten	  

amb	  PBS	  i	  s’afegeix	  metanol	  durant	  10’	  per	  a	  que	  es	  fixin	  les	  colònies.	  Posteriorment	  són	  tenyides	  

amb	  cristall	  violeta	  durant	  10’	  i	  posteriorment	  comptades	  sota	  el	  microscopi	  	  

1.4.	  Assajos	  de	  viabilitat	  i	  cicle	  cel·∙lular.	  

1.4.1.-‐	  Estudi	  de	  mort	  cel·∙lular:	  Determinació	  de	  l’activitat	  de	  la	  caspasa-‐3	  

L’efecte	   dels	   diferents	   medis	   condicionats	   en	   la	   mort	   cel·∙lular	   per	   apoptosi	   es	   va	   mesurar	  

determinant	   l’activitat	  de	   la	   caspasa	  3	  mitjançant	   l’assaig	   amb	  el	   substrat	   fluorogènic	  Ac-‐DEVD-‐

AMC	  caspase	  3	  (BD	  Pharmingen™).	  Ac-‐DEVD-‐AMC	  és	  un	  tetrapèptid	  sintètic	  fluorogènic,	  substrat	  

de	   la	   caspasa-‐3.	   La	   caspasa	  3,	  que	   s’activa	  en	   les	   fases	   inicials	  de	   l’apoptosi,	   talla	  el	   tetrapèptid	  

entre	   D	   i	   AMC	   alliberant	   el	   substrat	   fluorogènic	   AMC	   que	   és	   quantificat	   en	   un	   fluoròmetre.	  

L’apoptosi	   per	   caspasa	   3	   va	   ser	   avaluada	   en	   la	   línia	   cel·∙lular	   DLD-‐1	   en	   presència	   dels	   diferents	  

medis	   condicionats	   (DMEM-‐F12	  10%,	  MC	  NCF,	  MC	  CAF-‐PT	   i	  MC	  CAF-‐LM)	   i	  en	  4	   temps	  diferents	  

(6h,	   24h,	   48h	   i	   72h).	   Pels	   temps	   curts	   es	   van	   sembrar	   5x105cèl·∙lules	   i	   pels	   temps	   llargs	  

2,5x105cèl·∙lules.	  

Figura	  M	  3.	  Imatge	  de	  la	  “ferida”	  produïda	  en	  un	  assaig	  de	  Wound	  Healing.	  
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Els	  extractes	  proteics	  es	  van	  obtenir	  tant	  per	  les	  cèl·∙lules	  flotants	  com	  per	  les	  adherents	  ,	  emprant	  

el	   tampó	  de	   llisi:	   Tris-‐HCl	  5mM,	  EDTA	  20mM	   i	   Tritó	  X-‐100X	  al	   0,5%	   i	   seguint	  el	  mateix	  protocol	  

d’extracció	  i	  quantificació	  proteica	  descrit	  en	  l’apartat	  2.2.1.	  

La	  reacció	  de	  l’activitat	  caspasa	  3	  es	  va	  dur	  a	  terme	  en	  una	  placa	  de	  96	  pous	  (fent	  duplicats	  per	  a	  

cada	  mostra)	  i	  afegint:	  

-‐ 75µl	  tampó	  de	  reacció	  (HEPES	  1M,	  glicerol	  10%,	  	  ditiotreitol	  1M).	  

-‐ 25µl	  (X	  volum	  del	  llisat	  proteic	  contenint	  20µg	  proteïnes	  +	  tampó	  de	  llisi)	  

-‐ 48µl	  H2Odd	  

-‐ 2µl	  substrat	  (Ac-‐DEVD-‐AMC	  caspase3,	  1mg/ml)	  

-‐ Incubació	  2h	  a	  37oC	  en	  la	  foscor.	  

-‐ Lectura	  de	  la	  fluorescència	  (excitació	  365nm	  i	  emissió	  410-‐480nm).	  

Els	  nivells	  d’activitat	  caspasa3	  es	  representen	  amb	  unitats	  arbitràries	  /µg	  proteïna.	  

1.4.2.-‐	  Estimació	  de	  la	  viabilitat	  i	  contingut	  de	  l’ADN	  per	  Iodur	  de	  propidi.	  

L’anàlisi	   de	   fases	   del	   cicle	   cel·∙lular	   es	   va	   realitzar	   amb	   el	   mètode	   d’incorporació	   de	   iodur	   de	  

propidi	   (IP).	   El	   iodur	  de	  propidi	   és	  un	  agent	   intercalant	  de	   l’ADN	  que	  marca	  aquesta	  molècula	   i	  

serveix	  tant	  per	  avaluar	  la	  viabilitat	  cel·∙lular	  com	  per	  quantificar	  el	  seu	  contingut	  en	  les	  anàlisis	  de	  

cicle	   cel·∙lular,	   intercalant-‐se	   entre	   les	   bases	   de	   l’ADN	   de	   les	   cèl·∙lules	   mortes	   (no	   és	   capaç	   de	  

penetrar	  la	  membrana	  de	  les	  cèl·∙lules	  vives).	  

El	   procediment	   seguit	   per	   avaluar	   el	   contingut	   de	   IP	   en	   les	   cèl·∙lules	   DLD-‐1	   tractades	   amb	   els	  

diferents	  medis	  condicionats	  durant	  48	  i	  96h	  va	  ser	  el	  següent:	  

-‐ Tripsinització	  de	  les	  cèl·∙lules	  tractades.	  

-‐ Centrifugació	   durant	   5’	   a	   1000	   r.p.m,	   resuspendre	   amb	   PBS	   1×	   i	   fer	   el	   comptatge	  

cel·∙lular.	  

-‐ Agafar	  el	  volum	  necessari	  per	  contenir	  150.000	  cèl·∙lules	  i	  fixar-‐les	  amb	  etanol	  absolut	  

fred	  durant	  la	  nit	  (o/n).	  

-‐ Centrifugar	   les	   cèl·∙lules	   fixades	  5’	   a	  1000	   r.p.m	   i	   resuspendre	  el	  pellet	  en	  800µl	  de	  

PBS	  amb	  FBS	  1%.	  

-‐ Afegir	  100µl	  de	  solució	  de	  IP	  10×	  i	  100µl	  de	  RNasa	  A	  (10mg/ml).	  

-‐ Incubar	  la	  mescla	  30’	  a	  370C	  i	  analitzar	  les	  mostres	  en	  el	  citòmetre	  de	  flux	  (Beckman	  

Coulter).	  
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Els	  tumors	  obtinguts	  van	  ser	  fixats	  amb	  formol,	   inclosos	  en	  parafina	  i	  tallats	  en	  seccions	  de	  3µm	  

per	   al	   seu	   posterior	   anàlisi	   histològic.	   Les	   diferents	   seccions	   obtingudes	   van	   ser	   tenyides	  

mitjançant	  la	  tinció	  amb	  hematoxilina-‐eosina:	  

• Desparafinar	  amb	  bateria	  de	  4	  xilols	  (10	  minuts	  en	  cada	  un)	  

• Hidratació	  amb	  etanols	  i	  H2Od	  

-‐ 3	  x	  5	  min	  en	  etanol	  absolut	  

-‐ 3	  x	  5	  min	  en	  etanol	  96o	  

-‐ 3	  x	  5	  min	  en	  etanol	  700	  

-‐ 5	  min	  etanol	  500	  

-‐ 5	  min	  en	  H2Od	  

• Tinció	  de	  10	  min	  amb	  una	  solució	  d’hematoxilina	  de	  Harris	  (Merck)	  

• Rentat	  amb	  aigua	  de	  l’aixeta	  i	  doble	  viratge	  amb	  HCl	  a	  l’1%	  i	  aigua	  amoniacal.	  

• Tinció	  de	  30	  segons	  en	  una	  solució	  d’eosina	  (Merck)	  al	  25%	  en	  etanol	  80%.	  

• Deshidratació:	  

-‐ 1	  min	  etanol	  70%	  

-‐ 3	  x	  1	  min	  etanol	  960	  

-‐ 3	  x	  1	  min	  en	  etanols	  absoluts	  

-‐ 4	  x	  3	  min	  en	  xilol	  

• Muntatge	  amb	  medi	  de	  montatge	  DPX	  i	  observació	  al	  microscopi.	  

	  

2. DETECCIÓ	  EXPRESSIÓ	  PROTEÏCA	  	  

L’expressió	  proteica	  tant	  per	  la	  caracterització	  dels	  fibroblasts	  com	  per	  la	  validació	  dels	  diferents	  

gens	   identificats	   per	   la	   tecnologia	   de	   microarrays	   es	   va	   valorar	   per	   diferents	   tècniques	  

immunològiques.	  	  

2.1. Western	  Blot	  (WB)	  

2.1.1.-‐Extracció	  i	  quantificació	  proteica	  

L’extracció	  de	  proteïnes	  es	  va	  fer	  a	  partir	  dels	  extractes	  de	  llisi	  obtinguts	  a	  partir	  de	  les	  cèl·∙lules	  en	  

cultiu	  i	  seguint	  el	  protocol	  següent	  (tot	  el	  procés	  es	  realitza	  en	  fred):	  

• Aspirar	  el	  medi	  de	  cultiu	  en	  el	  que	  tenim	  les	  cèl·∙lules	   i	  ràpidament	  posar-‐les	  sobre	  gel	   i	  afegir	  

PBS	  fred	  per	  a	  fer	  els	  rentats.	  Repetir	  el	  procés	  de	  rentat	  2-‐3	  vegades.	  	  
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• Afegir	   un	   volum	  adequat	   (100-‐500µL	   segons	   la	  mida	   de	   la	   placa	   de	   cultiu)	   de	   tampó	  de	   llisi:	  

RIPA	  +	  Inhibidors	  (taula	  M1).	  

• Rascar	  amb	  l’ajut	  d’un	  cell	  scraper	  (NuncTM	  )	  

• Recuperar	  el	  volum	  del	  tampó	  de	  llisi	  +	  cèl·∙lules	  en	  un	  tub	  eppendorff	  d’1,5ml	  i	  deixar	  a	  40C	  en	  

agitació	  durant	  uns	  30’.	  

• Centrifugar	  a	  40C	  durant	  20’	  i	  a	  12000r.p.m.	  

• Recuperar	  sobrenedant	  contenint	  els	  extractes	  proteics	  totals.	  

• QUANTIFICACIÓ	   PROTEICA	   amb	   el	   kit	   Pierce	   TMBCA	   Protein	   Assay	   (Thermo	   Scientific).	   Test	  

colorimètric	  per	  a	  la	  detecció	  i	  quantificació	  de	  les	  proteïnes	  totals,	  que	  es	  basa	  en	  la	  reducció	  

de	  Cu+2	   a	  Cu+1	   	   per	   les	   proteïnes	   en	  medi	   alcalí	   i	   la	   conseqüent	   reacció	   colorimètrica	  que	  es	  

dóna	  per	  la	  quelació	  de	  dues	  molècules	  de	  BCA	  (àcid	  bicinconínic)	  amb	  una	  de	  Cu1+.	  El	  protocol	  

a	  seguir	  és	  el	  següent:	  

• Elaboració	   d’una	   corba	   estàndard	   amb	   unes	   dilucions	   de	   concentracions	   conegudes	   d’una	  

proteïna	  comuna	  com	  és	  l’albúmina	  de	  sèrum	  

boví	   (BSA):	   2,	   1.5,	   1,	   0.75,	   0.5,	   0.25,	   0.125,	  

0.0025	  mg/ml.	  

• Preparació	  del	  reactiu	  de	  treball	  de	  BCA:	  

• 	  (n	   estàndards	   +	   n	   mostres)*	   2-‐3	  

rèpliques	   *	   200µL	   (volum	   final	   de	  

reactiu	   de	   treball	   per	   pou	   en	   placa	  

de	   96	   pous)	   =	   Volum	   total	   de	  

reactiu	  de	  treball	  BCA.	  

• Volum	  total	  /	  50	  µL	  =	  volum	  reactiu	  

B	  

• Volum	   reactiu	   B	   -‐	   volum	   total	   =	  

Volum	  reactiu	  A	  

• Dispensar	   200µL	   del	   reactiu	   de	   treball	   en	  

cada	  pou.	  

• Afegir	  10µL	  dels	  estàndards	  

• Afegir	  1µL	  de	  la	  mostra	  +	  9µL	  aigua	  (dilució	  de	  la	  proteïna	  1/10).	  

• Cobrir	  la	  placa	  i	  deixar-‐la	  30’	  a	  370C.	  

• Lectura	  en	  un	  lector	  de	  plaques	  colorimètric	  a	  una	  longitud	  d’ona	  de	  562nm	  	  

TAMPÓ	  DE	  LISI	  RIPA	  

PBS	  1×	   98mL	  (1x)	  

SDS	  10%	   1mL	  (0,1%)	  

Na	  Deoxicolat	  	   0,5gr	  (0,5%)	  

NP40	  (Nonidet)	   1mL	  (1%)	  

	  
RIPA	  +	  INHIBIDORS	  PROTEASES/	  FOSFATASES	  

Tampó	  de	  lisi	  RIPA	  1x	   8950µL	  

Inhibidor	  proteases	  25x	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

(Roche®	  Tablets)	  

400µL	  

Ortovanadat	   40µL	  

PMSF	  100mM	   100µL	  

β-‐glicerol	  	   500µL	  

Leupatina	  1mg/ml	   10µL	  

	  
Taula	  M.	  1.	  Composició	  tampó	  de	  lisi	  cel·∙lular	  
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La	  recta	  patró	  es	  considera	  vàlida	  si	  pel	  mètode	  dels	  mínims	  quadrats	  el	  valor	  R2	  és	  >	  a	  0,95.	  

Un	  cop	  quantificades	  les	  proteïnes	  es	  calcula	  el	  volum	  necessari	  per	  a	  carregar	  entre	  20-‐40µg	  de	  

proteïna	  (en	  funció	  de	  la	  proteïna	  a	  detectar	  i	  l’anticòs	  emprat)	  en	  el	  gel	  de	  poliacrilamida.	  

	  

2.1.2.-‐SDS-‐PAGE	  i	  transferència	  a	  membrana	  de	  PVDF	  

L’electroforesi	   de	   proteïnes	   es	   va	   realitzar	   en	   gels	   desnaturalitzants	   amb	   SDS	   (SDS-‐PAGE)	   a	   un	  

percentatge	  entre	  el	  10-‐15%	  en	  funció	  del	  pes	  de	  la	  proteïna	  a	  detectar(major	  concentració	  com	  

menor	  sigui	  el	  pes	  de	  la	  proteïna	  a	  detectar)(taula	  M2).	  

	   	  

Les	   proteïnes	   es	   dilueixen	   1:1	   en	   tampó	   Laemmli	   2x	   (BIO-‐RAD)	   contenint	   β-‐mercaptoetanol	   i	   es	  

deixen	  5’	  a	  95oC	  per	  a	   ser	  desnaturalitzades.	  Es	   carreguen	  en	  el	   gel	  de	  poliacrilamida	   i	   com	  una	  

mostra	   més	   es	   carrega	   també	   un	   marcador	   de	   pes	   molecular	   de	   proteïnes	   (BenchMark	   ™	   Pre	  

stained	  Protein	  Ladder).	  S’aplica	  al	  gel	  a	  un	  voltatge	  de	  100V	  en	  presència	  de	  tampó	  de	  carrera	  per	  

a	  que	  es	  produeixi	  la	  migració	  de	  les	  proteïnes	  	  

Tampó	  de	  carrera:	  Tris	  27mM,	  Glicina	  197mM	  i	  SDS	  10%	  

Per	  a	   transferir	   les	  proteïnes	  del	  gel	  separades	  durant	   la	  electroforesi	  a	  una	  membrana	  de	  PVDF	  

(Roche®),	   aquesta	   s’activa	   prèviament	   amb	   metanol	   pur,	   es	   renta	   amb	   H2O	   durant	   5’	   i	  

posteriorment	  s’incuba	  amb	  tampó	  de	  transferència	  durant	  10’	  més.	  Per	  a	  la	  transferència	  s’aplica	  

un	  voltatge	  de	  100V	  al	  sistema	  durant	  1hora.	  

Tampó	  de	  transferència:	  Tris	  27mM,	  Glicina	  197mM,	  pH8,3	  i	  metanol	  20%	  

	  
2.1.3.-‐	  Immunodetecció	  

El	  procés	  per	  a	  detectar	  els	  nivells	  proteics	  de	  les	  diferents	  proteïnes	  testades	  en	  aquesta	  tesi	  és	  el	  

següent.	  

• Activació	  de	  les	  membranes	  PVDF	  amb	  metanol	  absolut	  

• Rentat	  amb	  H2O	  i	  incubació	  amb	  tampó	  de	  transferència	  fred.	  

GEL	  SEPARADOR	   8%	   10%	   12,5%	   15%	  
	  

GEL	  CONCENTRADOR	   4%	  

TRIS	  1,5M	  pH8,8	   2,5ml	   2,5ml	   2,5ml	   2,5ml	  
	  

TRIS	  0,5M	  pH6,8	   2,5ml	  

Acrilamida	  40%	   2ml	   2,5ml	   3,125ml	   3,75ml	  
	  

Acrilamida	  40%	   1ml	  

SDS	  10%	   0,5ml	   0,5ml	   0,5ml	   0,5ml	  
	  

SDS	  10%	   0,1ml	  

H2Odd	   5,45ml	   4,95ml	   4,325ml	   3,7ml	  
	  

H2Odd	   6,4ml	  

APS	  10×	   100µl	   100µl	   100µl	   100µl	  
	  

APS	  10×	   100µl	  

TEMED	   15µl	   15µl	   15µl	   15µl	  
	  

TEMED	   15µl	  

Taula	  M.	  2.	  Volum	  dels	  reactius	  necessaris	  per	  a	  l’elaboració	  del	  gel	  de	  poliacrilamida.	  
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• Bloqueig	  de	   les	  membranes	  amb	  solució	  “llet”	  al	  10%	  durant	  1h	  a	   temperatura	  ambient	  en	  

agitació	  contínua.	  

• Incubació	   amb	   els	   anticossos	   primaris	   diluïts	   en	   tampó	   de	   bloqueig	   1%	   durant	   2h	   a	  

temperatura	  ambient	  o	  bé	  tota	  la	  nit	  (o/n)	  a	  4oC	  en	  agitació	  contínua.	  

• Rentat	  de	  les	  membranes	  amb	  TBS	  (Tris	  buffer	  saline)-‐Tween	  0,1%	  (x3)	  

• Incubació	  amb	  els	  anticossos	  secundaris	  durant	  45-‐60’	  a	  temperatura	  ambient	  i	  en	  agitació.	  

• Rentat	  de	  les	  membranes	  amb	  TBS-‐Tween	  0,1%	  (x3)	  

• Revelat	   de	   les	  membranes	   amb	   un	  mètode	   luminiscent	   no	   radioactiu	   basat	   en	   la	   detecció	  

amb	  la	  peroxidasa	  HRP	  (Horseradish	  Peroxidase),	  l’ECL	  (GE	  Healthcare)	  i	  film	  de	  revelar.	  

El	  llistat	  dels	  diferents	  anticossos	  que	  s’han	  usat	  en	  aquesta	  tesi	  per	  a	  la	  detecció	  per	  Western	  Blot,	  

es	  troben	  en	  la	  taula	  M3.	  

PROTEINA	  	  
(pes	  molecular)	  

Anticòs	  1ari	  	  
(dilució)	  

Anticòs	  2ri	  	  
(dilució)	  

E-‐CADHERINA	  (120kDa)	   BD	  1/1000	   Ratoli	  (1/2000)	  
α-‐SMA	  (42kDa)	   1/1000	   Ratoli	  (1/2000)	  
VIMENTINA	  (58kDa)	   Invitrogen	  1/1000	   Ratoli	  (1/2000)	  
VINCULINA	  (130kDa)	   Invitrogen	  1/400	   Ratoli	  (1/2000)	  
VE-‐CADHERINA	  (115kDa)	   Abcam	  1/3000	   Ratoli	  (1/2000)	  
TUBULINA	  (60kDa)	   Sigma	  1/5000	   Ratoli	  (1/2000)	  
CDH2	  (120kDa)	   BD	  (1/500)	   Ratoli	  (1/2000)	  
ENC1	  (66kDa)	   BD	  (1/250)	   Ratoli	  (1/2000)	  
TNFSF4	  (30kDa)	   Sigma	  1/250	   Conill	  (1/2000)	  
ST6GALNAC5	  (38kDa)	   Abcam	  1/500	   Conill	  (1/2000)	  
SEMA5A	  (107kDa)	   Sigma	  1/200	   Conill	  (1/2000)	  
SLC7A2	  (72kDa)	   Sigma	  1/200	   Conill	  (1/2000)	  
TGFβ2	  (25kDa)	   Abcam	  1/500	   Ratoli	  (1/2000)	  

	  

2.2. Immunohistoquímica	  

La	  localització	  tissular	  i	  cel·∙lular	  de	  les	  diferents	  proteïnes	  estudiades	  es	  va	  valorar	  amb	  tècniques	  

d’immunohistoquímica	  en	  mostres	  de	  teixit	  seguint	  el	  següent	  protocol:	  

• Desparafinar	  i	  hidratar	  	  les	  mostres	  :	  	  10’	  xilol	  (4x);	  	  5’	  etanol	  (absolut	  2x,	  96%	  2x,	  70%	  2x	  i	  50%	  

2x)	  i	  5’	  en	  H2O	  destil·∙lada	  

• Desenmascarament	  de	  l’epítop	  amb	  citrat	  sòdic	  1×	  a	  pH6	  o	  	  EDTA	  a	  pH9	  	  (en	  funció	  de	  

l’anticòs),	  per	  a	  deixar	  la	  part	  de	  l’antigen	  reconeguda	  per	  l’anticòs	  accessible.	  

- En	  una	  olla	  a	  pressió	  afegir	  1L	  de	  citrat	  sòdic	  1x	  /	  EDTA	  amb	  els	  teixits	  en	  els	  

portaobjectes	  (és	  important	  vigilar	  que	  en	  cap	  moment	  les	  mostres	  quedin	  

eixutes)	  i	  escalfar	  en	  un	  fogó	  a	  la	  màxima	  potència	  fins	  que	  comenci	  a	  bullir	  

(10’	  aproximadament).	  

Taula	   M.	   3	   Llistat	  
d’anticossos	  
emprats	   per	   WB.	  	  
La	   taula	   mostra	   el	  
nom	  de	   la	  proteina	  
i	   el	   seu	   pes	  
molecular	   (kDa)	  
així	   com	   la	   casa	  
comercial	   i	   dilució	  
del	   anticòs	   primari	  
i	  secundari.	  
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- Disminuir	  la	  Ta	  i	  deixar	  les	  mostres	  a	  l’olla	  durant	  uns	  2’.	  

- Retirar	  del	  fogó,	  obrir	  la	  tapa	  i	  deixar	  refredar	  durant	  uns	  20’	  mantenint	  les	  

mostres	  en	  el	  tampó	  citrat.	  

• Inhibició	  de	  la	  peroxidasa	  endògena:	  20	  minuts	  a	  Ta	  ambient	  amb	  una	  solució	  de	  peròxid	  

d’hidrogen:	  13ml	  H2O2	  33%	  +	  128ml	  H2O2	  +	  60ml	  metanol	  	  	  

• Rentat	  amb	  aigua	  destil·∙lada:	  5’	  

• Rentat	  amb	  TBS	  1×	  (	  Tris-‐Buffered	  Saline	  50mM	  Tris-‐HCl	  	  +	  150mM	  NaCl,	  pH	  7,5)	  	  amb	  tritó	  

0.1%:	  5‘	  (3x)	  

• Incubació	  amb	  sèrum	  bloquejant	  a	  una	  dilució	  1/20:	  	  5’a	  Ta	  ambient.	  

• Incubació	  anticòs	  primari	  diluït	  en	  solució	  bloquejant	  i	  deixar	  tota	  la	  nit	  (o/n)	  a	  40	  C	  

• Rentat	  amb	  TBS-‐Tritó:	  5‘	  (3x)	  

• Incubació	  anticòs	  secundari	  En	  Vision™	  	  (DAKO)	  durant	  30’	  a	  Ta	  ambient.	  

• Rentat	  amb	  TBS-‐Tritó:	  5‘	  (3x)	  

• Revelat	  amb	  el	  cromògen	  3-‐3’.-‐Daminobenzidina	  (DAB,	  DAKO)	  

• 	  Passem	  per	  aigua	  destil·∙lada	  i	  seguidament	  per	  aigua	  de	  l’aixeta	  per	  eliminar	  restes	  de	  DAB.	  	  

• Contratinció	  amb	  Hematoxilina:	  2-‐3	  ‘’	  

• Rentar	  amb	  abundant	  aigua	  	  

• Deshidratar	  :	  passant	  per	  etanols	  i	  xilols,	  el	  protocol	  invers	  al	  de	  desparafinar.	  

• Muntar	  amb	  medi	  de	  muntatge	  DPX	  i	  observar	  en	  el	  microscopi.	  

Diferents	  proteïnes	  van	  ser	  valorades	  amb	  aquesta	  tècnica	  (incorporant	  algunes	  modificacions	  en	  

el	  protocol	  en	  funció	  de	  les	  propietats	  i	  característiques	  de	  l’anticós	  primari),	  totes	  elles	  llistades	  a	  

la	  taula	  M4.	  

	  

PROTEINA	  	  
	  

Anticòs	  1ari	  	  
(dilució)	  

Anticòs	  2ri	  	  
	  

PDLIM3	  	   Sigma	  Prestige	  1/200	   Conill	  	  
α-‐SMA	   Invitrogen	  1/500	   Ratolí	  	  
Ki67	   Thermo	  Scientific	   Conill	  

	  

	  

	  

	  

Taula	  M.	  4.	  Llistat	  d’anticossos	  emprats	  per	  IHQ.	  	  	  
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3. ANÀLISI	  DE	  L’EXPRESSIÓ	  GÈNICA	  

3.1. 	  Extracció	  ARN	  de	  línies	  cel·∙lulars	  

L’extracció	   de	   l’ARN	   es	   va	   fer	   a	   partir	   dels	   pellets	   cel·∙lulars	   tant	   de	   les	   línies	   tumorals	  

d’adenocarcinoma	   de	   còlon	   com	   dels	   fibroblasts	   dels	   cultius	   primaris.	   El	  mètode	   emprat	   va	   ser	  

amb	  el	  reactiu	  TRIzol®	  i	  el	  kit	  de	  purificació	  per	  columna	  PureLink™	  RNA	  Mini	  Kit	  (Invitrogen).	  

El	  protocol	  descrit	  en	  el	  kit	  és	  el	  que	  es	  mostra	  a	  continuació.	  

• Afegir	  1mL	  de	  TRIzol®	  als	  pellets	  cel·∙lulars	  i	  resuspendre	  	  

• Afegir	  200µL	  de	  cloroform	  i	  agitar	  15’’	  manualment.	  Deixar	  a	  temperatura	  ambient	   fins	  

que	  es	  separin	  les	  fases	  	  

• Centrifugar	  a	  12000r.p.m	  durant	  15’	  a	  40C.	  

• Transferir	   la	  fase	  aquosa	  contenint	  l’ARN	  a	  un	  nou	  tub	  i	  afegir	  el	  mateix	  volum	  d’etanol	  

70%.	  	  

• Transferir	   el	   volum	  a	   la	   columna	  proporcionada	  pel	   kit	   i	   centrifugar	   15’’	   a	   12000r.p.m.	  

Decantar	   el	   volum	   del	   tub	   col·∙lector	   (fer	   el	   procés	   fins	   a	   finalitzar	   amb	   el	   volum	   de	  

mostra).	  

• Afegir	  700µL	  del	   tampó	  de	   rentat	  WB	   I	   (Wash	  buffer	   I)	   i	   centrifugar	  15’’	   a	  12000r.p.m.	  

Decantar	  el	  contingut	  del	  tub	  col·∙lector.	  

• Afegir	  500µL	  del	   tampó	  de	  rentat	  WB	  II	   (Wash	  buffer	   II)	   i	   centrifugar	  15’’	  a	  12000r.p.m	  

Decantar	  el	  contingut	  del	  tub	  col·∙lector.	  Repetir	  una	  vegada.	  

• Centrifugar	  la	  columna	  durant	  1’	  a	  12000r.p.m	  per	  acabar	  d’eliminar	  restes	  dels	  tampons	  

i	  transferir	  la	  columna	  a	  un	  tub	  nou.	  

• Eluir	   l’ARN	  de	   la	  membrana	  de	   la	  columna	  afegint	  entre	  20-‐40µL	  d’aigua	   (en	   funció	  del	  

pellet	  cel·∙lular)	  i	  deixar	  1’	  a	  temperatura	  ambient.	  

• Centrifugar	  2’	  a	  12000r.p.m.	  

• Recuperar	  l’eluit	  contenint	  l’ARN	  purificat.	  

• QUANTIFICACIÓ	   DE	   L’ARN:	   La	   quantificació	   de	   l’ARN	   es	   va	   realitzar	   mitjançant	   l’ús	   de	  

l’espectrofotòmetre	   NanoDrop	   ND-‐100	   (NanoDrop	   Technologies	   Inc.,	   Rockland,	   DE)	   que	  mesura	  

l’absorbància	  a	  260nm	  (	  la	  franja	  dels	  àcids	  nucleics)	  per	  a	  determinar	  la	  concentració	  de	  l’ARN	  en	  

nanograms/µL	  i	  la	  qualitat	  de	  la	  mostra	  (A260/A280).	  

Per	  a	  treballar	  amb	  microarrays	  i	  amb	  estudis	  d’expressió	  és	  imprescindible	  obtenir	  ARN	  de	  bona	  

qualitat	  (1,8	  >	  RATIO	  A260/A280	  <	  2,1)	  i	  ben	  purificat	  (no	  presència	  d’ADN).	  La	  presència	  d’ADN	  pot	  
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Els	  resultats	  es	  presenten	  mitjançant	  corbes	  d’amplificació	  en	  la	  que	  es	  representen	  els	  valors	  de	  

fluorescència	  emesa	  per	  a	  cada	  mostra	  envers	  el	  cicle	  en	  el	  que	  comença	  a	  detectar-‐se,	  anomenat	  

punt	  de	  creuament	  o	  Cp	  (“Crossing	  point”).	  Per	  a	  poder	  extrapolar	  i	  conèixer	  quant	  de	  trànscrit	  del	  

gen	   conté	   la	   mostra	   problema,	   en	   cada	   reacció	   s’hi	   afegeix	   una	   dilució	   seriada	   d’ADNc	   de	  

concentració	   coneguda	   amb	   la	   que	   es	   genera	   una	   corba	   estàndard	   amb	   valors	   logarítmics	  

corresponents	  a	  les	  diferents	  concentracions.	  

L’especificitat	  del	  producte	  amplificat	  es	  detecta	  mitjançant	  les	  corbes	  Tm	  o	  de	  fusió	  que	  indiquen	  

la	   Ta	   a	   la	   que	   les	   cadenes	   de	   la	   doble	   hèlix	   es	   separen	   i	   que	   depèn	   de	   la	   mida	   del	   fragment	  

amplificat	  i	  de	  la	  quantitat	  de	  bases	  G-‐C	  que	  conté	  (figura	  M7).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Els	   experiments	   d’anàlisi	   d’expressió	   dels	   diferents	   gens	   es	   va	   fer	   en	   plaques	   de	   384	   pous	   i	  

introduint:	  

-‐ 2	  rèpliques	  per	  a	  cada	  mostra	  

-‐ 2	  rèpliques	  de	  control	  negatiu	  	  

-‐ 2	  rèpliques	  de	  control	  negatiu	  de	  la	  retrotranscripció	  

-‐ 2	  rèpliques	  d’un	  punt	  de	  la	  corba	  estàndard	  

	  

En	   cada	   pou	   s’hi	   afegiren	   1µl	   d’ADNc	   de	   la	   mostra	   problema	   o	   de	   les	   dilucions	   del	   ADNc	   de	  

concentració	  coneguda,	  i	  9	  µl	  de	  la	  mix	  de	  reacció	  de	  qRT-‐PCR	  composta	  per:	  

-‐ 5µl	  SYBR	  Green	  Master	  I	  mix	  

-‐ 0,1µl	  encebador	  forward	  (100µM)	  

-‐ 0,1µl	  encebador	  reverse	  (100µM)	  

-‐ 3,8µl	  H2O	  

	  

Figura	  M	  7.Exemple	  de	  corbes	  d’amplificació	  i	  corbes	  de	  Tm	  generades	  a	  partir	  de	   l’anàlisi	  per	  LightCycler®	  
480,	  SYBR	  Green	  I	  Master.	  
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Existeixen	  dos	  tipus	  de	  microarrays	  en	  funció	  de	  l’experiment	  a	  realitzar.	  En	  els	  microarrays	  de	  dos	  

colors	  o	  de	  dos	  canals	  s’hibriden	  alhora	  dues	  mostres	  que	  volen	  ser	  comparades	  i	  cada	  una	  de	  les	  

quals	   està	  marcada	   amb	   un	   fluoròfor	   diferent.	   Els	   fluoròfors	  més	   comunament	   emprats	   per	   al	  

marcatge	   del	   ADNc	   inclouen	   Cy3	   i	   Cy5	   que	   tenen	   una	   emissió	   de	   fluorescència	   a	   una	   longitud	  

d’ona	  de	  570nm	  i	  670nm	  respectivament	  i	  corresponen	  als	  colors	  verd	  i	  vermell	  en	  l’espectre	  de	  

llum.	  Les	  dues	  mostres	  marcades	  amb	  els	  diferents	   fluoròfors	  son	  barrejades	   i	  hibridades	  en	  un	  

únic	   microarray	   que	   posteriorment	   és	   escanejat	   per	   a	   visualitzar	   la	   fluorescència	   dels	   dos	  

fluoròfors	  després	  de	   l’excitació	  amb	  un	   feix	  d’una	  determinada	   longitud	  d’ona.	  Es	   tracta	  d’una	  

hibridació	   per	   competició	   i	   les	   intensitats	   relatives	   de	   cada	   fluoròfor	   són	   analitzades	   per	   a	  

identificar	   gens	   sobre	   o	   infraexpressats.	   L’altre	   tipus	   d’array	   es	   denominat	   microarray	  

d’oligonucleòtids	   i	   es	   tracta	   d’un	   disseny	   més	   avançat	   que	   el	   de	   dos	   colors.	   No	   es	   basa	   en	  

hibridació	   competitiva	   (cada	  mostra	   conté	   un	   únic	   color),	   les	   sondes	   es	   sintetitzen	   directament	  

sobre	  el	  xip,	  i	  cada	  gen	  està	  representat	  per	  un	  grup	  de	  sondes	  curtes	  en	  comptes	  de	  per	  una	  sola;	  

d’aquest	   tipus	   són	   els	   microarrays	   d’expressió	   descrits	   en	   aquesta	   tesi,	   concretament	   la	  

plataforma	  d’Affymetrix	  GeneChip®Human	  Gene	  1.0	  ST	  Array	  (cobreix	  36079	  sondes)	  (figura	  M11).	  

El	  protocol	  es	  va	  realitzar	  a	  la	  unitat	  de	  genòmica	  funcional	  de	  l’Institut	  de	  Recerca	  Biomèdica	  de	  

Barcelona	  (IRBB)	  seguint	  els	  passos	  següents:	  

1. Reacció	  de	  síntesi	  de	  la	  llibreria	  genòmica	  

2. Amplificació	  de	  la	  llibreria	  

3. “Neteja	  del	  ADNc	  de	  doble	  cadena”	  

4. Fragmentació	  del	  ADNc	  	  

5. Protocol	  de	  marcatge	  amb	  fluoròfors	  	  

6. Hibridació	  de	  la	  mostra	  problema	  

7. Rentat	  i	  eliminació	  de	  material	  no	  hibridat.	  

8. Escaneig	  dels	  resultats	  

Figura	   M	   10.	   Esquema	   del	  
funcionament	   de	   les	   sondes	   en	   els	  
microarrays.	   Les	   sondes	   fixades	  
corresponents	   a	   seqüències	  
específiques	   de	   gens	   són	   fixades	  
sobre	   un	   suport	   sòlid	   i	   hibridades	  
amb	   l’ADNc	   de	   la	   mostra	   problema	  
marcat	   amb	   un	   fluoròr	   concret.	  
L’emissió	   de	   fluorescència	   només	   es	  
donarà	  si	  la	  hibridació	  és	  total.	  
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Un	   cop	   escanejats	   els	  microarrays,	   cada	   una	   de	   les	   imatges	   és	   analitzada	   detalladament	   per	   a	  

descartar	  possibles	   artefactes	  produïts	  durant	  el	   procés	  de	  marcatge	   i	   hibridació	  de	   les	   sondes.	  

Les	  dades	  obtingudes	   són	   interpretades,	  normalitzades	   i	   transformades	  en	  valors	  numèrics	   fent	  

servir	   la	   funció	   justRMA	   del	   paquet	   bioinformàtic	   Simpleaffy	   (Wilson	   and	   Miller	   2005)	   de	  

Bioconductor	  (http://www.bioconductor.org).	  

En	  el	  treball	  descrit	  en	  aquesta	  tesi	  es	  van	  realitzar	  dos	  analisis	  d’expressió	  per	  microarrays	  segons	  

els	  diferents	  objectius.	  Per	  una	  banda	  es	  va	  dur	  a	   terme	  una	  anàlisi	  d’expressió	  de	  comparativa	  

triple	  entre	  NCF	  (n=9),	  CAF-‐PT	  (n=14)	  i	  CAF-‐LM	  (n=11);	  i	  per	  l’	  altre	  es	  va	  analitzar	  l’expressió	  entre	  

8	  parelles	  de	  fibroblasts	  normals	  (NCF)	  i	  els	  seus	  corresponents	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  

de	   tumor	   primari	   (CAF-‐PT)	   L’ARN	   dels	   cultius	   primaris	   de	   fibroblasts	   va	   ser	   extret	   seguint	   el	  

protocol	  descrit	  en	  l’apartat	  3.1	  i	  posteriorment	  transferit	  a	  la	  unitat	  de	  genòmica	  del	  IRBB	  per	  a	  la	  	  

realització	  dels	  microarrays.	  

4.2.	  Processament	  de	   les	  dades	   i	  selecció	  dels	  gens	  diferencialment	  

expressats.	  

Les	  dades	  resultants	  normalitzades	  van	  ser	  analitzades	  per	  tal	  d’identificar	  sondes	  diferencialment	  	  

expressades	  entre	  els	  grups	  cel·∙lulars	  en	  estudi.	  La	  tècnica	  emprada	  va	  ser	  l’anàlisi	  de	  significança	  

de	   microarrays	   o	   SAM	   (“Significance	   Analysis	   of	   Microarrays”)	   que	   forma	   part	   del	   paquet	  

estadístic	   “R”	   i	   que	   va	   ser	   realitzada	  per	   la	  Unitat	   de	  Biomarcadors	   i	   susceptibilitat	   de	   l’Institut	  

Català	  d’Oncologia	  de	  l’Hospitalet	  i	  de	  l’Insititut	  d’investigació	  biomèdica	  de	  Bellvitge.	  

El	  mètode	  estadístic	  SAM,	  proposat	  per	  Tibshirani	  et	  al	  al	  2008	  (Tusher,	  Tibshirani	  et	  al.	  2001),	  és	  

una	  tècnica	  que	  identifica	  gens	  amb	  canvis	  d’expressió	  estadísticament	  significatius	  mitjançant	  un	  

Figura	  M	  11.	  Esquema	  bàsic	  del	  funcionament	  del	  GeneChip®Human	  Gene	  1.0	  ST	  Array.	  Xip	  contenint	  
les	   sondes	   d’oligonuclèotids	   i	   intensitat	   del	   senyal	   proporcionada	  per	   la	   hibridació	   de	   la	  mostra	  
problema.	  Imatge	  extreta	  de	  http://www.stemcore.ca/services/microarrays	  
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estadístic	  no-‐paramètric	  similar	  al	  t-‐test	  específic	  per	  a	  cada	  gen.	  Mesura	  diferències	  d’expressió	  

entre	  grups	   i	   incorporant	  una	  quantitat	   fixa	  al	  denominador	  (variància	  estimada)	  per	  tal	  d’evitar	  

considerar	   com	  a	   significants	   gens	   amb	  poca	   variància.	   La	   seva	   significança	   (p-‐valor)	   es	  mesura	  

usant	   permutacions	   de	   les	   dades,	   i	   a	  més,	   una	   estimació	   de	   la	   taxa	   de	   descobriment	   fals	   (FDR	  

“False	  Discovey	  Rate”)	  o	  q-‐valor,	  és	  també	  proporcionada	  per	  a	  poder	  determinar	  possibles	  errors	  

en	  el	  processament.	  En	  cada	  comparació	  els	  gens	  són	  ordenats	  en	  funció	  del	  significat	  del	  canvi	  

(sobre	  o	  infraregulats)	  en	  les	  expressions	  diferencials	  entre	  grups,	  i	  els	  gens	  amb	  una	  significança	  

que	   sobrepassa	   el	   llindar	   estipulat	   són	   considerats	   rellevants.	   També	   permet	   determinar	   el	  

paràmetre	  de	   fold-‐change	   (descriu	  quants	  més	  canvis	  d’expressió	  hi	  ha	  entre	  una	  condició	   i	  una	  

altre),	  per	  assegurar	  que	  els	  gens	  triats	  tinguin	  un	  canvi	  d’expressió	  mínim	  pre-‐específicat.	  

El	  criteri	  aplicat	  per	  a	  seleccionar	  el	  llistat	  de	  sondes	  considerades	  rellevants	  va	  ser:	  

• Sondes	  amb	  com	  a	  mínim,	  un	  gen	  associat	  

• Mitjana	   RMA	   d’expressió	   logarítimica	   >4	   per	   eliminar	   informació	   de	   fons	   i	  

aquelles	  sondes	  en	  baixa	  abundància.	  

On	  RMA	  (Robust	  Multi-‐array	  Analysis)	  és	  un	  mètode	  per	  a	  normalitzar	  els	  nivells	  d’intensitat	  de	  les	  

sondes	  en	  les	  mesures	  fetes	  amb	  els	  xips	  gènics	  d’Affymetrix	  que	  consisteix	  en	  la	  correcció	  de	  les	  

senyals	   inespecífiques,	   la	   normalització	   per	   a	   poder	   comparar	   resultats	   entre	  múltiples	   xips	   i	   la	  

obtenció	   d’una	   única	   mesura	   d’expressió	   per	   sonda	   expressada	   en	   escala	   de	   log2.	  

(https://www.chem.agilent.com/Library/technicaloverviews/Public/RMA_Probe_Summarization).	  

• Desviació	   estàndard	   de	   RMA	   >	   0,1	   per	   evitar	   seleccionar	   sondes	   amb	   baixa	  

variabilitat	  

• q-‐valor	  (FDR)	  	  <0,05	  	  

• Fold-‐change	  >2	  per	  als	  gens	  sobreexpressats	  i	  <	  0,5	  per	  als	  infraexpressats	  

	  

4.3.	  Anàlisis	  funcionals	  i	  d’ontologia	  genètica	  

De	   la	   llista	   de	   gens	   seleccionats	   a	   partir	   de	   les	   diferències	   d’expressió	   entre	   els	   dos	   grups	  

analitzats,	   es	   fa	   una	   anàlisi	   d’ontologies	   genètiques	   per	   tal	   de	   determinar	   els	   termes	   biològics	  

sobrerepresentats	   en	   el	   total	   dels	   gens	   disposats	   en	   el	   microarray.	   Aquest	   mètode	   permet	  

determinar	   vies	   de	   senyalització	   o	   processos	   biològics	   que	   poden	   estar	   associats	   amb	   un	   dels	  

grups	  experimentals	  ja	  que	  considera	  els	  gens	  de	  manera	  conjunta	  i	  no	  individualment.	  	  

En	  aquesta	  tesi	  s’ha	  usat	  la	  base	  de	  dades	  pública	  DAVID	  (Database	  for	  Annotation,	  Visualization	  

and	   Integrated	   Discovery	   -‐	   http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)	   per	   a	   explorar	   el	   significat	  
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biològic	  de	  la	  llista	  de	  gens	  en	  termes	  de:	  procés	  biològic,	  component	  cel·∙lular	  i	  funció	  molecular.	  

L’anàlisi	  es	  va	  realitza	  en	  aquells	  gens	  amb	  un	  FDR	  q-‐valor	  <	  0,1.	  

Una	  altre	  eina	  bioinformàtica	  per	   a	  explorar	  el	   significat	  biològic	  de	   l’expressió	  de	   tots	  els	   gens	  

identificats	   en	   el	   microarray	   és	   el	   GSEA	   (Gene	   Set	   Enrichment	   Analysis	   -‐	  

http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)	   (Subramanian,	   Tamayo	   et	   al.	   2005).	   L’anàlisi	   per	  

GSEA	  es	  fonamenta	  en	  l’ús	  de	  la	  base	  de	  dades	  Molecular	  Signature	  Database	  (MSigDB)	  que	  està	  

constituïda	  per	  grups	  de	  gens	  anomenats	  gene	  sets	  (S)	  que	  presenten	  una	  mateixa	  anotació,	  és	  a	  

dir,	   són	  grups	  de	  gens	   característics	  d’un	   fenotip	   concret	   identificats	  en	  altres	  estudis	  previs	  de	  

microarrays.	   D’aquesta	   manera	  GSEA	   determina	   si	   els	   components	   dins	   d’un	   gene	   set	   concret	  

tendeixen	   a	   trobar-‐se	   representats	   en	   la	   part	   superior	   (o	   inferior)	   de	   la	   nostra	   llista	   de	   gens,	  

correlacionant-‐se	  així	  amb	  la	  distinció	  de	  classe	  fenotípica.	  Amb	  aquest	  anàlisi,	  a	  més,	  es	  tenen	  en	  

consideració	   aquells	   gens	   infravalorats	   en	   les	   anàlisis	   prèvies	   deguts	   als	   valors	  mínims	   en	   canvi	  

d’expressió	  que	   representen	  a	  nivell	   individual.	  Donat	  un	  pre-‐determinat	  grup	  definit	  de	  gens	  S	  

(ex:	   implicats	  en	  una	  mateixa	  via	  metabòlica,	   localitzats	  en	  el	  mateix	  cromosoma,	  pertanyents	  a	  

una	  mateix	   categoria	  ontològica...),	   l’objectiu	  de	  GSEA	   és	  determinar	   si	   els	   components	  de	  S	   es	  

troben	   distribuïts	   de	   manera	   aleatòria	   en	   la	   nostra	   llista	   de	   gens	   diferencial	   o	   pel	   contrari	   es	  

troben	  representats	  en	  la	  part	  superior	  o	  inferior	  de	  la	  mateixa	  (és	  a	  dir,	  en	  els	  sobreexpressats	  o	  

en	  els	  infraexpressats).	  Aquest	  mètode	  es	  basa	  en	  el	  càlcul	  del	  Enrichment	  Score	  (ES),	  que	  reflexa	  

el	  grau	  en	  el	  que	  el	  grup	  de	  gens	  S	  es	  troba	  representat	  en	  els	  extrems	  de	  la	  nostra	  llista	  de	  gens	  

ordenada.	   L’score	   o	   puntuació	   es	   calcula	   baixant	   pel	   llistat	   de	   gens	   i	   incrementant	   el	   valor	  

estadístic	  en	   trobar	  el	  gen	  de	  S	   representat,	   i	  disminuint-‐lo	  en	   trobar	  gens	  no	  presents	  en	  S.	   La	  

magnitud	   de	   l’increment	   depèn	   de	   la	   correlació	   del	   gen	   amb	   el	   fenotip.	   	   L’ES	   és	   la	   màxima	  

desviació	  de	  cero	  trobada	  en	  la	  llista.	  Un	  ES	  positiu	  indica	  un	  enriquiment	  dels	  gens	  del	  fenotip	  S	  

en	   l’extrem	  superior	  de	   la	  nostra	   llista	   (gens	   sobreexpressats),	  mentre	  que	  un	   ES	  negatiu	   indica	  

que	   els	   gens	   de	   S	   es	   troben	   representats	   en	   el	   gens	   inferiors	   en	   la	   llista	   (menys	   representats).	  

Posteriorment	  es	  normalitzen	  el	  Enrichment	  score	  i	  se’n	  obtenen	  els	  Normalized	  Enrichment	  Score	  

(NES)	  a	  partir	  dels	  quals	  es	  calcula	  el	  FDR	  amb	  l’objectiu	  de	  reduir	  la	  probabilitat	  de	  detectar	  falsos	  

positius.	  Els	  resultats	  de	  les	  anàlisis	  proporcionen	  un	  gràfic	  com	  el	  que	  es	  mostra	  en	  la	  figura	  M12.	  
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Per	  a	  la	  identificació	  de	  possibles	  fenotips	  relacionats	  amb	  el	  grup	  de	  gens	  trobats,	  la	  cerca	  es	  va	  

fer	   de	   manera	   global	   emprant	   tots	   els	   subgrups	   disponibles	   en	   la	   base	   de	   dades	  Molecular	  

Signature	  Database	  (MSigDB)	  en	  el	  moment	  de	  l’anàlisi:	  

-‐ C1à	   Grups	   de	   gens	   posicionals:	   per	   a	   cada	   cromosoma	   humà	   i	   banda	  

citogenètica.	  

-‐ C2à	   Grups	   de	   gens	   conservats:	   de	   bases	   de	   dades	   de	   vies	   metabòliques,	   de	  

publicacions	  en	  Pubmed.	  

-‐ C3à	   Grups	   de	   gens	   de	   motius	   preservats:	   basat	   en	   motius	   cis-‐reguladors	  

conservats	  en	  anàlisis	  comparatius	  entre	  humà,	  ratolí,	  rata	  i	  gos.	  

-‐ C4à	   Grups	   de	   gens	   computacionals:	   definits	   per	   gran	   col·∙leccions	   de	   dades	  

obtingudes	  de	  microarrays	  centrats	  en	  càncer.	  

	  

Finalitzada	  la	  cerca,	  aquells	  fenotips	  amb	  un	  ES	  significatiu	  (FDR	  <	  0,05)	  van	  ser	  considerats.	  En	  el	  

moment	  en	  el	  que	  es	  van	  realitzar	   les	  anàlisis,	  aquests	  eren	  els	  subgrups.	  Posteriorment	  van	  ser	  

definits	  3	  més,	  però	  no	  considerats	  en	  l’anàlisi:,C5,	  C6	  i	  C7:	  

	  

-‐ C5à	   Grups	   de	   gens	   basats	   en	   ontologies	   genètiques:	   gens	   agrupats	   dins	   dels	  

mateixos	  termes	  ontològics.	  

-‐ C6à	   Signatures	   oncogèniques:	   definides	   directament	   de	   dades	   d’expressió	  

gènica	  de	  microarrays	  obtingudes	  d’alteracions	  gèniques	  produïdes	  en	  càncer.	  

-‐ C7à	   Signatures	   immunològiques:	   definides	   directament	   de	   dades	   d’expressió	  

gènica	  extretes	  d’estudis	  immunològics.	  

Figura	  M	  12.	   Elements	   bàsics	   en	  
el	  mètode	  de	  GSEA.	  Els	  fenotips	  o	  
llistat	   de	   gens	   diferencialment	  
expressats	   obtinguts	   en	   el	  
microarray;	   el	   gene	   set	   (S)	  
relacionat	  amb	  un	  fenotip	  concret	  
conegut;	   i	   l’obtenció	   del	  
enrichment	   score.	   	   Figura	  
adaptada	   de	   Subramanian	   et	   al, 
Proc	   Natl	   Acad	   Sci	   U	   S	   A,	   2005	  
(Subramanian,	   Tamayo	   et	   al.	  
2005).	  
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Per	   a	   determinar	   si	   hi	   ha	   un	   enriquiment	   dels	   nostres	   gens	   desregulats	   en	   vies	   metabòliques	  

particulars	  descrites	  prèviament	  en	  grups	  de	  gens,	  es	  va	  emprar	   la	  base	  de	  dades	  KEGG	  (	  Kyoto	  

Enciclopedia	  of	  Genes	  and	  Genomes)	  que	  proporciona	   informació	  sobre	  vies	  de	  senyalització.	  La	  

significança	  estadística	  de	  l’ES	  va	  ser	  estimada	  de	  1000	  permutacions.	  

5.	  DEFINICIÓ	  DE	  CLASSIFICADORS	  ESTROMALS	  

En	   el	   transcurs	   d’aquesta	   tesi	   s’han	   descrit	   diversos	   classificadors	   en	   funció	   de	   l’objectiu	   a	  

aconseguir.	  Un	  primer	  classificador	  s’ha	  definit	  en	  base	  als	  resultats	  de	  les	  dades	  d’expressió	  dels	  

fibroblasts	   normals,	   fibroblasts	   associats	   a	   tumor	   primari	   i	   fibroblasts	   associats	   a	   metàstasi	  

hepàtica	  (comparative	  triple);	  i	  l’objectiu	  és	  definir	  un	  classificador	  constituït	  per	  gens	  comuns	  en	  

les	   tres	  poblacions	   i	  que	  presentin	  una	  expressió	  gradual	   i	   seqüencial.	  Un	  segon	  classificador	  ha	  

estat	   definit	   a	   partir	   de	   les	   dades	   d’expressió	   obtingudes	   entre	   els	   fibroblasts	   normals	   i	   els	  

fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   de	   mostres	   aparellades	   per	   a	   identificar	   un	   conjunt	   de	   gens	  

l’expressió	   dels	   quals	   ens	   permeti	   distingir	   entre	   fibroblasts	   normals	   i	   associats	   a	   carcinoma;	   i	  

posteriorment	  desenvolupar	  un	  classificador	  basat	  en	  aquest	  subconjunt	  de	  gens	  de	  la	  llista	  inicial	  

que	   sigui	   capaç	   de	   predir	   la	   probabilitat	   de	   recurrència	   d’un	   pacient	   basant-‐se	   en	   l’expressió	  

d’aquests	  gens	  estromals	  específics.	  

5.1.	   Definició	   de	   la	   signatura	   de	   comparativa	   triple.	   Gens	   de	  

progressió	  en	  fibroblasts.	  

La	   primera	   signatura	   descrita	   en	   aquesta	   tesi	   és	   la	   resultant	   de	   la	   comparativa	   triple	   entre	   els	  

perfils	   d’expressió	   de	  NCF,	   CAF-‐PT	   i	   CAF-‐LM;	   que	   pretèn	   identificar	   gens	   comuns	   que	   segueixin	  

una	  expressió	  gradual	  en	  aquesta	  seqüència	  (i	  que	  presentin	  un	  canvi	  d’expressió	  o	  fold	  change	  >	  

1,5	  en	  cada	  transició).	  Seguint	  els	  criteris	  de	  la	  metodologia	  SAM	  descrits	  en	  l’apartat	  4.2;	  els	  gens	  

diferencialment	  expressats	  (n=277)	  van	  ser	  sotmesos	  a	  la	  metodologia	  PAM	  per	  a	  la	  obtenció	  d’un	  

classificador	  amb	  el	  mínim	  nombre	  de	  gens	  i	  capaç	  de	  categoritzar	  cada	  fibroblast	  del	  conjunt	  de	  

dades	  inicials	  (conjunt	  de	  dades	  MB)	  en	  funció	  de	  l’expressió	  dels	  seus	  gens.	  

La	  metodologia	  de	  predicció	  d’anàlisi	  de	  microarrays	  (PAM)	  classifica	  les	  mostres	  en	  funció	  de	  les	  

dades	  d’expressió	  gènica	  emprant	  el	  mètode	  “nearest	   shrunken	  centroid”	   (centroide	   reduït	  més	  

proper).	  El	  centroid	   és	   la	  mitjana	  de	   l’expressió	  gènica	  de	  cada	  gen	  en	  cada	  classe	  dividit	  per	   la	  

desviació	  estàndard	  de	  la	  mateixa	  classe	  (en	  aquest	  cas,	  classe=tipus	  de	  fibroblasts).	  El	  mètode	  de	  

classificació	   de	   nearest	   centroid	   (centroid	   més	   proper),	   agafa	   el	   perfil	   d’expressió	   gènica	   d’una	  
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mostra	  i	  el	  compara	  amb	  els	  centroids	  de	  cada	  classe.	  La	  classe	  que	  presenta	  el	  valor	  de	  centroid	  

més	  proper	  a	  la	  mostra,	  és	  la	  classe	  predita	  per	  aquesta	  mostra	  (Tibshirani,	  Hastie	  et	  al.	  2002).	  El	  

mètode	  redueix	  el	  centroid	  de	  cada	  classe	  cap	  a	  un	  centroid	  general	  per	  a	  totes	  les	  classes	  i	  ho	  fa	  

amb	   un	   valor	   llindar.	   Les	   avantatges	   d’aquesta	   reducció	   són:	   1)	   fer	   el	   classificador	  més	   acurat	  

reduint	  el	  nombre	  de	  gens	   inespecífics	   i	  2)	  fer	  una	  selecció	  automàtica	  de	  gens.	  La	  tria	  del	  valor	  

llindar	   pot	   ser	   feta	   mitjançant	   el	   mètode	   PAM.	   que	   realitza	   10-‐validacions	   creuades	   amb	   uns	  

valors	   de	   llindar	   diferent.	   Les	   mostres	   són	   dividides	   en	   10	   parts	   iguals,	   i	   per	   a	   cada	   part,	   el	  

classificador	  es	  construït	  amb	  les	  9	  parts	  restants	  i	  és	  provat	  en	  la	  part	  sobrant.	  Això	  es	  fa	  per	  un	  

nombre	  de	  valors	  de	   llindars	  diferents	   i	   la	   tasa	  d’error	  de	  mala	  classificació	  per	  a	  cada	  validació	  

creuada	  és	  reportat	  per	  a	  cada	  llindar.	  Es	  tira	  aquell	  lindar	  que	  proporcioni	  la	  tassa	  d’error	  de	  mala	  

classificació	   més	   baixa	   (	   http://statweb.stanford.edu/~tibs/PAM/Rdist/howwork.html.).	   Així	  

doncs,	  el	  mètode	  PAM	  proporciona	  un	   llistat	  de	  gens	   significatius	   (classificador)	   l’expressió	  dels	  

quals	  caracteritza	  cada	  classe	  de	  fibroblasts	  	  

El	  classificador	  obtingut	  en	  el	  conjunt	  de	  dades	  MB,	  és	  sotmès	  a	  una	  validació	  externa	  per	  veure	  

quina	  capacitat	  de	  classificació	   té	  en	  dades	  d’expressió	  diferents	  a	   les	  d’origen.	  Per	  a	   fer-‐ho,	  es	  

seleccionen	  diferents	  conjunts	  de	  dades	  d’expressió	  gènica	  (GSE)	  de	  la	  base	  de	  dades	  pública	  GEO	  

(Gene	   Expression	   Omnibus-‐	   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds	   )	   que	   estan	   associades	   amb	  

diferents	  experiments	  i	  plataformes	  d’arrays.	  

Els	  GSE	  seleccionats:	  

• GSE31279:	   Informació	   de	   24	   mostres	   obtingudes	   per	   microscopia	   de	   captura	  

làser	  (	  10	  mucoses	  normals,	  10	  d’estroma	  tumoral	  i	  4	  d’estroma	  de	  metàstasi).	  

• GSE22598:	   17	   parelles	   de	  mostres	   corresponent	   al	   teixit	   normal	   de	   la	  mucosa	  

colònica	  i	  al	  corresponent	  carcinoma	  colorectal	  del	  mateix	  pacient.	  

• LP:	   dades	   d’expressió	   de	   resultats	   obtinguts	   d’una	   altre	   tesi	   elaborada	   en	   el	  

mateix	   grup	   i	   corresponent	   a	   19	   carcinomes	   colorectals	   i	   21	   metàstasis	  

hepàtiques.	  

	  

5.1.1.-‐Desenvolupament	  del	  classificador	  predictor	  de	  recurrència	  

A	  partir	  dels	  gens	  que	  comprenen	  la	  signatura	  de	  progressió	  en	  fibroblasts	  (FGP),	  es	  procedeix	  al	  

desenvolupament	   d’un	   classificador	   amb	   capacitat	   per	   a	   predir	   recurrència	   en	   un	   conjunt	   de	  

dades	  d’expressió	   gènica	   independent	  a	   l’usat	  per	   a	  definir	   la	   signatura.	  A	  partir	  del	  GSE14333,	  

amb	   els	   gens	   de	   FGP	   i	   amb	   la	   metodologia	   PAM,	   s’identifiquen	   gens	   rellevants	   capaços	   de	  
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classificar	   entre	   pacients	   recurrents	   i	   no	   recurrents.	   La	   validació	   interna	   (per	   a	   comprovar	  

l’especificitat	   i	   sensibilitat	   del	   classificador)	   és	   fa	  mitjançant	   el	  mètode	  de	   validació	   creuada.	   La	  

validació	   creuada	   és	   una	   tècnica	   utilitzada	   per	   avaluar	   els	   resultats	   d’una	   anàlisi	   estadística	   i	  

garantir	   que	   són	   independents	   entre	   les	   dades	   d’entrenament	   (dades	   amb	   les	   que	   s’origina	   el	  

classificador)	   i	   de	   prova	   (dades	   amb	   les	   que	   s’avalua	   el	   poder	   del	   classificador	   i	   que	   són	  

independents	   a	   les	   d’entrenament),	   i	   s’usa	   en	   anàlisis	   on	   el	   que	   es	   pretén	   és	   estimar	   com	   de	  

precís	   és	   un	   model	   predictiu.	   En	   aquest	   cas,	   la	   validació	   creuada	   es	   fa	   seguint	   el	   mètode	   de	  

deixant-‐ne	  un	  fora	  (Leave-‐one-‐out	  cross	  validation),	  que	  implica	  separar	  les	  dades	  de	  manera	  que	  

per	   a	   cada	   iteració	   tinguem	  una	   sola	  mostra	   com	  a	   prova	   i	   tota	   la	   resta	   comprenent	   les	   dades	  

d’entrenament	  (per	  a	  dissenyar	  el	  classificador)	  (Boulesteix,	  Strobl	  et	  al.	  2008).	  Posteriorment	  es	  

realitza	  una	  validació	  externa	  emprant	  el	  GSE17538.	  

Amb	  els	  gens	  obtinguts	  en	  el	  classificador	  es	  calcula	   la	  unitat	  tipificada	  (z-‐score)	   i	  és	  classifiquen	  

els	  pacients	  en	  alt	  o	  baix	  risc	  segons	  l’expressió	  obtinguda.	  La	  validació	  es	  fa	  en:	  

• GSE17538	  :	  Informació	  de	  111	  pacients	  (50	  estadis	  II	  i	  61	  estadis	  III)	  	  

• GSE33113:	  Informació	  de	  90	  pacients	  d’estadi	  II	  

Aquests	  conjunts	  de	  dades	  van	  ser	  triats	  perquè	  les	  dades	  corresponien	  a	  l’expressió	  de	  mostres	  

de	   tot	   el	   tumor	   sense	   enriquiment	   de	   cèl·∙lules	   tumorals	   i	   amb	   una	   certessa	   d’un	   mínim	  

percentatge	  estromal	  del	  30%.	  Donat	  que	  alguns	  casos	  eren	  comuns	  entre	  GSE17538	  i	  GSE14333,	  

aquests	  van	  ser	  exclosos	  de	  la	  validació.	  

	  

5.2.	   Desenvolupament	   del	   classificador	   estromal	   a	   partir	   dels	   gens	  

diferencials	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT.	  	  

El	   segon	   classificador	   definit	   s’obté	   a	   partir	   del	   llistat	   de	   gens	   diferencials	   entre	   els	   fibroblasts	  

normals	  i	  els	  associats	  a	  carcinoma.	  Es	  realitza	  un	  estudi	  de	  predicció	  de	  classes	  per	  a	  identificar	  

aquells	   que	   tinguin	   una	   major	   capacitat	   per	   a	   predir	   recurrència	   i	   que	   puguin	   definir	   un	  

classificador.	  Es	  pretén	  també	  que	  aquest	  classificador	  sigui	  d’un	  nombre	  de	  gens	  reduït	  per	  tal	  de	  

poder	   valorar-‐ho	   a	   nivell	   de	   laboratori	   amb	   la	   tècnica	   de	   la	   qRT-‐PCR,	   molt	   més	   assequible	  

econòmicament	  i	  a	  nivell	  pràctic.	  

El	  procés	  per	  a	  desenvolupar	  el	  classificador	  requereix	  del	   llistat	  de	  gens	  propi	  (gens	  d’expressió	  

diferencial	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT)	  i	  també	  de	  dades	  d’expressió	  gènica	  d’una	  sèrie	  de	  pacients	  d’unes	  

característiques	  determinades	  (en	  el	  nostre	  cas	  afectes	  de	  càncer	  colorectal)	  i	  que	  a	  més	  contingui	  

informació	   clínica	   sobre	   l’esdeveniment	   que	   volem	   predir	   (recurrència	   o	   no	   recurrència).El	  
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conjunt	   de	   dades	   per	   a	   desenvolupar	   el	   classificador	   predictor	   de	   recurrència	   és	   també	   el	  

GSE14333.	  Descrit	  al	  2009	  per	  Jorissen	  et	  al	  (Jorissen,	  Gibbs	  et	  al.	  2009),	  aquest	  conjunt	  de	  dades	  

correspon	  als	  perfils	  d’expressió	  gènica	  de	  290	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	   (estadis	   I-‐IV)	  que	  

van	  ser	  obtinguts	  mitjançant	   la	  plataforma	  d’Affymetrix	  Human	  Genome	  U133Plus	  2.0	  arrays.	  La	  

quantitat	  de	  mostres	  disponibles	  i	  la	  seva	  informació	  clínica,	  així	  com	  la	  plataforma	  d’arrays	  amb	  

la	  que	  es	  va	  dur	  a	  terme	  l’anàlisi	  foren	  els	  principals	  criteris	  per	  a	  la	  seva	  selecció.	  Tot	  i	  així,	  per	  a	  

poder	   desenvolupar	   un	   classificador	   adequat	   als	   requeriments	   en	   aquest	   objectiu	   de	   la	   tesi,	   el	  

conjunt	  de	  dades	  va	  ser	  sotmès	  a	  un	  filtratge	  per	  eliminar	  els	  estadis	  I	  i	  IV	  i	  tots	  aquells	  casos	  en	  

els	  que	  el	  seguiment	  fos	  inferior	  a	  3	  anys	  o	  no	  hi	  hagués	  informació	  sobre	  la	  recurrència.	  

Després	   d’aquest	   filtratge	   el	   nombre	   final	   de	   pacients	   va	   quedar	   en	   135	   i	   les	   dades	   clíniques	   i	  

demogràfiques	  disponibles	  són	  les	  que	  es	  presenten	  resumides	  en	  la	  taula	  M5.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

El	  procediment	  bioinformàtic	  per	  al	  desenvolupament	  del	   classificador	  predictiu	  de	   	   recurrència	  

en	   estadis	   II-‐III	   a	   partir	   del	   llistat	   de	   gens	   desregulats	   entre	   fibroblasts	   normals	   i	   associats	   a	  

carcinoma	  va	   ser	  dut	   a	   terme	  per	   la	  Unitat	  de	  Biomarcadors	   i	   susceptibilitat	  de	   l’Institut	  Català	  

d’Oncologia	   de	   l’Hospitalet	   i	   de	   l’Insititut	   d’investigació	   biomèdica	   de	   Bellvitge,	   de	   la	   manera	  

descrita	  a	  continuació:	  

	  
1.-‐Obtenció	  dels	  valors	  d’expressió	  RMA	  per	  als	  	  gens	  desregulats	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT.	  	  

	  

	   	  GSE14333	  

Nombre	  pacients	  en	  el	  cohort	   135	  

Sexe	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Home	   76	  (56.3%)	  
Dona	   59	  (43.7%)	  

Mitjana	  d’edat	   64.38	  

Estadiatge	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estadi	  I	   -‐	  

Estadi	  II	   64	  (47.4%)	  

Estadi	  III	   71	  (52.6%)	  

Localització	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Còlon	   118	  (87.4%)	  

Recte	   17	  (12.6%)	  

Quimioteràpia	  adjuvant	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  si	   69	  (51.1%)	  

no	   66	  (48.9%)	  

Recurrència	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  si	  	   48	  (35.6%)	  

no	   87	  (64.4%)	  

	   	  

Taula	   M.	   5.	   Característiques	  
clíniques	   i	   demogràfiques	   del	  
conjunt	   de	   dades	   GSE14333.	   GSE	  
emprat	   per	   a	   la	   construcció	   del	  
classificador.	   	   Dels	   209	   casos	  
inicials,	   el	   criteri	   aplicat	   ens	   va	  
deixar	   amb	   135	   casos	   de	   pacients	  
en	  estadi	  II	  o	  III.	  	  
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2.-‐Mantenint	   la	   proporció	   entre	   els	   estadis	   II	   i	   III,	   dividir	   aleatòriament	   als	   135	   pacients	   del	  

GSE14333	  en	  3	  grups	  iguals.	  Dos	  dels	  tres	  grups	  son	  combinats	  i	  denominats	  com	  a	  com	  a	  conjunt	  

de	  dades	  d’entrenament	   (Training	  dataset),	   i	   serà	  emprat	  per	  a	  desenvolupar	  el	  classificador.	  El	  

grup	  restant	  és	  denominat	  com	  conjunt	  de	  dades	  de	  prova	  (Test	  Dataset	  )	   i	  serà	  fet	  servir	  per	  a	  

validar	  el	  classificador	  obtingut).	  	  

	  
3.-‐Aplicació	  d’un	  mètode	  de	  regressió	  logística	  binària	  (GLMNET)	  per	  a	  cada	  un	  dels	  gens	  del	  llistat	  

inicial	  fent	  servir	  la	  recurrència	  com	  a	  variable	  depenent.	  Selecció	  dels	  gens	  amb	  un	  p-‐valor	  <0,01	  

per	  a	  estimar	  un	  model	  de	  regressió	  logística	  multivariant	  en	  el	  conjunt	  de	  dades	  d’entrenament	  

GSE14333,	  i	  posteriorment	  en	  el	  conjunt	  de	  dades	  de	  prova.	  

	  
4.-‐	  Repetició	  del	  procés	  1000	  vegades	  (fent	  noves	  particions	  dels	  grups	  però	  sempre	  mantenint	  la	  

proporció	   d’estadis)	   i	   obtenció	   de	   1000	   classificadors	   preliminars	   diferents.	   Els	   diferents	   gens	  

candidats	   es	   van	   ordenar	   en	   funció	   del	   percentatge	   en	   el	   que	   apareixien	   en	   les	   diferents	  

signatures	   intermèdies.	   Es	   van	   seleccionar	   aquells	   que	   estaven	   presents	   en	   més	   d’un	   50%	  

d’aquestes	  (sense	  tenir	  en	  compte	  el	  coeficient	  de	  regressió).	  

	  
5.-‐	  Obtenció	  del	  classificador	  final	  i	  validació	  interna.	  

	  
L’esquema	  del	  desenvolupament	  del	  classificador,	  així	  com	  de	  la	  seva	  posterior	  validació	  es	  troba	  

en	  format	  gràfic	  en	  l’annex	  2.	  

	  

5.2.1.-‐Validació	  del	  classificador	  de	  5	  gens.	  

5.2.1.1.-‐Validació	  In	  silico	  

L’aplicabilitat	   i	   la	   robustesa	   dels	   gens	   identificats	   en	   el	   classificador	   com	   a	   predictius	   de	  

recurrència	   van	   ser	   avaluats	   en	   el	   conjunt	   de	   dades	   d’origen	   GSE14333	   (validació	   interna)	   i	   en	  

diferents	  conjunts	  de	  dades	  independents	  (validació	  externa)	  obtinguts	  també	  de	  la	  base	  de	  dades	  

públiques	  GEO	  i	  que	  seguien	  el	  següent	  criteri:	  

-‐ Haver	  estat	  analitzades	  amb	  la	  plataforma	  Affymetrix	  Human	  Genome	  U133Plus	  

2.0	  arrays	  (plataforma	  que	  presenta	  major	  similaritat	  de	  sondes	  amb	  la	  usada	  en	  

aquesta	  tesi:	  Affymetrix	  GeneChip®Human	  Gene	  1.0	  ST	  Array,).	  

-‐ Perfils	   d’expressió	   corresponents	   a	   tot	   el	   teixit	   tumoral	   sense	   que	   s’hagi	   fet	  

enriquiment	   de	   cèl·∙lules	   epitelials	   (per	   exemple,	   per	   tècnica	   de	   captura	   làser)	  

per	  tal	  d’assegurar	  una	  presència	  mínima	  de	  estroma	  del	  20%.	  	  
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Per	  a	  poder	  comprovar	  que	  l’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador	  és	  principalment	  estromal	  es	  va	  

dur	  a	  terme	  també	  una	  validació	  negativa	  en	  la	  que	  el	  poder	  predictiu	  va	  ser	  valorat	  en	  un	  parell	  

de	   conjunts	   de	   dades	   corresponents	   a	   perfils	   d’expressió	   de	   cèl·∙lules	   epitelials	   tumorals	  

(GSE18105	  i	  GSE21510)	  obtingudes	  per	  la	  tècnica	  de	  microscopia	  de	  captura	  làser	  (LCM).	  

La	  informació	  clínica	  o	  demogràfica	  dels	  pacients	  que	  formen	  part	  de	  cada	  conjunt	  de	  dades	  en	  la	  

majoria	  de	  casos	  no	  són	  proporcionades	  per	  l’investigador	  en	  qüestió	  i	  això	  en	  limita	  el	  seu	  anàlisi.	  

Per	  tal	  de	  poder	  augmentar	  el	  nombre	  de	  casos	  amb	  els	  que	  valorar	  si	  el	  classificador	  té	  un	  bon	  

poder	   predictiu,	   es	   van	   agrupar	   els	   pacients	   dels	   GSE17538	   i	   GSE33113	   amb	   altres	   dos	   no	  

analitzats	  individualment	  (GSE26882	  i	  GSE31595).	  

GSE26682	  à	  114	  pacients,	  estadi	  I:6;	  estadi	  II:63;	  estadi	  III:45;	  recurrents:43;	  no	  recurrents:71	  

GSE31595	  à	  34	  pacients;	  estadi	  II:17;	  estadi	  III:17;	  no-‐recurrents:	  26;	  recurrents:8	  

	  
5.2.1.2.-‐	  Validació	  per	  la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR	  	  

En	   aquesta	   part	   del	   projecte	   es	   va	   voler	   avaluar	   el	   poder	   predictiu	   de	   l’expressió	   dels	   gens	   en	  

mostres	  de	  teixit	  tumoral	  procedents	  de	  biòpsies	  de	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  estadis	  II	  i	  III;	  

mitjançant	  la	  tècnica	  de	  la	  qRT-‐PCR.	  

L’estudi	  s’ha	  fet	  de	  manera	  retrospectiva	  en	  142	  mostres	  d’ARN	  de	  pacients	  amb	  CCR,	  disponibles	  

en	  el	  Banc	  de	  Tumors	  de	  l’Institut	  Català	  d’Oncologia	  de	  l’Hospitalet	  

El	  criteri	  per	  a	  la	  inclusió	  de	  les	  mostres	  a	  l’estudi	  va	  ser:	  

-‐ Seguiment	  superior	  a	  3	  anys	  o	  recurrència	  

-‐ CCR	  en	  estadis	  II	  i	  III	  	  

-‐ Quantitat	  i	  qualitat	  del	  ARN	  en	  condicions	  per	  a	  poder	  realitzar	  les	  anàlisis.	  

	  
5.2.2.-‐Extracció	  d’ARN	  

El	   procés	   d’extracció	   d’ARN	   de	   les	   mostres	   incloses	   en	   l’estudi	   es	   va	   fer	   a	   partir	   d’una	   peça	  

quirúrgica	   del	   tumor	   primari	   que	   va	   ser	   disgregada	   mecànicament	   amb	   l’ajut	   d’un	   bisturí	   i	  

posteriorment	   sotmesa	   al	   mateix	   protocol	   d’extracció	   per	   TRIzol®	   descrit	   en	   l’apartat	  

corresponent	  a	  les	  línies	  cel·∙lulars	  (Materials	  i	  mètodes	  3.1).	  Tot	  i	  l’estat	  de	  criopreservació	  (-‐800C)	  

dels	  ARNs	  cedits	  	  es	  va	  avaluar	  la	  seva	  integritat	  mitjançant	  gels	  d’agarosa	  i	  es	  van	  quantificar	  per	  

NanoDrop.	   Tots	   els	   ARNs	   van	   ser	   ajustats	   a	   una	   concentració	   de	   100ng/µl	   abans	   de	   ser	  

retrotranscrits.	  
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5.2.3.-‐Retrotranscripció	  

El	  procés	  de	  retrotranscripció	  va	  ser	  realitzat	  segons	  el	  protocol	  per	  a	  la	  retrotranscriptasa	  M-‐MLV	  	  

(apartat	  3.2)	  partint	  d’1µl	  ARN	  a	  100ng/µL.	  No	  obstant,	  aquesta	  quantitat	   inicial	  va	  haver	  de	  ser	  

incrementada	   (triplicada)	   en	   alguns	   casos	   en	   veure	   que	   l’expressió	   dels	   gens	   endògens	   estava	  

molt	  per	  sota	  dels	  límits	  de	  detecció	  de	  la	  resta	  de	  mostres.	  

Com	   a	   ARN	   calibrador	   (per	   a	   realitzar	   les	   corbes	   estàndard	   per	   a	   cada	   gen)	   es	   va	   emprar	   una	  

barreja	   d’ARN	   de	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   (CAF-‐PT)	   i	   una	   altre	   de	   fibroblasts	   normals	  

(NCF);	   tots	   ells	   provinents	   dels	   propis	   cultius	   primaris.	   La	   retrotranscripció	   per	   aquest	   tipus	   de	  

mostres	  es	  va	  fer	  partint	  d’1µl	  d’ARN	  ajustat	  a	  1000ng/µl	   i	  posteriorment	  fent	  dilucions	  seriades	  

del	  material	  retrotranscrit	  obtenint	  els	  següents	  punts:	  1000,	  500,	  250,	  100	  i	  10.	  Es	  va	  assegurar	  

que	  el	  volum	  de	  corba	  estàndard	  fos	  suficient	  per	  a	  ser	  aplicat	  en	  totes	  les	  anàlisis	  i	  reduir	  així	  la	  

variabilitat	  en	  els	  resultats.	  

	  
5.2.4.-‐Anàlisi	  de	  l’expressió	  per	  qRT-‐PCR	  

El	  disseny	  dels	  encebadors	  emprats	  en	  la	  qRT-‐PCR	  per	  a	  cada	  gen	  de	  la	  signatura,	  més	  el	  dels	  gens	  

endògens	  es	  va	  fer	  seguint	  l’estratègia	  mencionada	  prèviament	  (apartat	  3.3.1).	  En	  tots	  els	  casos	  la	  

mida	   del	   producte	   amplificat	   originat	   no	   superava	   els	   200	   parells	   de	   bases	   per	   tal	   d’assegurar	  

l’amplificació	  del	  gen	  encara	  que	  el	  material	  genètic	  estigués	  degradat.	  	  

A	  causa	  de	  la	  necessitat	  que	  totes	  les	  mostres	  poguessin	  ser	  comparables	  entre	  elles	  i	  donada	  la	  

impossibilitat	   que	   fossin	   analitzades	   en	   una	   mateixa	   placa,	   es	   va	   calcular	   per	   al	   calibrador	   o	  

mostra	   de	   referència	   (del	   qual	   sempre	   se’n	   afegia	   la	   mateixa	   quantitat	   coneguda),	   la	   recta	   de	  

regressió	  o	  corba	  estàndard	  per	  a	  cada	  un	  dels	  gens	  analitzats	   i	  en	  cada	  placa,	  comprovant	  que	  

l’eficiència	  de	  la	  reacció	  fos	  propera	  a	  2	  (+/-‐	  0,2).	  La	  recta	  patró	  final	  per	  a	  cada	  gen	  es	  va	  obtenir	  

calculant	   la	   mitjana	   dels	   valors	   obtinguts	   en	   cada	   reacció.	   La	   quantitat	   de	   l’ADNc	   de	   totes	   les	  

mostres	  va	  ser	  extrapolat	  a	  partir	  d’aquesta	  única	  recta.	  La	  seqüència	  dels	  encebadors	  dels	  5	  gens	  

del	  classificador	  es	  mostren	  en	  l’annex	  1.	  

	  
5.2.5.-‐Selecció	  dels	  gens	  endògens	  i	  validació	  

En	  la	  comparació	  de	  l’expressió	  gènica	  entre	  diferents	  mostres	  és	  crucial	  considerar	  les	  variacions	  

experimentals	   que	   poden	   sorgir	   com	   pot	   ser	   la	   quantitat	   inicial	   de	   material,	   el	   procediment	  

d’extracció	  de	  l’ARN	  i	  les	  eficiències	  de	  la	  retrotranscripció.	  Per	  a	  solucionar	  aquest	  fet,	  la	  precisió	  

de	  la	  qRT-‐PCR	  recau	  en	  la	  normalització	  amb	  un	  gen	  endogen	  com	  a	  control.	  Un	  dels	  prerequisits	  

per	  a	  considerar	  un	  gen	  endogen	  com	  a	   idoni	  és	  que	  s’ha	  d’expressar	  adequadament	  en	  el	  teixit	  
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d’interès,	   però	   sobretot	   ha	   de	   mostrar	   una	   mínima	   variabilitat	   d’expressió	   entre	   mostres.	  

Comunament,	  la	  normalització	  del	  gen	  diana	  amb	  un	  estàndard	  endogen	  és	  aplicada.	  No	  obstant,	  

diferències	  en	  els	  nivells	  d’expressió	  del	  gen	  de	  referència	  en	  diferents	  teixits	  o	  estats	  patològics	  

s’han	  vist	  reportats	  i	  és	  necessari	  cercar	  gens	  endògens	  que	  s’adeqüin	  al	  tipus	  de	  mostra	  que	  es	  va	  

a	  analitzar.	  Per	  tal	  de	  poder	  decidir	  els	  millors	  gens	  per	  a	  emprar-‐los	  com	  a	  gens	  endògens	  per	  a	  

normalitzar	   les	   dades	   d’expressió	   de	   l’ADNc	   del	   teixit	   de	   tumor	   de	   còlon	   d’aquest	   estudi,	   es	   va	  

procedir	  a	  fer	  un	  sondatge	  entre	  diferents	  possibles	  gens	  de	  referència	  trobats	  en	  la	  literatura	  per	  

tal	  d’utilitzar	  el	  més	  adient	  per	  al	  tipus	  de	  mostra	  en	  estudi:	  

-‐ ACTB,	  GAPDH	  i	  B2M:	  clàssicament	  considerats	  com	  a	  bons	  estàndards	  però	  envoltats	  de	  	  

controvèrsia	  pel	  que	  fa	  al	  seu	  ús	  ja	  que	  els	  seus	  nivells	  d’expressió	  poden	  variar	  en	  funció	  

de	  les	  condicions	  experimentals	  o	  l’estat	  de	  la	  malaltia.	  

-‐ PMM1:	  La	  seva	  variabilitat	  està	  descrita	  (juntament	  amb	  la	  de	  20	  gens	  endògens	  més)	  en	  

un	  estudi	  de	  la	  variabilitat	  en	  diferents	  tipus	  de	  teixits	  tumorals	  i	  normals	  (Rubie,	  Kempf	  

et	   al.	   2005).	   Els	   autors	   descriuen	  PMM1	   juntament	   amb	   ACTB	   com	   dos	   dels	   gens	   amb	  

menys	  variabilitat	  entre	  mostres	  de	  càncer	  colorectal	  i	  el	  seu	  corresponent	  teixit	  normal.	  	  

-‐ HPRT1,PPIA	  i	  IPO8	  :	  Segons	  	  Sorby	  et	  al.	  (Sorby,	  Andersen	  et	  al.	  2010),	  aquests	  tres	  gens	  

sorgeixen	   com	   a	   candidats	   a	   gens	   de	   referència	   en	   càncer	   de	   còlon.	   En	   aquest	   estudi	  

analitzen	  la	  idoneïtat	  de	  16	  gens	  candidats	  mitjançant	  les	  eines	  bioinformàtiques	  geNorm	  

(Vandesompele,	  De	  Preter	   et	   al.	   2002)	   i	  NormFinder	   (Andersen,	   Jensen	  et	   al.	   2004)	  que	  

valoren	  la	  variabilitat	  i	  estabilitat.	  Descriuen	  la	  combinació	  HPRT1/PPIA	  i	  la	  IPO8/PPIA	  com	  

les	  més	   idònies	   per	   a	   normalitzar	   dades	   d’expressió	   gènica	   en	   estudis	   amb	  mostres	   de	  

càncer	  de	  còlon	  metastàtic	  i	  no	  metastàtic.	  	  

-‐ RPS13:	   gen	   que	   codifica	   per	   a	   una	   proteïna	   ribosomal	   component	   de	   la	   subunitat	   40S.	  

L’elecció	   d’aquest	   gen	   sorgeix	   del	   llistat	   de	   gens	   dels	   diferents	   conjunts	   de	   dades	  

treballats	   (GSE14333,	   GSE17538	   i	   GSE33113)	   ordenats	   segons	   la	   seva	   variabilitat.	   Ens	  

interessa	   saber	   aquells	   gens	   amb	   menys	   variabilitat	   d’expressió	   entre	   recurrents	   i	   no	  

recurrents.	  RPS13	  es	   troba	  dins	  dels	  gens	  menys	  variables	  en	  els	  6	  grups	   (3	  conjunts	  de	  

dades	  per	  2	  grups	  cada	  un)	  estant	  entre	  els	  326	  primers	  amb	  menys	  variabilitat.	  Aquest	  

gen	  també	  esta	  descrit	  com	  a	  poc	  variable	  a	  (Andersen,	  Jensen	  et	  al.	  2004).	  

Els	  encebadors	  dissenyats	  per	  a	  amplificar	  tots	  aquests	  gens	  endògens	  es	  mostren	  en	  l’annex	  1.	  	  
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Les	  condicions	  de	  la	  reacció	  per	  a	  la	  amplificació	  dels	  gens	  endògens	  es	  van	  ajustar	  per	  a	  tenir	   la	  

mateixa	   Ta	   que	   la	   dels	   gens	   diana	   i	   així	   poder	   ser	   avaluats	   alhora	   en	   la	   placa	   de	   384	   pous	  

minimitzant	  la	  variabilitat.	  

Per	   a	   poder	   decidir	   els	   gens	   endògens	   o	  housekeeping	  més	   idonis	   per	   a	   la	   normalització	   de	   les	  

mostres	  en	  estudi	  es	  va	  procedir	  a	  avaluar	   l’estabilitat	   i	  variabilitat	  de	   la	  seva	  expressió	  per	  qRT-‐

PCR	  en	  un	  grup	  de	  10	  mostres	  de	  teixit	  tumoral	  de	  les	  mateixes	  característiques	  que	  les	  de	  la	  sèrie	  

a	   analitzar.	   Els	   resultats	   obtinguts	   en	   valor	   de	   Cp	   foren	   carregats	   en	   un	   programa	   informàtic	  

disponible	  a	   la	  xarxa:	  http://leonxie.com/referencegene.php	  que	  avalua	  la	  variabilitat	   i	  estabilitat	  

de	  l’expressió	  d’aquests	  gens	  basant-‐se	  en	  4	  softwares	  diferents:	  Mètode	  comparatiu	  de	  Delta	  Cp	  

(Silver,	  Best	  et	  al.	  2006),	  BestKeeper	  (Pfaffl,	  Tichopad	  et	  al.	  2004),	  Normfinder	  (Andersen,	  Jensen	  et	  

al.	  2004),	  Genorm	  (Vandesompele,	  De	  Preter	  et	  al.	  2002);	  i	  identifica	  el	  millor	  o	  la	  combinació	  dels	  

millors	  per	  a	  la	  normalització	  de	  les	  mostres	  de	  la	  sèrie.	  La	  utilització	  de	  dos	  gens	  endògens	  ens	  va	  

permetre	  homogeneïtzar	  les	  variacions	  entre	  mostres	  que	  poguessin	  existir	  i	  donar	  més	  robustesa	  

a	  l’anàlisi	  (Vandesompele,	  De	  Preter	  et	  al.	  2002).	  El	  factor	  de	  normalització	  o	  mitjana	  geomètrica	  

dels	   dos	   gens	   endògens	   seleccionats	   (PMM1	   i	   ACTB)	   va	   servir	   per	   a	   normalitzar	   els	   valors	  

d’expressió	  dels	  altres	  gens.	  

	  
Tot	  i	  que	  teòricament	  el	  material	  retrotranscrit	  i	  emprat	  en	  l’anàlisi	  d’expressió	  per	  qRT-‐PCR	  era	  el	  

mateix	  en	  totes	  les	  mostres,	  abans	  de	  procedir	  a	  la	  normalització	  de	  les	  dades	  es	  realitzà	  un	  estudi	  

de	  la	  linearitat	  de	  l’expressió	  entre	  els	  gens	  endògens	  i	  els	  diferents	  gens	  problema.	  	  

Es	   va	   comprovar	   que	   existís	   una	   relació	   lineal	   entre	   el	   gen	  problema	   i	   el	   gen	   endogen	   en	   cada	  

punt	  de	  la	  dilució	  (Cp	  d’expressió).	  La	  diferència	  de	  Cp	  entre	  el	  gen	  problema	  i	  el	  gen	  endogen	  en	  

cada	  punt	  de	  la	  dilució	  ha	  de	  ser	  constant	  (m<0,2)	  (figura	  M13).	  

	  

D’aquesta	   manera	   es	   van	   poder	   afegir	   a	   l’estudi	   aquelles	   mostres	   a	   les	   que	   es	   va	   haver	  

d’augmentar	   la	  quantitat	  d’ARN	  a	   retrotranscriure	  per	  donar	   inicialment	  valors	  d’expressió	  molt	  

baixos	  ,	  fins	  i	  tot	  en	  els	  gens	  de	  referència.	  
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3. Càlcul	  del	  Factor	  de	  Normalització	  per	  a	  cada	  mostra:	  mitjana	  geomètrica	  del	  valor	  dels	  

dos	  gens	  endògens	  (PMM1	  i	  ACTB).	  

4. Normalització	   de	   la	   quantitat	   d’ADNc	   de	   cada	   gen	   fent	   el	   quocient	   amb	   la	   mitjana	  

geomètrica	  del	  factor	  de	  normalització.	  

5. Transformació	  dels	  valors	  en	  log2	  i	  càlcul	  de	  la	  unitat	  tipificada.	  

	  

El	  sumatori	  de	  les	  unitats	  tipificades	  de	  cada	  gen	  en	  una	  mostra	  és	  el	  que	  dóna	  el	  valor	  global	  de	  

l’expressió	  de	   la	  signatura/classificador	   i	  el	  que	  determina	  el	  grup	  al	  que	  pertany	  segons	  el	  punt	  

de	   tall	   establert.	   Les	  mostres	   es	   classificaran	   en	   alt	   o	   baix	   risc	   segons	   el	   seu	   valor	   d’expressió	  

respecte	   el	   punt	   de	   tall	   aplicat.	   Valors	   d’expressió	   superiors	   al	   punt	   de	   tall	   seran	   considerats	  

d’elevada	   expressió	   i	   per	   tant	   de	   major	   risc;	   contràriament,	   valors	   per	   sota	   del	   punt	   de	   tall	  

correspondran	  a	  mostres	  de	  baixa	  expressió	  i	  per	  tant	  menor	  risc.	  

	  

6. ANÀLISI	  ESTADÍSTIC	  I	  DE	  SUPERVIVÈNCIA	  

Les	   anàlisis	   de	   les	   dades	   obtingudes	   en	   aquest	   treball	   es	   van	   realitzar	   amb	  el	   paquet	   estadístic	  

SPSS	   21.0	   i	   es	   van	   realitzar	   diferents	   tests	   estadístics	   en	   funció	   de	   les	   dades	   a	   analitzar.	   En	   els	  

assajos	  funcionals	  in	  vitro,	  per	  a	  determinar	  si	  existien	  diferències	  significatives	  entre	  dos	  grups	  de	  

mostres	  independents	  en	  relació	  a	  la	  variable	  d’estudi	  es	  va	  utilitzar	  el	  test	  estadístic	  U	  de	  Mann-‐

Whitney.	  (p<0,05).	  

Pel	   que	   fa	   a	   la	   valoració	   de	   la	   robustessa	   dels	   classificadors	   descrits,	   el	   poder	   predictiu	   de	  

recurrència	  dels	  gens	  del	  classificador	  en	  el	  conjunt	  de	  dades	  d’origen	  s’avalua	  mitjançant	  l’anàlisi	  

de	  la	  corba	  ROC	  (“Receiver	  Operating	  Characteristics”).	  Es	  tracta	  d’una	  representació	  gràfica	  de	  la	  

sensibilitat	  enfront	  (1-‐especificitat)	  per	  a	  un	  sistema	  classificador	  binari	  que	  proporciona	  eines	  per	  

a	   seleccionar	  els	  models	  més	  òptims.	   L’indicador	  més	  usat	  és	   l’àrea	   sota	   la	   corba	  o	  AUC	   (“Area	  

Under	  the	  Curve”)	  que	  es	  pot	  interpretar	  com	  la	  probabilitat	  que	  un	  test	  classifiqui	  correctament	  

una	  mostra	  a	  l’atzar.	  Com	  més	  proper	  a	  1	  sigui	  el	  valor	  de	  la	  AUC,	  major	  és	  la	  probabilitat	  d’una	  

classificació	  correcte.	  Un	  valor	  d’AUC	  de	  0,5	  imlplica	  una	  predicció	  que	  no	  és	  millor	  que	  la	  que	  es	  

donaria	   per	   atzar.	   Per	   a	   valorar	   l’eficàcia	   real	   del	   classificador	   com	   a	   test	   diagnòstic,	   i	   saber	   si	  

realment	  la	  seva	  aplicació	  en	  la	  població	  proporciona	  valor	  predictiu,	  es	  va	  avaluar	  la	  sensibilitat	  i	  

l’especificitat.Seguint	   l’estadística	  Bayesiana	   es	   van	   calcular	   també	   les	   probabilitats	   a	  posteriori,	  

per	   a	   saber	   si	   l’aplicació	   del	   predictor	   de	   recurrència	   afegeix	   informació	   significativa	   a	   la	  

probabilitat	  a	  priori	  coneguda	  pels	  factors	  clàssics	  de	  diagnòstic.	  	  
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l’anàlisi	  univariant	  i	  amb	  la	  finalitat	  d’aïllar	  grups	  de	  variables	  (edat,	  sexe,	  ...)	  que	  poguessin	  també	  

influir	  en	  el	  temps	  a	  la	  progressió,	  es	  realitzà	  una	  anàlisi	  multivariant	  segons	  el	  model	  de	  regressió	  

múltiple	  de	  Cox.	  

Per	  a	  esbrinar	  el	  potencial	  clínic	  de	  l’aplicabilitat	  de	  l’expressió	  global	  dels	  gens	  del	  classificador	  es	  

van	  avaluar	  les	  probabilitats	  post-‐test	  a	  la	  recurrència	  i	  es	  van	  comparar	  amb	  la	  probabilitat	  inicial	  

d’acord	  amb	  la	  proporció	  d’esdeveniments	  esperada	  (prevalença	  de	  la	  recurrència).	  

Aquests	   resultats	  van	  acompanyats	  del	  quocient	  de	  probabilitat	  o	   likelihood	   ratio	   (LR)	  que	  és	   la	  

probabilitat	   que	   un	   resultat	   sigui	   l’esperat	   (recurrència)	   en	   el	   pacient	   amb	   alta	   expressió,	  

comparat	   amb	   la	   probabilitat	   que	   el	  mateix	   resultat	   sigui	   l’esperat	   (recurrència)	   en	   un	   pacient	  

amb	  baixa	  expressió.	  	  

LR(+):	  quocient	  entre	  els	  positius	  vertaders	  i	  els	  falsos	  posititus.	  

LR(-‐):	  quocient	  entre	  els	  falsos	  negatius	  i	  els	  veritables	  negatius.	  

	  

7.VALORACIÓ	  DE	  L’ESPECIFICITAT	  ESTROMAL	  DEL	  CLASSIFICADOR	  

7.1.	  Anàlisi	  de	  l’especificitat	  de	  l’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador	  

7.1.1.-‐Especificitat	  cel·∙lular	  	  

L’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador	  en	  altres	  tipus	  cel·∙lulars	  diferents	  als	  fibroblasts	  es	  va	  voler	  

avaluar	  per	  comprovar-‐ne	  la	  seva	  especificitat.	  

Per	  qRT-‐PCR	  es	   van	  analitzar	   els	  nivells	   d’expressió	  dels	  diferents	   gens	  en	  13	   línies	   cel·∙lulars	  de	  

càncer	   colorectal	   diferents:	   DLD-‐1,	   SW620,	   SW480,	   SW1116	  HCT116,	   HT-‐29,	   RKO,	   LoVo,	   Caco2,	  

KM12C,	  Colo-‐205,HCT-‐15	  i	  Co115;	  i	  en	  els	  fibroblasts	  aïllats	  en	  cultiu	  primari.	  La	  seva	  expressió	  va	  

ser	  comparada	  emprant	  els	  valors	  normalitzats	  pel	  gen	  endogen	  GAPDH.	  

Addicionalment,	  es	  van	  emprar	  les	  dades	  d’expressió	  de	  microarrays	  del	  GSE39396	  per	  a	  conèixer	  

l’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador	  en	  altres	  tipus	  cel·∙lulars	  constituents	  d’un	  tumor	  de	  còlon.	  El	  

GSE39396,	  descrit	  pel	  grup	  d’E.Batlle(Calon,	  Espinet	  et	  al.	  2012),	  conté	  la	  informació	  gènica	  de	  4	  

poblacions	   cel·∙lulars,	   aïllades	   pel	   mètode	   FACS	   en	   6	   pacients	   amb	   càncer	   colorectal:	   EPCAM+	  

cèl·∙lules	   epitelials,	   CD45+	   cèl·∙lules	   inflamatòries,	   CD31+	   cèl·∙lules	   endotelials	   i	   FAPα+	   fibroblasts	  

associats	  a	  carcinoma.	  
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7.1.2.-‐Implicació	   de	   la	   transició	   epiteli-‐mesènquima	   (TEM)	   en	   l’expressió	   dels	  

gens	  del	  classificador.	  

Per	  a	  conèixer	  si	  l’expressió	  dels	  gens	  seleccionats	  incrementava	  en	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  patint	  el	  

fenomen	   de	   transició	   epiteli-‐mesènquima,	   la	   seva	   expressió,	   així	   com	   la	   de	   gens	   clàssicament	  

relacionats	   amb	   TEM	   com	   ara:	   SNAIL1,	   ZEB1,	   SLUG,	   VIM	   va	   ser	   avaluada	   en	   unes	   dades	  

d’expressió	  de	  microarrays	  resultants	  del	  co-‐cultiu	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  DLD-‐1	  i	  dels	  fibroblasts	  

de	   la	  mucosa	  colonica	  normal	   (NCF)	  durant	  5	  dies	   (experiment	  de	  microarrays	  emprat	  per	  a	  un	  

altre	  projecte	  dins	  del	  mateix	  grup).	  També	  s’afegiren	  a	  aquest	  anàlisi	   les	  dades	  d’expressió	  dels	  

monocultius	   i	   dels	   microarrays	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   (CAF-‐PT)	   emprats	   per	   a	  

definir	   el	   classificador.	   Es	   van	   avaluar	   els	   resultats	   mitjançant	   la	   representació	   gràfica	   en	   un	  

dendograma	   mostrant	   les	   agrupacions	   segons	   la	   diferència	   d’expressió.	   Les	   mostres	   es	   van	  

agrupar	  segons	  la	  distància	  euclídia	  i	  els	  gens	  segons	  el	  valor	  de	  correlació.	  	  

Paral·∙lelament,	  les	  línies	  tumorals	  DLD-‐1	  i	  SW620,	  cultivades	  en	  medi	  de	  cultiu	  estàndard,	  van	  ser	  

estimulades	   amb	   HGF	   (10ng/ml)	   durant	   8	   hores.	   L’extracció	   del	   seu	   ARN	   es	   va	   fer	   seguint	   el	  

protocol	   esmentat	   prèviament	   (apartat	   3.1)	   i	   l’expressió	   dels	   gens	   del	   classificador	   i	   de	   gens	  

involucrats	  en	  la	  TEM	  com	  SNAIL1,	  ZEB1	  i	  SLUG	  va	  ser	  mesurada	  mitjançant	  qRT-‐PCR.	  

7.1.3.-‐Estimació	  de	  la	  proporció	  de	  fibroblasts	  presents	  en	  la	  mostra.	  Signatura	  

de	  col·∙làgens.	  

La	  desconeixença	  de	  la	  proporció	  de	  fibroblasts	  presents	  en	  les	  mostres	  analitzades	  per	  qRT-‐PCR	  

plantejava	   el	   repte	   d’estimar-‐ne	   la	   seva	   quantitat	   per	   tal	   de	   fer	   una	   millor	   interpretació	   dels	  

resultats.	   Els	   tres	   gens	   d’expressió	   específica	   de	   fibroblasts	   amb	   menys	   variabilitat	   (desviació	  

estàndard	  <	  0,3)entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT	  van	  ser	  seleccionats	  per	  a	  definir	  la	  signatura	  de	  col·∙làgens	  per	  

a	  determinar	  la	  quantitat	  de	  fibroblasts	  en	  la	  mostra.	  Dels	  gens	  específics	  de	  fibroblasts	  descrits	  a	  

GSE39396,	  els	  gens	  amb	  expressió	  més	  alta	  en	  fibroblasts	  respecte	  els	  altres	  subtipus	  cel·∙lulars,	  i	  

amb	  menor	  variabilitat	  (desviació	  estàndard	  <	  0,3)	  van	  ser	  els	  escollits	  per	  a	  constituir	  la	  signatura	  

de	  col·∙làgens.	  El	  valor	  d’expressió	  de	  col·∙lagen	  o	  puntuació,	  es	  calcula	  de	  la	  mateixa	  manera	  que	  

l’expressió	   del	   classificador	   (apartat	   5.3).Per	   a	   comprovar	   que	   en	   les	   mostres	   la	   presència	   de	  

cèl·∙lules	   epitelials	   tumorals	   no	   disminuïa	   l’eficiència	   de	   l’extracció	   del	   material	   genètic	   dels	  

fibroblasts,	  es	  va	  procedir	  a	   l’elaboració	  d’una	  corba	  de	  col·∙làgens	  en	  una	  sèrie	  de	  mostres	  amb	  

percentatges	  variables	  de	  fibroblasts	  i	  cèl·∙lules	  tumorals	  conegudes.	  
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-‐ 4	   línies	   de	   cultius	   primaris	   de	   fibroblasts	   (NCF	   i	   CAF-‐PT)	   i	   4	   línies	   epitelials	   de	   càncer	  

colorectal	  van	  ser	  crescudes	  en	  cultiu	  fins	  a	  assolir	  la	  confluència	  d’un	  80-‐90%.	  

-‐ Tripsinització,	   barreja	   de	   les	   cèl·∙lules	   del	   mateix	   tipus	   (epitelials	   per	   una	   banda	   i	  

fibroblasts	  per	  una	  altre)	  i	  comptatge	  amb	  la	  cambra	  de	  Neubauer	  (apartat	  1.1).	  

-‐ Elaboració	  d’una	  corba	  de	  dilucions:	  	  

%	  

Fibroblasts	  	  

Nombre	  

fibroblasts	  

Nombre	  

cèl·lules	  

epitelials	  

0%	   -‐-‐-‐-‐	   1.000.000	  

10%	   100.000	   900.000	  

30%	   300.000	   700.000	  

50%	   500.000	   500.000	  

100%	   1.000.000	   -‐-‐-‐-‐	  

	  

-‐ Ajuntar	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  els	  fibroblasts	  comptats	  en	  un	  mateix	  tub	  i	  centrifugar	  5’	  a	  

1000.r.p.m.	  Descartar	  sobrenedant.	  

-‐ Extracció	   de	   l’ARN	   a	   partir	   dels	   pellets	   cel·∙lulars	   (emprant	   el	   mètode	   de	   TriZOl®	   més	  

columna),quantificació	  i	  retrotranscripció	  (apartats	  3.1	  i	  3.2).	  

-‐ Valoració	  de	  l’expressió	  dels	  gens	  de	  la	  signatura	  de	  col·∙làgens	  i	  dels	  gens	  del	  classificador	  

en	  els	  diferents	  punts	  de	  dilució	  usant	  la	  tècnica	  de	  la	  qRT-‐PCR.	  

-‐ Correlació	  percentatge	  de	  fibroblasts-‐	  signatura	  col·∙làgens/classificador.	  

	  

7.1.3.1.-‐	  Valor	  pronòstic	  de	  la	  signatura	  de	  col·∙làgens.	  

L’expressió	   de	   la	   signatura	   de	   col·∙làgens	   va	   ser	   determinada	   en	   les	   142	   mostres	   de	   la	   cohort	  

analitzada	  per	  qRT-‐PCR	  i	  la	  seva	  capacitat	  per	  predir	  recurrència	  va	  ser	  mesurada	  amb	  el	  valor	  de	  

l’àrea	  sota	  la	  corba	  ROC,	  i	  amb	  les	  probabilitats	  a	  posteriori	  (estadística	  Bayesiana)	  

La	  seva	  associació	  amb	  la	  supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  va	  ser	  avaluada	  mitjançant	  les	  corbes	  de	  

Kaplan-‐Meier	  i	  la	  funció	  estadística	  Log-‐Rank.	  
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RESULTATS	  

OBJECTIU	  1:	  	  

Determinar	  com	  es	  modifiquen	  les	  capacitats	  funcionals	  i	  transcripcionals	  de	  les	  

cèl·∙lules	   de	   carcinoma	   colorectal	   en	   funció	   de	   la	   interacció	   amb	  els	   fibroblasts	  

amb	   els	   que	   conviurà	   al	   llarg	   de	   la	   progressió	   tumoral;	   i	   estudiar	   el	   perfil	  

transcripcional	   d’aquests	   fibroblasts	   per	   a	   determinar	   si	   existeix	   un	   programa	  

transcripcional	  comú	  associat	  a	  progressió	  tumoral	  i	  pronòstic.	  

	  

La	  primera	  part	  dels	  resultats	  d’aquest	  primer	  objectiu	  es	  troba	  complementatda	  en	  format	  article	  	  

en	   l’apartat	   d’annexes	   (annex	   3);	   i	   la	   segona	   constitueix	   un	   segon	   article	   sotmès	   i	   pendent	  

d’acceptació	   en	   el	   moment	   de	   redacció	   de	   la	   memòria	   (Carcinoma-‐associated	   fibroblast	  

transcriptomic	   program	   predicts	   clinical	   outcome	   in	   stage	   II/III	   colorectal	   cancer.	   Molecular	  

Cancer)	  

	  

1.1. Aïllament	  i	  establiment	  de	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  .	  

Cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  de	  la	  mucosa	  colònica	  normal	  adjacent	  al	  tumor	  primari	  (NCF),	  del	  

tumor	  primari	  (CAF-‐PT)	  i	  de	  la	  metàstasi	  hepàtica	  (CAF-‐LM)	  de	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  van	  

ser	  establerts	  satisfactòriament	  obtenint	  un	  total	  de	  15	  NCFs,	  15	  CAF-‐PT	  (per	  a	  13	  pacients	  es	  van	  

aconseguir	  mostres	   aparellades)	   i	   11	  CAF-‐LM.	   La	   comprovació	  que	   les	   cèl·∙lules	   aïllades	  en	   cultiu	  

eren	   fibroblasts	   es	   va	   fer	   inicialment	   per	   observació	   microscòpica	   per	   a	   verificar	   que	   la	   seva	  

morfologia	  es	  corresponia	  amb	  l’estructura	  allargada	  i	  fusiforme	  descrita	  per	  aquest	  tipus	  cel·∙lular.	  

A	  la	  figura	  R1.1	  es	  mostren	  les	  imatges	  microscòpiques	  d’alguns	  dels	  cultius	  de	  fibroblasts	  aïllats.	  

Seguidament,	   i	  de	  manera	  rutinària	  es	  va	  fer	  una	  caracterització	  molecular	  de	  marcadors	  clàssics	  

mesenquimals	   com	   la	   vimentina,	   vinculina,	  N-‐cadherina	   i	   α-‐SMA)	  per	   assegurar	   que	   les	   cèl·∙lules	  

aïllades	  fossin	  realment	  fibroblasts	  i	  de	  E-‐cadherina	  i	  VE-‐cadherina	  per	  excloure	  que	  no	  hi	  hagués	  

contaminació	  per	  altres	  tipus	  cel·∙lulars	  com	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  endotelials.	  
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1.2.2.-‐	  Els	  productes	  secretats	  pels	  CAFs	  protegeixen	  de	  la	  mort	  cel·∙lular	  per	  apoptosi.	  	  

La	  disminució	  en	   la	  proliferació	  que	  produïen	  els	  medis	   condicionats	  de	   fibroblasts	  de	  metàstasi	  

hepàtica	  anava	  acompanyada	  de	  la	  presència	  de	  nombroses	  cèl·∙lules	  flotants	  en	  el	  medi.	  Aquesta	  

observació	  va	  fer	  pensar	  en	  la	  possibilitat	  que	  aquests	  medis	  condicionats	  fossin	  responsables	  de	  

provocar	  mort	  cel·∙lular.	  Per	  a	  comprovar	  aquest	   fet,	  es	  va	  valorar	   l’apoptosi	   tant	  en	   les	  cèl·∙lules	  

adherides	  com	  en	  les	  cèl·∙lules	  flotants	  presents	  en	  el	  medi.	  L’assaig	  de	  l’activitat	  de	  la	  caspasa-‐3	  en	  

cèl·∙lules	   DLD-‐1	   tractades	   amb	   els	   diferents	   medis	   condicionats	   mostrà	   uns	   nivells	   d’activitat	  

caspasa-‐3	   que	   eren	   inferiors	   en	   presència	   dels	   medis	   condicionats	   dels	   fibroblasts	   del	   tumor	  

primari	  i	  de	  la	  metàstasi,	  en	  comparació	  amb	  els	  produïts	  en	  presència	  de	  medi	  estàndard	  o	  medi	  

dels	  fibroblasts	  normals.	  Aquests	  resultats	  suggerien	  doncs,	  que	  els	  factors	  solubles	  secretats	  pels	  

CAF-‐PT	  i	  pels	  CAF-‐LM	  semblaven	  protegir	  de	  la	  mort	  cel·∙lular	  per	  apoptosi	  (Figura	  R1.6).	  

	  

1.2.3.-‐El	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  la	  metàstasi	  hepàtica	  produeix	  aturada	  del	  

cicle	  cel·∙lular	  en	  fase	  G2/M.	  

Els	   resultats	   obtinguts	   demostraven	   que	   la	   disminució	   en	   el	   nombre	   de	   cèl·∙lules	   viables	   en	  

presència	   de	  medi	   condicionat	   de	   fibroblasts	   de	  metàstasi	   hepàtica	   no	   era	   deguda	   a	   una	  major	  

mort	   cel·∙lular	   per	   apoptosi.	   Així	   doncs,	   es	   va	   voler	   avaluar	   si	   el	   que	   estava	   succeint	   era	   un	  

alentiment	  del	  cicle	  cel·∙lular.	  Mitjançant	  el	  mètode	  de	  quantificació	  d’ADN	  per	  citometria	  de	  flux	  

amb	  marcatge	  amb	  iodur	  de	  propidi,	  es	  va	  valorar	  en	  	  quina	  fase	  del	  cicle	  cel·∙lular	  es	  trobaven	  les	  

DLD-‐1	   estimulades	   amb	   els	   diferents	  medis	   durant	   48	   i	   96h.	  Mentre	   que	   les	   cèl·∙lules	   DLD-‐1	   en	  

FiguraR1.	   5.	   Pes	   tumoral	   (gr)	   dels	   tumors	  
originats	   in	   vivo.	   La	   co-‐injecció	   de	   cèl·∙lules	  
tumorals	   (DLD-‐1	   o	   SW620)	   amb	   els	   diferent	  
tipus	  de	  fibroblasts	  produïa	  un	  increment	  en	  
el	   creixement	   tumoral	   en	  presència	  de	  CAFs	  
(*	   p<0,05	   en	   Test	   U	   de	   Mann-‐Whitney	  
comparant	   amb	   la	   condició	   control	   de	  
cèl·∙lules	   soles).	   Es	   van	   emprar	   2	   CAF-‐PT	  
diferents	   i	   2	   CAF-‐LM	   diferents	   (obtenint	   8	  
tumors	   en	   cada	   cas).	   Pel	   control	   els	   tumors	  
originats	  foren	  4.	  
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presència	  de	  MC	  de	  fibroblasts	  normals	  i	  de	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  tenien	  el	  cicle	  aturat	  

majoritàriament	  en	  G0/G1,	  les	  que	  havien	  estat	  en	  contacte	  amb	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  

de	  la	  metàstasi	  hepàtica	  es	  trobaven	  en	  major	  proporció	  aturades	  a	  G2/M,	  principalment	  a	  les	  48h.	  

(Taula	  R1.2).	  

	  

	  

	  

FiguraR1.6.Activitat	  caspasa-‐3	  en	   les	  DLD-‐1	  en	  presència	  dels	  medis	  condicionats.	  Després	  de	  6,	  24,	  48	   i	  
72h	  en	  cultiu	  en	  presència	  dels	  diferents	  medis,	  l’activitat	  caspasa-‐3	  va	  ser	  mesurada	  en	  els	  cèl·∙lules	  DLD-‐1,	  
tant	   en	   les	   adherides	   com	   les	  que	  estaven	   surant	   en	  el	  medi.	   Els	  medis	   condicionats	  de	  CAFs	   semblaven	  
otorgar	  un	  efecte	  protector	  a	  l’apoptosi.	  El	  gràfic	  mostra	  la	  mitjana	  de	  2	  experiments,	  de	  8	  rèpliques	  cada	  
un.	  

Taula	  R1.1.	  Percentatge	  de	  cèl·∙lules	  en	  les	  diferents	  fases	  del	  cicle	  cel·∙lular.	  La	  quantitat	  de	  marcatge	  amb	  
iodur	  de	  propidi	  va	  ser	  avaluada	  després	  de	  48	  i	  96h	  en	  presència	  dels	  medis	  de	  cultiu	  mitjançant	  citometría	  
de	  flux	  amb	  marcatge	  de	  iodur	  de	  propidi.	  	  
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Per	  a	  corroborar	  aquests	  resultats	  obtinguts	  per	  marcatge	  amb	  iodur	  de	  propidi,	   les	  cèl·∙lules	  van	  

ser	  crescudes	  en	  cobreobjectes	  en	  presència	  dels	  diferents	  medis	  durant	  5	  dies.	  El	  marcatge	  del	  

nucli	  amb	  DAPI	  en	  les	  cèl·∙lules	  fixades,	  mostrà	  una	  proporció	  més	  alta	  de	  cèl·∙lules	  en	  mitosi	  en	  les	  

condicions	  amb	  DMEM-‐F12,	  MC	  NCF	  i	  MC	  CAF-‐PT;	  mentre	  que	  en	  presència	  del	  medi	  condicionat	  

dels	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica,	  el	  nombre	  de	  cèl·∙lules	  iniciant	  mitosi	  després	  de	  5	  

dies	   en	   cultiu	   era	   molt	   més	   reduït.	   A	   més,	   el	   marcatge	   intens	   amb	   DAPI	   suggeria	   una	   elevada	  

càrrega	  de	  material	  genètic	  en	  el	  nucli	  però	  sense	  completar	  mitosi	  (Figura	  R1.7).	  

Per	  a	  complementar	  aquests	  resultats	  referents	  a	  l’aturada	  de	  cicle	  cel·∙lular,	  vam	  avaluar	  els	  nivells	  

de	   diferents	   proteïnes	   relacionades	   amb	   el	   control	   del	   cicle	   cel·∙lular,	   especialment	   aquelles	  

involucrades	   en	   l’esdeveniment	   de	   transició	   de	   G2	   a	   M,	   mitjançant	   la	   tècnica	   de	   western	   blot	  

(Figura	  R1.8).	  

	  

	  

FiguraR1.7.Marcatge	  amb	  DAPI	  de	  les	  cèl·∙lules	  DLD-‐1	  sembrades	  en	  diferents	  medis	  condicionats.	  Després	  
de	  5	  dies	  en	  cultiu	  en	  presència	  dels	  4	  medis	  en	  estudi,	  les	  cèl·∙lules	  van	  ser	  fixades	  i	  marcades	  amb	  DAPI.	  Les	  
circumferències	   verdes	   senyalen	   metafases	   i	   les	   blanques,	   anafases.	   Addicionalment,	   la	   intensitat	   del	  
marcatge	   amb	   DAPI	   es	   correlaciona	   amb	   quantitat	   d’ADN.	   Les	   fotografies	   demostren	   que	   les	   cèl·∙lules	  
cultivades	  amb	  MC	  CAF-‐LM	  presenten	  més	  quantitat	  de	  material	  genètic.	  
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Vam	   trobar	   que	   el	   medi	   condicionat	   induïda	   una	   inhibició	   en	   la	   ciclina	   B1,	   especialment	  

remarcable	  en	  el	  cas	  del	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  de	  la	  metàstasi	  hepàtica.	  L’expressió	  de	  

la	   ciclina	   D1,	   expressada	   en	   G1,	  mostrà	   que	   després	   de	   5	   dies	   en	   presència	   de	  MC	   de	   CAF-‐LM,	  

semblava	   haver-‐hi	   menys	   cèl·∙lules	   en	   aquesta	   fase	   del	   cicle	   cel·∙lular.	   PLK1	   també	   es	   presentà	  

lleugerament	  disminuïda	  en	   les	  cèl·∙lules	  cultivades	  amb	  MC	  CAF-‐LM	  suggerint	  una	  disminució	  de	  

l’entrada	   en	   mitosis	   d’aquestes	   cèl·∙lules.	   Els	   nivells	   de	   la	   proteïna	   P21,	   reguladora	   de	   les	  

anteriorment	  esmentades,	  també	  es	  trobava	  augmentada	  en	  medis	  condicionats	  de	  CAFs	  (Figura	  

R1.8).	  

	  

1.2.4.-‐El	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica	  incrementa	  la	  migració	  

cel·∙lular	  en	  cèl·∙lules	  de	  càncer	  colorectal.	  

Un	  altre	  paràmetre	  que	  es	  va	  voler	  avaluar	  va	  ser	  la	  capacitat	  migratòria	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  

tumorals	  en	  presència	  dels	  diferents	  medis	  condicionats.	  La	  capacitat	  migratòria	  de	   les	  DLD-‐1	  en	  

presència	  dels	  diferents	  medis	  condicionats	  va	  ser	  mesurada	  mitjançant	  l’assaig	  de	  wound	  healing	  

i	   el	   sistema	   Transwell.	   En	   una	   primera	   aproximació	   es	   va	   realitzar	   un	   assaig	   de	   wound	   healing	  

emprant	  medis	   condicionats	   aparellats	   (és	   a	  dir,	   pertanyents	   a	  un	  mateix	  pacient),	   observant-‐se	  

que	   el	   tractament	   amb	   medi	   condicionat	   de	   fibroblasts	   associats	   a	   metàstasi	   hepàtica	   induïda	  

increment	  en	  la	  migració	  en	  comparació	  amb	  la	  resta	  de	  medis,	  fent	  que	  a	  les	  24h	  els	  marges	  de	  la	  

ferida	   ja	   estiguessin	   pràcticament	   tancats	   (Figura	   R1.9,	   panell	   superior).	   Els	   resultats	   van	   ser	  

confirmats	  emprant	  més	  medis	  condicionats	  de	  cada	  localització	  però	  sense	  ser	  aparellats	  (panell	  

inferior).	  

	  

	  

FiguraR1.8.Expressió	   de	   proteïnes	   implicades	   en	  
aturada	  del	  cicle	  cel·∙lular.	  Després	  de	  96	  hores	  de	  
cultiu	  de	  les	  DLD-‐1	  amb	  els	  diferents	  medis,	  es	  van	  
avaluar	   els	   nivells	   de	   les	   proteïnes	   P21,	   CICLINA	  
D1	   (fase	  G1	   inicial),	   CICLINA	  B1	   (transició	  de	  G2	   a	  
M)	  PLK1	  (fase	  M)	  i	  PCNA	  (Proliferating	  cell	  nuclear	  
antigen;	  	  de	  la	  fase	  S)	  
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1.2.5.-‐El	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	   de	   metàstasi	   hepàtica	   indueix	   trets	   de	   transició	  

epiteli-‐mesènquima	  (TEM)	  en	  les	  cèl·∙lules	  DLD-‐1.	  

Comparant	  amb	  la	  condició	  control,	  el	  cultiu	  de	   les	  DLD-‐1	  en	  presència	  de	  medi	  condicionat	  dels	  

fibroblasts	   de	   metàstasi	   hepàtica,	   progressivament	   induïa	   l’expressió	   de	   factors	   de	   transcripció	  

clàssicament	  associats	  amb	  el	  procés	  de	  transició	  epiteli-‐mesènquima.	  Com	  es	  mostra	  en	  la	  figura	  

R1.11,	  l’expressió	  de	  ZEB-‐1,	  SNAI1	  i	  SLUG	  es	  veu	  incrementada	  amb	  el	  temps,	  coincidint	  amb	  una	  

sobreexpressió	  de	  N-‐cadherina	  però	  no	  E-‐cadherina.	  	  A	  més,	  a	  nivell	  proteic,	  les	  DLD-‐1	  cultivades	  

en	   medi	   DMEM-‐F12	   mostraven	   una	   distribució	   de	   la	   E-‐cadherina	   localitzada	   entre	   les	   unions	  

cel·∙lulars.	  Aquesta	  distribució	  de	  la	  E-‐cadherina	  passava	  a	  ser	  citoplasmàtica	  en	  presència	  del	  medi	  

condicionat	  dels	  CAF-‐LM.	  La	  sobreexpressió	  de	   la	  N-‐cadherina	  era	  també	  evident	  a	  nivell	  proteic	  

per	   immunohistoquímica	   (Figura	   R1.12).	   Comparant	   amb	   medis	   condicionats	   de	   les	   altres	  

localitzacions,	  el	  medi	  dels	   fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica	  semblava	  molt	  més	  eficient	  

conferint	   trets	   típics	   de	   TEM	   evidenciats	   per	   l’expressió	   del	   factors	   de	   transcripció	   associats	   a	  

aquest	  procés	  (Figura	  R1.13).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

FiguraR1.11.Expressió	   gènica	   normalitzada	  
de	  gens	  implicats	  en	  TEM.	  Nivells	  d’expressió	  
a	   48,	   72,	   96h	   i	   condició	   control.	   Els	   valors	  
indiquen	   les	   mitjanes	   de	   triplicats	   en	   2	  
experiments	   diferents.	   Totes	   les	  
comparacions	   són	   significatives	   (p<0,05	   en	  
Test	   U	   de	   Mann-‐Whitney),	   excepte	   en	   les	  
marcades	  com	  a	  no	  significatives	  (NS).	  
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1.2.6.-‐	  Els	  medis	  condicionats	  de	  CAFs	  estimulen	  la	  formació	  de	  colònies.	  

La	  capacitat	  clonogènica	  dels	  medis	  condicionats	  dels	  diferents	  fibroblasts	  també	  va	  ser	  avaluada.	  

Com	   es	   mostra	   en	   la	   figura	   R1.14A,	   el	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	   aïllats	   era	   capaç	  

d’estimular	   la	   formació	  de	  colònies	  en	  comparació	  amb	   la	   condició	   control	   (DMEM-‐F12);	   sent	  el	  

nombre	   de	   colònies	   major	   en	   presència	   dels	   medis	   condicionats	   associats	   a	   tumor	   primari	   i	  

FiguraR1.13.Expressió	   relativa	  dels	  gens	  
associats	   a	   TEM	   en	   DLD-‐1.	   Expressió	  
mesurada	   després	   de	   4	   dies	   en	   cultiu	  
amb	   els	   diferents	   medis	   obtinguts	   del	  
mateix	  pacient.	  Els	  valors	  representen	  les	  
mitjanes	  dels	  triplicats	  de	  2	  experiments.	  
Totes	  les	  comparacions	  són	  significatives	  
(Test	   U	   de	   Mann-‐Whitney	   P<0,05),	  
excepte	   les	   indicades	   com	   a	   no	  
significatives	  (NS).	  

FiguraR1.12.Immunohistoquímica	  de	  E-‐cadherina	   i	  N-‐cadherina.	  Localització	  de	   les	   cadherines	   en	   les	  	  
DLD-‐-‐1	  tractades	  amb	  medi	  condicionat	  de	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica	  i	  DMEM-‐F12.	  
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metàstasi.	   Una	   observació	   interessant	   respecte	   la	   morfologia	   de	   les	   colònies	   originades	   fou	   la	  

presència	   d’un	   fenotip	   espiculat,	   amb	  prolongacions	   de	   la	  membrana,	   especialment	   en	   aquelles	  

DLD-‐1	  que	  havien	  estat	  en	  contacte	  amb	  el	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  

hepàtica;	  un	  fenotip	  que	  podria	  assimilar-‐se	  al	  donat	  en	  un	  procés	  de	  transició	  epiteli-‐mesènquima	  

(Figura	  R1.14B).	  Complementàriament,	   les	   cèl·∙lules	  DLD-‐1	   sembrades	  durant	  5	  dies	  en	  presència	  

de	  MC	  CAF-‐LM	  van	  ser	  resembrades	  per	  avaluar	  si	  seguien	  mantenint	  les	  capacitats	  clonogèniques.	  	  

Les	  cèl·∙lules	  resembrades	  van	  mostrar	  una	  major	  formació	  de	  colònies	  (i	  de	  major	  mida)	  quan	  es	  

trobaven	   en	   presència	   del	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   metàstasi	   hepàtica.	   En	  

canvi,	   les	   cèl·∙lules	   que	   eren	   resembrades	   amb	   medi	   DMEM-‐F12	   perdien	   aquestes	   capacitats	  

clonogèniques.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Addicionalment,	   i	   per	   saber	   si	   aquesta	   capacitat	   clonogènica	   era	   mantinguda,	   les	   cèl·∙lules	   que	  

havien	  estat	  cultivades	  durant	  5	  dies	  en	  presència	  de	  medi	  condicionat	  de	  fibroblasts	  associats	  a	  

metàstasi	   hepàtica	   van	   ser	   resembrades	   en	  diferents	   condicions.	  Al	   tornar-‐les	   a	   sembrar	   en	  MC	  

CAF-‐LM,	   és	   va	   observar	   la	   formació	   de	   colònies	   d’una	   mida	   superior	   a	   les	   originades	   quan	   les	  

cèl·∙lules	  no	  havien	  estat	  tractades	  prèviament.	  En	  presència	  de	  DMEM-‐F12,	  en	  cap	  cas	  es	  formaren	  

colònies	  (independentment	  del	  tractament	  previ)	  (figura	  R1.15).	  

	  

FiguraR1.14.Assaig	   de	   formació	   de	   colònies.	   A)	   Els	   medis	   condicionats	   dels	   diferents	   fibroblasts	   aïllats	  
indueixen	   la	   formació	   de	   colònies	   comparant	   amb	   les	   condicions	   control	   després	   de	   15	   dies	   de	   cultiu.	  
Comparativament	   els	   CAFs	   (tant	   de	   tumor	   primari	   com	   de	  metàstasi	   hepàtica)	   són	   significativament	  més	  
eficients	  que	  els	  NCF	  (Test	  U	  de	  Mann-‐Whitney,	  P<0,05).	  B)	  La	  morfologia	  de	  les	  DLD-‐1	  en	  presència	  del	  medi	  
condicionat	  dels	  CAF-‐LM	  mostra	  un	  fenotip	  espiculat	  similar	  al	  esdevingut	  en	  un	  procés	  de	  transició	  epiteli-‐
mesènquima.	  

B)	  A)	  
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1.2.7.-‐	  Inducció	  d’una	  activació	  sostinguda	  d’ERK	  en	  presència	  de	  medi	  condicionat	  de	  fibroblasts	  

de	  metàstasi	  hepàtica.	  

Donada	   la	   implicació	   de	   la	   via	   de	   les	  MAPK	   en	   processos	   de	  migració	   i	   proliferació	   es	   va	   voler	  

avaluar	  el	   seu	  estat	  d’activació	  en	   la	   línia	   cel·∙lular	  DLD-‐1	  després	  de	   trobar-‐se	  en	  presència	  dels	  

diferents	   medis	   condicionats	   durant	   0,	   10,	   30	   i	   120	   minuts.	   Com	   s’observa	   en	   la	   figura	   R1.16,	  

l’addició	   dels	   diferents	   medis	   condicionats	   a	   la	   línia	   cel·∙lular	   DLD-‐1,	   induïa	   un	   increment	   en	   la	  

fosforilació	  d’ERK,	  comparant	  amb	  la	  condició	  control.	  Tot	  els	  medis	  condicionats	  incrementaven	  la	  

fosforilació	  d’ERK	  als	  10	  minuts	  d’estimulació,	  no	  obstant,	  aquesta	  només	  era	  present	  després	  de	  2	  

hores	  en	  presència	  del	  medi	  condicionat	  de	  metàstasi	  hepàtica.	  

	  

	  

FiguraR1.16.	  Activació	  de	  pERK	  en	  diferents	  medis.	  Els	  llisats	  proteics	  de	  les	  DLD-‐1	  tractades	  amb	  diferents	  
medis	  durant	  10,	  30	  i	  120	  min	  van	  ser	  analitzats	  per	  l’activació	  d’ERK.	  	  Als	  10	  min	  l’activació	  era	  evident	  en	  
tots	  els	  medis,	  disminuint	  als	  30	  min	  i	  sent	  només	  evident	  als	  120	  min	  en	  presència	  de	  MC	  CAF-‐LM.	  Els	  nivells	  
totals	  d’ERK	  no	  es	  veien	  afectats	  pels	  diferents	  medis.	  La	  tubulina	  es	  va	  emprar	  com	  a	  control	  de	  càrrega.	  En	  
el	  marge	  dret	  es	  mostra	  la	  quantificació	  emprant	  el	  programa	  informàtic	  Quantity	  One.	  

FiguraR1.15.	  Assaig	  de	  formació	  de	  colònies	  resembrades.	  Les	  cèl·∙lules	  tractades	  durant	  5	  dies	  amb	  MC	  CAF-‐
LM,	  mantenien	  i	  incrementaven	  les	  seves	  capacitats	  clonogèniques	  si	  es	  resembraven	  en	  el	  mateix	  medi,	  però	  
en	  canvi	  no	  conservaven	  aquesta	   capacitat	   si	   es	   resembraven	  en	  medi	  estàndard.	  Quan	  pre-‐cultivades	  amb	  	  
DMEM-‐F12,	   la	   formació	  de	  colònies	  en	  presència	  de	  MC	  CAF-‐LM	  era	  major	  comparant	  amb	   la	  seva	  condició	  
control,	  però	  d’una	  mida	  inferior	  a	  les	  originades	  quan	  pre-‐tractades	  amb	  MC	  CAF-‐LM.	  
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desregulats	  es	  troben	  en	  l’annex	  7	  formant	  part	  de	  l’article	  publica).	  Entre	  aquests	  gens	  és	  troben	  

alguns	   relacionats	   amb	   la	   reorganització	   del	   citoesquelet	   i	   invasivitat	   (ARF6,	   ACTR2,RHOB	   i	  

MALAT1),	   	   també	  gens	   rellevants	  en	  el	  procés	  carcinogènic	  del	   càncer	   colorectal	   com	  ara	  CDH1,	  

CTNNB1,DDX7	   i	  MAP3K1,	   	   importants	  reguladors	  de	  les	  vies	  de	  senyalització	  de	  Wnt	  i	  Ras-‐ERK.	  El	  

gen	  més	  sobreexpressat	  és	  el	  PRSS1,	   	  el	  qual	  codifica	  pel	  tripsinògen,	  una	  serina	  proteasa.	  De	  les	  

sondes	   que	   es	   troben	   infraregulades	   en	   presència	   de	  MC	   CAF-‐LM	   trobem	  diverses	   relacionades	  

amb	  proliferació	  (Ki67,	  ciclinaE2,	  CDCA3,CDC45L),	  relacionades	  amb	  mitosi,	  citocinesis	  i	  progressió	  

del	   cicle	  cel·∙lular	   (ECT2,	  KIF14,	  KIF15,PLK1,	   survivina	   i	  CENPA);	   resultats	  que	  van	  en	  concordança	  

amb	  les	  observacions	  experimentals	  prèvies	  de	  disminució	  de	  la	  proliferació	  i	  aturada	  de	  cicle	  en	  

les	   cèl·∙lules	   cultivades	   en	   medi	   condicionat	   de	   fibroblasts	   de	   metàstasi	   hepàtica.	   L’anàlisi	  

d’ontologies	  genètiques	  emprant	  l’eina	  bioinformàtica	  DAVID	  (Database	  Annotation,	  Visualization	  

and	   Integrated	   Discovery)	   correlacionava	   les	   dades	   bioiformàtiques	   amb	   els	   assajos	   funcionals	   i	  

revelà	   la	   sobreexpressió	   significativa	   de	   gens	   implicats	   en	   processos	   de	   resposta	   a	   estímuls	   i	  

curació	  de	  ferides	  (wound	  healing)	  (la	  taula	  d’ontologies	  genètiques	  es	  troba	  en	  l’annex	  7	  formant	  

part	  de	  l’article	  publicat).	  Els	  gens	  infraregulats	  corresponen	  bàsicament	  a	  gens	  de	  control	  del	  cicle	  

cel·∙lular.	  

L’anàlisi	  per	  GSEA	  també	  revelà	  que	  els	  gens	  desregulats	  	  en	  CAF-‐LM	  es	  trobaven	  relacionats	  amb	  

diferents	  vies	  KEGG	  descrites,	  les	  més	  representatives	  amb	  un	  FWER	  P<0,02,	  mostrades	  en	  la	  taula	  

R1.3.	   Les	   4	   categories	   principals	   més	   representatives	   foren:	   reorganització	   del	   citoesquelet	   i	  

senyalització	  per	  MAPK,	  vies	  de	  Wnt	  i	  cicle	  cel·∙lular.	  

	  

	  

	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

Taula	  R1.2.	  Vies	  KEGG	  representades	  	  en	  els	  gens	  desregulats	  en	  les	  DLD-‐1	  en	  presència	  de	  medi	  condicionat	  
de	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica.	  Consideranció	  d’aquelless	  amb	  FWER	  P<0,02.	  Mida:nombre	  de	  
gens	   del	   total	   representats	   en	   la	   via	   descrita;	   ES:	   enrichment	   score;	   NES:	   normalitzed	   enrichment	   score;	  
NOMp-‐valor:	  p-‐valor	  nominal,	  FDR	  q-‐valor	  :	  False	  discovery	  rate	  i	  FWER	  (Family	  wise	  error	  rate).	  
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1.3.2.-‐	  Sobreexpressió	  de	  la	  via	  de	  Wnt	  en	  cèl·∙lules	  tumorals	  cultivades	  amb	  medi	  condicionat	  de	  

fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepàtica.	  

Les	  dades	  experimentals	  prèvies	  havien	  mostrat	  que	  gens	  de	  la	  via	  de	  Wnt	  com	  E-‐cadherina	  i	  Snail	  	  

es	   trobaven	   sobreexpressats	   a	   nivell	   d’ARNm.	   Addicionalment,	   a	   nivell	   proteic	   es	   va	   poder	  

comprovar	  també	  com	  un	  altre	  gen	  de	  la	  via	  de	  Wnt	  com	  c-‐Myc	  també	  es	  trobava	  sobre-‐expressat	  

en	   les	   cèl·∙lules	   cultivades	   en	   presència	   de	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	   de	   la	   metàstasi	  

hepàtica,	  tant	  en	  la	  línia	  cel·∙lular	  DLD-‐1	  (mutant	  pel	  gen	  APC),	  com	  en	  la	  línia	  cel·∙lular	  HCT-‐116	  (no	  

mutada	  per	  APC)	  (Figura	  R1.18)	  

	  
	  
Posteriorment	   vam	   comprovar	   si	   hi	   havia	   translocació	   de	   la	   β-‐catenina	   activa	   al	   nucli	   cel·∙lular,	   i	  
vam	   observar	   com	   després	   de	   72hores	   en	   cultiu	   en	   presència	   del	   medi	   dels	   fibroblasts	   de	  
metàstasi	   hepàtica,	   la	   forma	   activa	   de	   la	   proteïna	   havia	   estat	   translocada	   al	   nucli	   (un	   dels	  
esdeveniments	  finals	  de	  la	  via	  de	  Wnt).	  En	  les	  cèl·∙lules	  tractades	  amb	  DMEM-‐F12	  com	  a	  control,	  no	  
es	  donava	  aquest	  fet	  (figura	  R1.19).	  
	  

FiguraR1.18.Expressió	   proteica	   de	   cMyc	  
en	   presència	   dels	   diferents	   medis.	  	  
L’estimulació	   amb	   MC	   CAF-‐LM	   produeix	  
una	   sobreexpressió	   de	   cMyc	   en	  
comparació	   amb	   la	   resta	   de	   medis,	   i	  
aquesta	   es	   dóna	   tant	   en	   la	   línia	   cel·∙lular	  
DLD-‐1	   (mutant	   pel	   gen	   APC)	   com	   en	   la	  
línia	  cel·∙lular	  HCT-‐116	  (no	  mutada	  pel	  gen	  
APC).	   En	   totes	   dues	   línies	   la	  
sobreexpressió	   és	   evident,	   però	   és	   més	  
clara	   en	   la	   no	   mutada,	   on	   la	   via	   de	  Wnt	  
està	  constitutivament	  activa.	  
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1.3.3.-‐	   Avaluació	   dels	   productes	   de	   secreció	   expressats	   diferencialment	   entre	   els	   CAF-‐PT	   i	   els	  

CAF-‐LM	  

Les	  observacions	  prèvies	  indicaven	  la	  presència	  de	  factors	  en	  el	  medi	  condicionat	  dels	  fibroblasts	  

de	  metàstasi	  hepàtica,	  no	  presents	  en	  els	  altres	  medis,	   i	  que	  podrien	  ser	  els	   responsables	  de	   les	  

diferents	  propietats	  fenotípiques	  conferides	  a	  les	  cèl·∙lules	  epitelials.	  	  

Una	   primera	   aproximació	   es	   va	   fer	   comparant	   els	   perfils	   genètics	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	  

metàstasi	  hepàtica	  i	  els	  fibroblasts	  associats	  a	  tumor	  primari,	  considerant	  només	  aquells	  gens	  amb	  

ontologies	  corresponents	  a	  productes	  de	  secreció	  localitzats	  en	  la	  regió	  extracel·∙lular	  i	  components	  

de	   la	  matriu	  extracel·∙lular.	  Amb	  aquest	   filtratge	  es	  va	  aconseguir	   fer	  una	   selecció	  d’aquells	   gens	  

que	   codificaven	   per	   a	   proteïnes	   de	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   i	   que	   podien	   ser	   candidates	   de	   ser	  

secretades	  pels	  fibroblasts,	  i	  per	  tant	  responsables	  de	  la	  interacció	  amb	  les	  DLD-‐1.	  	  Entre	  els	  gens	  

candidats	   que	   complien	   aquestes	   característiques,	   aquells	   que	   presentaven	   una	   diferència	  

d’expressió	   (fold	   change)	  >2	  van	   ser	   escollits.	   El	   resultat	   fou	  que	  d’aquests	   gens	  de	   secreció,	   63	  

estaven	  sobreexpressats	  en	  els	  CAF-‐LM	  respecte	  els	  CAF-‐PT;	   i	  91	  eren	  de	  major	  expressió	  en	  els	  

CAF-‐PT.	  Tal	  i	  com	  queda	  il·∙lustrat	  en	  el	  heatmap	  (figura	  R1.20),	  els	  productes	  de	  secreció	  d’ambdós	  

tipus	  de	  CAFs	   són	  molt	  diferents.	   Cal	   destacar	   també	  que	  en	   l’anàlisi	   no	   supervisat,	   tres	  CAF-‐PT	  

quedaven	   agrupats	   entre	   els	   CAF-‐LM,	   és	   a	   dir,	   el	   seu	   perfil	   global	   d’expressió	   per	   aquests	   gens	  

s’assimila	  més	  al	  que	  presenten	  els	  CAF-‐LM	  que	  no	  pas	  als	  de	  la	  resta	  dels	  CAF-‐PT.	  

Així	   doncs,	   el	   fenotip	   observat	   en	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   en	   presència	   dels	   diferents	   medis	  

condicionats	  pot	  ser	  conseqüència	  dels	  productes	  diferencials	  que	  aquests	  expressen	  i	  que	  poden	  

estar	  determinant	  el	  seu	  comportament.	  

FiguraR1.19.	  Localització	  de	  la	  β-‐catenina	  en	  presència	  de	  MC	  CAF-‐LM.	  La	  β-‐catenina	  es	  transloca	  al	  nucli	  
(un	  dels	  esdeveniments	  finals	  de	  la	  via	  de	  Wnt),	  quan	  cultivada	  amb	  medi	  de	  cultiu	  dels	  fibroblasts	  associats	  
a	  metàstasi	   hepàtica.	  Després	   de	   72hores	   en	   cultiu	   no	   només	   s’observa	   la	   sobreexpressió	   de	   β-‐catenina,	  
sinó	  també	  la	  translocació	  de	  la	  seva	  forma	  activa	  al	  nucli	  de	  les	  DLD-‐1	  
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1.4.2.-‐Refinament	  de	  la	  signatura.	  Desenvolupament	  d’un	  classificador	  

La	   signatura	   FGP	   de	   277	   gens	   va	   ser	   refinada	   per	   tal	   de	   determinar	   el	   mínim	   nombre	   de	   gens	  

l’expressió	   diferencial	   dels	   qual	   fos	   capaç	   de	   caracteritzar	   cada	   un	   dels	   tipus	   de	   fibroblasts	  

presents	  en	  la	  progressió	  del	  càncer	  colorectal.	  	  Les	  dades	  d’expressió	  dels	  34	  fibroblasts	  emprats	  

en	   l’anàlisi	   per	  microarrays	   	   (NCF=9,	   CAF-‐PT=14	   i	   CAF-‐LM=11)	   i	   denominades	   com	   a	   conjunt	   de	  

dades	  MB,	  van	  ser	  analitzades	  amb	  el	  mètode	  PAM	  (Prediction	  Analysis	  for	  Microarrays)	  emprant	  

el	  mètode	   de	   “	   nearest	   shrunken	   centroid”	  per	   a	   definir	   el	   classificador	   que	  millor	   caracteritzés	  

cada	  tipus	  de	  fibroblast	  (NCF	  vs	  CAF-‐PT	  vs	  CAF-‐LM).	  Les	  dades	  d’expressió	  van	  ser	  sotmeses	  a	  una	  

validació	   creuada	   ten-‐fold	   en	   la	   que	   les	  mostres	   són	   dividides	   aleatòriament	   en	   10	   parts	   iguals.	  

Aquest	  mètode	  va	  definir	  com	  a	  25	  el	  nombre	  mínim	  de	  gens	  capaç	  de	  discriminar	  entre	  els	  tres	  

tipus	  de	  fibroblasts	  amb	  l’error	  predit	  de	  mala	  classificació	  més	  baix	  (figura	  R1.23).	  

FiguraR1.22.Agrupació	   jeràrquica	   no	   supervisada	   dels	   	   valors	   d’expressió	   tipificats	   dels	   277	   gens	   que	  
caracteritzen	   la	   “Fibroblast	   Progression	   Gene	   Signature”.Representació	   en	   dendograma	   dels	   277	   gens	  
l’expressió	  dels	  quals	  millor	  diferencia	  els	  tres	  tipus	  de	  fibroblasts	  seguint	  la	  progressió	  del	  càncer.	  En	  la	  part	  
superior	  es	  representen	  els	  34	  fibroblasts	  emprats	  agrupats	  segons	   la	  seva	  expressió.	  Els	  CAF-‐PT	  (groc)	   i	  els	  
NCF	   (verds)	   són	  agrupats	  en	  una	  mateixa	  classe,	   tot	   i	  que	  hi	  ha	  3	   fibroblasts	  associats	  a	   tumor	  primari	  que	  
s’agrupen	  amb	  els	  fibroblasts	  de	  metàstasi	  hepàtica	  (vermell)	  perquè	  tenen	  una	  expressió	  més	  similar.	  
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hepàtica	   i	   altres	   3	   com	   a	   fibroblasts	   normals.	   Aquests	   resultats	   van	   en	   concordança	   amb	   els	  

observats	  prèviament	  en	  el	  heatmap	  on	  s’observava	  que	  alguns	  dels	  CAF-‐PT	  s’agrupaven	  amb	  els	  

CAF-‐LM	  (correlació	  d’expressió).	  Unes	  probabilitats	  de	  mala	  classificació	  representades	  en	  la	  figura	  

R1.26.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	   	   Expressió	  mitjana	  (Log	  ratio)	  
GEN	   GRUP	   NCF	   CAF-‐PT	   CAF-‐LM	  

ARHGDIB	   SE	   -‐0.0179	   0	   0.9268	  
C5orf46	   SE	   0	   0	   0.8287	  
TMEM176B	   IE	   0	   0	   -‐0.5635	  
TSPAN2	   IE	   0	   0	   -‐0.5229	  
EYA4	   IE	   0	   0	   -‐0.4271	  
CYP39A1	   IE	   0	   0	   -‐0.327	  
ADH1B	   IE	   0.3203	   0	   0	  
SRGN	   SE	   0	   0	   0.3089	  
CHRDL1	   IE	   0	   0	   -‐0.304	  
PTX3	   SE	   0	   0	   0.1956	  
SLC7A2	   SE	   0	   0	   0.1849	  
TGFB2	   SE	   -‐0.172	   0	   0	  
SFRP4	   SE	   0	   0	   0.1665	  
FBLN1	   IE	   0	   0	   -‐0.1621	  
ULBP2	   SE	   -‐0.1598	   0	   0.0049	  
FBN2	   IE	   0	   0	   -‐0.1571	  
CCDC81	   SE	   0	   0	   0.1485	  
GPR1	   SE	   0	   0	   0.1256	  
TNFSF4	   SE	   -‐0.0732	   0	   0	  
CHL1	   IE	   0	   0	   -‐0.0609	  
UACA	   SE	   0	   0	   0.056	  
TCF21	   IE	   0	   0	   -‐0.0406	  
NTF3	   SE	   -‐0.0191	   0	   0	  
HECW2	   SE	   0	   0	   0.0072	  
SLC38A4	   IE	   0	   0	   -‐0.0004	  
Dataset	  MB	   Predicció	   	  
Estat	  real	   NCF	   CAF-‐PT	   CAF-‐LM	   Tasa	  d’error	  de	  classe	  
NCF	   9	   0	   0	   0	  
CAF-‐PT	   3	   8	   3	   0.428	  
CAF-‐LM	   0	   0	   11	   0	  
Tasa	  d’error	  global	  =0.174	  (validació	  creuada)	  
	  

Taula	  R1.3.	  Signatura	  de	  25	  gens	  i	  predicció	  en	  el	  conjunt	  de	  dades	  d’origen	  MB.	  L’expressió	  mitjana	  (raó	  
Log)	  dels	  shrunken	  centroids	  per	  a	  cada	  tipus	  de	  fibroblast.	  La	  columna	  descriu	  la	  direcció	  de	  l’expressió	  en	  
la	   seqüència	   NCFàCAF-‐LM.	   SE:	   gens	   sobreexpressats	   en	   la	   seqüència	   de	   CAF-‐LM	   a	   	   NCF,	   i	   IE	   indica	  
infraexpressió.	  En	  la	  predicció	  de	  classes,	  els	  CAF-‐PT	  són	  els	  que	  major	  error	  de	  mala	  classificació	  aporten,	  ja	  
que	  dels	  14	  totals,	  3	  són	  classificats	  com	  a	  NCF	  i	  3	  com	  a	  CAF-‐LM.	  Les	  altres	  dues	  categories	  són	  classificades	  
correctament	  en	  el	  100%	  dels	  casos.	  
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Posteriorment,	   la	  signatura	  de	  25	  gens	  de	  classificació,	  va	  ser	  validada	  en	  tres	  conjunts	  de	  dades	  

independents,	   dos	   d’ells	   corresponents	   a	   mostres	   de	   tot	   el	   tumor	   (GSE22598	   i	   LP)	   i	   un	   d’ells	  

corresponent	   a	  mostres	   obtingudes	   per	  microscopia	   de	   captura	   làser	   (GSE31279).	   La	   descripció	  

detallada	  dels	  quals	  es	  troba	  en	   l’apartat	  5.1	  dels	  materials	   i	  mètodes.	   	  L’objectiu	  era	  veure	  si	  el	  

classificador	   obtingut	   era	   capaç	   també	   de	   classificar	   mostres	   corresponents	   a	   tumor,	   i	   no	  

originades	   de	   fibroblasts	   en	   cultiu.	   Com	  es	  mostra	   en	   la	   taula	   R1.5,	   la	   probabilitat	   de	   classificar	  

correctament	   una	   mostra	   és	   molt	   alta	   (tases	   d’error	   global	   molt	   baixes),	   la	   qual	   cosa	   permet	  

concloure	  que	  l’expressió	  d’aquests	  25	  gens	  caracteritza	  molt	  bé	  els	  fibroblasts	  de	  cada	  tipus.	  

Així	  doncs,	  en	  funció	  de	  l’expressió	  d’aquests	  gens	  de	  la	  signatura,	  el	  classificador	  permetia	  saber	  

amb	   una	   elevada	   probabilitat	   a	   quina	   classe	   corresponien	   els	   fibroblasts	   de	   les	   mostres,	   si	   a	  

mucosa	  normal,	  a	  tumor	  primari	  o	  a	  metàstasi	  hepàtica.	  Els	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  (CAF-‐

PT)	   són	   els	   que	   mostren	   una	   major	   variabilitat	   a	   l’hora	   de	   classificar-‐se,	   sent	   alguns	   d’ells	  

classificats	  com	  a	  fibroblasts	  de	  metàstasi	  hepàtica	   i	  d’altres	  com	  a	  fibroblasts	  normals	  (resultats	  

que	  concorden	  amb	  els	  diferents	  heatmaps	  	  vistos	  anteriorment).	  

	  

	  

VALIDACIÓ	  
Conjunt	  de	  dades	  LP	   Predicció	    

Estat	  real	   Tumor	  primari	   Metàstasi	  hepàtica	   Tasa	  d’error	  
Tumor	  primari	   16	   3	   0.158	  

Metàstasi	  hepàtica	   0	   21	   0	  
Tasa	  d’error	  global	  =0.075	  (validació	  creuada)	  

GSE22598	   Predicció	    
Estat	  real	   Normal	  mucosa	   Tumor	  primari	   Tasa	  d’error	  	  
Normal	  mucosa	   15	   2	   0.118	  
Tumor	  primari	   0	   17	   0	  
Tasa	  d’error	  global	  =0.059	  (validació	  creuada)	  

FiguraR1.26.Probabilitats	   estimades	  
de	   classificació.	   Els	   fibroblasts	   del	  
conjunt	  de	  dades	  MB	  (d’entrenament)	  
són	   classificats	   segons	   la	   seva	  
pertinença	   real	   (panell	   superior)	   i	   la	  
predita	  (panell	  inferior).	  Els	  fibroblasts	  
normals	   (NCF)	   i	   els	   fibroblasts	  
associats	   a	   metàstasi	   hepàtica,	   són	  
tots	   classificats	   correctament	   mentre	  
que	   els	   associats	   a	   tumor	   primari	  
tenen	  majors	   probabilitats	   de	   ser	  mal	  
classificats	  
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1.4.4.-‐Associació	  de	  l’expressió	  gènica	  amb	  risc	  de	  progressió	  

Dels	   fibroblasts	   analitzats,	   els	   associats	   a	   tumor	   primari	   eren	   els	   que	   mostraven	   una	   major	  

variabilitat	  de	  classificació	  en	  tots	  els	  conjunts	  de	  bases	  de	  dades.	  Aquesta	  heterogeneïtat	  present	  

en	   els	   CAF-‐PT	   podria	   associar-‐se	   amb	   pronòstic	   en	   assumir	   que	   	   aquells	   fibroblasts	   de	   tumor	  

primari	  amb	  una	  expressió	  global	  de	  la	  signatura	  més	  propera	  als	  fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  

hepàtica	  podrien	  conferir	  un	  major	  risc	  que	  aquells	  amb	  una	  menor	  expressió,	  més	  similar	  als	  de	  la	  

mucosa	  normal	  (figura	  R1.27).	  

	  

Per	   tal	   d’avaluar	   el	   potencial	   pronòstic	   d’aquest	   classificador	   de	   25	   gens	   es	   van	   emprar	   els	  

conjunts	   de	   bases	   de	   dades	   GSE14333	   (166	   pacients	   amb	   càncer	   colorectal	   estadis	   I-‐III)	   i	   el	  

GSE33113	   (90	  pacients	  d’estadi	   II).	  Els	  pacients	  van	  ser	  assignats	  en	  3	  categories	  en	   funció	  de	   la	  

seva	  expressió	  global	  de	   la	  signatura,	  sent	  classificats	  com	  a	  d’alt	   risc	  aquells	  amb	  una	  expressió	  

superior	  a	  la	  mitjana	  +	  0,5	  desviació	  estàndard,	  expressió	  intermèdia	  a	  aquells	  amb	  valors	  +/-‐	  0,5	  

respecte	   la	  mitjana;	   i	  els	  de	  baixa	  expressió	  amb	  valors	   inferiors	  a	   la	  mitjana	  en	  >0,5	  desviacions	  

estàndard.	   La	   supervivència	   en	   aquests	   dos	   conjunts	   de	   dades	   va	   ser	   avaluada	   amb	   la	   funció	  

GSE31279	   Predicció	   	  

Estat	  real	   Estroma	  normal	   Estroma	  t.	  primari	   Met.	  
hepàtica	   Tasa	  d’error	  	  

Estroma	  normal	   9	   1	   0	   0.10	  
Estroma	  tumor	  primari	  	   3	   7	   0	   0.30	  
Metàstasi	  hepàtica	   1	   0	   3	   0.25	  
Tasa	  d’error	  global=0.203	  (validació	  creuada)	  

FiguraR1.27.Expressió	   de	   la	   signatura	  
de	   25	   gens	   en	   les	   34	   mostres	   de	  
fibroblasts	   de	  MB.	  Els	   fibroblasts	   de	   la	  
mucosa	  colònica	  normal	  (NCF	  -‐verd),	  els	  
associats	   a	   tumor	   primari	   (CAF-‐PT-‐	  
taronja)	   i	   els	   associats	   a	   metàstasi	  
hepàtica	   (CAF-‐LM-‐vermell).	   Les	  mostres	  
de	  CAF-‐PT	  són	   les	  que	  tenen	  uns	  valors	  
d’expressió	  més	  variable,	  tenint	  algunes	  
mostres	   valors	   d’expressió	   similars	   als	  
de	   CAF-‐LM	   i	   d’altres	   sent	   més	   propers	  
als	  NCF.	  

Taula	  R1.4.	  Predicció	  de	  classificació	  de	  la	  signatura	  de	  25	  gens	  en	  els	  conjunt	  de	  dades	  independents	  
LP,	  GSE22598	  	  i	  GSE31279.	  La	  tasa	  de	  predicció	  del	  classificador	  en	  els	  diferents	  conjunts	  de	  dades.	  
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estadística	  Log	  Rank	   i	   les	  corbes	  Kaplan-‐Meier	   i	  els	   resultats	   indicaren	  que	  aquests	  gens	  estaven	  

associats	  a	  pronòstic	  en	  tots	  dos	  casos	  (figura	  R1.28).	  

	  

	  

El	   patró	   d’expressió	   dels	   fibroblasts	   semblava	   associar-‐se	   amb	   pronòstic	   en	   ambdues	   cohorts.	  

Categoritzant	   els	   pacients	   en	   dos	   grups:	   alt	   risc	   (expressió	   >	   mitjana)	   i	   baix	   risc	   (expressió	   <	  

mitjana),	  els	  pacients	  amb	  una	  elevada	  expressió	  dels	  25	  gens	  també	  mostraven	  un	  major	  risc	  de	  

recurrència	  que	  aquells	  amb	  una	  baixa	  expressió	   (Hazard	  Ratio,	  HR=2,870;	  95%	   IC=1,608-‐5,122	   ,	  

test	  de	  versemblança	  (LR)	  P<0,0001).	  Així	  doncs,	   l’expressió	  dels	  25	  gens	  no	  només	  era	  útil	  per	  a	  

classificar	  els	   fibroblasts,	  sinó	  que	  també	  semblava	  tenir	  aplicabilitat	  en	  pronòstic	  en	  mostres	  de	  

tumor	  primari.	  Aquesta	  signatura	  es	  va	  obtenir	  independentment	  de	  l’expressió	  de	  les	  mostres	  de	  

tumor	  i	  de	  les	  dades	  clíniques	  del	  pacient,	   la	  qual	  cosa	  remarcava	  l’important	  poder	  predictiu	  de	  

l’estroma	  en	  la	  progressió	  del	  càncer.	  

	  

1.4.5.-‐Cerca	  dels	  gens	  del	  classificador	  més	  associats	  amb	  pronòstic	  en	  pacients	  d’estadis	  II/III.	  

Vist	  el	  bon	  poder	  pronòstic	  del	  classificador	  de	  25	  gens	  obtingut	  a	  partir	  de	   la	  signatura	  de	  gens	  

d’expressió	  seqüencial	  en	   fibroblasts,	  el	   següent	  pas	   fou	  trobar	  aquells	  gens	  dins	  de	   la	  signatura	  

inicial	  de	  277,	  amb	  millor	  capacitat	  per	  a	  predir	  recurrència	  en	  pacients	  en	  estadis	  II-‐III.	  	  

Un	   procés	  més	   optimitzat	   del	  mètode	   PAM	   va	   permetre	   obtenir	   una	   signatura	   de	   19	   gens	   fent	  

servir	  el	  GSE14333	  com	  a	  grup	  de	  dades	  d’entrenament.	  La	  puntuació	  de	  cada	  gen	  derivat	  del	  PAM	  

va	   associar-‐se	   amb	   l’estat	   del	   pacient	   (recurrent	   o	   no)	   i	   el	   nivell	   d’expressió	   del	   gen	   durant	   la	  

FiguraR1.28.Corbes	  Kaplan-‐Meier	  del	  GSE14333	   i	  GSE33113	  per	   la	   signatura	  classificadora	  de	  25	  gens.	   Les	  
mostres	   d’ambdues	   cohorts	   categoritzades	   segons	   la	   signatura	   de	   25	   gens	   en	   alta,	   intermèdia	   i	   baixa	  
expressió.	  	  (Log	  Rank,	  P<0,0001	  i	  P=0,014	  respectivament).	  
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progressió	   del	   càncer	   (augmentant	   o	   disminuint).	   La	   validació	   independent	   en	   el	   GSE17538	   va	  

mostrar	  una	  especificitat	  del	  79,7%	  i	  una	  sensibilitat	  del	  54,9%	  després	  de	  la	  validació	  creuada.	  

D’aquests	  19	  gens	  de	  la	  signatura,	  15	  eren	  sobreexpressats	  en	  la	  seqüència	  NCF<CAF-‐PT<CAF-‐LM	  i	  

per	   tant	   sobreexpressats	   en	   la	   progressió	   del	   tumor,	   mentre	   que	   4	   gens	   es	   trobaven	  

infraexpressats	   en	   aquesta	   seqüència.	   Per	   analitzar	   l’expressió	   específica	   cel·∙lular	   d’aquests	   19	  

gens	  de	  la	  signatura	  es	  van	  emprar	  les	  dades	  d’expressió	  del	  GSE39396	  (apartat	  7.1.1	  de	  material	  i	  

mètodes),	   representant	   l’expressió	   de	   4	   subtipus	   cel·∙lulars	   específics	   aïllats	   per	   citometria:	  

(EPCAM+	   cèl·∙lules	   epitelials,	   CD45+	   cèl·∙lules	   inflamatòries,	   CD31+	   cèl·∙lules	   endotelials	   i	   FAPα+	  

fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma).	  L’expressió	  de	   la	  majoria	  d’aquests	  gens	  (com	  es	  mostra	  en	   la	  

figura	  R1.29)	  es	  troba	  majoritàriament	  representada	  en	  el	  compartiment	  estromal.	  

	  

	  

Un	  cop	  comprovada	  l’especificitat	  estromal	  d’aquesta	  signatura,	  i	  amb	  l’objectiu	  de	  validar	  el	  seu	  

valor	  pronòstic,	  es	  van	  classificar	  els	  pacients	  del	  GSE14333	  en	  funció	  de	  l’expressió	  global	  dels	  19	  

gens	   de	   la	   signatura.	   Assumint	   la	  mateixa	   importància	   biològica	   per	   a	   tots	   ells,	   es	   va	   obtenir	   el	  

sumatori	  de	   les	  unitats	   tipificades	  de	  cada	  un	  (z-‐scores),	  aplicant	  un	  coeficient	  de	  +1	  en	  els	  gens	  

sobreexpressats	  i	  un	  coeficient	  de	  -‐1	  en	  els	  infraexpressats.	  Amb	  aquests	  valors,	  i	  usant	  la	  mitjana	  

de	  les	  puntuacions	  com	  a	  punt	  de	  tall,	  aquells	  pacients	  amb	  valors	  >0	  ern	  considerats	  d’alt	  risc,	   i	  

els	   que	   tenien	   una	   puntuació	   <0,	   de	   baix	   risc.	   Aquest	   criteri	   va	   ser	   aplicat	   als	   GSE14333	   i	   el	  

FiguraR1.29.Agrupament	  jeràrquic	  no	  supervisat	  dels	  19	  gens	  de	  la	  signatura	  en	  el	  GSE39396.	  El	  heatmap	  
mostra	  com	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma,	  FAPα+	  (taronja),	   s’associen	  en	  un	  grup	  separat	   respecte	  
l’expressió	  dels	  19	  gens	  en	  la	  resta	  de	  poblacions	  cel·∙lulars.	  
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classificador	  de	  recurrència	  identificà	  74	  pacients	  de	  baixa	  expressió	  i	  61	  d’alta	  expressió.	  El	  poder	  

predictiu	  de	  l’expressió	  de	  la	  signatura	  en	  la	  recurrència	  es	  va	  determinar	  amb	  l’àrea	  sota	  la	  corba	  

ROC	  (AUC=	  0,754);	   i	   la	  supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  entre	  els	  pacients	  d’alt	   i	  baix	  risc	  va	  donar	  

positiva	   en	   la	   funció	   estadística	   de	   Log	  Rank	   	   (HR=3,089;	   95%	   IC=1,674-‐5,702;	   P<0,0001)	   (figura	  

R1.30	  A,	  B	  i	  C).	  

	  

	  

Un	  altre	  cohort	   independent	  de	  111	  pacients	  d’estadis	   II/III	   (GSE17538)	  va	  ser	  usada	  per	  avaluar	  

l’aplicació	   de	   l’expressió	   de	   la	   signatura	   de	   19	   gens	   com	   a	   classificador.	   En	   aquesta	   cohort,	   61	  

pacients	  van	  ser	  definits	  d’alt	  risc	  i	  50	  de	  baix	  risc	  amb	  una	  AUC=0,79	  (Figura	  R1.31	  A	  i	  B).	  

FiguraR1.30.Validació	   en	   el	   GSE14333	   (conjunt	  
de	   dades	   d’entrenament).	   A)	   Classificació	   dels	  
pacients	  en	  funció	  de	  la	  puntuació	  de	  la	  signatura	  
i	   el	   seu	   estat	   de	   recurrència.	   La	   línia	   puntejada	  
delimita	   el	   punt	   de	   tall.	   B)	   Corba	   ROC	   amb	  
AUC=0,754	   i	   C)	   Corba	   Kaplan-‐Meier	   de	   la	  
supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  en	  els	  pacients	  del	  
GSE14333	  classificats	  en	  dos	  grups	  de	  risc.	  
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La	  prevalença	  en	  aquesta	  població	  era	  del	  29%	  i	   les	  probabilitats	  posteriors	  positives	   i	  negatives,	  

del	  44%	  (95%	  IC	  37-‐52%)	  i	  del	  10%	  (95%	  IC=	  5-‐20%)	  respectivament.	  Estratificant	  els	  pacients	  per	  

estadis,	  la	  prevalença	  dels	  pacients	  d’estadi	  II	  era	  del	  18%	  amb	  probabilitats	  posteriors	  positives	  i	  

negatives	  del	  28%	  (95%	  IC=21-‐36%)	   i	  5%	  (95%	  IC=1-‐25%)	  respectivament.	  Un	  punt	   interessant	  és	  

que	  en	  aquesta	  cohort	  el	  marge	  de	  decisió	  clínica	  era	  més	  ampli	  en	  els	  pacients	  d’estadi	   III,	  amb	  

una	  prevalença	  del	  38%	   i	  unes	  probabilitats	  posteriors	  positives	   i	  negatives	  del	  59%	  (95%	   IC=48-‐

70%)	  i	  14%	  (95%	  IC=6-‐29%)	  respectivament;	  fent	  que	  la	  diferència	  entre	  ambdues	  fos	  de	  45	  punts.	  	  

L’anàlisi	  de	  regressió	  de	  Cox	   	  univariant	   indicava	  que	  els	  pacients	  considerats	  d’alt	  risc	  tenien	  un	  

HR	  de	  5,404	  (P=0,001)	  en	  la	  supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  (SLM),	   i	  un	  HR=4,865	  (P=0,011)	  en	  la	  

supervivència	  específica	  de	  malaltia	  (SEM)	  (Figura	  R1.31	  C	  i	  D).	  

FiguraR1.31.Validació	  en	  el	  GSE17538.	  A)	  Classificació	  dels	  pacients	  en	  funció	  de	  la	  puntuació	  de	  la	  signatura	  i	  
el	  seu	  estat	  de	  recurrència.	  La	  línia	  negra	  delimita	  el	  punt	  de	  tall	  i	  les	  puntejades	  +/-‐	  0,5	  desv.est.	  B)	  Corba	  ROC	  
amb	   AUC=0,79	   i	   C)	   i	   D)	   Corbes	   Kaplan-‐Meier	   de	   la	   supervivència	   lliure	   de	   malaltia	   	   i	   de	   la	   supervivència	  
específica	  de	  malaltia	  en	  els	  pacients	  del	  GSE17538	  classificats	  en	  dos	  grups	  de	  risc.	  
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En	   l’anàlisi	  multivariant,	  després	  d’ajustar	  per	   les	  variables	  d’estadi,	  grau,	  sexe	   i	  edat;	   l’expressió	  

de	   la	   signatura	   de	   19	   gens	   quedà	   com	   la	   única	   variable	   estadísticament	   significativa	   per	   la	  

supervivència	   lliure	   de	  malaltia	   (HR=5,465	   ,	   95%	   IC=1-‐898-‐15,740	   ,	   P=0,002).	   La	   signatura	   de	   19	  

gens	   també	   es	   trobava	   independentment	   associada	   a	   la	   supervivència	   específica	   de	   malaltia	  

(P=0,018)	  (taula	  R1.6).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  
	  

	  

	  

Addicionalment,	  estratificant	  els	  nivells	  d’expressió	  en	   tres	  grups	   (risc	  alt,	   intermedi	   i	  baix)	  es	  va	  

veure	   que	   els	   pacients	   amb	   baixa	   expressió	   (<0,5	   desviacions	   estàndard	   per	   sota	   de	   la	  mitjana,	  

(n=35);	  intermèdia	  (n=39)	  i	  d’alta	  expressió	  (>0,5	  desviacions	  estàndard	  per	  sobre	  la	  mitjana,	  n=37)	  

tenien	   una	   supervivència	   lliure	   de	  malaltia	   del	   91%,	   68%	   i	   48%	   respectivament.	   Aquest	   resultat	  

clarament	   indicava	   que	   el	   nivell	   d’expressió	   conjunta	   dels	   19	   gens	   de	   la	   signatura	   es	   trobava	  

associat	   amb	   la	   progressió	   al	   càncer;	   una	   tendència	   que	   també	   s’observava	   respecte	   la	  

supervivència	  específica	  de	  malaltia	  (Figura	  R1.31	  E,	  F	  i	  G)	  

	  

Anàlisi	  multivariant	  de	  la	  signature	  de	  19	  gens	  en	  GSE17538	  

 	   Supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  
Supervivència	  específica	  de	  

malaltia	  
 	   HR	   95%	  CI	   p-‐valor	   HR	   95%	  CI	   p-‐valor	  

Edat	   >55	  anys	   1,384	   ,614-‐3,120	   ,433	   1,455	   ,569-‐3,718	   ,434	  
Sexe	   home	   0.89	   ,423-‐1,875	   ,760	   0,93	   ,378-‐2,284	   ,874	  

Grau	  

Ben	  diferenciat	   1	   	   ,340	   1	   	   ,532	  
Moderadament	  
diferenciat	   ,826	   ,180-‐3,780	   ,805	   1,603	   ,198-‐12,968	   ,658	  

Poc	  diferenciat	   1,772	   ,304-‐10,335	   ,525	   2,879	   ,285-‐29,110	   ,370	  
Estadi	   3	  vs	  2	   2,034	   ,915-‐4,523	   ,082	   3,455	   ,1,126-‐10,596	   ,030	  

Signatura	  
19	  gens	  

Alta	  vs	  baixa	   5,465	   1,898-‐15,740	   ,002	   5,844	   1,354-‐25,221	   ,018	  

	  Taula	  R1.5.	  Anàlisi	  multivariant	  de	  la	  signatura	  de	  19	  gens	  aplicada	  al	  GSE17538.	  La	  signatura	  de	  19	  gens	  es	  
manté	   com	   a	   únic	   factor	   	   estadísticament	   significatiu	   tant	   en	   la	   supervivència	   lliure	   de	  malaltia	   com	   en	   la	  
supervivència	  específica	  de	  malaltia.	  	  
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Per	   a	   confirmar	   el	   valor	   pronòstic	   en	   els	   pacients	   d’estadi	   II,	   es	   va	   emprar	   una	   tercera	   cohort	  

independent	   corresponent	   a	   90	   pacients	   d’aquestes	   característiques	   (GSE33113).	   L’aplicació	   del	  

classificador	  en	  aquesta	  cohort	  presentava	  una	  AUC=0,715,	  i	  una	  elevada	  expressió	  de	  la	  signatura	  

en	   aquests	   pacients	   s’associava	   amb	  mal	   pronòstic	   (HR=6,189,	   95%	   IC	   2,05-‐18,682	   ;P=0,001).	   La	  

prevalença	   en	   aquesta	   cohort	   era	   d’un	   21%	   i	   les	   probabilitats	   posteriors	   positives	   i	   negatives	  

tenien	  uns	  valors	  de	  39%	  (	  95%	  IC=30-‐48%)	  i	  8%	  (95%	  IC=3-‐17%)	  	  respectivament.	  En	  estratificar	  els	  

valors	   d’expressió	   en	   tres	   categories	   (baixa,	   intermèdia	   i	   alta),	   el	   risc	   de	   recurrència	   també	   es	  

mostrava	  associat	  amb	  la	  puntuació	  del	  classificador	  (figura	  R1.32).	  

FiguraR1.31.	   Validació	   en	   el	   GSE17538	  
estratificant	   en	   tres	   grups	   de	   risc.	   E)	  
Classificació	  dels	  pacients	  en	  funció	  de	  la	  
puntuació	  de	  la	  signatura	  i	  el	  seu	  estat	  de	  
recurrència.	   Les	   línies	   puntejades	  
delimiten	   els	   pacients	   intermedis	   amb	  
valors	   	   +/-‐	   0,5	   desviacions	   estàndard	  
respecte	  la	  mitjana	  F)	  i	  G)	  Corbes	  Kaplan-‐
Meier	   de	   la	   supervivència	   lliure	   de	  
malaltia	   	   i	   de	   la	   supervivència	   específica	  
de	   malaltia	   respectivament,	   	   en	   els	  
pacients	  del	  GSE17538	  classificats	  en	  tres	  
grups	  de	  risc.	  
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Així	  doncs,	  en	  els	  dos	  conjunts	  de	  dades	  utilitzats,	  el	  classificador	  semblava	   identificar	  clarament	  

els	  pacients	  de	  baix	  risc,	  especialment	  els	  pacients	  d’estadi	  II,	  els	  quals	  es	  podrien	  beneficiar	  de	  la	  

omissió	   de	   quimioteràpia	   (sobretot	   els	   pacients	   T4N0,	   clínicament	   classificats	   com	   d’alt	   risc).	  

Desafortunadament,	   la	   informació	  clínica	  disponible	  dels	  pacients	  que	  constitueixen	  els	  diferents	  

conjunts	  de	  dades	  només	  fa	  referència	  a	  l’edat,	  sexe,	  estat	  de	  recurrència,	  grau	  (només	  en	  el	  cas	  

del	  GSE17538),	  estadiatge	  i	  temps	  de	  supervivència.	  

	  

	  

	  

FiguraR1.32.	   Validació	   de	   la	   signatura	   de	  
19	   gens	   en	   el	   GSE33113	   (estadis	   II)	   A)	  
Corba	  ROC	  	  amb	  AUC=	  0,715.	  B)	  i	  C)	  Corbes	  
Kaplan-‐Meier	   de	   la	   supervivència	   lliure	   de	  
en	  els	  pacients	  del	  GSE33113	  classificats	  en	  	  
dos	  i	  tres	  grups	  de	  risc	  respectivament.	  
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OBJECTIU	  2:	  	  

Conèixer	   quins	   són	   els	   canvis	   funcionals	   que	   proporcionen	   els	   fibroblasts	  

aparellats	  del	  teixit	  normal	  adjacent	  al	  tumor	  i	  els	  associats	  a	  tumor	  primari	  en	  

les	   cèl·∙lules	   tumorals.	   Definir	   un	   perfil	   d’expressió	   genètic	   diferencial	   i	  

identificació	   de	   biomarcadors	   útils	   com	   a	   dianes	   terapèutiques	   i/o	   amb	   valor	  

pronòstic.	  

	  

La	   informació	   corresponent	   a	   aquest	   segon	   objectiu	   es	   troba	   redactada	   en	   un	   article	   sotmès	   i	  

pendent	  d’acceptació	  en	  el	  moment	  de	  redacció	  de	  la	  memòria	  escrita	  (Differences	  between	  CAFs	  

and	   their	   paired	   NCF	   from	   adjacent	   colonic	   mucosa	   reveal	   functional	   heterogeneity	   of	   CAFs,	  

providing	  prognostic	  information.	  Molecular	  Oncology)	  

	  

2.1.	  Aïllament	  i	  caracterització	  de	  cultius	  primaris	  de	  fibroblasts	  ,	  i	  valoració	  dels	  

efectes	  en	  cèl·∙lules	  tumorals.	  

	  

2.1.1.-‐	  Caracterització	  de	  parelles	  NCF/CAF-‐PT	  

Les	   parelles	   de	   fibroblasts	   NCF	   	   i	   CAF-‐PT	   descrites	   en	   l’objectiu	   1	   (apartat	   1.1)	   van	   ser	  

caracteritzades	  a	  nivell	  molecular	  determinant	  la	  presència	  de	  marcadors	  mesenquimals	  clàssics.	  A	  

partir	  de	  l’ARN	  i	  dels	  extractes	  proteics	  dels	  fibroblasts	  aïllats	  se’n	  va	  confirmar	  la	  seva	  naturalesa	  

mesenquimal	  mitjançant	   l’anàlisi	   de	   l’expressió	   de	   diferents	   biomarcadors	  moleculars	   específics	  

tant	  a	  nivell	  d’expressió	  gènica	  com	  a	  nivell	  proteic.	  Per	   la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR	  es	  van	  avaluar	  els	  

nivells	  d’expressió	  de	  l’alfa	  actina	  de	  múscul	  llis	  (α-‐SMA),	  de	  la	  vimentina	  i	  de	  la	  citoqueratina	  18,	  

proteïna	  característica	  del	  citoesquelet	  de	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  emprada	  per	  confirmar	  l’absència	  

de	  contaminació	  epitelial	  (Figura	  R2.1A).	  A	  nivell	  proteic,	  a	  part	  d’aquests	  mateixos	  biomarcadors	  

(a	  excepció	  de	  la	  citoqueratina	  18),	  també	  es	  van	  avaluar	  els	  nivells	  d’expressió	  de	  la	  E-‐cadherina	  i	  

la	  VE-‐cadherina	  (típiques	  de	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  endotelials	  respectivament)	  i	  d’un	  altre	  marcador	  

mesenquimal	  com	  és	  la	  vinculina	  (Figura	  R2.1B).	  	  

	  

Pel	  que	  fa	  a	   l’expressió	  de	   l’α-‐SMA,	  un	  marcador	  característic	  de	  fibroblasts	  activats,	   tot	   i	  que	   la	  

seva	  expressió	  es	  mostrava	  major	  en	  els	  CAF-‐PT	  en	  la	  majoria	  de	  parelles,	  un	  percentatge	  de	  NCF	  

expressaven	  més	  aquest	  gen	  que	  els	  seus	  corresponents	  aparellats	  tumorals.	  	  
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2.2.	   Anàlisi	   i	   determinació	   de	   gens	   diferencialment	   expressats	   entre	   ambdues	  

subpoblacions	  de	  fibroblasts.	  

Per	  a	  trobar	  una	  raó	  genètica	  a	  la	  heterogeneïtat	  funcional	  mostrada	  entre	  els	  NCF	  i	  els	  CAF-‐PT	  en	  

el	  microambient	  d’un	  tumor	  primari	  de	  còlon,	  en	  aquesta	  tesi	  ens	  vam	  voler	  centrar	  en	  els	  canvis	  a	  

nivell	   transcriptòmic	   entre	   parelles	   de	   fibroblasts	   de	   NCF	   i	   CAF-‐PT	   d’un	   mateix	   pacient	   per	   tal	  

d’identificar	   perfils	   d’expressió	   diferencial	   entre	   subpoblacions	   d’un	   mateix	   origen.	   L’estudi	  

d’expressió	  per	  microarray	  es	  va	  realitzar	  amb	  8	  	  de	  les	  13	  parelles	  de	  NCF-‐CAF-‐PT	  obtingudes	  per	  

a	  la	  realització	  d’aquesta	  tesi.	  

Després	   dels	   processos	   de	   quantificació	   de	   la	   imatge,	   filtratge	   i	   normalització	   de	   les	   dades	  

resultants	  dels	  microarrays,	  es	  va	  obtenir	  un	   total	  de	  108	  sondes	  desregulades	   (corresponents	  a	  

108	   gens)	   entre	   els	   NCF	   i	   els	   CAFs.	   La	   implicació	   i	   rellevància	   biològica	   d’aquests	   gens	  

diferencialment	  expressats	  es	  va	  analitzar	  seguint	  diferents	  estratègies.	  

	  

2.2.1.-‐Anàlisi	   per	   GSEA	   i	   associació	   de	   tots	   els	   gens	   desregulats	   amb	   fenotip	   i	   vies	   de	  

senyalització	  prèviament	  descrites.	  

Inicialment,	  per	  a	  tenir	  una	  visió	  global,	  es	  va	  emprar	  el	  llistat	  complet	  de	  gens	  desregulats	  i	  es	  va	  

avaluar	   el	   significat	   biològic	   de	   la	   seva	   variació	   coordinada	   en	   els	   canvis	   d’expressió	   observats	  

entre	  els	  NCF	  i	  els	  CAF-‐PT.	  Mitjançant	  el	  mètode	  del	  GSEA,	  es	  van	  seleccionar	  aquells	  fenotips	  que	  

presentaven	  un	  FDR	  <	  0,05	  i	  es	  va	  determinar	  que	  el	  perfil	  d’expressió	  dels	  gens	  sobreexpressats	  

en	  CAF-‐PT	  es	  correlacionava	  amb	  el	  perfil	  d’expressió	  dels	  gens	  que	  s’induïen	  en	  els	  fibroblasts	  en	  

resposta	  a	  sèrum,	  i	  que	  el	  mateix	  succeïa	  amb	  els	  infraexpressats	  al	  correlacionar-‐se	  amb	  els	  gens	  

reprimits	  en	  resposta	  a	  sèrum.	  Aquest	  perfil	  va	  ser	  descrit	  pel	  grup	  de	  Chang	  et	  al	  (Chang,	  Sneddon	  

et	   al.	   2004)	   en	   estudiar	   els	   gens	   que	   s’induïen	   en	   fibroblasts	   de	   diferents	   localitzacions	  

anatòmiques	  quan	  se’ls	  afegia	  sèrum	  en	  el	  seu	  medi	  de	  cultiu.	  S’associaven	  també	  amb	  el	  perfil	  del	  

fibroblast	  core	  serum	  response,	  corresponent	  al	  mateix	  patró	  d’expressió	  mencionat	  anteriorment	  

però	  havent	  descartat	  gens	  de	  cicle	  cel·∙lular.	  

Aquests	  resultats	  es	  mostraven	  consistents	  amb	  els	  reportats	  per	  Chang	  et	  al	  (Chang,	  Sneddon	  et	  

al.	   2004)	   que	   suggerien	   que	   en	   els	   carcinomes	   hepatocel·∙lulars	   i	   en	   els	   de	   pròstata	   els	   teixits	  

normals	  mostraven	  el	  fenotip	  corresponent	  als	  gens	  reprimits	  en	  resposta	  a	  sèrum,	  mentre	  que	  els	  

tumors	   presentaven	   el	   fenotip	   de	   gens	   induïts	   en	   resposta	   a	   sèrum	   o	   gens	   activats	   en	  wound	  

healing.	   En	   aquest	   article	   associaven	  el	   fenotip	  de	  wound-‐healing	   amb	  pronòstic	   i	   el	   fet	  que	  els	  

nostres	   gens	   desregulats	   es	   trobessin	   relacionats	   va	   fer	   reforçar	   la	   hipòtesi	   que	   els	   gens	   que	  
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expressen	  els	   fibroblasts	  activats	  en	  el	   tumor	   i	  que	  els	  diferencien	  dels	  seus	  corresponents	  en	  el	  

teixit	   normal	   adjacent	   poden	   ser	   rellevants	   a	   l’hora	   de	   determinar	   l’agressivitat	   de	   les	   cèl·∙lules	  

tumorals	  o	  de	   la	  resta	  de	  components	  de	   l’estroma	  tumoral,	  contribuint	  així	  en	   la	  progressió	  del	  

procés	  carcinogènic.	  Els	  resultats	  obtinguts	  del	  GSEA	  en	  format	  gràfic	  es	  mostren	  en	  la	  figura	  R2.5	  

	  

2.2.1.1.-‐	  Vies	  KEGG	  representades	  	  

L’anàlisi	  per	  GSEA	  també	  revelà	  que	  els	  gens	  desregulats	  	  en	  CAF-‐PT	  es	  trobaven	  relacionats	  amb	  

diferents	   vies	   KEGG	  descrites,	   les	  més	   representatives	   amb	   un	   FDR<0,01	  mostrades	   en	   la	   taula	  

R2.1.	  

Figura	   R2.5.	   Representació	  
gràfica	   dels	   resultats	  
obtinguts	   de	   l’anàlisi	   de	  
GSEA.	  El	   llistat	  ordenat	  dels	  
gens	   desregulats	   es	  mostra	  
en	   la	   barra	   inferior	   (de	  
major	   a	   menor	   expressió:	  
vermell-‐blau).	   L’enrichment	  
score	   (ES)	   mostra	   quant	   de	  
similar	   és	   la	   nostra	   llista	  
amb	   el	   fenotip	   determinat,	  
sent	  la	  màxima	  desviació	  de	  
0	  el	  punt	  on	  més	  es	   troben	  
representats	   els	   gens	   del	  
fenotip.	  
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VIES	  SOBREEXPRESSADES	  EN	  CAF-‐PT	  (KEGG)	  

Nom	  	   N	   ES	   NES	   NOM	  p-‐val	   FDR	  q-‐val	  

HSA04510_FOCAL_ADHESION	   189	   0.235	   3.441	   0	   0.00E+00	  

HSA04110_CELL_CYCLE	   111	   0.290	   3.297	   0	   0.00E+00	  

HSA04310_WNT_SIGNALING_PATHWAY	   146	   0.219	   2.878	   0	   0.00E+00	  

HSA04810_REGULATION_OF_ACTIN_CYTOSKELETON	   197	   0.186	   2.766	   0	   6.28E-‐04	  

HSA05222_SMALL_CELL_LUNG_CANCER	   85	   0.274	   2.756	   0	   5.02E-‐04	  

HSA05213_ENDOMETRIAL_CANCER	   52	   0.337	   2.754	   0	   4.19E-‐04	  

HSA04360_AXON_GUIDANCE	   126	   0.207	   2.590	   0	   9.67E-‐04	  

HSA05215_PROSTATE_CANCER	   86	   0.244	   2.528	   0	   1.11E-‐03	  

HSA05223_NON_SMALL_CELL_LUNG_CANCER	   53	   0.308	   2.523	   0	   9.88E-‐04	  

HSA05214_GLIOMA	   63	   0.287	   2.518	   0	   8.89E-‐04	  

HSA04520_ADHERENS_JUNCTION	   75	   0.248	   2.429	   0	   1.81E-‐03	  

HSA04514_CELL_ADHESION_MOLECULES	   129	   0.202	   2.420	   0	   1.75E-‐03	  

HSA05220_CHRONIC_MYELOID_LEUKEMIA	   76	   0.250	   2.405	   0	   1.78E-‐03	  

HSA04670_LEUKOCYTE_TRANSENDOTHELIAL_MIGRATION	   107	   0.209	   2.346	   2.08E-‐03	   2.38E-‐03	  

HSA05211_RENAL_CELL_CARCINOMA	   68	   0.250	   2.299	   2.10E-‐03	   3.36E-‐03	  

HSA04115_P53_SIGNALING_PATHWAY	   65	   0.248	   2.249	   4.12E-‐03	   4.43E-‐03	  

HSA04512_ECM_RECEPTOR_INTERACTION	   86	   0.217	   2.214	   0.00E+00	   5.32E-‐03	  

HSA04530_TIGHT_JUNCTION	   129	   0.175	   2.180	   2.11E-‐03	   6.61E-‐03	  

HSA05212_PANCREATIC_CANCER	   73	   0.229	   2.177	   2.07E-‐03	   6.33E-‐03	  

HSA00562_INOSITOL_PHOSPHATE_METABOLISM	   47	   0.275	   2.168	   2.20E-‐03	   6.18E-‐03	  

HSA05210_COLORECTAL_CANCER	   84	   0.212	   2.164	   2.11E-‐03	   6.08E-‐03	  

HSA05130_PATHOGENIC_ESCHERICHIA_COLI_INFECTION_EHEC	   50	   0.266	   2.163	   2.11E-‐03	   5.80E-‐03	  

HSA01430_CELL_COMMUNICATION	   135	   0.172	   2.150	   2.06E-‐03	   5.99E-‐03	  

HSA05131_PATHOGENIC_ESCHERICHIA_COLI_INFECTION_EPEC	   50	   0.266	   2.140	   2.02E-‐03	   6.05E-‐03	  

HSA03050_PROTEASOME	   22	   0.388	   2.113	   4.17E-‐03	   7.16E-‐03	  

HSA04012_ERBB_SIGNALING_PATHWAY	   83	   0.207	   2.101	   2.24E-‐03	   7.70E-‐03	  

HSA05221_ACUTE_MYELOID_LEUKEMIA	   53	   0.255	   2.098	   4.36E-‐03	   7.50E-‐03	  

HSA04070_PHOSPHATIDYLINOSITOL_SIGNALING_SYSTEM	   73	   0.218	   2.041	   8.44E-‐03	   1.13E-‐02	  

HSA04540_GAP_JUNCTION	   93	   0.186	   1.981	   8.32E-‐03	   1.57E-‐02	  

HSA04120_UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS	   39	   0.273	   1.944	   4.19E-‐03	   1.91E-‐02	  

HSA00190_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION	   125	   0.159	   1.940	   6.52E-‐03	   1.90E-‐02	  

HSA00970_AMINOACYL_TRNA_BIOSYNTHESIS	   37	   0.283	   1.929	   1.43E-‐02	   1.98E-‐02	  

HSA04210_APOPTOSIS	   81	   0.191	   1.919	   2.11E-‐03	   2.01E-‐02	  

HSA04916_MELANOGENESIS	   99	   0.176	   1.903	   2.03E-‐03	   2.19E-‐02	  

HSA00240_PYRIMIDINE_METABOLISM	   85	   0.183	   1.897	   8.46E-‐03	   2.18E-‐02	  

HSA04320_DORSO_VENTRAL_AXIS_FORMATION	   27	   0.311	   1.860	   1.58E-‐02	   2.58E-‐02	  

HSA05218_MELANOMA	   71	   0.185	   1.754	   1.30E-‐02	   4.45E-‐02	  
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VIES	  INFRAEXPRESSADES	  EN	  CAF-‐PT	  (KEGG)	  
Nom	  	   N	   ES	   NES	   NOM	  p-‐val	   FDR	  q-‐val	  

HSA00980_METABOLISM_OF_XENOBIOTICS_BY_CYTOCHROME_P450	   61	   -‐0.438	   -‐3.869	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00641_3_CHLOROACRYLIC_ACID_DEGRADATION	   15	   -‐0.728	   -‐3.249	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00350_TYROSINE_METABOLISM	   58	   -‐0.3826	   -‐3.213	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00071_FATTY_ACID_METABOLISM	   45	   -‐0.422	   -‐3.201	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00561_GLYCEROLIPID_METABOLISM	   57	   -‐0.364	   -‐3.100	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00480_GLUTATHIONE_METABOLISM	   35	   -‐0.455	   -‐2.993	   0.00E+00	   0.00E+00	  

HSA00120_BILE_ACID_BIOSYNTHESIS	   38	   -‐0.4226	   -‐2.930	   0.00E+00	   1.32E-‐04	  

HSA03320_PPAR_SIGNALING_PATHWAY	   65	   -‐0.305	   -‐2.764	   0.00E+00	   3.39E-‐04	  

HSA00624_1_AND_2_METHYLNAPHTHALENE_DEGRADATION	   23	   -‐0.495	   -‐2.748	   0.00E+00	   3.02E-‐04	  

HSA00010_GLYCOLYSIS_AND_GLUCONEOGENESIS	   63	   -‐0.297	   -‐2.610	   0.00E+00	   4.44E-‐04	  

HSA00590_ARACHIDONIC_ACID_METABOLISM	   50	   -‐0.323	   -‐2.581	   0.00E+00	   4.04E-‐04	  

HSA04060_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION	   245	   -‐0.149	   -‐2.324	   0.00E+00	   3.41E-‐03	  

HSA00380_TRYPTOPHAN_METABOLISM	   58	   -‐0.272	   -‐2.278	   0.00E+00	   4.76E-‐03	  

HSA00220_UREA_CYCLE_AND_METABOLISM_OF_AMINO_GROUPS	   30	   -‐0.343	   -‐2.181	   1.89E-‐03	   7.75E-‐03	  

HSA00280_VALINE_LEUCINE_AND_ISOLEUCINE_DEGRADATION	   44	   -‐0.282	   -‐2.167	   5.66E-‐03	   7.91E-‐03	  

HSA00512_O_GLYCAN_BIOSYNTHESIS	   29	   -‐0.339	   -‐2.155	   0.00E+00	   8.27E-‐03	  

HSA03010_RIBOSOME	   62	   -‐0.241	   -‐2.107	   4.04E-‐03	   9.76E-‐03	  

HSA04610_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES	   68	   -‐0.2226	   -‐2.060	   1.97E-‐03	   1.34E-‐02	  

HSA00340_HISTIDINE_METABOLISM	   41	   -‐0.270	   -‐1.946	   2.01E-‐03	   2.68E-‐02	  

HSA00410_BETA_ALANINE_METABOLISM	   25	   -‐0.336	   -‐1.897	   5.92E-‐03	   3.46E-‐02	  

HSA00640_PROPANOATE_METABOLISM	   34	   -‐0.289	   -‐1.875	   7.81E-‐03	   3.73E-‐02	  

HSA02010_ABC_TRANSPORTERS_GENERAL	   44	   -‐0.249	   -‐1.830	   1.17E-‐02	   4.63E-‐02	  

	  

	  

	  

	  

2.2.2.-‐	  Ontologia	  genètica	  dels	  gens	  desregulats	  entre	  ambdues	  poblacions	  fibroblàstiques.	  

Seguidament	   es	   va	   emprar	   l’eina	   bioinformàtica	  DAVID	   (Database	   Annotation,	   Visualization	   and	  

Integrated	  Discovery)	  per	   a	   classificar	   la	   funció	   gènica	   dels	   gens	   desregulats	   entre	   CAF-‐PT	   i	  NCF	  	  

restringint	  la	  cerca	  a	  aquells	  gens	  que	  presentaven	  un	  q-‐valor	  <	  0,1,	  quedant	  una	  llista	  final	  de	  305	  

sondes	  infraexpressades	  (p=0,003)	  i	  97	  sondes	  sobrerepresentades	  (p=0,001).	  	  

L’anàlisi	   d’ontologies	   genètiques	   revelà	   que	   els	   gens	   sobreexpressats	   en	   CAF-‐PT	   es	   trobaven	  

bàsicament	   associats	   amb	   processos	   biològics	   relacionats	   amb	   el	   desenvolupament	   (TGFB2,	  

PDGFC,	   cMET,CADM1,WNT2)	   i	   amb	   senyalització	   cel·∙lular	   (TFAP2C,	   NTF-‐3,	   SEMA5A,	   EFNB2	   i	  

INHBA)	   (taula	   R2.2	   superior)	   Els	   gens	   infraexpressats	   en	   els	   CAFs	   s’agrupaven	   en	   categories	  

relacionades	   amb	   processos	   d’homeòstasis	   (SNCA,	   AGT,	   ABCA1,	   PL2G4A	   i	   BCL-‐2),	   resposta	   a	  

Taula	   R2.1.	   KEGG.	   Les	   més	   representades	   en	   els	   gens	   sobreexpressats	   (taula	   superior)	   o	   en	   els	  
infraexpressats	  (taula	  inferior)	  dels	  CAF-‐PT	  respecte	  els	  NCF,	  considerant	  un	  FDR	  <	  0,01.	  N:nombre	  de	  gens	  
del	   total	   representats	   en	   la	   via	   descrita;	   ES:	   enrichment	   score;	  NES:	   normalitzed	   enrichment	   score;	  NOMp-‐
valor:	  p-‐valor	  nominal	  i	  FDR	  q-‐valor	  :	  False	  discovery	  rate.	  
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estímuls	   externs	   	   (CCL8,	   CCL7,	   CCL11,	   CCL13,	   proS1)	   i	   senyalització	   intercel·∙lular	   (FGF10,	   FGF13,	  

LYN,	  TNFSF10,	  NOVA1	  (taula	  R2.2	  inferior).	  

	  

	  

Ontologia	  genètica	  dels	  gens	  infraexpressats	  en	  CAF-‐PT.	  

Categoria	   Processos	  biològics	   N	   p-‐valor	   fold	  
enrichment	  	   FDR	  	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0048878~chemical	  homeostasis	  	   28	   2,30E-‐08	   3,532	   3,96E-‐05	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0006629~lipid	  metabolic	  process	  	   35	   8,42E-‐08	   2,793	   1,45E-‐04	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0065008~regulation	  of	  biological	  quality	  	   50	   1,14E-‐07	   2,204	   1,97E-‐04	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0007584~response	  to	  nutrient	  	   14	   2,58E-‐07	   6,433	   4,45E-‐04	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0009605~response	  to	  external	  stimulus	  	   36	   4,42E-‐07	   2,556	   7,62E-‐04	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0042592~homeostatic	  process	  	   31	   1,53E-‐06	   2,666	   2,63E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0042221~response	  to	  chemical	  stimulus	  	   42	   4,43E-‐06	   2,124	   7,63E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0007267~cell-‐cell	  signaling	  	   26	   6,22E-‐06	   2,792	   1,07E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0048754~branching	  morphogenesis	  of	  a	  tube	  	   9	   6,82E-‐06	   8,907	   1,18E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0009991~response	  to	  extracellular	  stimulus	  	   15	   8,32E-‐06	   4,386	   1,44E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0031667~response	  to	  nutrient	  levels	  	   14	   1,20E-‐05	   4,571	   2,06E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0008202~steroid	  metabolic	  process	  	   14	   1,26E-‐05	   4,548	   2,18E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0006869~lipid	  transport	  	   12	   1,46E-‐05	   5,36	   2,51E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0009725~response	  to	  hormone	  stimulus	  	   19	   1,69E-‐05	   3,321	   2,91E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	  
GO:0001658~branching	  involved	  in	  ureteric	  bud	  
morphogenesis	  	   6	   1,80E-‐05	   17,543	   3,10E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0060675~ureteric	  bud	  morphogenesis	  	   6	   1,80E-‐05	   17,543	   3,10E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0001763~morphogenesis	  of	  a	  branching	  structure	  	   9	   1,81E-‐05	   7,823	   3,12E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0006766~vitamin	  metabolic	  process	  	   9	   2,00E-‐05	   7,719	   3,45E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0006873~cellular	  ion	  homeostasis	  	   19	   2,03E-‐05	   3,277	   3,49E-‐02	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0055082~cellular	  chemical	  homeostasis	  	   19	   2,51E-‐05	   3,225	   4,33E-‐02	  
	  

	  

	  

	  

	  

Ontologia	  genètica	  dels	  gens	  sobreexpressats	  en	  CAF-‐PT	  

Categoria	  	   Processos	  biològics	   N	   p-‐valor	  	   fold	  
enrichment	  	   FDR	  	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0048731~system	  development	  	   31	   3,08E-‐08	   2,802	   4,90E-‐05	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0048856~anatomical	  structure	  development	  	   32	   4,82E-‐08	   2,669	   7,66E-‐05	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0007399~nervous	  system	  development	  	   19	   1,58E-‐06	   3,669	   2,51E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0048513~organ	  development	  	   24	   1,73E-‐06	   2,91	   2,75E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0032502~developmental	  process	  	   33	   2,21E-‐06	   2,211	   3,52E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	  
GO:0007275~multicellular	  organismal	  
development	  	   31	   3,13E-‐06	   2,283	   4,98E-‐03	  

GOTERM_BP_ALL	  	   GO:0007267~cell-‐cell	  signaling	  	   13	   1,92E-‐05	   4,548	   3,05E-‐02	  

Taula	  R2.2.	  Ontologia	  genètica	  dels	   gens	  desregulats.	   Processos	  biològics	  en	  el	  que	  estan	   involucrats	  els	  
gens	  desregulats.	  N:	  nombre	  de	  gens	  representats	  en	  el	  terme	  biològic,	  FDR:	  false	  discovery	  rate.	  	  



	   	   Resultats
	   	   	  	  

183	  
	  

2.3. Selecció	  de	  gens	  diferencialment	  expressats	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT.	  

Mitjançant	  l’anàlisi	  pel	  mètode	  estadístic	  SAM,	  del	  total	  de	  gens	  desregulats	  es	  va	  obtenir	  un	  llistat	  

de	   109	   sondes	   diferencialment	   expressades	   entre	   els	   NCF	   i	   CAF-‐PT.	   El	   criteri	   per	   a	   la	   selecció	  

d’aquestes	  sondes	  va	  ser	  el	  següent:	  

-‐ Tenir	  com	  a	  mínim	  un	  gen	  associat.	  

-‐ Expressió	  mitjana	  del	  valor	  d’RMA	  (valor	  logaritmic)	  >4	  per	  a	  descartar	  inespecificitats	  

i	  sondes	  poc	  abundants.	  

-‐ Desviació	   estàndard	  de	   l’expressió	   logarítmica	  de	  RMA	  >0,1	  per	   a	  descartar	   sondes	  

amb	  baixa	  variabilitat.	  

-‐ FDR	  q-‐valor	  <	  0,05	  

-‐ Fold	  change	  >2	  per	  als	  gens	  sobreexpressats	  i	  <0,5	  en	  els	  infraexpressats.	  

De	  les	  109	  sondes	  obtingudes	  diferencialment	  expressades,	  39	  corresponents	  a	  38	  gens	  descrits	  es	  

classificaven	   com	   a	   sobreexpressades	   en	   el	   grup	   dels	   CAF-‐PT	   respecte	   els	   NCF;	   mentre	   que	   70	  

sondes	   (corresponents	  a	  70	  gens	  coneguts)	  es	   trobaven	   infraexpressades	  en	  els	  CAF-‐PT	  respecte	  

els	  NCF.	  El	  llistat	  dels	  108	  gens	  diferencialment	  expressats	  així	  com	  la	  funció	  seva	  funció	  es	  troba	  

en	  l’apartat	  d’annexes	  (annex	  5)	  

Els	  perfils	  d’expressió	  dels	  gens	  desregulats	  significativament	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT	  van	  ser	  explorats	  

per	   anàlisi	   d’agrupament	   jeràrquic	   no-‐supervisat	   i	   les	  mostres	   van	   ser	   agrupades	   segons	   la	   seva	  

similitud	   gènica	   quedant	   clarament	   agrupats	   els	   CAF-‐PT	   per	   una	   banda,	   i	   els	   NCF	   per	   l’altre	  

independentment	   del	   seu	   origen.	   Aquests	   resultats	   demostraren	   que	   els	   CAF-‐PT	   presenten	   un	  

perfil	  d’expressió	  gènica	  més	  similars	  entre	  ells	  que	  no	  pas	  amb	  els	  seus	  aparellats	  normals	  (figura	  

R2.6).	  
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Figura	  R2.6.Representació	  gràfica	  en	  heatmap	  de	  l’expressió	  dels	  108	  gens	  significativament	  desregulats	  
entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT.	  El	  grau	  d’expressió	  és	  representat	  per	  una	  gradació	  de	  colors	  on	  el	  vermell	  representa	  
la	  màxima	  expressió	   i	  el	  blau	   la	  mínima.	  Els	   fibroblasts	  emprats	  en	   l’anàlisi	  de	  microarrays	  es	  classifiquen	  
clarament	  segons	  el	  nivell	  d’expressió	  dels	  gens,	  agrupant-‐se	  els	  NCF	  i	  els	  CAF-‐PT	  per	  separat.	  Les	  columnes	  
representen	  les	  mostres	  emprades	  en	  l’anàlisi	  i	  les	  files	  representen	  els	  diferents	  gens	  seleccionats.	  Aquests	  
s’agrupen	   segons	   si	   es	   troben	   infraexpressats	   en	   CAF-‐PT	   (groc)	   o	   sobreexpressats	   (verd).	   Les	   mostres	  
s’agrupen	  més	  pel	  seu	  caràcter	  activat	  que	  no	  pas	  el	  seu	  origen.	  
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2.4.1.-‐La	   signatura	  de	  108	  gens	   té	  un	  valor	  pronòstic	  aplicada	  en	  dades	  de	  bases	  públiques	  de	  

mostres	  de	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  en	  estadis	  II	  i	  III.	  

Tenint	  en	  compte	  les	  dades	  prèvies	  dels	  resultats	  in	  vivo,	  es	  va	  voler	  fer	  una	  primera	  aproximació	  

per	  a	  esbrinar	  el	  valor	  pronòstic	  que	  pogués	  tenir	   l’expressió	  d’aquests	  108	  gens	   in	  silico.	  Aquest	  

anàlisi	  es	  va	  fer	  emprant	  dades	  d’expressió	  de	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  disponibles	  en	  bases	  

de	   dades	   públiques.	   El	   conjunts	   de	   dades	   escollits	   van	   ser:	   GSE14333	   i	   GSE17537	   que	   van	   ser	  

combinats	  donant	  lloc	  a	  una	  cohort	  de	  267	  pacients	  d’estadis	  I-‐III;	  i	  el	  GSE33113	  de	  89	  pacients	  de	  

càncer	   colorectal	   d’estadi	   II.	   Es	   va	   calcular	   la	  puntuació	   global	   dels	   108	  gens	  per	   a	   cada	  un	  dels	  

pacients	  de	  la	  cohort	  i	  es	  van	  dicotomitzar	  segons	  el	  seu	  valor,	  establint	  la	  mitjana	  com	  a	  punt	  de	  

tall.	  Els	  pacients	  amb	  valors	  d’expressió	  superior	  al	  punt	  de	  tall	  eren	  considerats	  d’alta	  expressió	  i	  

per	  tant	  d’alt	  risc,	  i	  els	  de	  valors	  inferiors	  de	  baix	  risc.	  

El	  temps	  a	  la	  recurrència	  (calculat	  en	  mesos)	  o	  supervivència	  lliure	  de	  malaltia	  (SLM)	  va	  ser	  avaluat	  

per	  a	  tots	  els	  pacients	  d’ambdues	  cohorts	  i	  es	  va	  establir	  la	  seva	  relació	  amb	  l’expressió	  global	  dels	  

108	   gens	   mitjançant	   el	   model	   de	   corbes	   de	   Kaplan-‐Meier	   i	   la	   funció	   estadística	   Log-‐Rank	  

(diferències	   significatives	  entre	  grups	  d’alta	   i	  baixa	  expressió	  quan	  p<	  0,05)	   (figura	  R2.11	  A	   i	  B	   ).	  

Aquests	   resultats	   semblaven	   atribuir	   un	   valor	   predictiu	   pronòstic	   a	   l’expressió	   dels	   gens	  

desregulats	  entre	  NCF	  i	  CAF-‐PT.	  

	  

	  

	  

Figura	  R2.11.	  Corbes	  Kaplan-‐Meier	  per	  a	  la	  cohort	  combinada	  de	  GSE14333	  i	  GSE17537	  	  (A)	  i	  pel	  GSE33113	  
(B).	  	  En	  totes	  dues	  cohorts,	  els	  pacients	  classificats	  com	  de	  baixa	  puntuació	  (blau)	  presenten	  un	  major	  temps	  
a	   la	   recurrència	  que	  els	  pacients	  d’alta	  puntuació	   (vermell)	  que	  és	  estadísticament	   significatiu	   (P=0,0038	   i	  
P=0,026	  respectivament	  ).	  
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L’associació	   entre	   el	   temps	   a	   la	   progressió	   (o	   supervivència	   lliure	   de	  malaltia)	   en	   el	   conjunt	   de	  

dades	  GSE14333	  emprat	  en	  l’elaboració	  del	  model	  va	  ser	  avaluat	  mitjançant	  el	  model	  de	  corbes	  de	  

supervivència	  de	  Kaplan-‐Meier	   i	   la	  funció	  estadística	  Log	  Rank.	  El	  punt	  de	  tall	  emprat	  en	  aquesta	  

ocasió	  per	  a	  dividir	  els	  pacients	  en	  grups	  d’alta	  o	  baixa	  expressió	  (	  i	  per	  tant	  d’alt	  i	  baix	  risc)	  va	  ser	  

la	  prevalença	  a	  la	  recurrència	  en	  la	  cohort	  d’estudi	  (35,6%)	  (figura	  R3.2).	  

	  

3.1.1.-‐L’expressió	  dels	  5	  gens	  del	   classificador	  és	  principalment	  expressada	  per	   fibroblasts	   i	  no	  

sembla	   estar	   expressada	   per	   altres	   tipus	   cel·∙lulars	   ni	   influenciada	   per	   processos	   de	   transició	  

epiteli-‐mesènquima	  (TEM).	  

Tot	  i	  que	  els	  gens	  del	  classificador	  van	  ser	  obtinguts	  a	  partir	  d’un	  llistat	  de	  	  gens	  de	  fibroblasts,	  vam	  

voler	   comprovar	   l’especificitat	   de	   l’expressió	   d’aquests	   en	   altres	   tipus	   cel·∙lulars	   per	   veure’n	   la	  

possible	  repercussió	  a	  nivell	  de	  tot	  el	  tumor,	  realitzant	  diferents	  aproximacions.	  

FiguraR3.2.Corbes	   Kaplan-‐Meier	   per	   al	  
GSE14333.	   A)	   En	   la	   cohort	   inicial	   de	   135	  
pacients	  (estadis	  II-‐III	  agrupats),	  la	  diferència	  
en	   la	   supervivència	   lliure	   de	   malaltia	   es	  
mostrava	   estadísticament	   significativa	  	  
(p<0,001)	   entre	   els	   pacients	   de	   baixa	   i	   alta	  
expressió.	   Quan	   avaluats	   per	   separat	   els	  
estadis	   II	   (B)	   i	   els	   estadis	   III	   (C)	   aquesta	  
diferència	   continuava	   sent	   significativa	  
(P=0,002	  i	  P<0,0001	  respectivament).	  
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L’expressió	  es	  va	  avaluar	  en	  unes	  dades	  d’expressió	  de	  microarrays	  corresponents	  a:	  

-‐ Cèl·∙lules	  tumorals	  en	  monocultiu	  (DLD-‐1)	  	  

-‐ Cèl·∙lules	   tumoral	   (DLD-‐1)	   en	   co-‐cultiu	   amb	   fibroblasts	   normals	   adjacents	   al	   tumor	  

(NCF),	  	  mitjançant	  sistema	  Transwell.	  

-‐ 	  NCF	  en	  mono-‐cultiu	  

-‐ 	  NCF	  en	  co-‐cultiu	  amb	  cèl·∙lules	  epitelials	  DLD-‐1	  	  

-‐ 	  CAFs	  en	  mono-‐cultiu.	  

L’objecte	   d’aquest	   co-‐cultiu	   era	   veure	   com	   canviava	   el	   perfil	   d’expressió	   gènica	   d’ambdós	   tipus	  

cel·∙lulars	   a	   l’estar	   en	   contacte	   mitjançant	   el	   sistema	   Transwell	   (contacte	   indirecte	   per	   factors	  

solubles	   secretats	   al	  medi)	   durant	   5	   dies.	   Les	   dades	   d’aquests	  microarrays	   d’expressió,	   sorgides	  

d’un	   altre	   projecte	   de	   tesi	   dins	   del	   nostre	   grup	   de	   recerca,	   es	   van	   fer	   servir	   en	   aquesta	   tesi	  

únicament	  per	  a	  aquest	  efecte.	  Com	  es	  mostra	  en	  la	  figura	  R3.5,	  les	  cèl·∙lules	  epitelials	  després	  de	  

l’exposició	   als	   factors	   solubles	   secretats	   pels	   fibroblasts	   en	   el	   co-‐cultiu	   per	   Transwell,	   no	  

adquireixen	  trets	  de	  transició	  epiteli-‐mesènquima	  després	  de	  5	  dies	  en	  contacte.	  	  

	  

FiguraR3.5.Representació	  gràfica	  en	  heatmap	   	   per	   comprovar	  efectes	  en	  TEM.	   Expressió	  dels	  5	  gens	  del	  
classificador	   (AMIGO2,	   PDLIM3,	   CCL11,	   ULBP2	   i	   SLC7A2),	   de	   gens	   associats	   amb	   la	   transició	   epiteli-‐
mesènquima	   (ACTA2,	   ZEB1,	   ZEB2,	   SNAI1,	   SNAI2,CDH2	   i	   CDH1)	   i	   gens	   mesenquimals	   (COL11A1,	   COL3A1,	  
COL1A1,	  VIM,	  LUM).	  En	  columnes	  es	  representen	  el	  tipus	  cel·∙lulars.	  
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Un	   cop	   comprovats	   aquests	   aspectes	   relacionats	   amb	   l’especificitat	   de	   l’expressió	   dels	   gens	   del	  

classificador,vam	   procedir	   estudiar	   el	   seu	   valor	   pronòstic	   en	   altres	   conjunts	   de	   dades	  

independents	  i	  diferents	  a	  l’usat	  en	  el	  seu	  desenvolupament	  (GSE14333).	  

	  

3.2. El	  classificador	  de	  5	  gens	  identifica	  pacients	  de	  mal	  pronòstic	  en	  dades	  in	  

silico.	  

Es	   va	   voler	   conèixer	   com	   era	   el	   poder	   predictiu	   de	   recurrència	   del	  model	   constituït	   per	   CCL11,	  

PDLIM3,	   AMIGO2,	   ULBP2	   i	   SLC7A2	   aplicant-‐lo	   a	   diferents	   conjunts	   de	   dades	   independents.	  

Primerament,	  per	  tal	  de	  corroborar	  que	  l’expressió	  d’aquests	  gens	  donava	  informació	  de	  l’estroma	  

de	   la	   mostra	   tumoral,	   es	   va	   valorar	   si	   el	   classificador	   també	   tenia	   poder	   pronòstic	   en	   mostres	  

enriquides	   en	   cèl·∙lules	   tumorals.	   Per	   aquest	  motiu	   es	   van	   emprar	   les	   dades	   d’expressió	   de	   dos	  

conjunts	   de	   dades	   corresponents	   a	   mostres	   obtingudes	   per	   la	   tècnica	   microscopia	   de	   captura	  

làser.	  Com	  a	  validació	  positiva	  es	  van	  emprar	  3	  conjunts	  de	  dades	  corresponents	  a	  expressió	  de	  tot	  

el	  tumor	  (assegurant	  una	  presència	  de	  component	  estromal	  >	  20%).	  Per	  a	  tots	  aquests	  conjunts	  de	  

dades	  es	  va	  avaluar	  el	  poder	  predictiu	  del	  model	  de	  5	  gens	  calculant	  l’àrea	  sota	  la	  corba	  (AUC).	  Els	  

valors	  obtinguts	  per	  a	  cada	  un	  dels	  GSE	  emprats	  es	  resumeixen	  en	  la	  taula	  R3.1.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

L’obtenció	  d’aquests	  resultats	  va	  permetre	  demostrar	  l’especificitat	  estromal	  del	  classificador	  de	  5	  

gens	  al	  no	  presentar	  poder	  predictiu	  en	   les	  mostres	  de	  LCM.	  Així	  doncs,	  mentre	  que	   la	  capacitat	  

per	  a	  predir	  recurrència	  en	  els	  conjunts	  de	  dades	  contenint	  informació	  de	  tot	  el	  tumor	  (GSE17538,	  

GSE14095	  i	  GSE33113)	  era	  similar	  al	  valor	  d’AUC	  obtingut	  pel	  GSE14333;	  en	  els	  conjunts	  de	  dades	  

de	  mostres	  enriquides	  en	  cèl·∙lules	  tumorals	  (GSE18105	  i	  GSE21510)	  el	  valor	  de	  la	  AUC	  es	  trobava	  

molt	  proper	  a	  0,5	  i	  per	  tant	  no	  oferia	  més	  predicció	  que	  la	  que	  es	  donaria	  per	  atzar.	  

L’associació	  entre	  el	  temps	  a	  la	  progressió	  i	  l’expressió	  global	  dels	  gens	  del	  classificador	  també	  va	  

ser	  avaluada	  mitjançant	  les	  corbes	  de	  Kaplan-‐Meier	  i	  la	  funció	  estadística	  Log	  Rank.	  

Conjunt	  de	  dades	  
GEO	  

AUC	  (IC)	   Sèries	  de	  mostres	  

GSE17538	   0,84	  (0,76-‐0,93)	   Validació	  positiva	  

GSE14095	   0,68	  (0,50-‐0,76)	   Validació	  positiva	  

GSE33113	   0,68	  (0,53-‐0,83)	   Validació	  positiva	  

GSE18105	  (LCM)	   0,52	  (0,38-‐0,65)	   Validació	  negativa	  

GSE21510	  (LCM)	   0,54	  (0,43-‐0,66)	   Validació	  negativa	  

Taula	  R3.	  1.	  Valors	  de	  les	  AUC	  obtinguts	  
en	  els	  diferents	  GSE.	  3	  conjunts	  de	  dades	  
van	  servir	  com	  a	  validació	  positiva	  (dades	  
d’expressió	   de	   tot	   el	   tumor	   o	   contenint	  
més	  d’un	  20%	  d’estroma),	  mentre	  que	  els	  
conjunts	  de	  dades	  d’expressió	  de	  cèl·∙lules	  
tumorals	   obtingudes	   per	   LCM	   no	  
mostraven	   poder	   predictiu	   (valor	   d’AUC	  
molt	  proper	  a	  0,5).	  
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Per	  a	  cada	  cohort	  avaluada	  els	  pacients	  van	  ser	  dividits	  en	  dos	  grups	  usant	  com	  a	  punt	  de	  tall	   la	  

prevalença	  a	  la	  recurrència	  en	  cada	  cohort	  d’estudi	  i	  sent	  classificats	  com	  d’alt	  risc	  de	  recurrència	  

aquells	   amb	   valors	   superiors	   al	   punt	   de	   tall	   i	   designats	   com	   de	   baix	   risc	   aquells	   amb	   valors	  

inferiors.	  Els	  resultats	  de	  l’anàlisi	  de	  regressió	  de	  Cox	  univariant	  per	  a	  cada	  cohort	  es	  mostra	  en	  la	  

taula	  R3.2.	  En	  el	  cas	  del	  GSE14095	  l’absència	  de	  dades	  referents	  a	  la	  supervivència	  va	  fer	  que	  no	  es	  

pogués	  dur	  a	  terme	  aquest	  anàlisi	  (només	  es	  disposava	  de	  dades	  respecte	  la	  recurrència).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

3.2.1.-‐	  Validació	  del	  classificador	  en	  una	  meta-‐cohort	  

Per	   a	   ampliar	   el	   valor	   dels	   resultats	   obtinguts	   vam	   combinar	   els	   conjunts	   de	   dades	   previs	  

GSE17538	   i	   GSE33113	   amb	   dos	   més	   no	   emprats	   anteriorment	   com	   el	   GSE31595	   (només	   38	  

pacients,	  molt	  pocs	  per	  avaluar-‐lo	  independentment)	  i	  el	  GSE26892	  per	  a	  originar	  una	  meta-‐cohort	  

més	   àmplia	   de	   317	   pacients.	   Les	   característiques	   clíniques	   i	   demogràfiques	   de	   la	   meta-‐cohort	  

obtinguda	  es	  mostren	  a	  continuació	  (taula	  R3.3).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

GEO	   Recurrència	  	   HR	   IC	  (95%)	   Log	  Rank	  (p-‐valor)	  

GSE17538	   31,7%	   	  

Estadis	  II-‐III	   	   6,090	  	  

(1,37)	  

2,94-‐12,619	  

(1,22-‐1,54)	  

<0,0001	  

Estadis	  II	   	   10,335	   2,075-‐51,46	   0,004	  

Estadis	  III	   	   4,36	   1,84-‐10,312	   0,001	  

GSE33113	   27,9%	   	  

Estadis	  II	   	   2,92	  

(1,206)	  

1,83-‐7,2	  

(1,036-‐1,403)	  

0,020	  

(0,016)	  

Taula	   R3.2.	   Anàlisi	   de	   regressió	   de	   Cox	   univariant	   en	   GSE17538	   i	   GSE33113.	   A	   la	   taula	   es	   mostra	   la	  
prevalença	  a	  la	  recurrència	  en	  cada	  cohort	  d’estudi	  (percentatge	  de	  pacients	  assignats	  en	  el	  grup	  d’alt	  risc),	  
el	   quocient	  de	   riscos	   instantanis	  o	  HR	   (Hazard	   ratio),	   l’interval	  de	   confiança	   (IC)	   i	   el	   p-‐valor	  del	   test	  Log	  
Rank.	  Entre	  parèntesis	  els	  valors	  obtinguts	  considerant	  el	  valor	  d’expressió	  dels	  5-‐gens	  com	  a	  una	  variable	  
continua	  sent	  l’HR	  l’increment	  del	  risc	  en	  augmentar	  l’expressió	  1	  desviació	  estàndard.	  
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El	  valor	  global	  d’expressió	  del	  classificador	  en	  cada	  conjunt	  de	  dades	  	  va	  ser	  calculat	  a	  partir	  de	  les	  

unitats	   tipificades	   (z-‐score)	   de	   cada	   gen,	   minimitzant	   així	   l’impacte	   del	   biaix	   originat	   en	   ser	   les	  

dades	  de	  diferents	  centres	  i	  plataformes	  d’anàlisi.	  Els	  corresponents	  anàlisis	  de	  supervivència	  van	  

ser	  realitzats	  i	  els	  resultats	  obtinguts	  resumits	  en	  la	  taula	  R3.4	  

	  

	   SLM	  (	  5	  anys)	   HR	   IC	  (95%)	   Log	  Rank	  (p-‐valor)	  

Tots	  els	  estadis	   Alta	  expressió	  	   39%	   3,018	   2,05-‐4,45	   <0,0001	  

Baixa	  expressió	   72%	   	  

Estadis	  II	   Alta	  expressió	  	   39%	   3,62	   2,069-‐6,323	   <0,0001	  

Baixa	  expressió	   76%	   	  

Estadis	  III	   Alta	  expressió	  	   34%	   2,203	   1,26-‐3,86	   0,006	  

Baixa	  expressió	   59%	   	  

	  

	  

	  

	  

Per	  a	  esbrinar	  el	  potencial	  que	  podria	  tenir	  la	  valoració	  de	  la	  expressió	  global	  d’aquests	  5	  gens	  en	  

la	  predicció	  de	   la	   recurrència	  en	   la	  pràctica	  clínica,	  es	  van	  calcular	   les	  probabilitats	  post-‐test	   i	  es	  

van	  comparar	  amb	  la	  probabilitat	  esperada	  (prevalença	  de	  la	  recurrència	  en	  la	  població).	  	  

Tenint	   en	   compte	   tots	   els	   estadiatges	   de	   la	   meta-‐cohort	   estudiada	   (recurrència	   esperada	   del	  

32,5%)	  els	  resultats	  foren	  els	  mostrats	  en	  la	  taula	  R3.5.	  

Meta-‐cohort	  (GSE17538,GSE33113,	  
GSE26892,	  GSE31595)	  

Nombre	  pacients	  	   317	  

Sexe	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Home	   104	  (51.2%)*	  

	  	  	  	  	  	  	  	  Dona	   99	  (48.8%)*	  

Mitjana	  d’edat	   66.91*	  

Estadiatge	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estadi	  I	   28	  (8.8%)	  

Estadi	  II	   176	  (55.5%)	  

Estadi	  III	   113	  (35.6%)	  

Recurrència	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  si	  	   103	  (32.5%)	  

no	   214	  (67.5%)	  

Taula	   R3.3.	   Característiques	   clíniques	   i	  
demogràfiques	   de	   la	   meta-‐cohort	   de	   317	  
pacients.	   Obtinguda	   de	   la	   combinació	   de	  
diferents	   conjunts	   de	   dades,	   dels	   317	   casos	  
obtinguts,	  un	  32,5%	  són	  identificats	  com	  d’alt	  risc	  
i	  un	  67,5%	  de	  baix	  risc.	  Hi	  ha	  dades	  que	  només	  es	  
troben	  disponibles	  per	  a	  203	  casos(*).	  	  

	  

Taula	  R3.4.	  Tases	  de	   supervivència	  de	   la	  meta-‐cohort	  en	  estudi	   .	  Separant	  els	  pacients	  en	  grups	  d’alta	  o	  
baixa	  expressió	  i	  fent	  servir	  la	  prevalença	  com	  a	  punt	  de	  tall.	  En	  tots	  els	  estadis	  la	  diferència	  en	  supervivència	  
lliure	  de	  	  malaltia	  (SLM)	  als	  5	  anys	  entre	  els	  pacients	  d’alta	  i	  baixa	  expressió	  és	  estadísticament	  significativa.	  
HR	  (Hazard	  Ratio),	  IC	  (interval	  de	  confiança).	  
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Considerant	   tots	   els	   estadis,	   la	   probabilitat	   d’un	   pacient	   identificat	   com	   d’alt	   risc	   de	   recaure	  

augmentava	  fins	  al	  53%	  mentre	  que	  disminuïa	  al	  22%	  en	  el	  cas	  de	  baix	  risc	  (diferència	  absoluta	  de	  

31%).	  En	  estratificar	  els	  pacients	  segons	  el	  	  seu	  estadiatge,	  en	  els	  estadis	  I	  per	  als	  pacients	  d’alt	  risc	  

la	  probabilitat	  de	  recurrència	  passava	  d’un	  11%	  a	  un	  20%	  i	  disminuïa	  al	  8%	  en	  els	  pacients	  de	  baix	  

risc.	   En	   el	   cas	   dels	   estadis	   II	   i	   III	   el	   potencial	   clínic	   de	   l’expressió	   de	   la	   signatura	   de	   5	   gens	   es	  

mostrava	  major,	  ja	  que	  la	  probabilitat	  de	  recurrència	  pels	  d’alt	  risc	  augmentava	  d’un	  29%	  a	  un	  51%	  

en	  els	  estadis	  II	  i	  d’un	  43%	  a	  un	  61%	  en	  els	  estadis	  III,	  havent-‐hi	  una	  diferència	  absoluta	  entre	  les	  

probabilitats	  post-‐test	  positiva	  i	  negativa	  de	  33%	  i	  28%	  respectivament.	  L’absència	  de	  mes	  dades	  

clíniques	  no	  va	  fer	  possible	  comparar	   la	  signatura	  de	  5	  gens	  amb	  d’altres	  factors	  clínics	  per	  a	   les	  

dades	  in	  silico.	  

3.3. 	  Validació	   del	   classificador	   per	   qRT-‐PCR	   en	   una	   cohort	   de	   	   mostres	   de	  

pacients	  

Els	   resultats	   de	   la	   validació	   in	   silico	   amb	   els	   diferents	   conjunts	   de	   dades	   va	   permetre	   poder	  

associar	  el	  classificador	  amb	  temps	  a	  la	  progressió	  en	  dades	  d’expressió	  obtingudes	  per	  tecnologia	  

de	   microarrays.	   Per	   a	   poder	   portar	   aquest	   test	   a	   un	   àmbit	   més	   ampli	   d’aplicació	   clínica	   vam	  

estudiar	  l’expressió	  en	  142	  mostres	  de	  pacients	  amb	  	  càncer	  colorectal	  per	  la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR.	  

Les	  característiques	  d’aquesta	  cohort	  en	  estudi	  eren	  molts	  similars	  a	   les	  descrites	  pels	  GSE14333	  

pel	   que	   fa	   a	   nombre	   de	   pacients,	   proporció	   d’estadis	   i	   percentatge	   de	   pacients	   tractats	   amb	  

adjuvància.	  Referent	  a	  la	  distribució	  en	  la	  localització	  del	  tumor	  (còlon	  i	  recte)	  si	  que	  hi	  havia	  més	  

discrepàncies,	  però	  dades	  prèvies	  ((Sanz-‐Pamplona,	  Cordero	  et	  al.	  2011)	  havien	  demostrat	  que	  a	  

nivell	  molecular	  no	  hi	  ha	  diferències	  entre	  el	  còlon	  i	  el	  recte	  (taula	  R3.6).	  

	  

	   Prevalença	   LR+	   LR-‐	   Probabilitat	  	  
Post-‐test	  (+)	  

Probabilitat	  	  	  
Post-‐test	  (-‐)	  

Diferència	  

M
et
a-‐
co
ho

rt
	  d
e	  

va
lid

ac
ió
	  In

	  S
ili
co
	  

(n
=3

17
)	  

Tots	  els	  
estadis	  

0.325	  
(0.27-‐0.38)	  

2.38	  
(1.75-‐3.24)	  

0.60	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.48-‐0.75)	  

0.53	  
(0.43-‐0.63)	  

0.22	  
(0.19-‐0.27)	  

0.31	  

Estadi	  I	   0.11	  
(0.02-‐0.28)	  

2.08	  
(0.33-‐13.0)	  

0.79	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.35-‐1.79)	  

0.2	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(	  0.01-‐0.7)	  

0.08	  
(0.015-‐0.29)	  

0.12	  

Estadi	  	  II	   0.29	  
(0.22-‐0.36)	  

2.54	  
(1.69-‐3.8)	  

0.56	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.40-‐0.77)	  

0.51	  
(0.37-‐0.64)	  

0.18	  
(0.12-‐0.26)	  

0.33	  

Estadi	  III	   0.43	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.34-‐0.53)	  	  

	  

2.04	  	  	  
(1.23-‐3.38)	  	  

	  

0.65	  	  	  	  
(0.48-‐0.88)	  	  

	  

0.61	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.44-‐0.75)	  	  

	  

0.33	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.23-‐0.45)	  	  

	  

0.28	  	  
	  

Taula	   R3.5.	   Probabilitats	   a	   posteriori.	   La	   taula	   mostra	   la	   prevalença	   en	   cada	   subgrup	   (equivalent	   a	   la	  
probabilitat	  esperada	  de	  recurrència).	  LR	  (Likelihood	  Ratio)	  o	  quocient	  de	  probabilitat	  positiva	   i	  negativa	   	   i	  	  
probabilitas	  post-‐test	  amb	  la	  diferència	  entre	  la	  positiva	  i	  la	  negativa.	  	  

	  



Resultats	   	   	  

200	  
	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

El	  valor	  total	  de	  l’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador	  va	  ser	  obtingut	  sumant	  per	  a	  cada	  mostra	  la	  

unitat	  tipificada	  (z-‐score)	  de	  cada	  gen	  (canviant	  de	  signe	  el	  valor	  de	  l’expressió	  de	  CCL11	  pel	  fet	  de	  

ser	  un	  gen	  protector).	  Els	  pacients	  van	  ser	  dicotomitzats	  segons	  el	  valor	  de	  la	  seva	  expressió	  global	  

tenint	  com	  a	  punt	  de	  tall	  la	  prevalença	  a	  la	  recurrència.	  En	  aquesta	  cohort	  el	  30,3%	  del	  pacients	  va	  

ser	  considerat	  d’alt	  risc	  (proporció	  de	  recurrents	  en	  la	  cohort	  d’estudi),	  mentre	  que	  el	  69,7%	  van	  

ser	   classificats	   com	   de	   baix	   risc.	   L’anàlisi	   de	   supervivència	   es	   va	   fer	   per	   a	   tots	   els	   pacients	  

conjuntament	  i	  per	  estadis	  separats	  (figura	  R3.8	  i	  taula	  R3.7).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Mostres	  de	  validació	  per	  qRT-‐PCR	  

Nombre	  pacients	  	   142	  

Sexe	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Home	   80	  (56.3%)	  

Dona	   62	  (43.7%)	  

Mitjana	  d’edat	   66.71	  

Estadiatge	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estadi	  I	   -‐	  

Estadi	  II	   62	  (43.7%)	  

Estadi	  III	   80	  (56.3%)	  

Localització	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Còlon	   91	  (64.1%)	  

	  Recte	   51	  (35.9%)	  

Grau	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Baix	   128	  (90.1%)	  

Alt	   14	  (9.9%)	  

Nòduls	  aïllats	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  >14	   96	  (67.6%)	  

<14	   46	  (32.4%)	  

QTadjuvant	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  si	   74	  (52.1%)	  
	  no	   68	  (47.9%)	  

Recurrència	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  si	  	   43	  (30.3%)	  

no	   99	  (69.7%)	  

Taula	  R3.6.	   Característiques	   clíniques	   i	   demogràfiques	  dels	   	   pacients	   analitzat	  per	   qRT-‐PCR.	  142	   casos	  de	  
pacients	  amb	  CCR	  i	  obtinguts	  de	  la	  base	  de	  dades	  per	  al	  seu	  posterior	  anàlisi	  d’expressió	  gènica	  per	  qRT-‐PCR.	  	  
QT:	  quimioteràpia	  	  
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Per	  a	  conèixer	   la	  rellevància	  dels	  altres	  factors	  clínics	   	  en	   la	  predicció	  de	  recurrència,	  es	  va	  dur	  a	  

terme	   un	   anàlisi	   univariant	   amb	   totes	   les	   característiques	   de	   la	   cohort	   d’estudi.	   Encara	   que	  

l’expressió	   de	   la	   signatura	   de	   5-‐gens	   es	   presentà	   com	   a	   un	   bon	   factor	   predictiu	   de	   recurrència	  

(p<0,0001),	  altres	  paràmetres	  com	   l’estadi	   (III),	  el	  baix	  grau	  de	  diferenciació	   i	   la	   invasió	   limfàtica	  

també	  s’associaven	  amb	  mal	  pronòstic	  en	  aquesta	  cohort.	  	  

FiguraR3.8.	   Corbes	   Kaplan-‐Meier	   de	   les	  
mostres	  de	  qRT-‐PCR.	  A)	  En	  la	  cohort	  inicial	  
de	   142	   pacients	   (estadis	   II-‐III	   agrupats),	   el	  
temps	   a	   la	   progressió	   és	   estadísticament	  
significatiu	   (Log	   Rank	   p<0,001)	   entre	   els	  
pacients	   de	   baixa	   i	   alta	   expressió.	   Quan	  
avaluats	   per	   separat	   els	   estadis	   II	   (B)	   i	   els	  
estadis	   III	   (C)	   aquesta	   diferència	   continua	  
sent	   significativa	   (P=0,002	   i	   P=0,027	  
respectivament	  en	  test	  Log	  Rank).	  

	   Signatura	  5-‐gens	   Tots	  
estadis	  

Estadi	  II	   Estadi	  III	  

Cohort	  validació	  per	  	  	  	  	  
qRT-‐PCR	  (n=142)	  

SLM	   Alta	  expressió	   46%	   52%	   43%	  
Baixa	  expressió	   79%	   89%	   69%	  

SEM	   Alta	  expressió	   55%	   58%	   53%	  
Baixa	  expressió	   84%	   89%	   79%	  

	  Taula	   R3.7.	   Supervivència	   lliure	   de	   malaltia	   (SLM)	   i	   supervivència	   específica	   de	   malaltia	   (SEM)	   dels	  
pacients	  d’alt	  i	  baix	  risc	  de	  la	  cohort	  analitzada	  per	  qRT-‐PCR.	  
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Posteriorment	  aquestes	  variables	  van	  ser	  incloses	  en	  un	  anàlisi	  multivariant	  i	  la	  signatura	  de	  5	  gens	  

va	  quedar	  com	  a	  únic	  factor	  independent	  predictiu	  de	  recurrència	  (taula	  R3.8).	  

	  

	   Univariant	   Multivariant	  
Cohort	  inicial	  (n=142)	   P	  valor	   HR	   95%	  IC	  	   P	  valor	   HR	   95,0%	  IC	  	  

Sexe	  (Home	  vs	  dona)	   0.07	   0.55	   0.29-‐1.04	   	   	   	  
Edat	  >55	  anys	   0.88	   0.93	   0.37-‐2.36	   	   	   	  
Estadi	  (III	  vs	  II)	   0.013	   2.33	   1.19-‐4.53	   0.072	   1.96	   0.94-‐4.08	  
Localització	  (recte	  vs	  còlon)	   0.055	   1.79	   0.99-‐3.26	   	   	   	  
Grau	  (alt	  vs	  baix)	   0.033	   2.42	   1.07-‐5.45	   0.502	   1.35	   0.56-‐3.206	  
Nòduls	  aïllats	  	  (<14	  vs	  >14)	   0.063	   1.77	   0.97-‐3.24	   	   	   	  
Invasió	  limfàtica	  (no)	   0.049	   0.53	   0.28-‐0.99	   0.406	   0.75	   0.38-‐1.48	  
Quimioteràpia	  adjuvant	  (no)	   0.083	   1.71	   0.93-‐3.14	   	   	   	  
Signatura	  col·∙làgens*	   0,551	   1,04	   0,91-‐1,18	   	   	   	  
Classificador	  5-‐gens	  (alta	  vs	  
baixa)	  

<0.0001	   2,95	   1.62-‐5.37	   0.004	   2.5	   1.34-‐4.69	  

Classificador	  5-‐gens	  (continua,	  
+1DE)	  

0.005	   1.19	   1.05-‐1.34	   0.032	   1.56	   1.01-‐1.32	  

 

	  

	  

	  

	  

A	  continuació	  vam	  analitzar	  quin	  era	  el	  potencial	  pronòstic	  del	  classificador	  en	  considerar	  només	  	  

aquells	  pacients	  no	  sotmesos	  a	  tractament	  amb	  quimioteràpia	  (n=68)	  i	  es	  va	  poder	  comprovar	  (tal	  

i	   com	   es	   mostra	   en	   la	   figura	   R3.9A	   que	   el	   classificador	   continuava	   estant	   associat	   amb	   la	  

recurrència	   en	   el	   pacients	   no	   tractats.	   A	  més,	   en	   els	   pacients	   amb	  elevada	   expressió	   (i	   per	   tant	  

elevat	   risc)	   semblava	   associar-‐se	   a	   un	   clar	   benefici	   de	   la	   quimioteràpia	  mentre	   que	   els	   pacients	  

amb	  baixa	  expressió	  no	   semblaven	  mostrar	  millores	  en	  el	   pronòstic	   en	  presència	  de	   tractament	  

quimioteràpic	  (figura	  R3.9	  B	  i	  C).	  Si	  només	  considerem	  els	  68	  pacients	  de	  la	  cohort	  que	  no	  reben	  

tractament	   amb	   quimioteràpia,	   el	   classificador	   de	   5	   gens	   clarament	   s’associa	   amb	   recurrència	  

(HR=3,53;	  IC	  95%	  1,6-‐7,78;	  P=0,001).	  Estratificant	  el	  total	  de	  pacients	  en	  dos	  grups	  de	  risc	  (associat	  

amb	  el	  classificador)	  en	  funció	  de	  si	  han	  rebut	  tractament	  o	  no;	  només	  els	  pacients	  d’alt	  risc	  (alta	  

expressió)	   semblen	  presentar	   un	  benefici	   en	   el	   tractament.	   L’administració	  de	  quimioteràpia	   als	  

pacients	   considerats	   de	   baix	   risc	   segons	   el	   classificador,	   no	   suposa	  millores	   en	   la	   supervivència	  

(P=0,213).	  

	  

	  

Taula	  R3.8.	  Anàlisi	  univariant	  i	  multivariant	  en	  les	  mostres	  de	  qRT-‐PCR.	  L’estadi,	  el	  grau	  de	  diferenciació	  i	  
la	   invasió	  limfàtica,	   juntament	  amb	  la	  signatura	  de	  5	  gens;	  s’associen	  amb	  pronòstic.	  L’anàlisi	  multivariant	  
d’aquestes	   variables	   destaquen	   el	   classificador	   de	   5	   gens	   com	   a	   únic	   factor	   pronòstic	   independent	  
(p=0.004).	  considerant-‐la	  com	  a	  variable	  contínua	  només	  manté	   la	  significança	  en	   l’anàlisi	  univariant.	  *	   la	  
signatura	   de	   col·∙làgens	   també	   va	   ser	   inclosa	   en	   aquest	   anàlisi	   però	   la	   seva	   descripció	   es	   presenta	   en	  
l’apartat	  3.4.1.	  
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Tenint	  en	  compte	  només	  els	  pacients	  d’estadi	  II	  (n=62),	  40	  d’ells	  no	  van	  rebre	  quimioteràpia.	  Dins	  

d’aquest	  grup	  de	  no	  tractats	  d’estadi	  II,	  el	  classificador	  de	  5	  gens	  identifica	  un	  20%	  amb	  un	  alt	  risc	  

de	  recurrència	  (HR=8,38;	  95%IC	  1,95-‐35,5;	  P=0,004).	  L’administració	  de	  la	  quimioteràpia	  adjuvant	  

en	  aquest	  grup	  de	  risc	  podria	   induir	  un	  benefici	  en	   la	  supervivència	  (HR=0,263;	  95%IC	  0,05-‐1,34;	  

P=0,106),	  tot	  i	  que	  seria	  necessària	  una	  cohort	  més	  àmplia	  per	  a	  millorar	  el	  poder	  estadístic.	  	  

Per	  altra	  banda,	  47	  dels	  pacients	  d’estadi	  II	  són	  classificats	  com	  de	  baix	  risc	  i	  el	  32%	  d’aquests	  van	  

rebre	  quimioteràpia.	  Potser	  aquests	  pacients	  podrien	  ser	  considerats	  com	  a	  sobre-‐tractats	  ja	  que	  

sembla	  que	  els	  pacients	  de	  baix	  risc	  no	  es	  beneficiïn	  de	  la	  quimioteràpia	  adjuvant.	  

	  

Amb	   l’objectiu	   de	   conèixer	   el	   valor	   clínic	   del	   classificador,	   les	   probabilitats	   post-‐test	   van	   ser	  

calculades	  per	  a	  totes	  les	  mostres	  analitzades	  per	  qRT-‐PCR	  (taula	  R3.9).	  

	  

	  

FiguraR3.9.	   Corbes	   de	   supervivència	   en	  
funció	   de	   la	   variable	   tractament.	   A)	   En	  	  
pacients	   no	   tractats	   amb	   quimioteràpia	   la	  
diferència	   en	   supervivència	   entre	   els	  
pacients	  d’alta	  i	  baixa	  expressió	  segueix	  sent	  
estadísticament	   significativa	   (P=0,001).	   B)	  
Els	   pacients	   d’alta	   expressió	   presenten	   una	  
millora	  en	  la	  supervivència	  quan	  són	  tractats	  
(P=0,05),	  C)	  mentre	  que	  no	  aporta	  beneficis	  
en	  els	  pacients	  de	  baixa	  expressió	  (P=0,213).	  	  
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Com	   indiquen	   els	   resultats	   presentats	   en	   la	   taula	   R3.9,	   la	   probabilitat	   de	   predir	   la	   recurrència	  

incrementa	  si	  es	  té	  en	  compte	  l’expressió	  dels	  gens	  del	  classificador.	  La	  probabilitat	  de	  recurrència	  

teòrica	  (sense	  distingir	  entre	  estadis)	  passa	  de	  ser	  del	  30%	  en	  un	  inici,	  augmentant	  fins	  al	  51%	  en	  

els	   tumors	   d’alta	   expressió	   i	   disminuint	   al	   21%	   quan	   baixa	   expressió	   (probabilitat	   post-‐test	  

negativa).	  No	  obstant	  el	  valor	  més	  significatiu	  d’aquest	  anàlisi	   fou	  veure	   les	  repercussions	  en	  els	  

pacients	  d’estadi	  II	  on	  la	  probabilitat	  teòrica	  de	  recurrència	  del	  19%	  augmentava	  fins	  al	  47%	  en	  els	  

pacients	   d’alta	   expressió	   i	   disminuia	   fins	   a	   l’11%	   en	   els	   de	   baixa	   expressió.	   Tot	   i	   que	   no	   tant	  

espectaculars,	   en	   els	   pacients	   d’estadi	   III	   l’avaluació	   de	   l’expressió	   dels	   gens	   del	   classificador	  

també	  suggeria	  una	  millora	  en	  la	  predicció	  de	  recurrència.	  

	  

3.4. Limitacions	  del	  classificador.	  Desconeixement	  de	   la	  proporció	  d’estroma	  

en	  les	  mostres.	  

Encara	  que	  el	  poder	  predictiu	  del	  classificador	  era	  elevat	  en	  mostres	  de	  tot	  el	  tumor,	  hi	  havia	  un	  

percentatge	   d’aquestes	   que	   era	  mal	   classificada.	   En	   representar	   el	   pacients	   en	   un	   diagrama	   de	  

punts	  en	  funció	  del	  valor	  global	  del	  classificador	  i	  l’estat	  de	  recurrència	  	  observarem	  que	  una	  petita	  

proporció	  d’aquests	  no	  eren	  ben	  predits	   (figura	  R3.10).	  Vam	  considerar	   la	  possibilitat	  que	   fossin	  

mostres	   amb	   poca	   proporció	   d’estroma	   (fibroblasts)	   les	   que	   es	   trobaven	  mal	   classificades.	   Poc	  

estroma	   en	   la	   peça	   tumoral	   d’origen	   podria	   implicar	   unemmascarament	   del	   poc	   ARNm	   de	  

fibroblasts	  per	  part	  del	  material	  genètic	  de	  la	  resta	  de	  cèl·∙lules	  tumorals.	  

Com	  a	  eina	  per	  a	  poder	  millorar	  el	   valor	  pronòstic	  del	   classificador	  ens	  vam	  decidir	   a	  estimar	   la	  

quantitat	  de	  fibroblasts	  en	  les	  mostres	  a	  partir	  de	  l’expressió	  de	  gens	  típics	  d’aquest	  tipus	  cel·∙lular.	  

A	  partir	  de	  les	  diferents	  dades	  de	  microarrays	  emprades	  en	  aquesta	  tesi,	  vam	  definir	  una	  signatura	  

genètica	  constituïda	  pels	  gens	  més	  específics	  de	  fibroblasts	  i	  menys	  variables	  entre	  la	  població	  de	  

CAFs.	  

	   Prevalença	   LR+	   LR-‐	   Probabilitat	  
post-‐test	  (+)	  

Probabilitat	  
post-‐test	  (-‐)	  

Diferència	  

Co
ho

rt
	  in
ic
ia
l	  

de
	  v
al
id
ac
ió
	  

pe
r	  q

RT
-‐P
CR

	   Tots	  els	  
estadis	  	  

0.30	  	  	  	  	  	  	  
(0.23-‐0.39)	  

2.41	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(1.51-‐3.82)	  

0.60	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.43-‐0.83)	  

0.51	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.36-‐0.66)	  

0.21	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.13-‐0.3)	  

0.30	  

	  
Estadi	  II	  

0.19	  	  	  	  	  	  	  
(0.11-‐0.32)	  

3.64	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(1.64-‐8.07)	  

0.50	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.25-‐0.97)	  

0.47	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.22-‐0.73)	  

0.11	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.04-‐0.24)	  

0.36	  

	  
Estadi	  III	  

0.39	  	  	  	  	  	  	  
(0.28-‐0.5)	  

1.82	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(1-‐3.29)	  

0.70	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.49-‐1)	  

0.54	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.34-‐0.72)	  

0.31	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0.19-‐0.45)	  

0.23	  

	  
Taula	  R3.9.	   Probabilitats	  post-‐test	   per	   al	   classificador	   de	   5	   gens	   en	   la	   cohort	   de	   pacients	   analitzats	   per	  
qRT-‐PCR.	  La	  diferència	  entre	  les	  probabilitats	  post-‐test	  positiva	  i	  negativa	  és	  36%	  en	  els	  estadis	  II	   i	  23%	  en	  
els	  estadis	  III.	  
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Els	   gens	   designats	   per	   a	   construir	   la	   signatura	   de	   fibroblasts	   foren:	   COL1A1,	   COL3A1	   	   i	   LUM,	  

codificants	  respectivament	  pels	  col·∙làgens	  tipus	   I,	   	   tipus	   III	   i	  pel	   lumican	  (proteoglicà	  àmpliament	  

present	   en	   les	  matrius	   intersticials	   unint	   fibres	   de	   col·∙lagen).La	   seva	   selecció	   es	   basà	   en	   la	   seva	  

especificitat	  d’expressió	  en	  fibroblasts	   i	  no	  en	  altres	  tipus	  cel·∙lulars	  presents	  en	  el	   tumor(basant-‐

nos	  en	  les	  dades	  del	  GSE39396)	  	  (figura	  R3.11),	  i	  en	  ser	  els	  que	  presentaven	  una	  menor	  variabilitat	  

d’expressió	  entre	  els	  fibroblasts	  emprats	  en	  els	  microarrays.	  

	  

	  

FiguraR3.10.	   Diagrama	   de	   punts	   de	   les	  
142	   mostres	   emprades	   per	   qRT-‐PCR	   en	  
funció	  del	  seu	  estat	  de	  recurrència	  i	  valor	  
de	   la	   signatura.	   	   En	   blau	   es	   representen	  
els	   pacients	   no	   recurrents	   i	   en	   groc	   els	  
recurrents.	   El	   punt	   de	   tall	   divideix	   en	  dos	  
grups	  els	  pacients,	  sent	  els	  de	   la	  dreta	  els	  
d’alt	  risc	  (perquè	  major	  expressió)	   i	  els	  de	  
l’esquerra	  els	  de	  baix	  risc.	  	  	  

FiguraR3.11.	  Expressió	  de	  gens	  mesenquimals	  en	  els	  diferents	  subtipus	  cel·∙lulars.	  Representació	  gràfica	  en	  
dendograma	  dels	  gens	  clàssics	  mesenquimals	  expressats	  en	  les	  diferents	  poblacions	  cel·∙lulars	  del	  GSE3936.	  
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Aquests	   3	   gens	   específics	   de	   fibroblasts	   van	   constituir	   el	   que	   d’ara	   endavant	   serà	   referit	   com	   a	  

signatura	  de	  col·∙làgens.	  L’estratègia	  per	  a	  calcular	  el	  seu	  valor	  fou	  la	  mateixa	  que	  la	  emprada	  per	  a	  

calcular	  el	  valor	  del	  classificador	  de	  5	  gens.	  És	  a	  dir,	   fent	  el	  sumatori	  de	   les	  unitats	  tipificades	  (z-‐

score)	  de	  cada	  gen	  per	  a	  cada	  mostra.	  

	  

3.4.1.-‐La	  signatura	  de	  col·∙làgens	  no	  presenta	  capacitat	  per	  a	  predir	  recurrència	  en	  les	  mostres	  de	  

l’anàlisi	  per	  qRT-‐PCR.	  

La	  capacitat	  per	  a	  predir	  recurrència	  dels	  col·∙làgens	  va	  ser	  avaluada	  mitjançant	  l’àrea	  sota	  la	  corba	  

ROC	   (AUC)	   i	   l’anàlisi	   de	   supervivència	   en	   la	   cohort	   de	   qRT-‐PCR	   (figura	   R3.12).	   Vam	   poder	  

comprovar	   que	   la	   quantitat	   de	   col·∙lagen	   present	   en	   la	   mostra	   no	   tenia	   poder	   pronòstic	   en	   la	  

cohort	  avaluada	  i	  per	  tant	  es	  podia	  suggerir	  que	  la	  capacitat	  pronostica	  del	  classificador	  de	  5	  gens	  

reflectia	   l’estat	   fisiològic	   dels	   fibroblasts	   més	   que	   no	   pas	   la	   seva	   abundància	   en	   la	   mostra	  

analitzada.	  

	  

	  

Seguidament,	   i	   per	   confirmar	   que	   la	   detecció	   de	   transcrits	   d’ARNm	   dels	   fibroblasts	   no	   es	   veiés	  

afectada	   per	   la	   presència	   de	   les	   cèl·∙lules	   epitelials	   en	   el	   tumor	   (eficiències	   d’extracció	   d’ARNm	  

diferents)	  es	  va	  realitzar	  una	  primera	  aproximació	  amb	  cèl·∙lules	  in	  vitro.	  L’anàlisi	  per	  qRT-‐PCR	  dels	  

gens	  de	  la	  signatura	  dels	  col·∙làgens	  mostrà	  que	  l’extracció	  conjunta	  d’ARN	  de	  fibroblasts	  i	  cèl·∙lules	  

FiguraR3.12.	  Corba	  ROC	  i	  corbes	  Kaplan-‐Meier	  de	  la	  signatura	  de	  col·∙làgens	  aplicada	  a	  les	  142	  mostres	  de	  la	  
cohort	  de	  qRT-‐PCR.	  A)L’àrea	  sota	   la	  corba	  de	   la	   signatura	  de	  col·∙làgens	   té	  un	  valor	  de	  0,53	   indicant	   la	   seva	  
incapacitat	  per	  a	  predir	  la	  recurrència	  en	  aquestes	  mostres.	  B).Tanmateix,	  classificant	  la	  cohort	  de	  pacients	  en	  
grups	   d’alta	   i	   baixa	   expressió	   (fent	   servir	   de	   punt	   de	   tall	   la	   prevalença	   a	   la	   recurrència)	   no	   existeixen	  
diferències	  en	  el	  temps	  de	  supervivència	  sense	  malaltia	  (Log	  Rank	  P=0,69).	  
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Posteriorment,	   per	   immunohistoquímica	   es	   va	   explorar	   l’expressió	   d’una	   de	   les	   proteïnes	   del	  

classificador,	   PDLIM3.	   La	   seva	   expressió	   va	   ser	   avaluada	   en	   mostres	   amb	   elevada	   quantitat	  

d’estroma	   però	   amb	   diferent	   valor	   d’expressió	   del	   classificador,	   es	   a	   dir,	   d’alt	   i	   baix	   risc.	   Els	  

resultats	   presentats	   en	   la	   figura	   R3.14,	   demostren	   que	   totes	   dues	   mostres,	   tot	   i	   marcar	  

abundantment	   per	   α-‐SMA	   (similar	   quantitat	   d’estroma),	   difereixen	   en	   l’expressió	   de	   PDLIM3	  

suggerint	  que	  la	  quantitat	  de	  fibroblasts	  presents	  en	  el	  tumor	  no	  té	  perquè	  ser	  un	  reflex	  del	  grau	  

del	  classificador.	  

Figura	  R3.13C.	  Expressió	  dels	  col·∙làgens	   i	  dels	  gens	  de	   la	   signatura	  en	   la	  barreja	  de	   fibroblasts	   i	   cèl·∙lules	  
tumorals.	   En	   el	   panell	   superior	   es	   mostra	   com	   la	   concentració	   dels	   gens	   de	   la	   signatura	   de	   col·∙làgens	  
augmenta	   de	   manera	   directament	   proporcional	   a	   la	   quantitat	   de	   fibroblasts	   presents	   en	   la	   barreja	  
(independent	   del	   tipus	   que	   siguin),	   mentre	   que	   l’anàlisi	   de	   l’expressió	   de	   la	   signatura	   de	   5	   gens	   en	   les	  
mateixes	  mostra	  no	  depèn	  de	   la	  quantitat	  de	   fibroblasts	  emprats,	   sinó	  de	   la	  naturalesa	   (o	  estat	   fisiològic)	  
d’aquests	  (panell	  inferior).	  
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La	  prevalença	  a	  la	  recurrència	  en	  aquest	  nou	  subgrup	  era	  d’un	  30%,	  sent	  considerats	  el	  30%	  dels	  

pacients	   d’alt	   risc	   i	   el	   70%	   restant	   de	   baix	   risc.	   Aplicant	   aquest	   nou	   punt	   de	   tall,	   es	   va	   tornar	   a	  

calcular	   l’associació	   entre	   la	   supervivència	   i	   l’expressió	   dels	   gens	   del	   classificador.	   Les	   corbes	  

Kaplan-‐Meier	  derivades	  van	  mostrar	  que	  el	  poder	  pronòstic	  del	  classificador	  millorava	  molt	  amb	  

aquesta	   nova	   cohort.	   Tenint	   en	   compte	   tots	   els	   estadiatges,	   la	   supervivència	   lliure	   de	   malaltia	  

(SLM)	  als	  5	  anys	  per	  als	  pacients	  d’alta	  expressió	  era	  d’un	  42%	  mentre	  que	  arribava	  al	  83%	  pels	  de	  

baixa	  expressió.	  Estratificant	  per	  estadis,	  en	  pacients	  d’estadis	  II	  la	  supervivència	  augmentava	  fins	  

a	  un	  94%	  en	  els	  de	  baixa	  expressió.	  Tot	  i	  que	  sense	  ser	  tant	  espectaculars,	  en	  els	  pacients	  d’estadi	  

III	   tenir	   una	   baixa	   expressió	   implicava	   un	   73%	   de	   supervivència	   respecte	   el	   40%	   en	   els	   d’alta	  

expressió.	  Respecte	  la	  supervivència	  específica	  de	  malaltia	  (SEM),	  les	  tases	  de	  supervivència	  també	  

milloraven	  modestament	  respecte	  la	  cohort	  inicial	  (Figura	  R3.16	  i	  taula	  R3.10).	  

	  

	  

	  

FiguraR3.16.	   Corbes	   Kaplan-‐Meier	   de	   la	  
cohort	   de	   mostres	   amb	   expressió	   de	  
col·∙làgens	   >p20.	   La	   diferència	   de	  
supervivència	   entre	   els	   pacients	   d’alta	   i	  
baixa	   expressió	   són	   estadísticament	  
significatives	   tant	   mirant	   estadis	   II-‐III	  
conjuntament	   (A),	   com	   considerant-‐los	   de	  
manera	  estratificada	  (B	  i	  C)	  
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	   Classificador	  	  
5-‐gens	  

Tots	  
estadis	  

Estadi	  
	  II	  

Estadi	  	  
III	  

Cohort	  qRT-‐PCR	  
(col·∙lagen	  >	  p20)	  

(n=114)	  	  

SLM	   Alta	  expressió	  	   42%	   44%	   40%	  
Baixa	  expressió	  	   83%	   94%	   73%	  

SEM	   Alta	  expressió	  	   52%	   52%	   52%	  
Baixa	  expressió	  	   85%	   92%	   80%	  

	  

	  

	  

Addicionalment	   es	   va	   dur	   a	   terme	   un	   anàlisi	   univariant	   i	   multivariant	   per	   veure	   la	   influència	  

d’altres	  paràmetres	  clínics	  en	  la	  predicció	  de	  pronòstic.	  Tot	  i	  que	  en	  l’anàlisi	  univariant	  molts	  altres	  

factors	  clínics	  com	  l’estadi,	  la	  localització,	  el	  grau	  de	  diferenciació	  i	  la	  invasió	  limfàtica	  tenien	  valor	  

pronòstic,	   el	   classificador	   de	   5	   gens	   seguia	   sent	   el	   més	   significatiu	   (p<0.0001).	   Tot	   i	   així,	  

considerant	   totes	   aquestes	   variables	   de	   manera	   conjunta	   en	   l’anàlisi	   multivariant,	   només	   el	  

classificador	  es	  mostrava	  com	  a	  potent	  factor	  predictiu	  de	  recurrència	  (p=0,001)	  (taula	  R3.11).	  	  

	  

	  

	  

Les	   probabilitats	   post-‐test	   també	   van	   ser	   calculades	   amb	   aquestes	   noves	   dades	   i	   vam	   poder	  

comprovar	   que	   els	   pacients	   amb	   baixa	   quantitat	   d’estroma	   interferien	   negativament	   amb	   la	  

capacitat	  predictiva	  del	   classificador	   ja	  que	   la	   seva	  eliminació	   feia	  que	   les	  probabilitats	  post-‐test	  

incrementessin	  considerablement	  respecte	  la	  cohort	  inicial.	  Aquests	  resultats	  es	  mostren	  molt	  més	  

evidents	  en	  el	  cas	  de	  l’estadi	  II	  on	  la	  probabilitat	  post-‐test	  positiva,	  és	  a	  dir,	  la	  probabilitat	  que	  un	  

pacient	  d’alta	  expressió	  pateixi	  recurrència	  passa	  del	  18%	  al	  54%	  i	  la	  de	  que	  ho	  faci	  un	  de	  baix	  risc	  

disminueix	   fins	   al	   5%.	   En	   el	   cas	   dels	   estadis	   III	   els	   resultats	   també	   milloren	   respecte	   la	   cohort	  

	   Anàlisi	  univariant	   Anàlisi	  multivariant	  
Cohort	  qRT-‐PCR	  (col·∙lagen	  >	  p20)	  

(n=114)	  
P	  valor	   HR	   95,0%	  IC	  	   P	  valor	   HR	   95,0%	  IC	  	  

Sexe	  (Home	  vs	  dona)	   0,115	   0,57	   0,28-‐1,15	   	   	   	  
Edat	  >55	  anys	   0,49	   0,68	   0,2-‐2,15	   	   	   	  
Estadi	  (III	  vs	  II)	   0,021	   2,46	   1,15-‐5,28	   0,151	   1,93	   0,79-‐4,72	  

Localització	  (recte	  vs	  còlon)	   0,017	   2,27	   1,16-‐4,46	   0,068	   1,98	   0,95-‐4,15	  
Grau	  (alt	  vs	  baix)	   0,033	   2,61	   1,08-‐6,31	   0,931	   1,04	   0,4-‐2,7	  

Nòduls	  aïllats	  	  (<14	  vs	  >14)	   0,008	   2,49	   1,27-‐4,89	   0,015	   2,42	   1,18-‐4,94	  
Invasió	  limfàtica	  (no)	   0,049	   0,5	   0,28-‐1	   0,187	   0,59	   0,27-‐1,28	  

Quimioteràpia	  adjuvant	  (no)	   0,075	   1,86	   0,94-‐3,68	   	   	   	  
Signatura	  5-‐gens	  (alta	  vs	  baixa)	   <0,0001	   4,2	   2,1-‐8,4	   0.001	   3,57	   1,69-‐7,52	  

Taula	   R3.10.	   Supervivència	   lliure	   de	   malaltia	   (SLM)	   i	   supervivència	   específica	   de	   malaltia	   (SEM)	   dels	  
pacients	  d’alt	  i	  baix	  risc	  de	  la	  cohort	  de	  pacients	  amb	  expressió	  de	  col·∙làgens	  >	  p20	  

Taula	   R3.11.	   Anàlisi	   univariant	   i	   multivariant.	   Resultat	   en	   la	   nova	   cohort	   despres	   de	   descartar	   aquells	  
pacients	  	  pacients	  amb	  baix	  estroma	  (col·∙lagen	  >p20).	  
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inicial,	  tot	  i	  que	  d’una	  manera	  menys	  evident	  (taula	  R3.12).	  Aquests	  resultats	  donen	  rellevància	  al	  

classificador	  com	  a	  factor	  predictiu,	  sobretot	  en	  els	  estadis	  II.	  

	  

	   Prevalença	   LR+	   LR-‐	   Probabilitat	  
post-‐test	  (+)	  

Probabilitat	  
post-‐test	  (-‐)	  

Diferència	  

Co
ho

rt
	  in

ic
ia
l	  

qR
T-‐
PC

R	  
(c
ol
·∙la

ge
n	  
>p

20
)	  

(n
=1

14
)	  

Tots	  els	  
estadis	  	  

0,30	  	  	  	  	  	  	  
(0,22-‐0,39)	  

2,91	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(1,77-‐4,78)	  

0,48	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,31-‐0,75)	  

0,55	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,38-‐0,71)	  

0,17	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,09-‐0,27)	  

0,38	  

Estadi	  II	   0,18	  
(0,09-‐0,32)	  

5,19	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(2,29-‐11,73)	  

0,26	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,09-‐0,89)	  

0,54	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,26-‐0,80)	  

0,05	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,01-‐0,2)	  

0,49	  

Estadi	  III	   0,38	  	  	  	  	  	  	  
(0.27-‐0,51)	  

	  2,04	  
(1,1-‐3,75)	  

0,61	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,38-‐0,96)	  

0,56	  
(0,35-‐0,75)	  

0,27	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(0,15-‐0,44)	  

0,29	  

	  

	  

3.5. Heterogeneïtat	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   en	   el	   tumor	  

primari.	  

Amb	  el	  pretext	  que	  el	  classificador	  de	  5	  gens	  és	  un	  reflex	  de	  l’estat	  fisiològic	  dels	  fibroblasts	  més	  

que	   no	   pas	   de	   la	   seva	   quantitat	   en	   el	   tumor,	   es	   va	   assumir	   que	   probablement	   podria	   existir	  

varietat	   de	   fenotips	   en	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   tumor	   dins	   del	   mateix	   individu	   com	   a	  

conseqüència	   de	   les	   diferents	   interaccions	   establertes,	   sent	   així	   una	   font	   més	   d’heterogeneïtat	  

intratumoral.	   Per	   a	   explorar	   aquest	   concepte	   es	   van	   seleccionar	   els	   gens	   amb	   més	   variabilitat	  

d’expressió	   entre	   tots	   els	   fibroblasts	   analitzats.	   Com	   a	   punt	   de	   tall	   es	   va	   establir	   una	   desviació	  

estàndard	  >0,75,	  el	  que	  va	  permetre	  que	  s’incloguessin	  879	  sondes	  corresponents	  a	  873	  gens.	  Els	  

fibroblasts	  van	   ser	   classificats	   segons	   la	   seva	  expressió	  emprant	  el	  mètode	  d’agrupació	   jeràrquic	  

no	  supervisat	   (figura	  R3.17).	   Les	  mostres	  s’agruparen	  en	  dos	  grups	  principals	  d’expressió	   (basats	  

en	  la	  distància	  euclídia),	  mentre	  que	  els	  gens,	  agrupats	  per	  correlació	  es	  dividien	  en	  tres	  subgrups	  

diferents.	   Segons	   anàlisis	   d’ontologia	   genètica,	   els	   gens	   que	   formaven	   part	   del	   grup	   1	   es	  

correlacionaven	   amb	   gens	   implicats	   en	   adhesió,	   migració,	   curació	   de	   ferides	   i	   angiogènesi.	  

Curiosament,	   en	   aquest	   grup	   també	   es	   trobaven	   els	   4	   gens	   de	   risc	   del	   classificador:	   PDLIM3,	  

ULBP2,	  AMIGO2	  	  i	  SLC7A2,	  i	  altres	  gens	  prèviament	  associats	  amb	  agressivitat	  tumoral	  com	  ara	  IL6,	  

LIF,	  SERPINE1,	  HBEGF,	  FAP,	  CCL7,	  CCL8,	  TGFB2,	  MMP1,	  MMP3,	  MMP12,	  POSTN,	  STC1	  i	  TNC	  	  entre	  

d’altres.	  El	  segon	  subgrup	  es	  correlacionava	  amb	  gens	  de	  cicle	  cel·∙lular	  i	  mitosi,	  mentre	  que	  els	  dels	  

tercer	   tenien	   a	   veure	   amb	   gens	   de	   resposta	   inflamatòria	   com	   ara	   CCL11	   (el	   gen	   protector	   del	  

classificador),	   i	  d’altres	  com	  CCL13,	  CXCL6,	  CXCL2,	  CXCL1,	  CXCL14,	  A2M,	  FOS,TLR3,	   IL6R,	  KIT	   i	   IL8	  

entre	  d’altres.	  

	  

Taula	  R3.12.	  Probabilitats	  post-‐test	  en	  la	  cohort	  de	  pacients	  amb	  col·∙lagen	  >p20.	  
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3.6.	  Relacions	  proteiques	  dels	  gens	  del	  classificador	  

Les	   possibles	   interaccions	   físiques	   a	   nivell	   proteic	   dels	   productes	   codificats	   pels	   5	   gens	   del	  

classificador,	  van	  ser	  explorades	  a	  nivell	  proteïc	  fent	  ús	  del	  programa	  bioinfòrmatic	  BIANA.	  Malgrat	  

que	   la	   seva	   expressió	   conjunta	   sembla	   ser	   important	   en	   el	   pronòstic,	   les	   seves	   proteïnes	   no	  

mostren	   interacció	   física	   directe	   entre	   elles,	   a	   excepció	   de	   la	   proteïna	   AMIGO2	   i	   SLC7A2	   que	  

interaccionen	  a	  través	  d’un	  intermediari	  (UBCEP2).	  (figura	  R3.18).	  	  

FiguraR3.17.	   Agrupament	   jeràrquic	   no	   supervisat	   dels	   873	   gens	   més	   variables	   entre	   fibroblasts.	   Els	  
fibroblasts	   es	   subdivideixen	   en	   2	   grups	   que	   es	   diferencien	   per	   l’expressió	   de	   gens	   agrupats	   en	   termes	  
d’agressivitat	  (grup	  1	  i	  2)	  o	  de	  protecció	  (grup3).	  	  
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DISCUSSIÓ	  

DISCUSSIÓ	  PER	  	  OBJECTIUS	  

OBJECTIU	  1:	  	  

Determinar	  com	  es	  modifiquen	  les	  capacitats	  funcionals	  i	  transcripcionals	  de	  les	  

cèl·∙lules	   de	   carcinoma	   colorectal	   en	   funció	   de	   la	   interacció	   amb	  els	   fibroblasts	  

amb	   els	   que	   conviurà	   al	   llarg	   de	   la	   progressió	   tumoral;	   i	   estudiar	   el	   perfil	  

transcripcional	   d’aquests	   fibroblasts	   per	   a	   determinar	   si	   existeix	   un	   programa	  

transcripcional	  comú	  associat	  a	  progressió	  tumoral	  i	  pronòstic.	  

Tot	   i	  presentar	  unes	  característiques	  comunes	  que	  en	  permeten	   la	  seva	   identificació:	  morfologia	  

allargada,	  absència	  de	  marcadors	  d’altres	  llinatges	  cel·∙lulars	  (Kalluri	  and	  Zeisberg	  2006),	  principals	  

productors	   de	   components	   de	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   i	   implicació	   en	   processos	   de	   cicatrització	  

(Tomasek,	  Gabbiani	  et	  al.	  2002);	  els	  fibroblasts	  són	  un	  tipus	  cel·∙lular	  molt	  heterogeni	  tant	  a	  nivell	  

funcional	  com	  transcriptòmic,	  sent	  reportat	  que	  el	  seu	  perfil	  d’expressió	  gènica	  depèn	  de	  la	  seva	  

demarcació	  anatòmica	  (Chang,	  Chi	  et	  al.	  2002).	  Malgrat	  aquest	  fet,	  en	  aquest	  primer	  objectiu	  del	  

treball	   experimental	   hem	   pogut	   definir	   un	   perfil	   d’expressió	   gènica	   comú	   entre	   els	   diferents	  

fibroblasts	  amb	  els	  que	  interaccionarà	  la	  cèl·∙lula	  maligne	  durant	  un	  procés	  tumoral	  (en	  el	  model	  de	  

càncer	   colorectal),	   i	   que	   presenten	   una	   expressió	   gradual	   (creixent	   o	   decreixent)	   al	   llarg	   de	   la	  

progressió,	  des	  del	  teixit	  normal,	  passant	  pel	  tumor	  primari	   i	  fins	  que	  evoluciona	  cap	  a	  metàstasi	  

hepàtica.	  

A	   nivell	   funcional	   s’ha	   pogut	   comprovar	   com	   els	   factors	   solubles	   secretats	   en	   els	   medis	  

condicionats	  pels	  diferents	  fibroblasts	  són	  suficients	  per	  a	  produir	  efectes	  variables	  en	  les	  diverses	  

línies	   tumorals	   avaluades.	   La	   capacitat	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   per	   a	   promoure	   la	  

proliferació	   cel·∙lular	   i	   per	   tant	   el	   creixement	   tumoral,	   ha	   estat	   reportada	   en	   gran	   quantitat	  

d’estudis	  i	  en	  una	  àmplia	  varietat	  de	  models	  tumorals	  com	  el	  de	  carcinoma	  de	  llengua	  (Lin,	  Liu	  et	  

al.	  2011),	  càncer	  d’endometri	  (Subramaniam,	  Tham	  et	  al.	  2013),	  carcinoma	  escamós	  de	  cap	  i	  coll	  

(Wheeler,	  Shi	  et	  al.	  2013),	  en	  càncer	  d’ovari	  (Xu,	  Xu	  et	  al.	  2013),	  de	  mama	  (Hawsawi,	  Ghebeh	  et	  al.	  

2008)	   i	   fins	   i	   tot	   en	   	   hepatocarcinoma	   (Jia,	   Wang	   et	   al.	   2013).	   En	   el	   nostre	   model	   hem	   pogut	  

comprovar	   com	  en	   les	   diferents	   línies	   avaluades	   (independentment	   del	   seu	   estadiatge),	   el	  medi	  

condicionat	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  del	  tumor	  primari	  (CAF-‐PT)	  confereix	  una	  major	  

estimulació	   de	   la	   proliferació	   comparant	   amb	   els	   fibroblasts	   normals	   de	   la	   mucosa	   adjacent	   al	  
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tumor	   (NCF)	   i	   la	   condició	   control.	   Diferències	   que	   han	   estat	   descrites	   en	   estudis	   previs	   (Wels,	  

Kaplan	  et	   al.	   2008),	   tot	   i	   que	  alguns	   treballs	   demostren	  només	  petites	  diferències	  entre	   l’efecte	  

dels	  CAFs	  i	  dels	  fibroblasts	  normals	  de	  mama	  (Lebret,	  Newgreen	  et	  al.	  2007)	  i	  en	  d’altres	  fins	  i	  tot	  

un	  efecte	  inhibitori	  dels	  fibroblasts	  normals	  comparats	  amb	  els	  CAFs	  (Sadlonova,	  Mukherjee	  et	  al.	  

2007).	   Contràriament,	   s’observa	   com	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   la	   metàstasi	   hepàtica	   (CAF-‐LM)	  

provoquen	  una	  disminució	  en	  la	  proliferació	  de	  les	  diferents	  línies	  tumorals,	  no	  només	  comparant	  

amb	   els	   CAF-‐PT,	   sinó	   també	   relacionant-‐los	   amb	   la	   condició	   control.	   La	   disminució	   de	   la	  

proliferació	  en	  les	  metàstasis	  hepàtiques	  en	  comparació	  amb	  el	  tumor	  primari	  ha	  estat	  descrita	  en	  

d’altres	  estudis	   (Li,	  Miki	  et	  al.	   2001;	  Agui,	  McConkey	  et	  al.	   2002)	   i	   va	  amb	  concordança	  amb	  els	  

resultats	  obtinguts	  pel	  grup	  de	  Ganepola	  (Ganepola,	  Mazziotta	  et	  al.	  2009),	  on	  mitjançant	  anàlisis	  

d’expressió	  gènica	  entre	  tumors	  primaris	  i	  metàstasi	  hepàtica	  troben	  una	  disminució	  en	  l’expressió	  

de	  gens	  relacionats	  amb	  la	  progressió	  de	  cicle	  cel·∙lular	  en	  les	  mostres	  corresponents	  a	  la	  metàstasi	  

hepàtica,	  entre	  ells	  el	  gen	  corresponent	  a	   la	  ciclina	  D1	  (CCND1);	  que	  en	  el	  nostre	  estudi	  es	  troba	  

infraexpressat	  a	  nivell	  proteic	  en	  la	  línia	  cel·∙lular	  cultivada	  amb	  el	  medi	  de	  cultiu	  dels	  fibroblasts	  de	  

metàstasi	  hepàtica.	  En	  el	  nostre	  model,	  mentre	  que	  les	  cèl·∙lules	  sembrades	  amb	  medi	  condicionat	  

de	   fibroblasts	   normals	   i	   associats	   al	   tumor	   primari	   aturen	   el	   seu	   cicle	   cel·∙lular	   principalment	   en	  

G1/S,	  quan	  es	  cultiven	  amb	  el	  medi	  procedent	  dels	  fibroblasts	  de	  la	  metàstasi	  hepàtica	  ho	  fan	  en	  

G2/M.	   Aquesta	   aturada	   en	   la	   progressió	   del	   cicle	   cel·∙lular	   en	   G2/M	   en	   presència	   del	   medi	  

condicionat	  de	  fibroblasts	  de	  metàstasi	  hepàtica,	  va	  acompanyada	  d’una	  disminució	  en	  l’apoptosi,	  

és	  a	  dir,	  els	  factors	  secretats	  per	  aquests	  fibroblasts	  protegeixen	  de	  la	  mort	  cel·∙lular	  programada	  

d’igual	  manera	  que	  ho	  fan	  els	  fibroblasts	  associats	  a	  tumor	  primari.	  No	  obstant,	  el	  balanç	  global	  fa	  

que	   la	   viabilitat	   cel·∙lular	   es	   vegi	   disminuïda	   en	   presència	   del	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	  

associats	  a	  metàstasi	  hepàtica,	  un	  concepte	  que	  ja	  havia	  estat	  descrit	  prèviament	  per	  les	  cèl·∙lules	  

mesenquimals	  (Ramasamy,	  Lam	  et	  al.	  2007;	  Qiao,	  Xu	  et	  al.	  2008)	  i	  que	  és	  molt	  plausible	  tenint	  en	  

compte	  que	  ambdós	   tipus	  cel·∙lulars	  comparteixen	  moltes	   similituds,	   sobretot	  en	   referència	  a	   les	  

proteïnes	  que	   secreten	   (Klopp,	  Gupta	  et	   al.	   2011).	  Una	  altre	   troballa	  d’interès	   remarcable,	   és	   la	  

generació	   d’una	   subpoblació	   de	   cèl·∙lules	   tumorals	   tractades	   amb	  medi	   condicionat	   de	   CAF-‐LM,	  

molt	  més	  resistents.	  D’acord	  amb	  aquest	  aspecte,	  només	  unes	  poques	  cèl·∙lules	  romanen	  viables,	  

però	   semblen	   ser	   reminiscents	   si	   es	   correlacionen	   amb	   l’aparença	   radiològica	   de	   les	  metàstasis	  

hepàtiques.	   Una	   observació	   interessant	   és	   que	   les	   cèl·∙lules	   que	   romanen	   adherides	   a	   la	   placa	  

presenten	  un	  major	  potencial	  clonogènic,	   la	  qual	  cosa	  suggereix	  que	  els	  fibroblasts	  associats	  a	   la	  

metàstasi	  hepàtica	  tenen	  capacitat	  per	  a	  desenvolupar	  un	  nínxol	  de	  cèl·∙lules	  mare.	  De	  fet,	  ha	  estat	  

descrit	  que	  les	  cèl·∙lules	  que	  envolten	  les	  cèl·∙lules	  mare	  no	  només	  mantenen	  l’activitat	  de	  Wnt	  sinó	  
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que	   també	   són	   capaçes	   d’induir	   la	   senyalització	   de	   la	   via	   de	   Wnt	   a	   altres	   cèl·∙lules	   més	  

diferenciades,	  restaurant	  així	   la	  seva	  clonogenicitat	  (Vermeulen,	  De	  Sousa,	  et	  al.	  2010).	  Una	  altre	  

observació	   interessant	   és	   que	   les	   cèl·∙lules	   en	   presència	   del	   medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	  

associats	   a	   la	   metàstasi	   hepàtica	   semblen	   presentar	   trets	   característics	   de	   transició	   epiteli-‐

mesènquima	  molt	  més	  eficientment	  que	  la	  resta	  de	  cèl·∙lules	  exposades	  als	  altres	  medis.	  A	  més,	  es	  

tornen	   més	   agressives	   en	   termes	   de	   migració	   que	   no	   pas	   les	   cultivades	   amb	   el	   medi	   dels	  

fibroblasts	   del	   tumor	   primari.	   Aquest	   increment	   en	   la	   migració	   en	   detriment	   a	   la	   proliferació,	  

podria	  ser	  conseqüència	  al	  fet	  ja	  conegut	  de	  que	  quan	  les	  cèl·∙lules	  migren,	  alenteixen	  el	  seu	  cicle	  

cel·∙lular	   i	   dediquen	   l’energia	   a	  migrar	   en	   comptes	   de	   proliferar,	   en	   un	   procés	   regulat	   per	   Snail	  

(Vega,	  Morales	  et	  al.	  2004).	  En	  el	  model	  emprat	  en	  aquest	  treball,	  les	  cèl·∙lules	  cultivades	  amb	  medi	  

condicionat	   de	   fibroblasts	   normals	   o	   fibroblasts	   associats	   a	   tumor	   primari,	   detenen	   el	   seu	   cicle	  

cel·∙lular	   en	  G1/S,	  mentre	   les	   que	   estan	   en	  presència	   del	  medi	   condicionat	   dels	   fibroblasts	   de	   la	  

metàstasi	  hepàtica	  aturen	  el	  cicle	  en	  G2/M.	  Els	  nivells	  de	  P21	  en	  les	  cèl·∙lules	  sembrades	  amb	  MC	  

CAF-‐PT	  confirmen	  el	  control	  regular	  a	  G1/S	  perquè	  P21	  és	  un	   inhibidor	  de	  cdk4	   i	  cdk2.	  A	  més,	   la	  

inducció	  de	  P21	  es	  va	   trobar	  que	   també	   inhibia	   l’expressió	  de	  multiples	  proteïnes	   implicades	  en	  

l’execució	  i	  control	  de	  mitosi	  (Matsumoto,	  Hayashi,	  et	  al.	  1999) (Chang,	  Watanabe,	  et	  al.	  2000).	  A	  

més,	   les	   dades	   transcripcionals	   de	   les	   DLD-‐1	   sembrades	   amb	   el	  medi	   condicionat	   de	   fibroblasts	  

associats	  a	  metàstasi	  hepática	   són	   consistents	  amb	  aquests	   resultats	   (	  per	  GSEA	   i	  GO).	  Per	  altra	  

banda,	   l’augment	   de	   la	   migració	   en	   la	   línia	   cel·∙lular	   en	   presència	   dels	   factors	   secretats	   pels	  

fibroblasts	   de	   la	   metàstasi	   hepàtica,	   va	   acompanyada	   de	   l’adquisició	   de	   trets	   morfològics	   que	  

s’assimilen	  als	  que	  pateixen	  les	  cèl·∙lules	  fent	  transició	  epiteli-‐mesènquima.	  Un	  fenotip	  que	  es	  veu	  

revertit	   amb	   l’addició	   d’inhibidors	   de	   la	   via	   de	   ERK	   i	   que	   és	   corroborat	   amb	   l’augment	   de	  

l’expressió	  de	  gens	  implicats	  en	  aquest	  procés	  com	  son	  ZEB-‐1,	  SNAI1,	  SLUG,	  CDH2.	  La	  duració	  de	  

l’activació	  d’ERK	  és	  la	  responsable	  del	  destí	  cel·∙lular	  (Murphy	  and	  Blenis	  2006),	  sent	  una	  activació	  

de	   duració	   sostinguda	   (com	   la	   apreciada	   en	  presència	   del	  medi	   procedent	   dels	   fibroblasts	   de	   la	  

metàstasi	  hepàtica)	  descrita	  com	  a	  responsable	  de	  la	  diferenciació	  cap	  a	  una	  morfologia	  similar	  a	  

les	   neurones,	   un	   esdeveniment	   vist	   en	   cèl·∙lules	   de	   feocromocitoma	  PC12	   (Robbins,	   Cheng	  et	   al.	  

1992)	  i	  també	  en	  fibroblasts	  (Mansour,	  Matten	  et	  al.	  1994).	  Aquests	  canvis	  morfològics	  poden	  ser	  

en	  part	  conseqüència	  de	  la	  infraexpressió	  en	  proteïnes	  reguladores	  de	  les	  unions	  intercel·∙lulars,	  un	  

esdeveniment	  necessari	  per	  a	  la	  migració	  i	  motilitat	  (Sherer	  and	  Mothes	  2008),	  i	  evidenciat	  per	  la	  

internalització	  de	  la	  E-‐cadherina.	  Així	  doncs,	  les	  alteracions	  fenotípiques	  esdevingudes,	  tant	  a	  nivell	  

de	   proliferació	   com	   de	   migració	   i	   morfologia,	   han	   de	   ser	   considerades	   com	   a	   processos	  

multifactorials	   i	   no	   atribuïbles	   a	   un	   únic	   factor.	   No	   obstant,	   és	   fa	   evident	   que	   aquesta	  
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transformació	   depèn	   dels	   factors	   solubles	   alliberats	   pels	   fibroblasts	   associats	   a	   la	   metàstasi	  

hepàtica	  suggerint	   la	   inducció	  d’un	  perfil	  d’expressió	  en	   les	  cèl·∙lules	  epitelials.	  D’acord	  amb	  això,	  

CTNNB1,	   ARF6,	   ACTR2	   i	   RHO,	   sobreexpressats	   en	   les	   DLD-‐1	   en	   presència	   de	  MC	   CAF-‐LM,	   estan	  

implicats	   en	   la	   remodelació	   del	   citoesquelet.	   S’ha	   vist	   que	   la	   sobreexpressió	   de	   CTNNB1	   (β-‐

catenina)	  inhibeix	  la	  proliferació	  en	  les	  cèl·∙lules	  de	  neuroblastoma	  (Sangkhathat,	  Nara,	  et	  al.	  2006),	  

i	   que	   ARF6	   regula	   propietats	   tumorigèniques	   i	   invasives,	   fent	   que	   les	   cèl·∙lules	   que	   el	  

sobreexpressen	   també	   presentin	   el	   fenotip	   observat	   (Muralidharan-‐Chari,	   Hoover,	   et	   al.	   2009).	  

També	  s’ha	  observat	  una	  sobreexpressió	  de	  MAP3K1,	  un	  important	  regulador	  de	  la	  via	  de	  Ras/ERK	  

i	  també	  implicat	  en	   la	  via	  canònica	  de	  Wnt,	  que	  positvament	  regula	   l’expressió	  de	  gens	  diana	  de	  

Wnt	   (Sue	  Ng,	  Mahmoudi,	  et	  al.	  2010),	   com	  s’aprecia	  en	   les	  dades	  per	  GSEA.	  Unes	  dades	  que	  es	  

mostren	   consistents	   amb	   l’activació	   d’ERK	   observada	   en	   les	   DLD-‐1	   en	   presència	   del	   medi	   dels	  

fibroblasts	  associats	  a	  metàstasi	  hepática.	  

Així	  doncs,	  la	  capacitat	  de	  les	  cèl·∙lules	  malignes	  per	  establir-‐se	  i	  créixer	  en	  una	  localització	  distant,	  

no	   només	   depèn	   del	   seu	   perfil	   genètic,	   sinó	   també	   del	  microambient	   que	   l’envolta,	   ja	   que	   una	  

mateixa	  línia	  cel·∙lular	  pot	  comportar-‐se	  de	  manera	  diferent	  en	  funció	  de	  l’ambient	  al	  que	  es	  trobi	  

sotmesa,	   suggerint	   que	   les	   alteracions	  provocades	  pels	   estímuls	   rebuts	  de	   l’estroma	   circumdant	  

són	  imprescindibles	  en	  el	  procés	  metastàtic.	  Un	  fet	  que	  es	  veu	  de	  manifest	  en	  explorar	  els	  perfils	  

d’expressió	   dels	   CAF-‐PT	   i	   dels	   CAF-‐LM,	   on	   s’aprecia	   una	   expressió	   diferencial	   de	   productes	   de	  

secreció	  localitzats	  en	  la	  regió	  extracel·∙lular	  i	  components	  de	  la	  matriu	  extracel·∙lular	  entre	  ambdós	  

tipus	  de	  fibroblasts	  que	  podria	  estar	  explicant	  les	  diferents	  conseqüències	  fenotípiques.	  Les	  dades	  

obtingudes	  es	  veuen	  reforçades	  per	  vàries	  evidències	  que	  demostren	  que	  les	  interaccions	  entre	  els	  

cèl·∙lules	   canceroses	   i	   les	  estromals	   són	  crucials	  per	  a	  que	  el	  procés	  metastàtic	  es	  dugui	  a	   terme	  

(Mueller	   and	  Fusenig	  2004;	  Barrier,	  Roser	  et	   al.	   2007),	   tot	   i	   que	  no	  està	   clar	   si	   aquest	  potencial	  

metastàtic	   s’origina	   en	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   i/o	   en	   l’estroma	   tumoral	   (Bernards	   and	  Weinberg	  

2002;	  Ramaswamy,	  Ross	  et	  al.	  2003).	  	  

Seguint	   amb	   aquestes	   evidències,	   i	   amb	   la	   intenció	   d’identificar	   els	   mecanismes	   moleculars	  

reguladors	   de	   les	   metàstasis	   hepàtiques	   en	   el	   càncer	   colorectal,	   s’han	   comparat	   els	   perfils	  

d’expressió	   gènica	   dels	   fibroblasts	   en	   la	   mucosa	   normal,	   en	   el	   tumor	   primari	   i	   en	   la	   metàstasi	  

hepàtica.	  L’anàlisi	  cronològic	  dels	  diferents	  contribuïdors	  en	  la	  progressió	  del	  càncer	  pot	  permetre	  

aclarir	   els	   processos	   moleculars	   implicats	   des	   de	   la	   carcinogènesi	   fins	   a	   la	   metàstasis,	   una	  

aproximació	   ja	   realitzada	   pel	   grup	   de	   Yamasaki	   (Yamasaki,	   Takemasa	   et	   al.	   2007).	   Malgrat	   les	  

diferències	  a	  nivell	  transcripcional	  conseqüència	  de	  la	  diferent	  demarcació	  dels	  fibroblasts	  (Chang,	  

Chi	  et	  al.	  2002),	  s’ha	  pogut	  identificar	  un	  llistat	  comú	  de	  gens	  l’expressió	  dels	  quals	  és	  correlaciona	  
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amb	   la	   progressió	   del	   càncer.	   La	   importància	   de	   basar-‐se	   en	   gens	   comuns	   es	   deu	   a	   que	   la	  

comparació	  dels	  perfils	  d’expressió	  gènica	  de	  tumors	  localitzats	  en	  dos	  òrgans	  diferents	  pot	  portar	  

a	  la	  falsa	  identificació	  de	  gens	  específics	  d’òrgan	  en	  comptes	  de	  gens	  associats	  a	  tumor	  (Ki,	  Jeung	  

et	   al.	   2007).	   Els	   gens	   identificats	   corresponen	   a	   un	   subgrup	   dels	   denominats	   gens	   comuns	   de	  

resposta	  a	  sèrum	  (Chang,	  Sneddon	  et	  al.	  2004)	   i	  presenten	  un	  augment/disminució	  gradual	  de	  la	  

seva	   expressió	   en	   la	   seqüència	   de	   fibroblasts	   normals	   a	   metàstasi	   hepàtica.	   L’escalabilitat	  

observada	  en	  aquesta	  resposta	  podria	  lligar	  amb	  les	  capacitats	  regeneratives	  dels	  diferents	  òrgans	  

enfront	   una	   ferida	   (com	   per	   exemple	   el	   fetge)	   i	   la	   major	   capacitat	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	  

metàstasi	   hepàtica	   d’induir	   fenotips	   de	   transició	   epiteli-‐mèsenquima	   (tal	   i	   com	   s’ha	   vist	   en	   els	  

assajos	  funcionals).	  El	  programa	  transcripcional	  en	  resposta	  a	  ferides	  sembla	  ser	  molt	  més	  efectiu	  

en	  el	  fetge	  que	  no	  pas	  en	  els	  tumors	  primaris	  i	  podria	  explicar	  el	  major	  grau	  de	  desmoplàsia	  que	  es	  

troba	   associat	   amb	  mal	   pronòstic	   (Huijbers,	   Tollenaar	   et	   al.	   2012),	   suggerint	   que	   els	   canvis	   en	  

l’estroma	   juguen	   un	   paper	   molt	   important	   en	   la	   progressió	   i	   pronòstic	   de	   la	   malaltia.	   Diversos	  

estudis	  d’expressió	  gènica	  s’han	  fet	  per	  a	  trobar	  diferències	  entre	  les	  diferents	  regions	  en	  les	  que	  

es	  troba	   la	  cèl·∙lula	  tumoral	  en	   la	  progressió	  del	  càncer	  colorectal	   (Ramaswamy,	  Ross	  et	  al.	  2003)	  

(Del	   Rio,	   Mollevi	   et	   al.	   2013)	   però	   sense	   discernir	   entre	   els	   gens	   d’origen	   tumoral	   i	   estromal.	  

Recentment,	  molts	  classificadors	  estromals	  han	  estat	  identificats	  en	  diferents	  tipus	  de	  tumors	  com	  

el	   de	  mama	   (Finak,	   Bertos	   et	   al.	   2008),	   pròstata	   (Jia,	   Rahmatpanah	   et	   al.	   2012),	   pulmó	   (Navab,	  

Strumpf	  et	  al.	  2011)	   i	  hepatocarcinoma	  (Gao,	  Wang	  et	  al.	  2011),	   fins	   i	   tot	  un	  ha	  estat	  descrit	  en	  

càncer	   d’esòfag	   emprant	   mostres	   obtingudes	   per	   microscopia	   de	   captura	   làser	   i	   ha	   permès	  

identificar	   gens	   estromals	   capaços	   de	   discriminar	   entre	   les	   formes	   preinvasives	   i	   invasives	   i	  

relacionar-‐los	  amb	  pronòstic	   (Saadi,	  Shannon	  et	  al.	  2010).	  No	  obstant,	  aproximacions	  similars	  no	  

han	   estat	   descrites	   per	   l’estroma	   del	   càncer	   colorectal.	   Centrant	   l’atenció	   en	   els	   fibroblasts	  

constituents	  de	   l’estroma	  tumoral	  de	  diferents	   regions,	  s’ha	   identificat	  una	  signatura	  de	  19	  gens	  

capaç	  de	  predir	   la	   recurrència	  en	  mostres	   corresponents	  a	   tot	  el	   tumor.	   L’escalabilitat	  del	  patró	  

comú	   d’expressió	   gènica	   s’ha	   obtingut	   a	   partir	   de	   fibroblasts	   aïllats	   de	   diferents	   demarcacions	  

anatòmiques,	  el	  que	  remarca	  la	  importància	  de	  l’estroma,	  o	  concretament	  d’aquest	  tipus	  cel·∙lular,	  

en	   la	   oncogènesi	   del	   tumor	   de	   còlon.	   Uns	   resultats	   que	   es	   veuen	   reforçats	   per	   una	   signatura	  

descrita	   prèviament	   obtinguda	   de	   mostres	   de	   tot	   el	   tumor	   i	   on	   la	   majoria	   dels	   48	   gens	   més	  

rellevants	   són	   d’origen	   estromal	   (O'Connell,	   Lavery	   et	   al.	   2010).	   Tenint	   en	   compte	   que	   en	   les	  

mostres	  d’estudi	  la	  relació	  entre	  la	  proporció	  de	  tumor/estroma	  era	  desconeguda,	  la	  capacitat	  per	  

a	  detectar	  el	  senyal	  d’expressió	  de	  la	  signatura	  emfatitza	  la	  importància	  de	  la	  seva	  contribució.	  
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S’han	   presentat	   dues	   maneres	   complementàries	   d’interpretar	   els	   resultats,	   que	   poden	   ser	  

d’important	  rellevància	  depenent	  de	   l’escenari	  clínic.	   Inicialment,	   l’anàlisi	  de	  resultats	  mitjançant	  

la	   metodologia	   PAM	   ha	   permès	   la	   identificació	   de	   gens	   rellevants	   en	   un	   esdeveniment	   binari	  

(recurrència/no-‐recurrència)	   i	   que	   es	   presenten	   altament	   específics	   després	   de	   la	   validació	  

creuada.	   Posteriorment,	   s’ha	   obtingut	   una	   puntuació	   de	   la	   signatura	   que	   revela	   la	   significança	  

biològica	  dels	  gens	  seleccionats	  per	  PAM.	  Segons	  les	  dades	  d’expressió	  obtingudes,	  els	  fibroblasts	  

associats	  a	  tumor	  primari	  és	  mostren	  com	  els	  fibroblasts	  que	  més	  error	  classificació	  presenten,	  és	  

a	  dir,	  segons	  la	  seva	  expressió	  de	  la	  signatura,	  poden	  ser	  considerats	  com	  a	  fibroblasts	  normals	  o	  

com	  a	   fibroblasts	   de	  metàstasi	   el	   que	   tindria	   una	   relació	   evident	   amb	  pronòstic.	   De	   fet,	   segons	  

Ramaswamy	  et	  al,	   ja	  que	  la	  mort	  relacionada	  amb	  tumor	  en	  la	  majoria	  dels	  casos	  es	  deguda	  a	  la	  

metàstasis,	  és	  plausible	  pensar	  que	  els	  pacients	  que	  presenten	  signatures	  d’expressió	  gènica	  en	  el	  

tumor	   primari	   similar	   a	   la	   de	   les	   metàstasis,	   són	   més	   susceptibles	   de	   patir	   un	   pitjor	   pronòstic	  

(Ramaswamy,	  Ross	  et	  al.	  2003).	  En	  els	  nostres	  resultats	  podria	  suggerir	  que	  els	  pacients	  en	  els	  que	  

els	   fibroblasts	   associats	   a	   tumor	   primari	   presenten	   un	   fenotip	   més	   similar	   als	   fibroblasts	   de	   la	  

metàstasi	   hepàtica	   poden	   tenir	   un	   pitjor	   pronòstic.	   Així	   doncs,	   els	   gens	   descrits	   no	   només	   són	  

capaços	  de	  predir	  un	  esdeveniment	  binari	  (recurrència	  vs	   	  no	  recurrència)	  sinó	  que	  també	  el	  seu	  

grau	   d’expressió	   (o	   puntuació)	   remarca	   una	   rellevància	   biològica	   en	   presentar-‐se	   com	  a	   un	   bon	  

factor	  independent	  predictiu	  de	  pronòstic,	  inclús	  en	  els	  pacients	  d’estadi	  III.	  Aquest	  fet	  reforça	  el	  

paper	  de	  l’estroma,	  en	  particular	  dels	  fibroblasts,	  com	  a	  components	  importants	  en	  la	  progressió	  

del	  càncer.	  Basant-‐nos	  en	  el	  resultats	  obtinguts,	  l’objectiu	  primer	  proporciona	  informació	  acurada	  

per	   a	   prendre	   una	   decisió	   clínica,	   ja	   que	   el	   classifiador	   obtingut	   s’aplica	   bé	   per	   a	   identificar	  

pacients	  de	  baix	  risc	  els	  quals	  es	  podrien	  beneficiar	  d’una	  omissió	  de	  la	  quimioteràpia	  adjuvant	  si	  

fos	   validat	   en	  mostres	   clíniques	   independents.	   Això	   pot	   ser	  molt	   significatiu	   en	   aquells	   pacients	  

estadis	  II	  (T4N0/perforació/poc	  diferenciats)	  o	  pacients	  MSS,	  als	  quals	  se’ls	  oferiria	  quimioteràpia	  

adjuvant	  tot	  i	  la	  possibilitat	  de	  no	  obtenir	  beneficis.	  En	  estadis	  III,	  la	  signatura	  també	  diferencia	  els	  

pacients	  de	  baix	  risc,	  però	  aquests	  resultats	  necessiten	  ser	  corroborats	  en	  sèries	  més	  àmplies	  i	  en	  

assajos	   clínics	   per	   a	   convencer	   als	   clínics	   de	   la	   omissió	   completa	   de	   quimioteràpia	   en	   aquests	  

pacients,	  inclús	  en	  els	  pacients	  del	  subgrup	  T2N1,	  els	  quals	  presenten	  millor	  pronòstic	  clínic.	  S’ha	  

pogut	  observar	  doncs,	  que	  la	  signatura	  de	  19	  gens	  és	  capaç	  de	  diferenciar	  els	  pacients	  d’alt	  i	  baix	  

risc	  en	  un	  petit	  grup	  de	  pacients	  d’estadis	  II/III	  no	  tractats	  (n=66;	  P=0,032).	  	  
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OBJECTIU	  2:	  	  

Conèixer	   quins	   són	   els	   canvis	   funcionals	   que	   proporcionen	   els	   fibroblasts	  

aparellats	  del	  teixit	  normal	  adjacent	  al	  tumor	  i	  els	  associats	  a	  tumor	  primari	  en	  

les	   cèl·∙lules	   tumorals.	   Definir	   un	   perfil	   d’expressió	   genètic	   diferencial	   i	  

identificació	   de	   biomarcadors	   útils	   com	   a	   dianes	   terapèutiques	   i/o	   amb	   valor	  

pronòstic.	  

En	  aquest	  segon	  objectiu	  experimental,	  gràcies	  a	  l’ús	  de	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  d’expressió	  

s’han	   pogut	   descriure	   les	   diferències	   transcripcionals	   entre	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   tumor	  

primari	   de	   còlon	   (CAF-‐PT)	   i	   els	   seus	   aparellats	   de	   la	   mucosa	   normal	   adjacent	   (NCF).	   Ha	   estat	  

definida	   una	   signatura	   constituïda	   per	   108	   gens	   diferencialment	   expressats	   entre	   ambdues	  

poblacions	   l’expressió	   dels	   quals	   en	   permet	   la	   seva	   classificació	   i	   correlaciona	   directament	   amb	  

majors	   capacitats	   proliferatives	   i	  migratòries.	   La	   rellevància	   biològica	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	  

carcinoma	  en	  el	  microambient	   tumoral	  ha	  estat	   reconeguda	  en	  una	  àmplia	  varietat	  d’estudis	  on	  

s’atribueixen	  unes	  majors	  capacitats	  pro-‐tumorals	  als	  CAFs	  en	  comparació	  als	  fibroblasts	  normals,	  

tant	  en	  models	  in	  vitro	  (Hawsawi,	  Ghebeh	  et	  al.	  2008),(Bauer,	  Su	  et	  al.	  2010),(Navab,	  Strumpf	  et	  al.	  

2011;	   Costea,	  Hills	   et	   al.	   2013),	   com	   in	   vivo	   (Olumi,	  Grossfeld	   et	   al.	   1999).	   La	   importància	   de	   la	  

senyalització	  paracrina	  existent	  entre	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  els	  fibroblasts	  ha	  estat	  evidenciada	  en	  

estudis	  previs	  emprant	  medis	  de	  cultius	  condicionats	  (Hwang,	  Moore	  et	  al.	  2008)	  (Hu,	  Wang	  et	  al.	  

2013).	   Addicionalment,	   en	   el	   nostre	   estudi	   s’ha	   pogut	   observar	   com	   els	   factors	   solubles	   que	  

secreten	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   en	   el	   medi	   de	   cultiu	   són	   més	   eficients	   que	   els	  

secretats	   pels	   seus	   corresponents	   normals,	   en	   conferir	   majors	   capacitats	   migratòries	   i	  

clonogèniques	  a	  diferents	  línies	  epitelials	  tumorals.	  Uns	  efectes	  demostrats	  també	  en	  un	  model	  in	  

vivo	   on	   s’evidencia	   la	   importància	   de	   la	   interacció	   directa	   entre	   ambdós	   tipus	   cel·∙lulars	   per	   a	  

promoure	  el	  creixement	  tumoral,	  un	  efecte	  promotor	  molt	  més	  potent	  induït	  per	  la	  presència	  de	  

CAFs	   que	   no	   pas	   per	   la	   dels	   seus	   corresponents	   normals	   procedents	   del	   mateix	   individu.	   La	  

histologia	   dels	   diferents	   tumors	   subcutanis	   al	   final	   de	   l’experiment	   ens	   demostra	   que	   aquest	  

increment	   en	   la	   mida	   tumoral	   no	   es	   deu	   a	   una	   major	   proporció	   de	   fibroblasts	   en	   els	   tumors	  

originats	   pels	   CAFs,	   sinó	   que	   probablement	   sigui	   conseqüència	   d’un	   increment	   en	   l’eficiència	  

proliferativa	  de	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  co-‐injectades	  amb	  els	  fibroblasts	  associats	  a	  tumor	  .	  

Les	   diferències	   en	   les	   propietats	   pro-‐tumorals	   d’ambdues	   poblacions	   de	   fibroblasts	   ha	   estat	  

explorada	  en	  termes	  d’expressió	  gènica	  en	  diferents	  models	  de	  tumors	  sòlids	   (Costea,	  Hills	  et	  al.	  
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2013)	   (Hawsawi,	  Ghebeh	  et	  al.	  2008)	   (Navab,	  Strumpf	  et	  al.	  2011)	   (Peng,	  Zhao	  et	  al.	  2013)	  però	  

fins	  el	  nostre	  coneixement	  no	  ha	  estat	  realitzat	  en	  càncer	  de	  còlon	  emprant	  mostres	  aparellades.	  

Una	  part	   important	  de	  l’heterogeneïtat	   inter	   i	   intra-‐individual	  és	  conseqüència	  del	  compartiment	  

estromal	  (De	  Sousa,	  Vermeulen	  et	  al.	  2013).	  Comparar	  perfils	  d’expressió	  de	  fibroblasts	  normals	  o	  

sans	   amb	   els	   de	   CAF	   d’individus	   diferents	   pot	   generar	   resultats	   confosos	   en	   no	   saber	   si	   la	  

diferència	   d’expressió	   obtinguda	   és	   realment	   diferència	   entre	   les	   dues	   subpoblacions	   de	  

fibroblasts	   o	   pel	   contrari	   és	   producte	   de	   l’heterogeneïtat	   inter-‐individual.	   Així	   doncs,	   a	   l’emprar	  

mostres	  aparellades	  hem	  volgut	  minimitzar	  aquests	  efectes	  fent	  èmfasi	  en	  la	  heterogeneïtat	  intra-‐

tumoral.	  Comparant	  els	  fibroblasts	  del	  teixit	  normal	  adjacent	  al	  tumor	  i	  els	  fibroblasts	  associats	  al	  

tumor	  d’un	  mateix	  individu	  podem	  obtenir	  informació	  molt	  valuosa	  a	  l’hora	  d’identificar	  processos	  

implicats	  en	  la	  transformació	  tumoral	  	  i	  fins	  i	  tot	  a	  l’hora	  d’identificar	  biomarcadors	  que	  ens	  puguin	  

ser	  útils	  com	  a	  diana	  terapèutica	  a	  l’anar	  dirigits	  específicament	  contra	  els	  CAFs	  sense	  afectar	  els	  

altres	  tipus	  de	  fibroblasts.	  L’absència	  de	  marcadors	  específics	  i	  únics	  de	  CAFs	  és	  una	  desavantatge	  

a	   l’hora	  de	   tractar	  amb	  aquest	   tipus	  cel·∙lular	   (Kalluri	   and	  Zeisberg	  2006),	  una	  variabilitat	  que	  no	  

només	  depèn	  de	   la	   seva	  demarcació	  anatòmica	   (Chang,	  Chi	  et	   al.	   2002)	   sinó	  que	   també	  pot	   ser	  

conseqüència	   de	   la	   diversitat	   de	   possibles	   precursors	   que	   els	   poden	   originar	   com	   ara:	   cèl·∙lules	  

precursores	   de	   la	   mèdul·∙la	   òssia	   (Quante,	   Tu	   et	   al.	   2011),	   cèl·∙lules	   mesenquimals	   (Mishra,	  

Humeniuk	  et	  al.	  2008),	  cèl·∙lules	  epitelials	  o	  endotelials	  patint	  un	  procés	  de	  transició	  a	  mesènquima	  

(Thiery	  2002;	  Xouri	  and	  Christian	  2009;	  Cirri	  and	  Chiarugi	  2011)	  (Zeisberg,	  Potenta	  et	  al.	  2007)	  o	  els	  

propis	   fibroblasts	   locals	   (De	  Wever,	   Demetter	   et	   al.	   2008),	   considerats	   com	   la	   principal	   font	   de	  

procedència	  dels	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  i	  així	  acceptat	  en	  el	  nostre	  model.	  En	  explorar	  el	  

perfil	   genètic	   d’expressió	   de	   les	   dues	   subpoblacions	   de	   fibroblasts	   en	   estudi	   hem	   volgut	   a)	  

identificar	   mecanismes	   moleculars	   responsables	   dels	   efectes	   pro-‐tumorigènics,	   b)	   identificar	  

biomarcadors	  útils	  com	  a	  possibles	  dianes	  terapèutiques	  dirigides	  específicament	  cap	  a	  l’estroma	  

tumoral	   i	   c)	   avaluar	   el	   valor	   pronòstic	   dels	   gens	   diferencialment	   expressats.	   Emprant	   8	  mostres	  

aparellades	   s’ha	   definit	   un	   llistat	   de	   108	   gens	   d’expressió	   diferencial	   entre	   CAFs	   i	  NCFs,	   l’anàlisi	  

d’agrupament	   jeràrquic	   dels	   quals	   permet	   la	   separació	   de	   les	   mostres	   en	   2	   grups.	   El	   patró	  

d’agrupament	   es	   basa	   en	   l’origen	   anatòmic	   de	   la	   mostra	   més	   que	   no	   pas	   en	   l’individu	   de	  

procedència,	  és	  a	  dir,	  tots	  els	  fibroblasts	  associats	  al	  tumor	  tenen	  una	  expressió	  més	  similar	  entre	  

ells	   que	   no	   pas	   la	   tenen	   amb	   els	   seus	   corresponents	   fibroblasts	   adjacents	   del	   teixit	   normal,	  

indicant	   que	   podria	   existir	   un	   patró	   comú	   d’expressió	   implicat	   en	   els	   mecanismes	   moleculars	  

responsables	  de	  l’adquisició	  de	  tumorigeneitat	  dels	  CAFs.	  L’anàlisi	  per	  GSEA	  (Gene	  Set	  Enrichment	  

Analysis)	  ens	  ha	  permès	  explorar	  els	  processos	  moleculars	  en	  els	  que	  estan	  implicats	  aquests	  gens	  
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d’expressió	   variable,	   obtenint	   una	   correlació	   dels	   gens	   de	   sobreexpressió	   en	   CAF	   amb	   un	   patró	  

d’expressió	  definit	   com	  a	   fenotip	  de	  wound	  healing	   	   (curació	  de	   ferides)	  o	  de	   resposta	  a	   sèrum.	  

Aquest	  fenotip	  de	  wound	  healing	  va	  ser	  descrit	  pel	  grup	  de	  Chang,	  qui	  revelava	  que	  tot	  i	  presentar	  

programes	  transcripcionals	  diferents,	  els	  fibroblasts	  de	  diferents	  regions	  anatòmiques	  compartien	  

un	   programa	   d’expressió	   gènica	   coordinada	   i	   comuna	   en	   resposta	   a	   l’estimulació	   amb	   sèrum	  

(Chang,	  Sneddon	  et	  al.	  2004).	   Sent	  conscients	  de	   les	   semblances	  que	  existeixen	  entre	  un	  procés	  

tumoral	   i	   un	   procés	   de	   curació	   de	   ferides	   (Dvorak	   1986),	   els	   investigadors	   buscaren	   associació	  

d’aquest	   fenotip	   amb	   càncers	   humans,	   trobant	   una	   forta	   correlació	   entre	   ambdós	   processos	   i	  

relacionant-‐ho	   amb	   pronòstic.	   En	   aquest	   mateix	   estudi	   de	   Chang,	   els	   fibroblasts	   cultivats	   en	  

absència	  de	  sèrum	  també	  presentaven	  un	  patró	  comú	  d’expressió	  que	  anomenaren	  signatura	  de	  

gens	   reprimits	   en	   sèrum	   i	   que	   la	   presentaven	   els	   teixits	   normals.	   Aquesta	   signatura	   és	   la	   que	  

correspon	   amb	   les	   nostres	   dades	   d’expressió	   en	   els	   gens	   sobreexpressats	   en	   els	   fibroblasts	  

normals	  (	  o	  el	  que	  és	  el	  mateix,	  	  infraexpressats	  en	  el	  CAFs).	  L’anàlisi	  d’ontologies	  genètiques	  ens	  

va	   permetre	   identificar	   en	   quins	   processos	   biològics	   es	   trobaven	   més	   representats	   els	   gens	  

diferencialment	   expressats.	   Mentre	   que	   la	   major	   part	   dels	   gens	   sobreexpressats	   en	   CAFs	  

s’associaven	   amb	   processos	   relacionats	   amb	   el	   desenvolupament	   (TGFB2,	   PDGFC,	  

cMET,CADM1,WNT2)	   i	   amb	   senyalització	   cel·∙lular	   (TFAP2C,	  NTF-‐3,	   SEMA5A,	   EFNB2	   i	   INHBA);	   els	  

gens	   sobreexpressats	   en	  NCFs	  es	   trobaven	   representats	   en	  processos	  d’homeòstasi	   (SNCA,	  AGT,	  

ABCA1,	   PL2G4A	   i	   BCL-‐2),	   resposta	   a	   estímuls	   externs	   	   (CCL8,	   CCL7,	   CCL11,	   CCL13,	   proS1)	   i	  

senyalització	  intercel·∙lular	  (FGF10,	  FGF13,	  LYN,	  TNFSF10,	  NOVA1).	  La	  pertinença	  dels	  fibroblasts	  a	  

aquestes	  funcions	  biològiques	  trobaria	   la	  seva	  raó	  funcional	  en	  el	  paper	  dual	  que	  juga	  l’estroma;	  

inicialment	   sent	   responsable	   de	   mantenir	   la	   homeòstasi	   tissular	   i	   posteriorment	   culpable	   de	  

promoure	  el	  procés	  tumorigènic	  (Bissell	  and	  Hines	  2011).	  La	  visió	  global	  dels	  gens	  diferencialment	  

expressats	  ens	  permet	  associar	  canvis	  d’expressió	  amb	  el	  procés	  tumorigènic;	  però	  amb	  l’objectiu	  

de	  trobar	  biomarcadors	  útils	  com	  a	  diana	  terapèutica	  cal	  fer	  un	  anàlisi	  més	  exhaustiu	  dels	  gens	  de	  

manera	   individual,	   i	   trobar	   gens	   específics	   dels	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   que	   no	   siguin	  

expressats	  ni	  pels	   fibroblasts	  del	   teixit	  normal	  adjacent	  al	   tumor	  ni	  pels	   fibroblasts	  de	   la	  mucosa	  

sana.	   Respecte	   a	   la	   disponibilitat	   de	   biomarcadors	   capaços	   de	   diferenciar-‐nos	   entre	   les	   dues	  

subpoblacions	  de	  fibroblasts	  en	  estudi,	  un	  resultat	   inesperat,	  va	  ser	   la	  presència	  d’expressió	  d’α-‐

SMA	  per	  part	  dels	  fibroblasts	  del	  teixit	  normal	  adjacent	  al	  tumor.	  Un	  fet	  que	  suggereix	  que	  aquests	  

fibroblasts,	   tot	   i	   formar	   part	   del	   teixit	   histològicament	   normal	   (però	   només	   5cm	   allunyat	   del	  

tumor)	   podrien	   haver	   començat	   a	   adquirir	   canvis	   de	   fenotip	   activat,	   fent	   que	   no	   puguin	   ser	  

considerats	   completament	  normals.	  Addicionalment,	   vam	  observar	  elevats	  nivells	  d’expressió	  de	  
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gens	  codificant	  per	  citocines	  pro-‐inflamatòries	  (CCL11,	  CCL8,CCL7,CXCL12)	  i	  molècules	  de	  la	  família	  

TNF	   (TNFS10,TNFRSF1B,	   TNFRSF21)	   en	   aquests	   fibroblasts	   adjacents	   al	   tumor.	  Uns	   resultats	   que	  

indicarien	   un	   perfil	   pro-‐inflamatori	   (Coussens	   and	   Werb	   2002).	   Aquests	   resultats	   es	   veuen	  

reforçats	  pels	  obtinguts	  pel	  grup	  de	  Hawsawi,	  on	  es	  reporta	  la	  primera	  evidència	  de	  que	  fibroblasts	  

adjacents	  al	  tumor,	  tot	  i	  provenir	  d’un	  teixit	  histològicament	  normal	  i	  sense	  contacte	  amb	  cèl·∙lules	  

tumorals,	   contenen	   canvis	   genètics	  que	  els	  diferencien	  dels	   fibroblasts	  del	   teixit	   sa	   i	   també	  dels	  

fibroblasts	   del	   tumor	   primari	   (Hawsawi,	   Ghebeh	   et	   al.	   2008).	   Faria	   falta	   l’ús	   de	   fibroblasts	  

procedents	   de	   donants	   sans	   per	   a	   determinar	   realment	   les	   diferències	   entre	   els	   normals	   i	   els	  

tumorals,	   una	   aproximació	   que	   no	   s’ha	   dut	   en	   aquesta	   treball	   experimental	   per	   impossibilitat	  

d’obtenció	  de	  mostres	  de	  còlon	  sans.	  La	  raó	  biològica	  per	  la	  qual	  els	  fibroblasts	  del	  teixit	  adjacent	  

mostren	   aquest	   fenotip	   activat	   pro-‐inflamatori	   podria	   respondre	   a	   dues	   possibilitats:	   a)	  

conseqüència	  de	   la	   interacció	  paracrina	  amb	   les	  cèl·∙lules	  tumorals	  per	  a	  crear	  un	  nínxol	  adequat	  

per	  al	  creixement	  del	  tumor	  o	  b)	  resposta	  defensiva	  de	  l’hoste	  per	  a	  impedir	  la	  progressió	  tumoral.	  	  

Considerant	   el	   global	   dels	   108	   gens	   desregulats,	   és	   interessant	   remarcar	   que	   existeix	   un	  

solapament	  d’alguns	  dels	  gens	  de	   la	  signatura	  amb	  d’altres	  prèviament	  obtingudes	  en	  càncer	  de	  

mama	  (Bauer,	  Su	  et	  al.	  2010),	  pulmó	  (Navab,	  Strumpf	  et	  al.	  2011)	  o	  carcinoma	  d’esòfag	  (Zhang,	  Fu	  

et	   al.	   2009);	   on	   TNFSF4,	   ST6GALNAC5,TGFB2,TFAPC	   i	   LEF1	   es	   troben	   entre	   els	   sobreexpressats	  

mentre	   que	   NOVA1,	   PDE3B,	   SLIT3,	   AKR1C1	   i	   AKR1C2	   	   entre	   els	   infraexpressats.	   El	   grau	   de	  

solapament	   existent	   entre	   els	   programes	   transcripcionals	   de	   diversos	   tipus	   de	   càncers	   (adhesió	  

focal,	  via	  de	  senyalització	  de	  Wnt,	  direcció	  axonal,	  entre	  d’altres)	  suggereix	  que	  la	  interacció	  entre	  

les	  cèl·∙lules	   tumorals	   i	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  pot	   induir	   l’estimulació	  de	  processos	  

biològics	   i	   vies	  de	   senyalització	   comunes	   independentment	  de	   l’òrgan	  d’origen.	  Una	   idea	  que	  es	  

veuria	   reforçada	   per	   la	   correlació	   anteriorment	   descrita	   entre	   el	   fenotip	   de	   wound	   healing	  

(resposta	  a	  sèrum)	   i	  el	  procés	   tumoral	   (Chang,	  Sneddon	  et	  al.	  2004).	  Un	  altre	  aspecte	  a	   tenir	  en	  

consideració,	  és	   la	  heterogeneïtat	   inter	   i	   intra-‐individual,	  un	  concepte	  clau	  en	  un	  procés	  tumoral	  

tant	  per	  pronòstic	  com	  per	   resposta	  al	   tractament	   (De	  Sousa,	  Vermeulen	  et	  al.	  2013).	  Un	  estudi	  

recent	  emprant	  	  fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  aïllats	  de	  mostres	  de	  càncer	  de	  còlon	  demostra	  

la	   presència	   d’heterogeneïtat	   entre	   CAFs	   i	   defineix	   una	   signatura	   genètica	   associada	   amb	  

capacitats	  pro-‐migratòries	  i	  amb	  pronòstic	  (Herrera,	  Islam	  et	  al.	  2013).	  Tanmateix,	  la	  signatura	  de	  

108	   gens	   que	   es	   descriu	   en	   aquesta	   tesi	   també	   demostra	   correlació	   directa	   amb	   paràmetres	  

funcionals	  dels	  CAFs	  com	  proliferació	  i	  migració,	  el	  que	  podria	  suggerir	  que	  els	  fibroblasts	  amb	  uns	  

valors	   superiors	   d’expressió	   de	   la	   signatura	   serien	   més	   probables	   de	   ser	   els	   responsables	   de	  

l’elevada	  reacció	  desmoplàsica	  en	  alguns	  tumors	  colorectals.	  De	  fet,	  alguns	  autors	  han	  presentat	  
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pitjor	   pronòstic	   en	   aquells	   tumors	   amb	   major	   proporció	   de	   fibroblasts	   presents	   en	   el	   tumor	  

(Mesker,	  Liefers	  et	  al.	  2009;	  de	  Kruijf,	  van	  Nes	  et	  al.	  2010;	  Huijbers,	  Tollenaar	  et	  al.	  2012).	  En	  el	  

nostre	  estudi	  trobem	  una	  associació	  entre	  l’expressió	  dels	  108	  gens	  desregulats	  i	  la	  supervivència	  

lliure	  de	  malaltia	  en	  dues	  cohorts	  diferents	  de	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  d’estadis	  II-‐III,	  sent	  

classificats	   d’alt	   o	   baix	   risc	   en	   funció	   del	   nivell	   d’expressió.	   En	   la	   cohort	   de	   pacients	   GSE33113	  

(només	  considerant	  pacients	  d’estadi	  II),	  el	  valor	  pronòstic	  que	  sembla	  aportar	  aquesta	  signatura	  

afegiria	   un	   valor	   addicional	   donada	   la	   controvèrsia	   que	   existeix	   en	   aquests	   tipus	   de	   pacients	   a	  

l’hora	  de	  decidir	  el	  tractament.	  En	  aquesta	  validació	  in	  silico,	  tot	  i	  valorar	  l’expressió	  dels	  108	  gens	  

en	  mostres	   corresponents	   a	   tot	   el	   teixit	   tumoral,	   és	   a	   dir,	   contenint	   dades	   d’expressió	   tant	   de	  

cèl·∙lules	  estromals	  com	  tumorals,	   l’expressió	  és	  detectada	  i	  capaç	  de	  predir	  pronòstic.	  Dades	  que	  

suggereixen	  que	  canvis	  en	  l’estroma	  poden	  jugar	  un	  paper	  crucial	  en	  la	  progressió	  del	  tumor,	  i	  tot	  i	  

que	   la	   capacitat	   de	   predir	   pronòstic	   de	   la	   signatura	   és	   bastant	   específica	   d’estroma	   (l’expressió	  

d’aquests	   gens	   en	   diferent	   línies	   tumorals	   i	   en	   altres	   components	   cel·∙lulars	   constituents	   d’un	  

tumor	  de	  còlon	  va	  confirmar	  la	  seva	  especificitat	  d’expressió	  en	  fibroblasts	  en	  més	  d’un	  50%	  dels	  

gens	  desregulats),	  la	  informació	  pot	  ser	  detectada	  en	  mostres	  de	  tot	  el	  tumor.	  

Per	  últim,	  i	  amb	  l’objectiu	  de	  trobar	  molècules	  rellevants	  com	  a	  possibles	  dianes	  terapèutiques,	  es	  

va	  explorar	  alguns	  dels	  gens	  desregulats	  per	  veure	  si	  podien	  ser	  bons	  candidats	  en	  el	  tractament	  

del	   càncer	   (especialment	   aquells	   secretats	   o	   sent	   receptors	   de	   membrana),	   amb	   la	   intenció	  

d’atacar	   només	   aquells	   fibroblasts	   que	   poden	   estar	   exercint	   una	   funció	   protectora	   contra	   els	  

agents	   quimioteràpics	   sobre	   les	   cèl·∙lules	   tumorals.	   Fent	   ús	   de	   l’aplicació	   web	  	  

http://dgidb.genome.wustl.edu/	   es	   va	   trobar	   que	   dos	   dels	   gens	   sobreexpressats	   en	   CAFs	   ja	  

disposaven	  de	  fàrmacs	  que	  podrien	  ser	  un	  bon	  recurs	  per	  a	  atacar	  els	  fibroblasts.	  Per	  una	  banda,	  el	  

receptor	  β	  de	  l’àcid	  retinoic	  (RARB)	  quan	  està	  expressat	  en	  el	  compartiment	  estromal	  és	  un	  potent	  

inductor	  de	   la	  tumorigenesis	  mitjançant	   la	  senyalització	  per	   la	  via	   	  CXCL12/CXCR4/ErbB2.	  La	  seva	  

supressió	   implica	   una	   remodelació	   de	   l’estroma	   durant	   la	   progressió	   tumoral	   que	   inclou	   una	  

disminució	   en	   l’angiogènesi,	   en	   el	   reclutament	   de	   cèl·∙lules	   inflamatòries	   i	   en	   el	   nombre	   de	  

fibroblasts	   activats	   (Liu,	   Nugoli	   et	   al.	   2010).	   	   La	   disponibilitat	   de	   diferents	   retinoids	   (com	   per	  

exemple	   Tamibarotè)	   podria	   ser	   una	   aproximació	   important	   per	   al	   tractament	   del	   càncer,	  

especialment	   alterant	   la	   comunicació	   entre	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   i	   estromals.	   Un	   altre	   gen	  

diferencialment	   expressat	   és	   el	   TGFB2,	   actualment	   hi	   ha	   teràpies	   dirigides	   especialment	   contra	  

aquest	  factor	  de	  creixement	  (belangenpumatucel-‐L),	  actualment	  en	  fase	  III	  en	  càncer	  de	  pulmó	  de	  

cèl·∙lula	  no	  petita	  (Nemunaitis	  2009;	  Decoster,	  Wauters	  et	  al.	  2011).	  
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OBJECTIU	  3:	  	  

Definir	  un	  classificador	  genètic	  estromal	  amb	  poder	  predictiu	  de	  recurrència	  en	  

pacients	   afectes	   de	   càncer	   colorectal	   en	   estadis	   II	   i	   III.	   Trasllat	   a	   la	   pràctica	  

clínica	  amb	  la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR.	  

A	   partir	   del	   llistat	   de	   gens	   desregulats	   obtinguts	   en	   l’objectiu	   anterior,	   en	   aquesta	   ocasió	   s’ha	  

desenvolupat,	  validat	  i	  traslladat	  a	  la	  tècnica	  de	  qRT-‐PCR	  un	  classificador	  genètic	  format	  per	  5	  gens	  

(ULPB2,	   SLC7A2,	   PDLIM3,	   AMIGO2	   i	   CCL11)	   l’expressió	   conjunta	   dels	   quals	   s’associa	   amb	  

recurrència	  en	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  en	  estadis	   II-‐III.	  Malgrat	  que	  els	  perfils	  d’expressió	  

gènica	  amb	  la	  tecnologia	  dels	  microarrays	  ha	  demostrat	   l’estimació	  de	  pronòstic	   i	  classificació	  de	  

subtipus	   en	  molts	   tipus	   de	   tumors	   (Tsujino,	   Seshimo	   et	   al.	   2007;	   Finak,	   Bertos	   et	   al.	   2008;	   Jia,	  

Rahmatpanah	  et	  al.	  2012;	  Mefford	  and	  Mefford	  2012;	  De	  Sousa,	  Wang	  et	  al.	  2013)	  (Gao,	  Wang	  et	  

al.	   2011),	   l’ús	   d’aquests	   a	   la	   pràctica	   clínica	   té	   un	   ús	   encara	   limitat	   degut	   a	   la	   baixa	  

reproductibilitat,	   discrepàncies	   entre	   plataformes	   diferents	   i	   la	   necessitat	   de	   mostres	   de	   teixit	  

fresc	  (Ramaswamy	  2004);	  per	  això,	  la	  tècnica	  de	  la	  qRT-‐PCR	  aplicada	  a	  un	  nombre	  reduït	  de	  gens	  

es	  molt	  més	  manejable,	  reproduïble	  i	  clínicament	  útil.	  

La	  utilitat	  de	  pronòstic	  de	  l’estroma	  està	  sent	  cada	  cop	  més	  valorada	  tot	  i	  que	  de	  manera	  rutinària	  

no	   se’n	   ha	   vist	   la	   seva	   aplicació.	   El	   percentatge	   entre	   tumor/estroma	   és	   un	  mètode	   que	  molts	  

autors	  han	  presentat	  com	  eina	  útil	  per	  a	  classificar	  el	  pronòstic	  de	  certs	  tipus	  de	  tumors	  (Tsujino,	  

Seshimo	  et	  al.	  2007;	  de	  Kruijf,	  van	  Nes	  et	  al.	  2010;	  Huijbers,	  Tollenaar	  et	  al.	  2012;	  Dekker,	  van	  de	  

Velde	  et	  al.	  2013),	  	  tot	  i	  així	  és	  una	  tècnica	  que	  pot	  presentar	  cert	  biaix	  i	  que	  no	  té	  en	  consideració	  

l’heterogeneïtat	  a	  nivell	  transcripcional	  existent	  entre	  els	  propis	  CAFs.	  Aquesta	  heterogeneïtat	  dels	  

CAFs,	  descrita	  a	  (Herrera,	  Islam	  et	  al.	  2013)	  i	  en	  la	  discussió	  prèvia	  d’aquesta	  memòria,	  suggereix	  la	  

idea	  que	  l’estat	  fisiològic	  d’aquests	  fibroblasts	  (fent	  referència	  al	  seu	  estat	  transcripcional)	  podria	  

ser	  molt	  més	  rellevant	  a	  l’hora	  de	  determinar	  el	  pronòstic	  que	  no	  pas	  ho	  seria	  la	  proporció	  en	  la	  

que	  es	  troben	  en	  el	  tumor.	  La	  variabilitat	  resultant	  pot	  ser	  conseqüència	  de	  la	  diferent	  localització	  

espaial	   dins	   del	  microambient	   tumoral	   (més	   pròxim	   o	   allunyat	   al	  marge	   invasiu)	   que	   fa	   que	   les	  

interaccions	   amb	   les	   cèl·∙lules	   del	   voltant	   siguin	   diferents,	   o	   bé	   pot	   ser	   deguda	   a	   la	   demarcació	  

anatòmica	   del	   tumor	   i	   a	   les	   forces	  mecàniques	   i	   compressives	   que	   exerceix	   el	   teixit	   del	   voltant	  

(tensegritat)	  (Noguera,	  Nieto	  et	  al.	  2012)	  (Ingber	  2002).	  	  Dins	  d’un	  mateix	  tumor,	  doncs,	  	  poden	  ser	  

diverses	  les	  respostes	  biològiques	  aportades	  pels	  CAFs	  (més	  o	  menys	  tumorigèniques),	  però	  seria	  

el	  balanç	  global	  entre	  aquestes	  respostes	  el	  que	  determinaria	  un	  millor	  o	  pitjor	  pronòstic.	  	  
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Per	  exemple,	   l’anàlisi	  no	  supervisada	  dels	  gens	  més	  variables	  entre	  els	  propis	  CAFs	  distingeix	  dos	  

patrons	  característics	  d’expressió.	  Per	  una	  banda	  els	  CAFs	  amb	  els	  4	  gens	  de	  risc	  de	   la	  signatura	  

sobreexpressats	   (AMIGO2,	   ULBP2,	   SLC7A2	   i	   PDLIM3)	   i	   el	   gen	   protector	   CCL11	   infraexpressat,	  

determinen	   un	   subgrup	   caracteritzat	   per	   la	   sobreexpressió	   de	   gens	   implicats	   en	   processos	   de	  

migració,	  wound	  healing,	  angiogènesi,	  i	  per	  la	  infraexpressió	  de	  gens	  inflamatoris.	  Contràriament,	  

un	  segon	  grup	  presenta	  enriquiment	  en	  gens	   inflamatoris	   i	   infraexpressió	  dels	  gens	  de	  risc	  de	   la	  

signatura.	  Uns	  resultats	  que	  concorden	  amb	  dades	  prèvies	  d’una	  signatura	  estromal	  en	  càncer	  de	  

mama	  on	  es	  descriu	  que	  les	  mostres	  amb	  millor	  pronòstic	  es	  caracteritzen	  per	  la	  sobreexpressió	  de	  

gens	  relacionats	  amb	  el	  sistema	  immunitari	  (Finak,	  Bertos	  et	  al.	  2008).	  	  

A	  nivell	  molecular,	  moltes	  són	  les	  classificacions	  en	  termes	  de	  pronòstic	  que	  s’han	  fet	  basant-‐se	  en	  

el	  compartiment	  estromal.	  Per	  exemple,	  el	  grup	  de	  Perez-‐Villamil	  (Perez-‐Villamil,	  Romera-‐Lopez	  et	  

al.	   2012)	   descriu	   4	   subtipus	   diferents	   de	   càncer	   de	   còlon	   i	   identifica	   una	   signatura	   de	   167	   gens	  

associada	   amb	   els	   subtipus	   de	   baix	   estroma	   i	   que	   classifica	   als	   pacients	   en	   funció	   del	   risc;	   una	  

signatura	  que	  es	  caracteritza	  per	  baixa	  expressió	  de	  gens	  implicats	  en	  interaccions	  entre	  la	  matriu	  

extracel·∙lular-‐receptors	   i	   adhesions	   focals.	   Un	   altre	   grup	   també	   presenta	   una	   classificació	   del	  

càncer	  de	  còlon	  en	  5	  subtipus	  diferents	  basada	  en	  l’expressió	  gènica,	  on	  el	  grup	  de	  pitjor	  pronòstic	  

es	   caracteritza	   amb	   gens	   de	   desenvolupament	   mesenquimal	   i	   components	   de	   la	   matriu	  

extracel·∙lular	   (Marisa,	   de	   Reynies	   et	   al.	   2013).	   Una	   classificació	   en	   subtipus	   que	   també	   es	  

presentada	   pel	   grup	   de	   Budinska	   (Budinska,	   Popovici	   et	   al.	   2013)	   on	   el	   que	   presenta	   pitjor	  

pronòstic	   es	   troba	   associat	   amb	   el	   perfil	   mesenquimal	   o	   de	   signatura	   de	   transició	   epiteli-‐

mesènquima,	  demostrant	  una	  vegada	  més	  la	   importància	  de	   la	  reacció	  estromal	  en	  la	  progressió	  

de	  la	  malaltia.	  Més	  recentment	  un	  altre	  grup	  (Roepman,	  Schlicker	  et	  al.	  2013)	  ha	  descrit	  un	  fenotip	  

d’expressió	  gènica	  mesenquimal	  que	   identifica	  un	  grup	  de	   tumors	  amb	  pitjor	  pronòstic	   i	  que	  no	  

presenten	  benefici	  amb	  tractament	  adjuvant.	  Aquest	  subtipus	  està	  enriquit	  en	  gens	  que	  codifiquen	  

per	   components	   de	   la	   matriu	   extracel·∙lular	   com	   SPARC,	   COL5A2,	   DCN,	   COL6A1	   i	   CXCL12	   entre	  

d’altres,	   sent	  productes	  especialment	  sintetitzats	  per	   fibroblasts.	  Un	  altre	  classificació	  basada	  en	  

subtipus	   moleculars	   n’identifica	   tres	   de	   diferents,	   sent	   el	   designat	   com	   a	   CCS3	   el	   de	   pitjor	  

pronòstic.	  Corresponent	  a	  tumors	  relativament	  heterogenis	  respecte	  l’estat	  de	  MSS,	  MSI	  i	  CIMP	  i	  

que	   també	   conté	   una	   amplia	   proporció	   de	   pacients	   amb	  mutacions	   de	  BRAF	   i	   KRAS	   (De	   Sousa,	  

Wang	  et	  al.	  2013).	   La	   signatura	  d’aquest	   subtipus	  està	  enriquida	  en	  proteïnes	  que	   remodelen	   la	  

matriu	  extracel·∙lular	   i	  en	  gens	  que	  estan	   implicats	  en	  processos	  de	  transició	  epiteli-‐mesènquima,	  

trets	   característics	   dels	   fibroblasts.	   Dels	   146	   gens	   descrits	   en	   aquesta	   signatura,	   els	   gens	  

sobreexpressats	   en	   el	   subtipus	   CCS3	   són	   gens	   d’expressió	   pràcticament	   exclusiva	   de	   fibroblasts	  
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com	  ara	  INHBA,VCAN,FAP,PDGFC	  o	  CXCL12.	  De	  fet,	  dos	  dels	  gens	  de	  la	  nostra	  signatura	  estromal:	  

PDLIM3	  i	  ULBP2	  estan	  inclosos	  en	  aquesta	  signatura	  de	  146	  gens	  i	  sobrerepresentats	  en	  el	  grup	  de	  

mal	   pronòstic.	   Apart	   d’aquests	   dos	   gens	   no	   s’ha	   identificat	   solapament	   dels	   altres	   gens	   del	  

classificador	   amb	   dades	   d’expressió	   gènica	   d’altres	   signatures	   de	   càncer	   de	   còlon,	   un	   fet	   que	  

podria	  ser	   justificat	  tenint	  en	  compte	  el	  reduït	  nombre	  de	  gens	  que	  constitueixen	  el	  classificador	  

(només	   5)	   i	   l’origen	   dels	   gens	   diferencials	   (cultius	   primaris	   de	   fibroblasts).	   Molt	   sovint,	   les	  

signatures	   d’expressió	   gènica	   obtingudes	   per	   anàlisi	   de	   microarrays	   són	   difícils	   d’interpretar	  

respecte	  a	   la	  biologia	  de	   la	  malaltia.	  En	  el	  nostres	  cas,	  els	  5	  gens	  descrits	  no	  mostren	  associació	  

funcional	  entre	  ells,	  el	  que	  suggereix	  que	  possiblement	  regulen	  de	  manera	  addicional	  gens	  i	  vies	  de	  

senyalització	  clau,	  més	  que	  no	  pertànyer	  al	  mateix	  procés	  biològic.	  Les	  funcions	  que	  realitzen	  les	  

proteïnes	  que	  codifiquen	  els	  gens	  de	  la	  signatura	  són	  ben	  diverses	  i	  en	  alguns	  casos	  ambigües.	  El	  

gen	  PDLIM3	  codifica	  per	  la	  proteïna	  LIM	  associada	  a	  alfa-‐actinina	  i	   juga	  un	  paper	  important	  en	  la	  

organització	  dels	  filaments	  d’actina	  en	  les	  cèl·∙lules	  musculars	  (Henderson,	  Pomies	  et	  al.	  2003).	  La	  

seva	  infraexpressió	  ha	  estat	  descrita	  en	  una	  signatura	  molecular	  associada	  amb	  fenotip	  mutat	  de	  

p53	  en	  pacients	  de	  càncer	  colorectal	  estadi	  III	  amb	  estabilitat	  de	  microsatèl·∙lits	  de	  pitjor	  pronòstic	  

(Katkoori,	   Shanmugam	   et	   al.	   2012),	   on	   també	   s’ha	   descrit	   la	   infraexpressió	   d’AMIGO2,	   gen	  

codificant	  per	  una	  molècula	  d’adhesió	  amb	  domini	  d’immunoglobulines	  implicada	  en	  interaccions	  

intercel·∙lulars,transducció	   de	   senyals	   i	   amb	   elevada	   expressió	   associada	   en	   adenocarcinomes	  

gàstrics	   (Rabenau,	  O'Toole	  et	  al.	  2004).	   Implicat	  també	  en	  metàstasis	  segons	  un	  estudi	  de	  perfils	  

d’expressió	   comparativa	   entre	   tumors	   primaris	   i	   metàstasis	   (Tsoi,	   Qin	   et	   al.	   2011).	   ULBP2	  

s’expressa	   en	   la	   superfície	   de	   les	   cèl·∙lules	   tumorals	   i	   la	   seva	   unió	   al	   receptor	   NKG2D	   activa	   les	  

cèl·∙lules	  NK	  desencadenant	  una	  acció	  citolítica	  (Textor,	  Fiegler	  et	  al.	  2011),	  s’ha	  vist	  però,	  que	  els	  

fibroblasts	   associats	   a	   melanoma	   tenen	   un	   efecte	   inhibitori	   sobre	   les	   cèl·∙lules	   NK	   (Balsamo,	  

Scordamaglia	   et	   al.	   2009).	   CCL11	   és	   el	   gen	   “protector”	   de	   la	   signatura	   en	   tant	   que	   la	   seva	  

sobreexpressió	   es	   correlaciona	   amb	  millor	   pronòstic.	   Es	   considera	   la	  molècula	  més	  potent	   en	   el	  

reclutament	   d’eosinòfils	   en	   condicions	   d’inflamació,	   sent	   molt	   importants	   limitant	   la	  

carcinogènesi.	  Les	  cèl·∙lules	  epitelials	  i	  els	  fibroblasts	  en	  són	  els	  majors	  productors	  (Simson,	  Ellyard	  

et	  al.	  2007).	  No	  obstant,	  en	  fibroblasts	  de	  pulmó	  la	  seva	  expressió	  es	  troba	  induïda	  en	  resposta	  a	  

TNF-‐a	   i	   IL-‐4	  (Rokudai,	  Terui	  et	  al.	  2006)	   i	   incrementa	   la	  seva	  proliferació,	   l’activitat	  de	  MMP2	  i	   la	  

síntesi	  de	  col·∙lagen	  permeten	  la	  migració	  dels	  fibroblasts	  de	  pulmó	  en	  resposta	  a	  quimiocines	  no	  

específiques	  (Puxeddu,	  Bader	  et	  al.	  2006).	  Contràriament,	  també	  s’han	  descrit	  altres	  funcions	  pel	  

gen	   CCL11	   ja	   que	   la	   unió	   als	   seus	   receptors	   CCR2,	   CCR3	   i	   CCR5	   provoca	   reestructuració	   del	  

citoesquelet,	   activació	   de	   les	   vies	   MAPK	   i	   a	   més	   pot	   estar	   implicat	   en	   creixement	   tumoral	   i	  
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metàstasis,	  inducció	  de	  molècules	  proangiogèniques,	  factor	  de	  creixement	  fibroblastic,	  IL-‐6,	  VEGF,	  

i	  MMP2	  en	  cèl·∙lules	  del	  múscul	   llis.	   La	  seva	  baixa	  presència	  en	  el	   sèrum	  de	  pacients	  amb	  càncer	  

d’ovari	  es	  relaciona	  amb	  creixement	  i	  invasió	  del	  tumor	  i	  la	  seva	  reducció	  pot	  ser	  deguda	  a	  segrest	  

de	  CCL11	  pels	  seus	  receptors	  en	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  d’ovari	  (Levina,	  Nolen	  et	  al.	  2009).	  

Per	   últim,	   SLC7A2	   codifica	   per	   un	   transportador	   de	  membrana	   que	   juga	   un	   paper	   important	   en	  

l’activació	  de	  macròfags	  i	  en	  la	  fibrosis	  pulmonar,	  però	  amb	  un	  paper	  no	  ben	  definit	  pel	  que	  fa	  al	  

càncer	  (Niese,	  Chiaramonte	  et	  al.	  2010)	  (Thompson,	  Pesce	  et	  al.	  2008).	  Malgrat	  que	  el	  global	  dels	  

gens	   dels	   classificador	   no	   proporcionen	   una	   explicació	   biològica	   conjunta,	   la	   determinació	   de	   la	  

seva	   expressió	   no	   disminueix	   la	   utilitat	   potencial	   clínica	   que	   puguin	   tenir	   com	   a	   biomarcadors	  

(Quackenbush	  2006).	  

Tenint	  en	  compte	   la	  rellevància	  que	  sembla	  tenir	   l’estroma	  en	  el	  pronòstic	  del	  càncer	  colorectal,	  

els	  resultats	  d’aquest	  tercer	  objectiu	  volen	  remarcar	  la	  importància	  de	  l’estat	  transcripcional	  dels	  

fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   com	   a	   principals	   components	   d’aquest	   estroma.	   Els	   5	   gens	  

descrits	  en	  el	  classificador	  són	  d’expressió	  principalment	  fibroblàstica,	  no	  obstant,	  tot	  i	  que	  tant	  els	  

conjunts	  de	  bases	  de	  dades	  analitzats	  in	  silico	  com	  les	  mostres	  analitzades	  per	  qRT-‐PCR	  pertanyen	  

a	  tot	  el	  teixit	  tumoral,	  la	  signatura	  estromal	  sembla	  no	  diluir-‐se	  en	  el	  compartiment	  epitelial	  ja	  que	  

en	  els	  conjunts	  de	  dades	  contenint	   informació	  només	  d’epiteli	  no	  demostren	  cap	  valor	  predictiu.	  

Un	  aspecte	  vist	  en	  un	  altre	  estudi	  on	  analitzaven	  els	  gens	  estromals	  en	  diferents	  estadiatges	  del	  

càncer	  d’esòfag	  (Saadi,	  Shannon	  et	  al.	  2010)	  i	  que	  prèviament	  havien	  estat	  descrites	  en	  un	  estudi	  

on	   demostraven	  que	   en	  mostres	  macro	   dissecades,	   els	   gens	   que	   eren	   específicament	   estromals	  

eren	  detectats	  tot	  i	  la	  presència	  de	  cèl·∙lules	  epitelials	  (de	  Bruin,	  van	  de	  Pas	  et	  al.	  2005).	  A	  més,	  la	  

bona	   aplicació	   del	   classificador	   en	   dades	   d’expressió	   procedents	   de	   diferents	   tecnologies	  

(microarray	  vs	  qRT-‐PCR),	  indica	  que	  tot	  i	  ser	  un	  classificador	  específic	  de	  l’estroma	  tumoral,	  la	  seva	  

senyal	  pot	  ser	  detectada	  sempre	   i	  quan	  hi	  hagi	  un	  mínim	  de	  percentatge	  estromal	  present	  en	   la	  

mostra.	   Un	   aspecte	   que	   va	   ser	   cobert	   a	   través	   de	   la	   signatura	   de	   col·∙làgens	   definida	   pels	   gens	  

COL1A1,	  COL3A1	  i	  LUM.	  	  La	  seva	  detecció	  ha	  servit	  no	  només	  per	  assegurar	  una	  mínima	  quantitat	  

de	   fibroblasts	   en	   la	  mostra	   (i	   així	  minimitzar	   els	   falsos	   negatius),	   sinó	   per	   descartar	   que	   el	   que	  

realment	   ens	   estigués	   donant	   el	   valor	   pronòstic	   fos	   la	   quantitat	   d’estroma	   i	   no	   les	   seves	  

característiques	   d’expressió.	   Tot	   i	   que	   el	   grau	  de	   col·∙lagen	   indicat	   per	   aquesta	   signatura	   sembla	  

reflectir	   la	   quantitat	   de	   fibroblasts	   presents	   en	   la	   mostra,	   indicant	   per	   tant	   la	   reacció	  

desmoplàstica,	   la	  manca	  de	  valor	  pronòstic	  que	  demostra	  suggereix	  que	  més	  que	  la	  quantitat	  de	  

fibroblasts	   presents	   en	   la	   peça	   del	   tumor	   analitzada,	   el	   que	   realment	   és	   rellevant	   és	   el	   grau	  

d’expressió	   dels	   gens	   del	   classificador.	   La	   detecció	   de	   l’expressió	   d’aquests	   5	   gens	   permet	   la	  
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identificació	  d’aquells	  pacients	  d’estadi	  II	  amb	  un	  alt	  risc	  de	  recurrència	  (independentment	  del	  seu	  

grau	  d’extensió)	  i	  la	  dels	  pacients	  d’estadi	  III	  que	  tenen	  un	  baix	  risc.	  Per	  aquells	  pacients	  en	  estadi	  

II	   amb	   una	   baixa	   puntuació	   del	   classificador	   de	   5	   gens	   (segons	   el	   punt	   de	   tall	   establert),	   la	  

supervivència	   lliure	  de	  malaltia	  als	  5	  anys	  era	  >	  90%,	  el	  que	  podria	  suggerir	  que	  el	  benefici	  de	   la	  

quimioteràpia	  en	  pacients	  d’aquestes	  característiques	  podria	  ser	  mínim.	  La	  controvèrsia	  al	  voltant	  

del	   benefici	   de	   l’administració	   de	   quimioteràpia	   en	   els	   pacients	   en	   estadi	   II	   existeix,	   tot	   i	   així,	  

l’estudi	  QUASAR	  (Gray,	  Barnwell	  et	  al.	  2007)	  suggereix	  que	  hi	  ha	  un	  subgrup	  de	  pacients	  en	  estadi	  

II	   amb	   alt	   risc	   de	   recurrència	   que	   es	   beneficiarien	   del	   tractament	   adjuvant.	   En	   estadis	   III,	   la	  

quimioteràpia	   és	   administrada	   de	   manera	   rutinària	   a	   tots	   els	   pacients,	   malgrat	   tot,	   un	   40%	  

recauen	   (Andre,	  Boni	  et	   al.	   2004).	  Per	  aquests	  motius,	   el	   classificador	  podria	   ser	  útil	   a	   l’hora	  de	  

triar	  aquells	  pacients	  en	  estadi	   II	  amb	  un	  elevat	  risc	  de	  recurrència	  als	  quals	  se’ls	  hi	  podria	  oferir	  

tractament	  adjuvant.	  En	  canvi,	  per	  a	  pacients	  d’estadi	  III,	  malgrat	  identificar	  clarament	  un	  grup	  de	  

bon	   pronòstic,	   més	   evidències	   serien	   necessàries	   per	   a	   convèncer	   als	   clínics	   de	   la	   omissió	   de	  

tractament	  en	  aquests	  pacients.	  Així	  doncs,	   l’aplicació	  clínica	  del	  classificador	  estromal	  de	  5	  gens	  

podria	   proporcionar	   una	   informació	   addicional	   més	   acurada	   de	   risc	   de	   recurrència	   de	   la	   que	  

proporcionen	  els	  criteris	  clinico-‐patològics	  convencionals,	  i	  podria	  ser	  útil	  per	  a	  facilitar	  la	  selecció	  

d’aquells	  pacients	  en	  estadi	  II	  d’alt	  risc	  que	  es	  podrien	  beneficiar	  de	  la	  teràpia	  adjuvant.	  Per	  altra	  

banda,	   el	   reduït	   nombre	   de	   gens	   que	   constitueixen	   el	   classificador,	   així	   com	   la	   seva	   validació	  

emprant	   la	   tècnica	  de	   la	  qRT-‐PCR,	  el	  converteixen	  en	  una	  eina	  molt	  més	   fàcilment	  aplicable	  que	  

altres	  signatures	  més	  àmplies.	  Com	  en	  d’altres	  classificadors	  descrits,	  un	  punt	  dèbil	  de	  l’estudi	  és	  

l’anàlisi	  retrospectiu	  de	  mostres	  recollides	  de	  manera	  prospectiva.	  Més	  estudis	  són	  necessaris	  per	  

a	  confirmar	  si	  aquests	  pacients	  d’estadi	  II	  d’alt	  risc	  de	  recurrència	  segons	  el	  classificador	  estromal	  

podrien	   obtenir	   una	   millora	   clínica	   si	   rebessin	   quimioteràpia	   adjuvant.	   No	   obstant,	   l’extensiva	  

validació	  in	  silico	  (en	  3	  conjunts	  de	  dades	  independents)	  i	  en	  mostres	  analitzades	  per	  qRT-‐PCR,	  en	  

demostra	  la	  seva	  robustesa.	  

L’expressió	   gènica	   de	   cèl·∙lules	   epitelials	   en	   un	   procés	   de	   transició	   epitelial-‐mesènquima	   podria	  

contribuir	  a	  l’increment	  de	  la	  senyal	  proporcionada	  pels	  gens	  del	  classificador.	  L’absència	  de	  valor	  

pronòstic	   dels	   gens	   del	   classificador	   en	   conjunts	   de	   dades	   d’informació	   exclusiva	   de	   cèl·∙lules	  

tumorals	  obtingudes	  per	   la	   tècnica	  de	  captura	   làser,	   confirma	  que	  el	  poder	  pronòstic	  que	   tenen	  

aquests	   gens	   no	   es	   troba	   en	   el	   compartiment	   epitelial	   i	   per	   tant	   la	   seva	   influència	   és	   mínima.	  

Tanmateix,	  en	  explorar	   l’expressió	  dels	  gens	  en	   les	  diferents	  subpoblacions	  cel·∙lulars	  presents	  en	  

un	  tumor	  de	  còlon	  vam	  comprovar	  que	  l’expressió	  era	  molt	  més	  elevada	  en	  els	  fibroblasts	  que	  no	  

pas	  en	  les	  cèl·∙lules	  tumorals	  o	  en	  la	  resta	  de	  cèl·∙lules	  constituents	  de	  l’estroma.	  Així	  doncs,	  el	  valor	  
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pronòstic	  de	  la	  signatura	  depèn	  de	  l’estroma	  tumoral,	  més	  concretament,	  dels	  fibroblasts	  que	  en	  

ells	  s’hi	  presenten,	  i	   la	  presència	  de	  cèl·∙lules	  patint	  una	  transició	  epiteli-‐mesènquima	  no	  afecta	  al	  

senyal	  donat.	  A	  més,	  l’anàlisi	  genètic	  de	  l’estroma	  tumoral	  rarament	  presenta	  canvis	  idèntics	  entre	  

les	  cèl·∙lules	  tumorals	  i	  els	  fibroblasts	  estromals,	  i	  pocs	  patòlegs	  consideren	  el	  procés	  de	  TEM	  com	  a	  

una	  explicació	  general	  per	  a	  l’existència	  d’estroma	  reactiu	  en	  els	  tumors	  (Qiu,	  Hu	  et	  al.	  2008).	  

	  
DISCUSSIÓ	  GENERAL	  

El	   paper	   que	   juga	   el	   microambient	   estromal	   en	   les	   diferents	   etapes	   d’un	   procés	   tumoral	   és	  

imprescindible	   per	   a	   que	   la	   cèl·∙lula	   tumoral	   adquireixi	   i	  mantingui	   les	   característiques	  malignes	  

(Hanahan	   and	   Weinberg	   2011;	   Hanahan	   and	   Coussens	   2012).	   El	   present	   estudi	   s’ha	   volgut	  

focalitzar	   en	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma,	   els	   principals	   components	   del	   microambient	  

estromal	   de	   tumors	   sòlids	   com	   el	   de	   còlon,	   per	   a	   comparar-‐los	   tant	   a	   nivell	   funcional	   com	  

transcripcional	   amb	   d’altres	   fibroblasts	   presents	   també	   en	   l’evolució	   del	   tumor	   com	   són	   els	  

fibroblasts	   de	   la	  mucosa	   colònica	   adjacent	   al	   tumor	   primari	   (NCF)	   i	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   la	  

metàstasi	  hepàtica	   (CAF-‐LM).	  Mitjançant	   l’ús	  de	   l’anàlisi	  d’expressió	  per	  microarrays	  s’han	  pogut	  

identificar	   gens	   comuns	   o	   diferencialment	   expressats	   entre	   les	   diferents	   subpoblacions	   de	  

fibroblasts	   en	   estudi.	   Tenint	   en	   compte	   l’elevat	   grau	   d’heterogeneïtat	   intra	   i	   inter-‐tumoral,	   no	  

només	   de	   les	   cèl·∙lules	   malignes	   sinó	   també	   en	   el	   microambient	   circumdant;	   trobar	   similituts	  

transcripcionals	   entre	   els	   diferents	   fibroblasts	   que	   participen	   en	   la	   progressió	   d’un	   tumor	   ha	  

permès	  identificar	  biomarcadors	  moleculars	  específics	  de	  la	  progressió	  i	  que	  poden	  ser	  útils	  com	  a	  

possibles	  dianes	  terapèutiques	  a	  l’anar	  dirigits	  específicament	  contra	  els	  fibroblasts	  pro-‐tumorals.	  

Una	  aproximació	  molt	  més	  acurada	  en	  el	  cas	  de	  la	  comparació	  de	  mostres	  de	  fibroblasts	  aparellats	  

de	  tumor	  primari	  i	  mucosa	  normal,	  en	  el	  que	  es	  minimitza	  la	  variabilitat	  inter-‐individual	  a	  l’emprar	  

mostres	  procedents	  d’un	  mateix	  individu.	  

Paral·∙lelament,	   l’anàlisi	   dels	   gens	   diferencialment	   expressats	   ha	   permès	   també	   la	   obtenció	   de	  

diversos	  classificadors	  estromals	  capaços	  de	  predir	  pronòstic	  en	  pacients	  amb	  càncer	  colorectal	  en	  

estadis	   II-‐III.	  Uns	   classificadors	  que	  podrien	   ser	  útils	  en	  proporcionar	  als	   clínics	  eines	  addicionals	  

per	  a	  millorar	  la	  predicció	  de	  risc	  en	  aquests	  pacients	  i	  oferir	  un	  tractament	  més	  personalitzat.	  Són	  

moltes	   les	  diverses	  signatures	  genètiques	  que	  han	  estat	   identificades	  recentment	  mitjançant	   l’ús	  

de	  la	  tecnologia	  de	  microarrays	  per	  a	  millorar	  el	  diagnòstic	  i	  l’estratificació	  de	  risc	  de	  pacients	  amb	  

càncer	  colorectal.	  No	  obstant,	  són	  pocs	  els	  classificadors	  genòmics	  definits	  fins	  al	  moment	  que	  han	  

estat	   traslladats	   a	   la	   pràctica	   clínica	   (Oncotype	  DX	   (Webber,	   Lin	   et	   al.	   2010)	   i	   Coloprint	   (Salazar,	  
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Roepman	  et	  al.	  2010)),	  un	  fet	  que	  pot	  ser	  conseqüència	  de	  problemes	  tècnics	  com	  l’ús	  d’un	  reduït	  

nombre	   de	  mostres	   per	   a	   definir-‐lo,	   l’elevat	   nombre	   de	   gens	   que	   inclou,	   dificultat	   de	   translació	  

entre	  plataformes	  diferents	  (microarrays	  vs	  qRT-‐PCR)	  o	  heterogeneïtat	  entre	  les	  cohorts	  emprades	  

(Simon	  2005).	  Així	  doncs,	   la	   cerca	  d’una	  única	   i	   específica	   signatura	  d’expressió	  gènica	   capaç	  de	  

predir	  pronòstic	  és	  un	  repte	  molt	  gran	  ja	  que	  per	  a	  definir	  un	  bon	  marcador	  predictiu	  de	  pronòstic	  

serien	  necessaris	  milers	  de	  pacients	  (Jochumsen,	  Tan	  et	  al.	  2009).	  En	  aquest	  treball	  hem	  definit	  un	  

classificador	   estromal	   amb	   una	   elevada	   predicció	   de	   recurrència	   en	   els	   3	   conjunts	   de	   dades	  

independents	  emprats	  i	  que	  a	  més	  ha	  estat	  traslladat	  i	  validat	  a	  nivell	  clínic	  mitjançant	  l’anàlisi	  per	  

qRT-‐PCR	   en	   un	   altre	   conjunt	   de	   mostres.	   Si	   bé	   és	   cert	   que	   són	   necessaris	   assajos	   prospectius,	  

randomitzats	  i	  multicèntrics	  per	  a	  poder	  implementar	  els	  perfils	  d’expressió	  gènica	  a	  les	  decisions	  

clíniques	   referents	   als	   pacients	   amb	   càncer	   colorectal	   (Lu,	   Salpeter	   et	   al.	   2009),	   en	   aquesta	   tesi	  

s’ha	   volgut	   ampliar	   el	   coneixement	   en	   el	   camp	   de	   les	   signatures	   genètiques	   fent	   èmfasi	   en	   el	  

compartiment	  estromal	  del	  tumor.	  
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CONCLUSIONS	  

1. Les	   cèl·∙lules	   tumorals	   de	   carcinoma	   colorectal	   responen	   de	   forma	   diferencial	   als	   productes	  

secretats	   pels	   miofibroblasts	   de	   les	   diferents	   demarcacions	   anatòmiques	   amb	   els	   que	  

interaccionarà	  al	  llarg	  de	  la	  progressió	  tumoral.	  

2. En	   particular,	   els	   fibroblasts	   associats	   a	   carcinoma	   de	  metàstasi	   hepàtica,	   a	   diferència	   dels	  

CAFs	  de	  tumor	  primari,	  disminueixen	  la	  proliferació,	  incrementen	  la	  migració	  i	  la	  invasió	  de	  les	  

cèl·∙lules	  tumorals.	  

3. Els	   miofibroblasts	   de	   les	   diferents	   localitzacions	   anatòmiques	   del	   carcinoma	   colorectal	  

presenten	  un	  perfil	   transcriptòmic	  diferent.	  Ara	  bé,	   es	  pot	  definir	   una	   signatura	  d’expressió	  

gènica	  de	   resposta	  al	   sèrum	  comú	  a	   les	   tres	  demarcacions	   i	   gradual	  al	   llarg	  de	   la	  progressió	  

tumoral.	  	  

4. Així	  mateix,	  amb	  només	  19	  gens	  d’aquesta	  signatura	  en	  comú	  podem	  classificar	  els	  pacients	  

afectats	  de	  carcinoma	  colorectal	  estadis	  II/III	  en	  funció	  del	  seu	  risc	  de	  recurrència.	  

5. Donada	   l’alta	   heterogeneïtat	   dels	   miofibroblasts,	   és	   fonamental	   tant	   l’ús	   de	   mostres	  

aparellades	   com	   de	   fibroblasts	   de	   la	  mucosa	   normal	   adjacent	   al	   tumor	   per	   tal	   d’identificar	  

nous	  biomarcadors	   i	  dianes	  terapèutiques	  en	  els	   fibroblasts	  associats	  a	  carcinoma	  en	  càncer	  

colorectal.	  

6. El	  classificador	  de	  5	  gens	  estromals,	  obtingut	  a	  partir	  dels	  108	  gens	  diferencialment	  expressats	  

entre	   NCF	   i	   CAF,	   proporciona	   una	   informació	   més	   acurada	   del	   risc	   de	   recurrència	   que	   les	  

variables	   clíniques	   convencionals	   i	   pot	   facilitar	   la	   selecció	  de	  pacients	  estadi	   II	   d’alt	   risc	  que	  

podrien	  beneficiar-‐se	  amb	  tractament	  adjuvant.	  

7. El	   poder	   predictiu	   dels	   classificador	   incrementa	   significativament	   si	   es	   selecciona	   en	   el	  

moment	  de	  la	  diagnosi	  una	  biòpsia	  del	  tumor	  relativament	  rica	  en	  estroma	  tumoral.	  

8. L’estat	   fisiològic	   dels	   CAFs	   és	   més	   rellevant	   per	   la	   prognosi	   del	   càncer	   colorectal	   que	   la	  

quantitat	  de	  fibroblasts	  presents	  en	  el	  tumor.	  

9. Els	  CAFs	  són	  cèl·∙lules	  molt	  heterogènies,	  i	  per	  tant,	  múltiples	  i	  diferents	  respostes	  biològiques	  

es	   troben	  presents	  alhora	  en	  un	  mateix	   tumor.	  El	  balanç	  net	  entre	  aquestes	   respostes	  és	  el	  

que	  proveeix	  el	  valor	  pronòstic.	  
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ANNEX	  	  1:	  Seqüències	  dels	  encebadors	  emprats	  en	  els	  diferents	  apartats	  d’aquesta	  tesi.	  

	  

	  

GEN	   ENCEBADOR	  	  
“FORWARD”	  

5’-‐3’	  

ENCEBADOR	  	  
“REVERSE”	  

5’-‐3’	  

UTILITZACIÓ	  

GAPDH	   GCATCCTGGGCTACACTGA	   CCACCACCCTGTTGCTGTA	   Gen	  endogen	  
KRT18	   TCAGCAGATTGAGGAGAGCA	   GAGCTGCTCCATCTGTAGGG	   Caracterització	  

fibroblasts	  ASMA	   AATGGCTCTGGGCTCTGTAA	   TGGTGATGATGCCATGTTCT	  
VIM	   GAGAAATTGCAGGAGGAG	   GCTCCTGGATTTCCTCTT	  
CLDN1	   CCGTTGGCATGAAGTGTATG	   CCAGTGAAGAGAGCCTGACC	   Validació	  

resultats	  de	  
microarrays	  	  

CXCL12	   TCAGCCTGAGCTACAGATGC	   CTTTAGCTTCGGGTCAATGC	  
EFNB2	   CTGCTGGATCAACCAGGAAT	   GATGTTGTTCCCCGAATGTC	  
NTF-‐3	   GAAACGCGATGTAAGGAAGC	   CCAGCCCACGAGTTTATTGT	  
PKP2	   GCAAATGGTTTGCTCGATTT	   GGCTGGTAATCTGCAATGGT	  
TGFB2	   CCGGAGGTGATTTCCATCTA	   CTCCATTGCTGAGACGTCAA	  
SEMA5A	   AGATCCTGCACAGCCAGAGT	   CAGGCTTGTGCATTTCTTCA	  
TNFSF4	   GCTGGTGGCCTCTGTAATTC	   TGGGAAGTGAGGATGAAACC	  

ST6GALNAC5	   TTACTCGCCACAAGATGCTG	   GCACCATGCCATAAACATTG	  
WNT2	   GTGGATGCAAAGGAAAGGAA	   AGCCAGCATGTCCTGAGAGT	  

NRXN3	   ACTCAGTGCCTATTTCTATC	   T	  	  CTATAGTGAAGCTGGAGGA	  
INHBA	   GCACTTGAAGAAGAGACCCG	   GTCTTCCTGGCTGTTCCTGA	  
FGF13	   ACAAGCCTGCAGCTCATTTT	   CATTGTGGCTCATGGATTTG	  

COL11A1	   CCAGGTTTACCAGGTCCTCA	   GGGAATTGAGGGAACCAAAT	  
PMM1	   ACGGGACGGTGCAGTATAAG	   GGAACTCGATGAAGGTTCCA	   Gens	  endògens	  

per	  a	  
normalitzar	  els	  	  
resultats	  de	  la	  
qRT-‐PCR	  	  

ACTB	   GGACTTCGAGCAAGAGATGG	   AGCACTGTGTTGGCGTACAG	  
HPRT1	   TGCTCGAGATGTGATGAAGG	   TCCCCTGTTGACTGGTCATT	  

PPIA	   AGGGTTCCTGCTTTCACAGA	   GTCTTGGCAGTGCAGATGAA	  
IPO8	   TCAGTGCATTCCACTCTTCG	   TCATGATGCCCAAGAAAACA	  

RSP13	   GCTGTTCGAAAGCATCTTGA	   AGGGCAGAGGCTGTAGATGA	  
B2M	   CGCTGGCGGGCATTCCTG	   TGCGGCATCTTCAAACCTCCAT	  
AMIGO2	   TCGTTTGCAAAGCTGAACAC	   GCAGAAGCACTTCCAGAACC	   Gens	  

classificador	  
estromal	  	  

ULBP2	   GCAAGGATGTCTTGTGAGCA	   GGCCACAACCTTGTCATTCT	  
PDLIM3	   TTCAGAGTGCTCCAGGGAAT	   TCAGGGTGCCGGTACTTATC	  
SLC7A2	   CTTACGACCAGCCCAAATGT	   TGATGGCATGAACTCCGTAA	  
CCL11	   AACCACCTGCTGCTTTAACC	   TCCTGCACCCACTTCTTCTT	  
COL1A1	   AGCCAGCAGATCGAGAACAT	   TCTTGTCCTTGGGGTTCTTG	   Gens	  signatura	  	  
COL3A1	   GACCCTAACCAAGGATGCAA	   GGAAGTTCAGGATTGCCGTA	  

LUM	   CCTGGTTGAGCTGGATCTGT	   CGGTGGAAGACTGGTTTCTG	  
SLUG	   GCGATGCCCAGTCTAGAAAA	   GCAGTGAGGGCAAGAAAAAG	   Gens	  TEM	  
SNAIL	   TTTACCTTCCAGCAGCCCTA	   CCTCATCTGACAGGGAGGTC	  
ZEB	   GCTGGGAGGATGACAGAAAG	   CCTCTGGTCCTCTTCAGGTG	  
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ANNEX	   	   2:	   Esquema	   del	   procés	   per	   al	   desenvolupament	   del	   classificador	   de	   5	   gens	   i	   la	   seva	  
posterior	  validació	  in	  silico	  	  i	  per	  qRT-‐PCR.	  
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ANNEX	  3:	  Llistat	  de	  277	  gens	  d’expressió	  comú	  i	  gradual	  en	  la	  seqüència	  de	  NCF	  –	  CAF-‐PT	  i	  CAF-‐LM	  	  
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ANNEX	  6:	  Heatmaps	  de	  l’expressió	  	  dels	  108	  gens	  en	  diferents	  	  poblacions	  cel·∙lulars	  
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ANNEX	   7:	   	   Article	   publicat	   corresponent	   a	   l’objectiu	   1:	   Hepatic	   carcinoma-‐associated	  
fibroblasts	   promote	   an	   adaptative	   response	   in	   colorectal	   cancer	   cells	   that	   inhibit	  
proliferation	  and	  apoptosis:	  nonresistant	   cells	  die	  by	  nonapoptotic	   cell	   death.	  Neoplasia	  
(New	  York,	  N.Y.).	  2011;13(10):931-‐46.	  2011;13(10):931-‐46.))	  
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