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1. Determinar el potencial pronòstic i diagnòstic de l’expressió de hHAVcr-1 en 

casos de carcinoma renal de cèl·lula clara. 

- Correlació del nivells d’expressió de hHAVcr-1 presents en mostres de 

teixit i orina de pacients amb ccRCC amb les característiques anatomo-

patològiques i de seguiment clínic. 

2. Determinar la funció de hHAVcr-1 i la seva implicació en el desenvolupament 

i progressió del ccRCC. 

- Establiment de línies cel·lulars de sobreexpressió i interferència de 

hHAVcr-1.  

- Estudi dels perfils d’expressió gènica derivats d’aquestes línies 

cel·lulars modificades. 

- Identificació i estudi de les diferents vies d’expressió diferencial i de les 

molècules diana que correlacionen amb la presència o absència de la 

proteïna. 

3. Disseny de noves estratègies pel diagnòstic, la prognosi i el tractament del 

ccRCC. 
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1.  El Ronyó 

        És l’òrgan fonamental de l’aparell urinari propi dels vertebrats i participa en 

la importació i exportació de grans volums d’aigua i soluts, en resposta a 

diferents situacions fisiològiques. 

        El ronyó porta a terme les seves accions homeostàtiques a través de la 

filtració glomerular selectiva, mitjançada per l’elevada pressió sanguínia al 

glomèrul, la secreció tubular de toxines i la reabsorció de substàncies 

metabòliques importants. Tots aquests processos són els que regulen la 

concentració dels productes finals del metabolisme, la pressió osmòtica, 

l’equilibri àcid-base, la composició iònica i el volum mitjà intern. 

        El ronyó també intervé en dos mecanismes homeostàtics de vital 

importància, portats a terme per hormones, que són: 

- La síntesi i excreció de l’Eritropoetina, implicada en la producció 

d’eritròcits per part de la medul·la òssia. 

- El manteniment i regulació de la pressió sanguínia pel sistema Renina-

Angiotensina. El ronyó secreta renina, enzim que catalitza el pas 

d’Angiotensinògen a Angiotensina II, un dels principals vasoconstrictors 

arterials i un important estímul per la secreció d’Aldosterona per part de la 

glàndula suprarrenal, que regula la quantitat de Na+ reabsorbit en el ronyó. 

       1.1 Anatomia renal 

        Els ronyons són dos òrgans parells situats a la part posterior de 

l’abdomen, sota la caixa toràcica, un a cada banda de la columna vertebral. 

Cadascun d’ells, està envoltat per un embolcall fibrós, que forma una ferma 

làmina que cobreix tot l’òrgan. En humans, i en la majoria de mamífers, cada 

ronyó s’alimenta d’una sola artèria renal que prové directament de l’aorta 

abdominal de manera que, rep la sang arterial a la màxima pressió possible. La 

sang un cop filtrada pel glomèrul surt del ronyó per la vena renal (Veure FIGURA 

1). El sistema vascular està íntimament connectat amb les unitats funcionals 

del ronyó, les nefrones. 
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Fig. 1  Estructura Renal 

                            Adaptat de www. enciclopedia.cat 

        L’anàlisi d’una secció longitudinal renal permet la identificació de dues 

zones clarament diferenciades, d’una banda, una part més externa anomenada 

escorça renal o còrtex i de l’altra una part més interna anomenada medul·la.       

La medul·la està composada per vàries estructures en forma piramidal, 

anomenades piràmides renals. Cada piràmide es divideix en una zona externa 

pròxima al còrtex i una zona interna convergent cap el sinus renal. 

        1.1.1 La nefrona 

        És la unitat funcional del ronyó essent responsable de la filtració i 

purificació de la sang. El nombre de nefrones que conté un ronyó humà es 

troba al voltant del milió d’unitats.  

        La nefrona està composada per una 

porció glomerular denominada càpsula de 

Bowman i un túbul que penetra cap a la 

medul·la i que es divideix en tres regions 

principals: el túbul proximal, la nansa de 

Henle i el túbul distal. Una porció del túbul 

distal es connecta amb el glomèrul del qual 

es originari, donant lloc a una estructura 

anomenada aparell juxtaglomerular (Veure FIGURA 2).                          

        Es diferencien dos tipus bàsics de nefrones, les corticals, en les que els 

glomèruls es troben a la part externa del còrtex i presenten nanses de Henle 

curtes que es mantenen a l’escorça o penetren solament a la part externa de la 

Fig. 2   Esquema de la nefrona 

Adaptat de www. iqb.es 
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medul·la i les juxtamedul·lars, que presenten el glomèrul en el còrtex intern i 

tenen nanses de Henle llargues, de tal manera que penetren profundament a la 

zona interna de la medul·la. 

        a) El corpuscle renal 

        Els túbuls renals s’inicien als corpuscles renals. Aquests, estan constituïts 

per dues parts: el glomèrul i la càpsula glomerular o de Bowman, coberta 

membranosa que és el inici del túbul proximal.    

        El glomèrul és un cabdell de capil·lars sanguinis units per teixit connectiu. 

La sang entra al glomèrul per l’arteriola aferent, travessa la xarxa de capil·lars i 

surt per l’arteriola eferent de diàmetre menor. Aquestes dues arterioles, entren i 

surten del glomèrul pel mateix punt: el pol vascular. Dins la càpsula, el glomèrul 

està revestit per una capa de cèl·lules epitelials anomenades podòcits, que 

formen la capa visceral de la càpsula de Bowman. Entre aquesta capa i la capa 

epitelial parietal de la càpsula de Bowman pròpiament dita, s’hi troba l’espai de 

Bowman que té continuïtat amb la llum del túbul proximal. Els elements 

plasmàtics es filtren pels capil·lars glomerulars cap a l’espai de Bowman i el 

filtrat glomerular és conduït pel túbul renal. La barrera de filtració entre la llum 

del capil·lar i l’espai de Bowman està formada per l’endoteli capil·lar, la 

membrana basal d’aquest i la capa de podòcits. 

b) El túbul proximal 

        Topològicament es distingeixen dos components del túbul proximal, la 

pars convoluta o contornejada, que és la continuació de l’epiteli parietal de la 

càpsula de Bowman i la pars recta que s’endinsa cap a les zones més internes 

de la medul·la renal. 

        El prototipus de cèl·lula tubular epitelial és de forma columnar amb una 

membrana apical brush border molt desenvolupada, una membrana basal que 

li serveix d’adhesiu i de suport, i un citoesquelet organitzat i molt especialitzat, 

que li permet interaccionar amb la membrana plasmàtica i les proteïnes 

d’adhesió. La polarització i la distribució apical-basolateral d’aquestes cèl·lules, 

és essencial pel correcte funcionament del túbul. 
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        La pars convoluta del túbul proximal juga un paper important en la 

reabsorció de Na+, HCO3
-, Cl-, K+, Ca2+ i PO4

3-, aigua i soluts orgànics. És aquí 

on es reabsorbeix aproximadament la meitat de l’ultrafiltrat. La pars recta, està 

implicada en la secreció d’àcids i bases orgàniques i amb freqüència es veu 

afectada per l’acumulació de compostos nefrotòxics. 

c) La nansa de Henle 

        És un segment del túbul renal en forma de nansa, situat entre el túbul 

proximal i el túbul distal que penetra cap a la medul·la renal. Està formada per 

una primera branca descendent, una branca prima ascendent i una branca 

gruixuda ascendent. Reabsorbeix al voltant d’un 25% dels ions Na+ i Cl- filtrats, i 

un 15% d’aigua. La sortida preferent de sodi en relació a l’aigua, determina una 

hipertonia del interstici renal, indispensable per a concentrar o diluir l’orina i per 

tant mantenir el balanç hídric de l’organisme. 

d) El túbul distal i col·lector 

        El túbul distal, continuació de la nansa de Henle, està composat 

morfològicament de tres segments diferenciats: la branca gruixuda ascendent 

de la nansa de Henle, la màcula densa (localitzada a l’aparell juxtaglomerular) i 

el túbul contornejat distal. 

        El túbul col·lector, és una estructura tubular del ronyó que recull la orina 

procedent dels túbuls contornejats distals de diverses nefrones i desemboca al 

conducte papil·lar de Bellini. Es composa de segment cortical i medul·lar i és 

l’encarregat del manteniment del balanç hídric pel control de la hormona 

antidiürètica. 

e) L’aparell juxtaglomerular 

        Es localitza a la regió vascular del glomèrul, on una porció del túbul distal 

de la nefrona entra en contacte amb el seu glomèrul parental. L’aparell 

juxtaglomerular s’encarrega principalment de la regulació de la pressió arterial 

a través del control del sistema Renina-Angiotensina (RAS), mitjançant la 

secreció de Renina. 
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2. El Carcinoma Renal Cel·lular  

        El carcinoma renal cel·lular (RCC), també conegut com adenocarcinoma 

renal, és la forma de càncer que es desenvolupa a partir de les cèl·lules 

epitelials del túbul renal [1]. És la lesió maligna més abundant del ronyó, 

representant aproximadament el 85% del total de càncers renals. El 15% 

restant el conformen nefroblastomes tals com, els tumors de Wilms, que 

representen entre el 5 i el 6% dels casos, neoplasmes cel·lulars transicionals 

de la pelvis renal, que representen entre el 7 i el 8% del total dels casos i 

diversos sarcomes d’origen renal [2]. 

        El carcinoma renal cel·lular es pot presentar de forma esporàdica i de 

forma hereditària. Gran part del coneixement que es té sobre les bases 

genètiques del càncer renal, deriva de l’estudi de les formes hereditàries del 

mateix [3]. No és una  malaltia única sinó que està formada per un nombre de 

tipus de càncers diferents que tenen com a origen comú les cèl·lules epitelials 

del túbul renal [4]. Cadascuna d’aquestes malalties, deriva d’un tipus histològic 

diferent, presenta una evolució clínica pròpia, té una resposta diferent a la 

teràpia i presenta diversos gens implicats en el seu desenvolupament [5]. Així 

doncs, morfològicament i atenent a la classificació de la World Health 

Organization (WHO) [6], el carcinoma renal cel·lular hereditari es pot subdividir 

en les tipologies que es descriuen a continuació:  

        2.1Tipus tumorals i patogènesi molecular: 

a) Carcinoma renal cel·lular de cèl·lula clara 

       El carcinoma renal de cèl·lula clara (ccRCC, clear cell Renal Cell 

Carcinoma), representa el subtipus de RCC més comú [7] i en un primer 

moment va ser conegut a la literatura com a tumor de cèl·lula granular, tumor 

Grawitz o hipernefroma [8].  

        El ccRCC és una lesió principalment solitària i maligna que s’origina a 

partir del còrtex renal. Les cèl·lules que es proposen per ser les d’origen, són 

les cèl·lules del túbul proximal renal. Una examinació més acurada revela la 

presència d’una lesió groguenca, ben definida i arrodonida amb hemorràgies 

multifocals i necrosi. Una examinació microscòpica, posa en evidència una gran 



12 Introducció 
 

 

varietat de patrons histològics entre els que destaquen patrons alveolars i 

sòlids envoltats de vasos prims. Les cèl·lules típicament mostren un citoplasma 

clar degut a cúmuls de lípids i glicogen. Ocasionalment, pot ser detectat un 

citoplasma granular eosinofílic.  

        Les característiques nuclears són utilitzades pel sistema de gradació de 

Führman [9] per tal de proporcionar informació pronostica [10], de manera que 

cada grau patològic queda definit per les característiques que a continuació es 

detallen: Grau I, les cèl·lules presenten nuclis petits i uniformes; Grau II, és 

caracteritzat per cèl·lules amb una cromatina granular oberta sense nuclèols 

evidents; Grau III, on s’identifiquen prominents nuclèols; Grau IV, es defineix 

per la presència de macronuclèols i pleomorfisme nuclear. El grau més alt 

identificat dins de la lesió és el que determina el grau total del RCC. La citologia 

d’un ccRCC, obtinguda per aspiració amb agulla fina (FNA), demostra petits 

grups d’estructura papil·lar i una disposició de les cèl·lules formant estructures 

en forma de flor. Les cèl·lules individuals poden contenir un citoplasma clar, 

granulat o multivacuolat. Els nuclis sovint presenten relacions baixes 

nucli:citoplasma i lesions d’elevat grau poden presentar nuclèols vermells.  

        El diagnòstic del ccRCC, com el d’altres subtipus de RCC, es basa 

principalment en característiques morfològiques. Els casos de ccRCC 

immunoreaccionen amb l’anticòs RCC [11],  cosa que pot ser útil per distingir 

lesions metastàtiques amb característiques de cèl·lula clara. Altres 

immunotincions amb CD10 [12], l’antigen de membrana epitelial [13] i 

citoqueratines [14,15], han estat examinades sense obtenir resultats concloents 

a l’hora de distingir entre els diferents subtipus de RCC.  

        La supervivència dels pacients amb ccRCC es correlaciona bé amb  

l’estadiatge patològic així doncs, un augment en l’estadiatge es caracteritza per 

tumors amb una mida gran, amb extensió cap a la vena renal o invasió cap al 

greix perirenal. La propagació metastàtica del ccRCC es dóna cap a pulmons, 

ossos i nòduls limfàtics. Llocs inusuals tals com, glàndules tiroides, cor, melsa i 

pàncrees, poden donar-se però en estadis de ccRCC molt avançats. 

        Per la tècnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization), l’anàlisi de 

LOH (Loss-of-heterozygosity analysis) i l’anàlisi de CGH (Comparative genome 
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hybridization) s’han determinat delecions del cromosoma 3p que han posat en 

evidència que aquest pot ser un esdeveniment primerenc en la patogènesi del 

ccRCC [16,17,18]. Les regions específiques del cromosoma 3 que són 

delecionades, inclouen la posició 3p25-26 on es troba el gen vhl (von Hippel-

Lindau), 3p21-22, i 3p13-14 [19,20,21,22,23]. El locus vhl també és afectat en 

ccRCC per mutacions i metilacions del DNA [24]. Locus addicionals afectats, 

identificats per LOH, que demostren una pitjor prognosi de la malaltia inclouen 

els cromosomes 9p, 14q, 17p i 10q [24,25,26,27,28]. 

         La malaltia de von Hippel-Lindau és un síndrome rar i autosòmic 

dominant que cursa per angiomes retinals, hemangioblastomes del sistema 

central nerviós, feocromocitomes, i carcinoma renal cel·lular de cèl·lula clara 

(Veure FIGURA 3) [29]. El gen supressor tumoral Von Hippel-Lindau (vhl) va ser 

identificat al 1993 [30]. En aquesta malaltia, un dels al·lels del gen vhl és heretat 

amb una mutació. Lesions focals associades, tals com el carcinoma renal 

cel·lular, apareixen amb la inactivació o el silenciament de l’al·lel de vhl restant. 

Defectes al gen de vhl, semblen ser els responsables també del 60% dels 

casos de carcinoma renal de cèl·lula clara esporàdics, els quals, representen la 

major proporció de tots els casos de carcinoma renal cel·lular [31]. La proteïna 

VHL, funciona com un supressor tumoral, inhibint el creixement cel·lular quan 

és reintroduït a cèl·lules de carcinoma renal cel·lular en cultiu [32,33]. Els gens 

induïbles per hipòxia són normalment inhibits per la proteïna VHL, incloses 

certes proteïnes involucrades en l’angiogènesi (com per exemple, el vascular 

endothelial growth factor (VEGF)), el creixement cel·lular (transforming growth 

factor alpha (TGF-α)), la captació de glucosa (per exemple, el transportador de 

glucosa (GLUT-1)) i el balanç àcid-base (carbonic anhidrasa IX) [34]. 

        Amb la pèrdua de VHL, aquestes proteïnes són sobreexpressades, creant 

un microambient favorable per la proliferació de les cèl·lules epitelials. Així, 

cèl·lules deficients en la proteïna VHL esdevenen tal com si fossin hipòxiques 

inclús en condicions de normòxia. La proteïna VHL, juntament amb les 

proteïnes elongines B i C, s’uneixen a la proteïna cul2 (membre de la família 

culina de les proteïnes ubiquitina-lligases), indicant que una part de la proteïna 

VHL, actua com a subunitat receptora del complex ubiquitina-lligasa que 

promou la ubiquitinació i destrucció de proteïnes [35,36]. VHL uneix directament 
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els activadors factors transcripcionals  induïbles per hipòxia, HIF-1α i HIF-2α, i 

els desestabilitza [37]. Aquestes vies regulades per la proteïna VHL són 

estudiades com a possibles dianes terapèutiques pel tractament del carcinoma 

renal de cèl·lula clara. HIF és un regulador clau en la resposta a hipòxia en 

organismes multicel·lulars. Així doncs, la proteïna VHL té un paper central en 

els mecanismes sensors d’oxigen. Per que la unió de HIF-1α a VHL es doni, un 

residu prolina ha de patir una hidroxilació, cosa que constitueix una modificació 

proteica poc usual [38,39]. La hidroxilació d’un residu asparagina, bloqueja la 

interacció de HIF-1α amb el coactivador trascripcional p300 [40]. Així, 

nombroses passes d’hidroxilació cooperen per tal d’inhibir l’activitat de HIF-1α. 

Per tal de correlacionar el genotip amb el fenotip de la malaltia, s’han avaluat 

mutacions en VHL que determinen l’efecte en la ubiquitinació de HIF-1α. En 

aquest sentit, s’ha trobat que les mutacions de VHL que alteren el 

processament de HIF-1α són les mateixes que aquelles que estan associades 

amb manifestacions vasculars de la malaltia de von Hippel-Lindau, tals com, 

l’hemangioblastoma [41,42]. Donat que el carcinoma renal cel·lular es 

desenvolupa en un subgrup de pacients amb hemangioblastoma, la 

sobreexpresió de HIF-1α sembla ser necessària però no suficient per induir la 

tumorigènesi renal. Amb tot, HIF-1α es presenta com a factor clau i de vital 

importància per la patogènesi de la malaltia. La inhibició de HIF induïda per 

VHL és suficient per tal de suprimir el creixement cel·lular del carcinoma renal 

de cèl·lula clara en models preclínics [43,44]. 

        La proteïna de matriu cel·lular fibronectina [45] així com la chaperonina 

TRiC/CCT [46] i el factor de transcripció Jade1 [47,48,49], són molècules que 

interaccionen amb la proteïna VHL de forma depenent a les mutacions de VHL, 

suggerint que deuen també contribuir a la patogènesi de la malaltia. 
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Fig. 3  Representació esquemàtica, mitjançant diagrames de Venn, de l’espectre clínic de la malaltia de von 
Hippel–Lindau i de potencials mecanismes biològics. Les tres principals manifestacions de la malaltia de von 
Hippel-Lindau (l’hemangioblastoma del SNC, el feocromocitoma i el ccRCC) són representades mitjançant diagrames 
de Venn. A) La malaltia de VHL tipus 1, és la més comú i inclou casos de ccRCC i  hemangioblastoma del SNC, és la 
que deriva de les principals afeccions a la proteïna de VHL tals com aquelles resultants de mutacions truncants. La 
malaltia de VHL tipus 2 deriva de mutacions més subtils de VHL  i inclou al feocromocitoma amb 1, 2 o cap de les 
alteracions descrites anteriorment. Així doncs, el subtipus 2B predisposa als pacients a patir les 3 malalties, el 2A 
hemangioblastomes i feocromocitomes i el 2C només feocromocitomes. B) L’espectre de manifestacions de la malaltia 
de VHL suggereix la implicació de vies bioquímiques específiques per exemple, les mutacions en el gen de VHL que 
interrompen la ubiquitinació i destrucció de HIF-α són les mateixes que aquelles que correlacionen amb lesions 
d’hemangioblastoma. Les mutacions de VHL tipus 2A interrompen el processament de  HIF-α però no causen RCC, 
suggerint que altres vies addicionals han de ser interrompudes per tal que es desenvolupi un càncer renal.                
Aquestes vies de senyalització són anomenades vies X. Els feocromocitomes poden desenvolupar-se a partir de 
mutacions en el gen de VHL que no afectin al processament de HIF-α (conegudes com a vies de senyalització Y). Així 
la sobreexpressió de HIF-α es correlaciona amb el desenvolupament d’hemangioblastomes i sembla ser necessària 
però no suficient per induir la tumorigènesi renal i no és necessària per la inducció dels feocromocitomes. 

Adaptat de Cohen et al.[29]       

 

b) Carcinoma renal cel·lular papil·lar 

        El carcinoma renal cel·lular papil·lar presenta una taxa de supervivència 

als cinc anys del 90% i una predominança homes front dones de 5:1. El 

carcinoma renal cel·lular papil·lar localitzat, metastatitza menys freqüentment 

que el carcinoma renal cel·lular de cèl·lula clara [50]. Malgrat això, el interval de 

supervivència del carcinoma renal cel·lular papil·lar metastàtic és probablement 

pitjor al que presenta el carcinoma renal de cèl·lula clara [51]. El risc a patir els 

dos tipus de malaltia és particularment elevat en pacients en l’últim estadi d’una 

malaltia renal. 

        Existeixen dos subtipus de carcinoma renal cel·lular papil·lar: els tumors 

tipus ú, que són lesions papil·lars, cobertes per petites cèl·lules que presenten 

un citoplasma pàl·lid i un petit nucli ovalat amb els nuclèols indistingibles, i els 

de tipus dos, que són lesions papil·lars cobertes per cèl·lules de gran mida amb 
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abundant citoplasma eosinofílic [52]. Les cèl·lules tipus dos estan  

caracteritzades per presentar pseudoestratificació i un gran nucli esfèric amb 

varis nuclèols. Aquests tumors tipus dos són generalment més heterogenis, 

tenen una pitjor prognosi, i poden desenvolupar-se a partir dels de tipus ú [53]. 

        El carcinoma renal cel·lular papil·lar inclou varis síndromes familiars. El 

carcinoma renal papil·lar hereditari, és un desordre autosòmic dominant 

associat al carcinoma renal cel·lular multifocal amb característiques 

histològiques similars a les descrites pel carcinoma renal papil·lar tipus ú [54,55]. 

El gen causal, mutacions en el qual són responsables del carcinoma renal 

papil·lar hereditari, ha estat identificat al cromosoma 7 (cromosoma que es 

troba duplicat en el 75% dels casos de carcinoma papil·lar esporàdic ) i codifica 

per MET, un receptor tirosina quinasa que és normalment activat pel factor de 

creixement d’hepatòcits [56]. En el carcinoma renal papil·lar hereditari, el domini 

tirosina quinasa del receptor MET, pateix mutacions per substitucions 

aminoacídiques autoactivants, les quals, promouen la transformació cel·lular 

[57]. Conseqüentment, el cromosoma 7, que porta la mutació a met, és duplicat, 

augmentant així la càrrega gènica [58,59]. Només un petit percentatge dels 

casos de carcinoma renal esporàdic tenen mutacions a met. Així, la patogènesi 

del carcinoma renal hereditari és diferent a la del carcinoma renal papil·lar 

esporàdic.  

        Pacients amb leiomiomatosi hereditària i síndrome de carcinoma renal 

cel·lular,  presenten risc a patir leiomiomes cutanis i uterins i carcinoma renal 

papil·lar amb característiques histològiques de tipus dos [60]. Ocasionalment, es 

donen també casos de carcinoma renal de túbul col·lector o de cèl·lula clara. 

Aquests casos de carcinoma renal papil·lar metastatitzen ràpidament i són els 

més agressius dels de tipus familiar [61]. Fh, el gen que causa aquest síndrome 

autosòmic dominant, codifica per la fumarat hidratasa, enzim del cicle de Krebs 

[62]. Amb la pèrdua del gen tumor supressor, l’al·lel salvatge es perd en casos 

de leiomiomatosi hereditària així com, en lesions de carcinoma renal cel·lular 

[63]. 

        En la mateixa línia, han estat descrits casos de carcinoma renal cel·lular 

amb característiques histològiques sòlides o casos de cèl·lula clara en pacients 
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que presenten el síndrome hereditari paraganglioma. Algunes formes de 

paraganglioma hereditari estan associades a defectes en la línia germinal en el 

gen de la succinat deshidrogenasa B [64]. La proteïna, és un altre enzim 

mitocondrial del cicle de Krebs. 

        Així doncs, es pot concloure que existeix una estreta connexió entre la 

producció d’ATP cel·lular, les respostes per hipòxia i la tumorigènesi en teixits 

renals i neuronals. 

        Un nombre de casos de carcinoma renal papil·lar esporàdic presenten 

translocacions cromosòmiques que impliquen el gen tfe3 localitzat al 

cromosoma Xp11.2 [65,66,67]. Nens i adults joves són afectats sense cap 

predilecció pel sexe, i les característiques histològiques podrien correspondre a 

casos de carcinoma renal cel·lular papil·lar, carcinoma renal cel·lular de cèl·lula 

clara o a un únic tipus de patologia. El gen tfe3 codifica per a un factor de 

transcripció hèlix-loop-hèlix relacionat amb el producte del  proto-oncogen  c-

myc. Dominis clau TRE3 es fusionen amb altres productes gènics, i el 

carcinoma renal cel·lular condueix a la sobreexpressió de TFE3. 

c)  Oncocitoma i carcinoma renal cel·lular cromòfob 

 

        Els Oncocitomes, que són benignes, representen aproximadament el 5% 

de les nefrectomies realitzades per la sospita de trobar-se davant un carcinoma 

renal cel·lular. Els carcinomes renals cel·lulars cromòfobs, també representen 

el 5% del total de casos de carcinoma renal cel·lular i poden tenir un curs 

benigne després de la cirurgia, si és que l’estadiatge del tumor i el grau són 

favorables [68,69]. Els Oncocitomes s’originen a partir de les cèl·lules 

intercalades tipus A del túbul col·lector, mentre que el carcinoma renal cel·lular 

cromòfob s’origina a partir de les cèl·lules intercalades tipus B.  

        El síndrome Birt-Hogg-Dubé és una malaltia autosòmica dominant 

caracteritzada per la presència de fibrofoliculomes a la cara i al coll del pacient 
[70,71,72,73]. 
Aproximadament el 15% dels pacients afectats, tenen tumors renals múltiples, 

la majoria de vegades cromòfobs, però també poden ser barreges dels tipus 

cromòfob i oncocitomes. Ocasionalment, pacients amb el síndrome de Birt-
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Hogg-Dubé poden presentar també carcinomes renals de cèl·lula clara o 

papil·lars. El gen bhd, implicat en el desenvolupament d’aquest síndrome, 

codifica la proteïna Foliculina [74], que es creu que té un paper de supressor 

tumoral. Mutacions a bhd, es donen rarament en carcinomes renals cel·lulars 

esporàdics [75,76]. El fenotip renal del síndrome, dóna suport a la existència 

d’una estreta relació entre l’oncocitoma i el carcinoma renal cromòfob. 

 

        d) Carcinoma renal cel·lular del túbul col·lector 

 

        Els carcinomes renals cel·lulars dels túbul col·lector representen menys 

d’un 1% del total de càncers renals i són considerats tumors agressius. El 

subtipus de carcinoma renal de túbul col·lector és similar al carcinoma cel·lular 

transicional de l’uroteli.  

          A la FIGURA 4 es mostra una representació histològica dels diferents 

subtipus de carcinoma renal cel·lular: 

 

 

 
 
Fig. 4    Subtipus tumorals de RCC. El càncer renal està conformat per un nombre de tipus de càncer diferents que 

tenen lloc al ronyó. Cadascun d’ells presenta un tipus histològic diferent, té una evolució clínica diferent i està associat 

a alteracions gèniques diferents.  
Adaptat de Linehan et al. [4] 
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           2.2 Incidència 

        La incidència anual del RCC a la Unió Europea és d’ aproximadament 

40.000 nous casos  mentre que, més de 200.000 casos són diagnosticats arreu 

del món cada any. La incidència global dels carcinomes renals cel·lulars 

primaris ha augmentat en els darrers 20 anys d’un 2 a un 4 % per any. La ràtio 

Home:Dona és de 2:1 [77]. 

        El carcinoma renal cel·lular és molt més freqüent entre la població 

Escandinava i Nord americana mentre que una incidència menor la presenten 

Asiàtics i Africans. La majoria de casos es donen en persones d’edat compresa 

entre el 50 i els 70 anys d’edat però inclús pot ser observat en nounats. 

        2.3 Etiologia 

        Els principals factors de risc del carcinoma renal cel·lular són la obesitat, 

el tabaquisme, la hipertensió, factors hereditaris i casos de fracàs renal crònic 

[78]. Una dieta rica en fruita i vegetals sembla exercir un efecte protector davant 

la malaltia. 

        Pacients de diàlisi a llarg terme, presenten propensió a desenvolupar 

quistos als seus ronyons nadius i varis d’aquests pacients desenvolupen 

carcinoma renal cel·lular [79]. En concret, entre el 30 i el 50% dels pacients de 

diàlisi a llarg terme desenvolupen malaltia quística adquirida i fins a un 6% 

d’aquests pacients desenvolupen càncer renal [80]. 

        2.4 Biologia molecular 

        A les darreres dècades, ha tingut lloc una explosió d’informació sobre les 

bases moleculars d’una gran varietat de càncers, inclòs el carcinoma renal 

cel·lular. Al 1979, Cohen et al. [81]  van descriure una cohort de pacients en una 

família que presentava carcinoma renal cel·lular familiar amb un patró 

d’herència autosòmic dominant. Proposaren una translocació recíproca entre el 

braç curt del cromosoma 3 i el braç llarg del cromosoma 8. Tots els membres 

de la família amb la translocació 3-8 desenvoluparen carcinoma renal cel·lular, 

que usualment era bilateral. Un estudi addicional va demostrar que aquesta 

translocació del cromosoma 3 al 8 involucrava a l’oncogen cel·lular c-myc [82]. 
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        Varis estudis han suggerit un possible paper del cromosoma 3 a la 

etiologia del carcinoma renal cel·lular no familiar. Estudis realitzats per Carroll 

et al. [83] així com per Yoshida et al. [84] suggereixen rearranjaments  al 

cromosoma 3. 

        El grup de Zbar et al. va  trobar evidències de delecions en la seqüència d’ 

ADN al braç curt dels cromosomes 3 i 11 en pacients amb carcinoma renal 

cel·lular [85]. A més, Rukstalis et al. van identificar una deleció al cromosoma 6 

d’aquests pacients [86]. 

        Les formes esporàdiques i familiars del carcinoma renal cel·lular es troben 

associades amb alteracions estructurals del braç curt del cromosoma 3 o 3p(1-

3). Tal i com s’ha esmentat anteriorment, la malaltia de Von Hippel-Lindau 

(VHL) és un desordre familiar caracteritzat pel desenvolupament de múltiples 

tumors, incloent el carcinoma renal cel·lular bilateral, feocromocitomes, 

hemangioblastomes del sistema nerviós central, angiomes retinals, i quistos 

pancreàtics. El patró d’herència és autosòmic dominant. Hi ha una pèrdua 

d’heterogozicitat de la regió 3p en el carcinoma renal cel·lular i en altres tumors 

en pacients amb la malaltia de VHL [87]. El gen de vhl ha estat localitzat  a la 

regió 3p(25-26) del cromosoma 3 [88].  

        Anàlisis moleculars genètiques del carcinoma renal cel·lular esporàdic, i 

de línies cel·lulars derivades de carcinoma renal cel·lular humà, revelen una 

pèrdua d’heterogozicitat del cromosoma 3p en aproximadament el 90% dels 

tumors i en la pràctica totalitat dels carcinomes renals cel·lulars de cèl·lula 

clara. Mutacions del gen vhl han estat observades en el 57% d’una sèrie de 98 

casos de carcinoma renal cel·lular esporàdic avançat i localitzat. No s’han 

trobat mutacions al gen vhl en una sèrie de 119 tumors estudiats d’origen no 

renal, cosa que suggereix que la pèrdua de funció del gen vhl és crítica pel 

desenvolupament del carcinoma renal cel·lular esporàdic [89]. 
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        2.5 Característiques clíniques 

        Una de les característiques principals del RCC és la falta de 

simptomatologia que evidenciï la seva aparició, cosa que provoca que 

aproximadament un terç dels pacients presentin metàstasi en el moment del 

diagnòstic. Així doncs, el carcinoma renal cel·lular pot presentar-se amb una 

gran varietat de manifestacions clíniques, poc específiques per a la malaltia, 

que van des de la clàssica presentació de la triada d’hematúria, dolor i massa 

renal palpable, fins als més complexes símptomes com els del síndrome 

paraneoplàsic. La clàssica triada indica pacients amb malaltia avançada i és 

vista en menys del 10% de malalts. De forma molt més comú, els tumors renals 

són descoberts de forma accidental durant estudis diagnòstics diversos. 

        L’hematúria és el símptoma més comú de presentació. Es manifesta en el 

50% de pacients amb carcinoma renal cel·lular, però usualment és observat 

només en el cas que el tumor hagi envaït el sistema col·lector [90]. Els pacients 

poden manifestar dolor, si presenten formació de coàguls amb còlics associats. 

Les masses renals palpables fonamentalment són trobades en pacients 

pediàtrics. Aquells tumors localitzats al pol renal inferior són més fàcilment 

palpables. La massa normalment presenta una consistència dura i es mou amb 

la respiració. Un nombre considerable de pacients amb carcinoma renal 

cel·lular presenten símptomes sistèmics.  

        Així doncs, el carcinoma renal cel·lular pot manifestar-se amb una gran 

varietat de patrons simptomàtics diferents, que poden suggerir altres patologies 

de forma equívoca. La febre d’origen desconegut, la policitèmia, la pèrdua de 

pes o l’anèmia també es poden donar. Les nombroses manifestacions 

humorals i sistèmiques del carcinoma renal cel·lular són conegudes amb el 

nom de síndromes paraneoplàsics. Les freqüències d’aquests efectes sistèmics 

es troben classificats a la TAULA 1. 
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        2.6 Avaluació radiogràfica. 

        Existeix una gran varietat d’estudis d’imatge que permeten determinar si 

una massa renal és benigna o maligna (Veure FIGURA 5). Malgrat tot, inclús amb 

la disponibilitat d’aquestes modalitats diagnòstiques que inclouen, la urografia 

excretora, la tomografia computacional (CT), l’arteriografia, la venografia, la 

ultrasonografia, i la imatge per ressonància magnètica (MRI), un cert nombre 

de pacients presenten una massa renal indeterminada. És important poder 

separar quists renals benignes de neoplasmes sòlids, molts dels quals, són 

malignes [92]. De totes les tècniques d’avaluació radiogràfica existents, 

destaquem a continuació aquelles que s’empren majoritàriament: 

a) Urografia intravenosa 

        La urografia excretora és sovint emprada en l’avaluació inicial de pacients 

amb hematúria que generalment mostren una lesió per massa renal. Tumors de 

mida moderada, generalment a la part posterior del ronyó, poden passar 

desapercebuts. El principal criteri diagnòstic és la distorsió del sistema 
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col·lector. Altres senyals com, la pèrdua de visualització d’una part del sistema 

col·lector o una distorsió del contorn renal, poden suggerir l’existència d’una 

massa renal. 

        La nefrotomografia, ajuda a eliminar la distorsió de la càpsula de Bowel i 

pot delimitar els marges laterals del ronyó més clarament. Aquesta prova és 

d’importància quan es vol diferenciar entre lesions quístiques i sòlides. Un quist 

benigne, sol mostrar en aquest tipus de prova una forma definida,  mentre que 

la massa sol ser radiogràficament translúcida. 

        Finalment, podem dir que la urografia intravenosa ens proporciona una 

important informació respecte el ronyó contralateral.  

b) Tomografia Computacional (CT) 

        La tomografia computacional ha esdevingut la tècnica d’imatge elegida per 

a la diagnosi i l’estadiatge del carcinoma renal cel·lular. Aquesta tècnica 

proporciona la visualització de l’anatomia per secció creuada, cosa que permet 

relacionar les lesions del ronyó amb estructures col·laterals, com el fetge, la 

melsa o la glàndula adrenal. Els resultats són reproduïbles i és una tècnica 

menys invasiva que l’arteriografia. La CT pot oferir més informació sobre l’estat 

de la vena inferior cava tot i que, estudis addicionals poden ser necessaris. 

Amb la tecnologia espiral, la CT permet una reconstrucció tridimensional, cosa 

que pot ser d’extrema utilitat per a la planificació de la cirurgia [93,94]. 

c) Imatge per Ressonància Magnètica (MRI) 

        La ressonància magnètica, és una modalitat molt útil per a la avaluació de 

l’afectació de la vena renal o de la vena cava inferior en pacients amb 

carcinoma renal cel·lular. La possibilitat de produir una imatge tridimensional 

del tumor pot ser d’incalculable valor,  juntament amb els escàners parasagitals 

i de secció creuada. Però més important que tot això, la MRI (especialment 

amb l’ús de noves tècniques com la tècnica Grass) és capaç de visualitzar el 

flux a través dels vasos majors i discriminar acuradament entre la presència o 

absència de trombus a la vena cava inferior. La MRI ha esdevingut el 

procediment d’elecció per acotar la implicació de la vena renal i/o de la vena 

cava [95]. Cal destacar també com a avantatge de la tècnica, la seva naturalesa 
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no invasiva. A la FIGURA 5 es mostra un diagrama que explica les etapes a 

seguir durant la diagnosi d’un cas de RCC: 

 

  

       

 

 

                                                                                    

  

  

 

 

 

 

 

 

        2.7 Estadiatge i grau tumoral 

a) Estadiatge clínic  

        Un cop s’ha establert el diagnòstic de carcinoma renal cel·lular, l’atenció 

ha de recaure sobre l’extensió i les implicacions del mateix, tant en llocs 

distants com locals. Les metàstasis més comunes derivades d’aquest tipus 

tumoral es localitzen en  nòduls limfàtics, pulmó, ossos, fetge, glàndula adrenal 

ipsolateral i al ronyó contralateral. La tomografia computacional (CT), és útil per 

tal d’avaluar llocs on es puguin desenvolupar possibles metàstasis. La 

radiografia de pit així com la  tomografia computacional de pit, s’utilitzen per 

trobar possibles llocs on es desenvolupen metàstasis pulmonars.                    

HEMATÚRIA          
(U/S ACCIDENTAL O 
TROBALLA PER CT) 

IVP 

ESCÀNNER CT AMB    
CONTRAST 

 AVALUACIÓ    
METASTÀTICA 

AVALUACIÓ IVC 

EXTIRPACIÓ 
QUIRÚRGICA 

Fig. 5   Diagnosi del RCC. 

On: CT: tomografía computacional, 
IVC: vena cava inferior, IVP: 
pielografia intravenosa i U/S: 
ultrasonografia 
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La CT del cervell està normalment reservada a pacients amb símptomes 

d’implicació a nivell del sistema nerviós central [96]. 

b) Classificació patològica 

        Les característiques histològiques dels tumors primaris es tenen en 

compte pel que fa a la prognosi, malgrat això, l’extensió del tumor en el 

moment de la resecció sol ser el factor pronòstic més important, encara que, 

també cal considerar la mida del tumor [97]. Les característiques 

microscòpiques d’un patró papil·lar, estan associades a una millor prognosi [98]. 

Per altra banda, diferents subtipus tumorals metastatitzen a llocs diferents i 

aquells pacients amb tumors composats per cèl·lules clares, tenen una millor 

taxa de supervivència als cinc anys que aquells composats per cèl·lules 

granulars (58% davant 46%) [99]. 

        La variant sarcomatoide del carcinoma renal cel·lular, que forma un tumor 

molt més anaplàsic, presenta la pitjor prognosi amb una taxa de supervivència 

durant el primer any del 46% dels pacients  i una del  37% durant el segon any 

[100]. L’avaluació de les característiques nuclears també té importància pel que 

fa a  la prognosi, així doncs, un grau tumoral elevat és associat amb una 

disminució de la taxa de supervivència als 5 anys. 

c) Estadiatge patològic  

        El tret més important pel que fa a la prognosi per un pacient amb 

carcinoma renal cel·lular és l’estadiatge patològic quan el tumor és diagnosticat 

i tractat en una etapa primerenca del seu desenvolupament. Estudis pre-

quirúrgics poden donar alguns indicis de l’extensió i l’abast, especialment pel 

que fa a l’abast a distància, però un estadiatge primerenc acurat, depèn de 

l’avaluació histològica del tumor extret (Veure FIGURA 6). El mètode més emprat 

per l’estadiatge patològic de la malaltia avui en dia i que és d’ús general, va ser 

proposat per Flocks i Kadesky [101] i posteriorment modificat per Robson [102] i 

es mostra a la següent taula: 
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Fig. 6   Perspectiva general de l’estadiatge patològic i les taxes de supervivència als cinc anys pel càncer renal. 

Adaptat de Cohen et al. [29]     

        El sistema de classificació tumoral que s’utilitza en la majoria de tumors 

sòlids s’anomena TNM i té en compte la mida del tumor i el grau d’invasió local 

(T), el nombre, mida i localització dels nòduls limfàtics (N), i la presència o 

absència de metàstasis distants (M). En les següents taules es presenta aquest 

sistema de classificació amb més detall: 
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        2.8 Tractaments quirúrgics 

        El tractament elegit pel carcinoma renal cel·lular és l’extracció quirúrgica 

(Veure FIGURA 7). La nefrectomia radical, consisteix en una lligació de l’arteria 

renal, la vena renal i una extracció en bloc del ronyó amb la fascia de Gerota . 

El concepte de nefrectomia radical amb l’excisió complerta de l’embolcall de 

Gerota, va ser impulsat per Robson i col·legues [104] que varen veure una taxa 

de supervivència als cinc anys del 66% comparat amb el 48% de la nefrectomia 

simple. Així doncs, la nefrectomia radical ha esdevingut el procediment a seguir 

pel tractament de la malaltia. Els resultats són comparables amb la nefrectomia 

radical per laparoscòpia o oberta. 

Grau I 

 

 

 

 

Nefrectomia parcial 

< 4 cm > 4 cm  o múltiple

Nefrectomia parcial Nefrectomia radical 
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Grau II,III 

 

 

 

 

Grau IV 

  

 

 

 

 

        La nefrectomia parcial ha estat molt utilitzada en els darrers deu anys, pel 

tractament de tumors petits (de menys de 4 cm) [105,106]. El seguiment després 

del tractament definitiu depèn també de la mida del tumor [107].  

        Es disposa, avui en dia, de diverses aproximacions que asseguren portar 

a terme el procés amb èxit però, independentment de l’aproximació quirúrgica 

en últim terme triada, cal tenir en compte que la  lligació del peduncle vascular 

és important a l’hora de prevenir una possible disseminació tumoral en el 

moment de l’operació. Algunes d’aquestes aproximacions quirúrgiques són: 

a) Limfadenectomia local 

        S’ha vist implicació dels nòduls limfàtics regionals o periaòrtics en gairebé 

el 25% dels pacients amb carcinoma renal cel·lular [108]. En aquests casos, 

s’acostuma a realitzar juntament amb la nefrectomia una limfadenectomia local. 

El principal valor de la detecció de la implicació nodular té a veure amb factors 

pronòstics. Així doncs, aquest factor pot ser important a l’hora de dissenyar 

Ronyó contralateral 
normal 

      Ronyó solitari 

Nefrectomia radical Nefrectomia parcial 

Immunoteràpia 

Resposta clínica 

Nefrectomia Fig. 7   Teràpia pel RCC 
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assajos per teràpies adjuvants, ja que la taxa de supervivència als cinc anys  

en pacients amb afectació de nòduls és substancialment menor a la de 

pacients amb tumors de grau I o II.  

b) Implicació de la vena renal i vena cava inferior 

        Aproximadament un 5% dels pacients amb carcinoma renal cel·lular 

presenta implicació de la vena renal o la vena cava inferior. La invasió tumoral 

de la vena cava inferior o la vena renal, usualment apareix com a un trombus 

ben vascularitzat cobert per la seva pròpia superfície. Això té una importància 

cabdal a l’hora de planejar la cirurgia. En aquestes circumstàncies i en 

absència de metàstasis demostrables, la nefrectomia radical es porta a terme 

amb una lligació primerenca de l’arteria renal però, sense manipulació de la 

vena renal.  

        La taxa de supervivència a cinc anys després d’una nefrectomia radical 

per pacients de carcinoma renal cel·lular de grau I és aproximadament del 94% 

mentre que pacients amb lesions de grau II presenten una taxa del 79%. 

Aquells pacients que presenten afectació de la vena renal o la vena cava 

inferior, tenen una taxa de supervivència de entre un 25 i un 50%, i pacients 

amb un nòdul limfàtic afectat o extensió extracapsular tenen taxes d’ entre un 

12 i un 25% [109] . 

        En pacients als qui s’ha portat a terme l’extracció d’un trombus de la vena 

renal o la vena cava inferior, las taxes de supervivència a cinc anys són d’ entre 

un 25 i un 50%. Aquells pacients amb un grau IV de la malaltia presenten taxes 

menors al 5% [110]. 
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        2.9 Tractaments mèdics. 

        Les teràpies mèdiques s’ofereixen principalment a pacients que pateixen o 

bé carcinoma renal cel·lular metastàtic o bé una vessant de la malaltia 

avançada. Cal tenir en compte, que molta de l’experiència clínica de la que es 

disposa ve de pacients amb el subtipus de ccRCC.  

        Donat que el grau de resposta és baix, la necessitat d’identificar nous 

agents terapèutics, cada cop és més evident [112].  

a) Quimioteràpia  

        Els nivells de resposta al tractament de quimioteràpia per si sol són baixos 

amb valors que van d’un 4 a un 6% [113]. La resistència als fàrmacs pot 

relacionar-se amb l’expressió del MDR, multidrug resistance transporter, en 

cèl·lules del túbul proximal, de on són originaris els subtipus de la malaltia 

papil·lar o de cèl·lula clara. La quimioteràpia, pot esdevenir més eficient per 

carcinomes no de cèl·lula clara avançats, particularment pels del subtipus del 

túbul col·lector [114,115,116]. S’està realitzant un assaig que es troba en fase II 

dels fàrmacs Carboplatin i Paclitaxel pel subtipus de RCC de túbul col·lector. 

b) Teràpies immunomoduladores 

        El valor de les teràpies immunomoduladores pels casos de ccRCC es 

basa en casos de regressió espontània de la malaltia, regressió complerta de la 

malalta metastàtica amb teràpies amb citoquines, i resultats primerencs 

prometedors de trasplantaments al·logènics de cèl·lules mare i vacunes 

tumorals.  

- Interferó α 

        Aproximadament el 14% dels casos de carcinoma renal cel·lular de 

cèl·lula clara respon al tractament amb interferó α per si sol. Vàries dosis i rutes 

han estat utilitzades [117]. La mitjana de duració de la resposta al tractament és 

de sis mesos i rarament s’excedeix dels dos anys. En la majoria dels casos, el 

tractament amb interferó α s’utilitza en combinació amb altres agents 

desenvolupats en diverses aproximacions experimentals. 
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- Interleuquina-2 

        La teràpia estàndard pel tractament del RCC avançat és l’ús d’elevades 

dosis d’interleuquina-2. Aquest tractament, indueix resposta en el 21% dels 

pacients, comparat amb el 13% de resposta que s’obté en pacients que reben 

dosis baixes [118]. La mitjana de duració de la resposta és de 54 mesos [119]. La 

interleuquina-2 també s’utilitza en combinació amb altres fàrmacs, però encara 

no és clar si això promou l’obtenció de millors resultats. Així doncs, el 

tractament amb elevades dosis de IL-2 es presenta com a molt efectiu per a un 

subgrup de pacients que presenten la vessant metastàtica de la malaltia. La 

identificació de característiques predictives de la resposta a aquest fàrmac 

podria representar un gran avanç,  i s’estan realitzant grans esforços per tal 

d’identificar pacients amb ccRCC que presenten una resposta a IL-2 lligada a 

característiques patològiques i a nivells d’expressió de l’anhidrasa carbònica IX 

(CA IX).  

c) Teràpia adjuvant 

        Donat l’elevat grau de recurrència del RCC després de la nefrectomia, es 

fa necessari el desenvolupament d’una aproximació adjuvant especialment per 

pacients que presenten un alt risc a patir la malaltia en estat avançat. Malgrat 

tot, la quimioteràpia convencional, l’interferó alfa o la IL-2 [120] no semblen ser 

efectius com a teràpies adjuvants. S’estan realitzant aproximacions enfocades 

a desenvolupar vacunes tumorals i un anticòs monoclonal dirigit específicament 

contra  la CA IX.  

    d) Teràpies dirigides contra dianes moleculars específiques  

        Entre els múltiples fàrmacs disponibles per a tractar la vessant metastàtica 

de la malaltia trobem els inhibidors quinasa: Sunitinib, Sorafenib i Pazopanib 

(Veure FIGURA 8): 

  

- El Sunitinib ha estat avaluat en base a la seva activitat inhibidora davant 

80 quinases diferents, algunes de les quals estan implicades en 

creixement tumoral, angiogènesi i metàstasi [121,122]. Aquest fàrmac és 

capaç d’inhibir una àmplia varietat de receptors tirosina quinasa incloent 
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els receptors del VEGF (VEGFR1, VEGFR2 i VEGFR3), receptors PDGF 

(Platelet-Derived Growth Factor) (PDGFRα i PDGFRβ) i el receptor 

factor d’stem cells (KIT). 

 

- El Sorafenib té com a dianes a un ampli espectre de quinases, però la 

seva activitat inhibitòria és dèbil si es compara amb el Sunitinib. 

 

- El Tensirolimus, un potent inhibidor de la via de senyalització 

PI3K/Akt/mTOR és sovint una de les teràpies triades en el tractament del 

RCC metastàtic amb una mala prognosi [123].Es tracta d’un anàleg de la 

Rapamicina que s’uneix a la proteïna d’unió a FK506 (FKBP12). El 

complex Tensirolimus-FKBP12 s’uneix a mTOR inhibint la seva activitat 

quinasa per un mecanisme al·lostèric. S’ha observat que aquest fàrmac 

és capaç de disminuir els nivells de HIF-1α i VEGF in vitro [124]. Un altre 

anàleg de la rapamicina, Everolimus, també ha estat aprovat pel 

tractament de RCC [125]. Els pacients amb RCC metastàtic que són 

resistents al tractament amb Sunitinib i Sorafenib són tractats amb 

Everolimus com a teràpia de segona línia. Un altre inhibidor de mTOR, el 

Deferolimus, és un altre anàleg de la rapamicina que encara no ha estat 

aprovat pel seu ús però que promet ser efectiu.  

 

        Donat que el VEGF es troba altament expressat en gran part dels ccRCC, 

el Bevacizumab, un anticòs neutralitzant,  presenta bons resultats pel que fa a 

la inhibició de l’angiogènesi tumoral. Cal destacar en aquest punt el fet que es 

creu que totes les teràpies dirigides cap a la inhibició del VEGF actuen 

principalment a nivell de les cèl·lules endotelials que envolten al tumor més que 

en el tumor en si mateix [126,127]. Aquestes teràpies, inhibeixen l’angiogènesi 

tumoral i presenten activitat antitumoral per bloqueig de l’administració d’oxigen 

i nutrients a les cèl·lules tumorals. Malgrat tots els esforços realitzats al voltant 

de les dianes dirigides específicament contra VEGF, molts tumors acaben 

presentant resistència inherent o adquirida a aquests agents. En general els 

tumors que no són ccRCC, presenten unes taxes de resposta baixes a l’ús 

d’inhibidors de quinases i inhibidors de mTOR.  
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        Els inhibidors MET estan en fase d’assaig clínic i han demostrat tenir 

activitat pel subtipus de RCC papil·lar. De la mateixa forma, Sunitinib i 

Sorafenib inhibeixen el proto-oncògen KIT, el qual es troba sobreexpressat en 

RCC cromòfob [128]. 

 

        Marcadors genètics i epigenètics estan emergent com a prometedors 

biomarcadors que permetran predir la resposta a la teràpia de diversos tumors 

sòlids. Un major coneixement de la quimioresistència i dels biomarcadors 

disponibles, permetrà l’elaboració d’una estratificació de pacients que es 

podran beneficiar o no de la teràpia existent. 

 

 

Fig. 8  Representació esquemàtica d’una selecció de vies de senyalització i de teràpies específiques 
relacionades amb el RCC.  Les cascades de senyalització angiogèniques i de proliferació cel·lular són 
sobreexpressades en les cèl·lules tumorals de RCC. El VEGF i altres factors de creixement relacionats, són secretats 
per les cèl·lules tumorals estimulant la senyalització angiogènica en cèl·lules endotelials que envolten el tumor. En 
resposta a la senyalització per factors de creixement mediada per VEGF, PDGF i receptors KIT, Els efectors PI3K i Ras 
activen els factors de transcripció HIF, els quals a l’hora promouen l’expressió de gens necessaris per a la proliferació 
cel·lular i l’angiogènesi en cèl·lules endotelials. A més de les vies angiogèniques, les vies de Wnt i HGF es troben 
també sobreexpressades en cèl·lules tumorals de RCC. Mentre les teràpies dirigides contra el VEGF pel RCC 
metastàtic es centren en el bloqueig de la senyalització angiogènica en cèl·lules endotelials que envolten el tumor, els 
inhibidors de mTOR actuen directament sobre les cèl·lules tumorals, per tal de suprimir el creixement tumoral. 

Adaptat de Banumathy et al. [129] 
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        2.10 Biomarcadors en el ccRCC 
 
        El caràcter del ccRCC ve marcat per la manca de senyals d’alarma que 

evidenciïn la seva aparició, de manera que els tumors es detecten 

principalment quan ja es troben en fases de la malaltia avançada. És per 

aquest fet, que es fa necessari trobar un biomarcador no invasiu per a la 

detecció primerenca de la malaltia, sense haver d’esperar al diagnòstic 

accidental de la patologia per estudis d’imatge destinats a altres dolences. 

S’han seguit dues aproximacions per tal de trobar marcadors tumorals pel 

RCC: (1) La recerca d’antígens específics pel RCC i (2) La determinació 

d’alteracions en els nivells d’expressió de molècules que participen en les 

principals vies metabòliques, respecte els seus nivells en cèl·lules normals.   

        Per tal abordar la primera estratègia, s’han trobat marcadors antigènics 

com el RCC-Ma que són específics per cèl·lules del túbul proximal però que no 

són capaces de distingir cèl·lules malignes de cèl·lules normals i requereixen 

de la disponibilitat de teixit pel seu anàlisi [130]. Altres marcadors proposats com  

l’antigen MN/C9, és detectat amb l’anticòs G250; malgrat no es coneix si 

l’antigen és expressat en estadis primerencs de la malaltia o si és específic pel 

RCC [131,132]. Altres anticossos que són específics pel ronyó, tenen limitacions 

per la manca d’especificitat pel RCC i/o pel requeriment de mostres tissulars 

per a la seva detecció [133]. Per altres antígens ha estat descrita la seva 

expressió en casos de RCC però mostren baixa especificitat o són expressats 

en els darrers estadis de la malaltia [134,135,136]. Respecte la recerca 

d’intermediaris de les principals vies metabòliques, un isoenzim de la piruvat 

quinasa ha estat suggerit com a biomarcador; malgrat això, els nivells 

enzimàtics són variables i presenten baixa sensibilitat pel RCC no metastàtic 

[137,138,139]. La Vinculina, la ferritina sèrica i altres proteïnes  sobreexpressades 

en la progressió tumoral, han estat suggerides com a biomarcadors [140-145], 

però presenten manca d’especificitat pel RCC i/o requereixen mostra tissular 

per a la seva detecció. A més, estudis moleculars i/o citogenètics han 

demostrat anormalitats genètiques freqüents en RCC. La identificació 

d’aquestes anormalitats, incloent metilacions en el DNA [146,147], han estat 

presentades com a eines per a la diagnosi i la classificació clínico-patològica de 
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la malaltia, malgrat totes elles requereixen de mostra de teixit, cosa que limita 

el seu ús com a marcador clínic. 

3. El receptor del virus de la hepatitis A-1 (hHAVcr-1) 

        Amb L’objectiu d’identificar nous marcadors de diagnòstic i progressió del 

carcinoma renal de cèl·lula clara, subtipus de RCC que presenta una major 

incidència a la població, al nostre laboratori es va realitzar un estudi comparatiu 

entre l’expressió de RNAs missatgers de l’àrea tumoral i normal de teixits 

provinents de pacients amb ccRCC, utilitzant la tècnica de RAP-PCR (RNA-

based arbitrarily primed polymerase chain reaction). Una de les bandes 

diferencialment expressada en teixit tumoral respecte el teixit normal, 

corresponia al gen del receptor del virus de a hepatitis A-1 (hHAVcr-1) [148]. 

        3.1 El gen hHAVcr-1 

        L’organització genòmica de hHAVcr-1, d’acord amb les bases de dades de 

GenBank, consisteix en 9 exons que s’estenen en un total de 38.7 kb.  

        Les anàlisis per la tècnica de FISH demostren que, hHAVcr-1 es troba al 

cromosoma humà 5q31.1-32.2. Anàlisis computacionals, revelen l’existència 

d’un pseudogen localitzat al cromosoma 19, malgrat això, les anàlisis per FISH 

no mostren un senyal específic per hHAVcr-1 a aquest cromosoma [148]. A la 

FIGURA 9 es pot veure l’organització genòmica deduïda, així com una imatge 

il·lustrativa de les anàlisis per FISH del gen. 

 

                  

  Fig. 9   Organització genòmica de hHAVcr-1 segons la base de dades GenBank i anàlisi de Fish             

Adaptat de Vilà et al. [148] 
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        3.2  La proteïna hHAVcr-1 

        El receptor del virus de la hepatitis A-1 (hHAVcr-1) també conegut com a 

Kidney Injure molecule-1 (KIM-1) i T cell Ig mucin (TIM-1) [149], és una 

glicoproteïna de membrana tipus I de 359 aminoàcids que conté, a la seva 

regió extracel·lular, un domini tipus immunoglobulina amb sis cisteïnes, dos 

llocs d’N-glicosilació  i un domini ric en seqüències en tàndem Thr/Ser/Pro 

característic de les proteïnes O-glicosilades tipus mucina. La seva regió 

citoplasmàtica és relativament curta i conté dos residus tirosina conservats i un 

motiu de fosforilació tirosina quinasa, QAEDNIY (Veure FIGURA 10). 

 

     Adaptat de Bailly et al. [150]      Fig. 10   Dominis estructurals de hHAVcr-1                  

                La família de proteïnes KIM/TIM/HAVcr està constituïda per vuit 

membres en ratolins, sis membres en rata i tres membres en humans [151,152]. 

El primer homòleg identificat, va ser una proteïna de mico verd africà clonada 

com a receptor del virus de la hepatitis A -1 (HAVcr-1) [153]. Dos homòlegs 

humans van ser clonats seguidament, un d’ells provinent de fetge i l’altre de 

ronyó. Un va ser clonat com homòleg de KIM-1 [154] i l’altre com a homòleg de 

HAVcr-1. Aquests dos homòlegs humans són idèntics excepte en la regió C-

terminal dels seus dominis citoplasmàtics (Veure FIGURA 11). 

 

 Fig.  11    Seqüència peptídica d’hHAVcr-1. Es representen els 323 aminoàcids comuns entre les molècules KIM-1a i 

KIM-1b (hHAVcr-1). La putativa seqüència senyal es troba subratllada . El dominni transmembrana es troba doblement 

subratllat. Els quatre punts d’N-glicosilació putatius es troben requadrats en gris clar i en lletres minúscules es 

representa el motiu de fosforilació QAEDNIY.  
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         L’Anàlisi de l’estructura genòmica i dels productes de cDNA indica que 

són variants d’splicing alternatiu i revelen que KIM-1 és la forma 

majoritàriament expressada en fetge [155] mentre que hHAVcr-1 és la forma 

majoritària en ronyó. La variant provinent de fetge no presenta el motiu de 

fosforilació tirosina quinasa mentre que la segona variant, majoritàriament 

expressada en ronyó, conté dos residus tirosina conservats i un motiu de 

fosforilació tirosina quinasa. 

        La proteïna hHAVcr-1 es troba altament expressada en cèl·lules epitelials 

del túbul proximal renal que han patit un dany agut, ja sigui provocat per 

processos d’isquèmia [156] o per agents tòxics [157], i es localitza principalment 

a la membrana apical de les cèl·lules proximals que han patit un major dany. 

També s’expressa en altres condicions on els túbuls proximals són 

desdiferenciats, incloent el carcinoma renal cel·lular [158], casos de 

nefrotoxicitat crònica provocada per la ciclosporina [159] i en casos de malaltia 

renal poliquística [160]. 

        3.3 Funció de hHAVcr-1 al ronyó 

         Les estructures epitelials en els diferents òrgans desenvolupen diverses i 

complexes funcions, mostrant diferents respostes al dany cel·lular. L’epiteli 

renal és particularment susceptible al dany, donat el caràcter del seu 

subministrament de sang i  la seva capacitat de concentrar toxines [161]. Aquest 

dany, es materialitza en deficiències funcionals per equilibrar els nivells de sals 

i aigua, en una incapacitat de secretar toxines metabòliques, i en una resposta 

inflamatòria innata [162]. La secció malmesa de la nefrona pot ser remodelada, 

portant a un recuperació funcional completa, i representant així, un model 

general de remodelació epitelial després d‘un dany. El dany de la cèl·lula 

epitelial renal és una característica de moltes malalties renals tant cròniques 

com agudes. Les característiques morfològiques d’aquest dany a les cèl·lules 

epitelials del túbul proximal passen per la pèrdua del brush border característic 

de la cèl·lula, la pèrdua de la polaritat cel·lular, la desdiferenciació i l’apoptosi. 

A mesura que el dany va avançant, les cèl·lules epitelials no viables i 

necròtiques es van desenganxant de la membrana basal i contribueixen a la 

obstrucció intraluminal del túbul. Les cèl·lules desdiferenciades que sobreviuen, 
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difonen sobre la membrana basal, pateixen mitogènesi per acabar 

rediferenciant i restablint la polaritat epitelial normal, resultant en el correcte 

funcionament de l’epiteli renal [163]. 

        La proteïna hHAVcr-1 es troba sobreexpressada en pacients amb 

carcinoma renal cel·lular de cèl·lula clara (ccRCC) [158]. El carcinoma renal 

cel·lular (RCC), de la mateixa forma que el dany tubular renal, està associat a 

processos de desdiferenciació cel·lular del túbul proximal. hHAVcr-1, confereix 

a les cèl·lules epitelials, la capacitat de reconèixer i fagocitar cèl·lules mortes 

que són presents en un ronyó post-isquèmic  i que contribueixen a la obstrucció 

de la llum del túbul que caracteritza els processos de dany renal agut (AKI). 

hHAVcr-1 és un receptor fosfatidilserina que reconeix a les cèl·lules 

apoptòtiques i les redirigeix cap als lisosomes. De la mateixa forma, serveix 

com a receptor per a lipoproteïnes oxidades. Donades aquestes propietats, la 

proteïna hHAVcr-1 passa a ser l’únic receptor fosfatidilserina no-mieloid  que 

transforma cèl·lules epitelials en fagòcits semiprofessionals [164,165]. A més 

d’aquesta facilitació de la neteja del debris apoptòtics de la llum del túbul, 

hHAVcr-1, podria jugar un paper important en limitar la resposta autoimmune al 

dany, donat que es coneix que en molts sistemes, la fagocitosi dels cossos 

apoptòtics és un mecanisme per tal de limitar la resposta proinflamatòria. 

        3.4  Shedding d’hHAVcr-1       
 

        Nombroses proteïnes transmembrana pateixen processaments proteolítics 

que tenen com a resultat l’alliberament del domini extracel·lular soluble, 

altrament anomenat ectodomini, el qual pot presentar funcions de senyalització 

autocrina i paracrina [166]. Aquest procés que rep el nom de shedding, pot ser 

activat per l’ester de forbol PMA, mitjançant l’activació de la proteïna quinasa C, 

i té lloc a la regió contigua a la membrana cel·lular. Es tracta d’un procés que 

pot ser bloquejat per inhibidors de metal·loproteases [167]. No existeix una 

aparent semblança entre els punts pel que es dóna el shedding en diferents 

proteïnes, ni tan sols ha estat identificada una seqüència consens per la que es 

doni aquest procés preferentment [168]. S’ha hipotetitzat amb la possibilitat que 

diferents canvis estructurals en les proteïnes, podrien permetre l’accés de la 
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proteases a les regions pròximes a la membrana d’aquestes proteïnes 

alliberades [169]. 

        El receptor del virus de la hepatitis A-1, i més concretament el seu domini 

extracel·lular, és alliberat de forma constitutiva dins el medi de cultiu de línies 

cel·lulars que expressen la proteïna endògena o recombinant. Aquest 

processament proteolític, té lloc a l’àrea propera a la regió transmembrana i es 

dóna per un mecanisme depenent de metal·loproteases [150], essent un procés 

que es dóna tant in vitro com in vivo, ja que s’ha trobat el fragment de la 

proteïna a la orina de pacients amb necrosi tubular aguda i RCC (Veure FIGURA 

12). 

 

 
  

   Fig. 12   Estructura de hHAVcr-1 i punt de tall durant el procés de shedding. 
        
                               Adaptat de Bonventre et al.[170] 
 

        Se sap que el procés de shedding d’aquesta proteïna, pot ser activat pel 

pervanadat, un potent inhibidor de les proteïnes tirosina fosfatases i per tant,  

molècula capaç de modular els processos cel·lulars dependents de fosforilació 

de certes proteïnes [171]. És conegut doncs, que el tractament amb pervanadat  

condueix a l’activació de les MAPKs (Mitogen-Activates Protein Kinase) 

[172,173]. Les MAPKs participen en nombroses vies de senyalització cel·lular i 

és coneguda la implicació del pervanadat en l’activació de ERK i p38 MAPK en 

cèl·lules d’adenocarcinoma renal humà 769-P. Donat que el pervanadat activa 

p38 abans que es detecti el fragment alliberat de hHAVcr-1 i que la inhibició de 

p38 atenua fortament el shedding induït per pervanadat,  es creu que la via de 

p38 participa en el procés de shedding accelerat induït per pervanadat en la 
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proteïna hHAVcr-1. Malgrat L’activació de ERK pel pervanadat, la manca 

d’efecte amb l’ús de l’inhibidor MEK, suggereix que aquesta via és menys 

important per la regulació del procés de shedding accelerat que p38. De la 

mateixa forma, es tenen evidències de que la via de ERK (però no la de p38) 

regula el procés de shedding constitutiu de l’ectodomini de hHAVcr-1. La 

regulació diferencial del shedding constitutiu de la molècula per la via de ERK i 

del shedding accelerat per la de p38 suggereix que el procés és de rellevància 

fisiològica i que es troba estretament regulat.  

        El fragment de hHAVcr-1 soluble, resultant del procés de shedding, 

constitueix un biomarcador urinari d’elevada sensibilitat en casos de dany 

tubular humà [174], i es troba sota investigació per esdevenir un biomarcador 

urinari i de teixit en casos de carcinoma renal cel·lular [175]. Malgrat les 

múltiples evidències de la seva utilitat clínica, la regulació del mecanisme 

subjacent al procés es troba poc caracteritzat.  

 
        3.5 La proteïna hHAVcr-1 com a biomarcador 

 
        Vàries característiques de hHAVcr-1 fan pensar en aquesta proteïna com 

a un bon biomarcador pel ccRCC: 

 

- És un biomarcador urinari sensible pel dany del túbul proximal. 

-  hHAVcr-1 presenta especificitat per tumors d’origen renal. 

- Es coneix l’existència d’una correlació entre els nivells de hHAVcr-1 en 

orina i la mida del tumor. 

- La detecció de hHAVcr-1 en orina pot ser usat com una eina de mesura 

no invasiva per la diagnosi del RCC en tots els estadis de la malaltia. 

- L’expressió de hHAVcr-1 en els nòduls limfàtics pot servir en el 

diagnòstic tissular de la malaltia metastàtica. 

 

        Per tot això, es pensa en l’ectodomini de hHAVcr-1 com a marcador urinari 

primerenc d’una malaltia clínicament silent.  
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4. Vies de senyalització implicades en el desenvolupament del ccRCC 
 

 
        A banda de les vies de senyalització angiogèniques i JAK/STAT de les 

quals en parlarem amb més detall en apartats posteriors, el ccRCC presenta 

alteracions en les cascades de senyalització següents: 

 

a) Via PI3K/AKT/mTOR 

 

        La proteïna quinasa B (Akt) i el mammalian target of rapamycin (mTOR) 

són claus en processos oncogènics com la proliferació cel·lular, la 

supervivència i l’angiogènesi. Els inhibidors de mTOR presenten resultats 

esperançadors en assajos clínics en fase I per ccRCC. La unió autocrina de 

VEGF i PDGF als seus receptors tirosina quinasa  (VEGFR, PDGFR I KIT) en 

cèl·lules tumorals d’RCC activen a PI3K que a l’hora promou la generació de 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3). PIP3 recluta la quinasa citoplasmàtica 

AKT a la membrana cel·lular, on és activada per fosforilació a dos residus 

independents per PDK1 i mTOR (TORC2) [176]. L’activació d’AKT inhibeix 

l’apoptosi per fosforilació i la inactivació de proteïnes pro-apoptòtiques com la 

procaspasa 9, la proteïna membre de la família bcl2, BAD i ASK1 [177,178]. 

També inactiva la glicògen sintasa quinasa 3β (GSK-3β), la qual normalment 

fosforilaria i induiria la degradació de proteïnes tals com la ciclina D1 [179], i 

factors de transcripció promotors de la proliferació com c-myc, β-catenina, c-

Jun i Notch. La senyalització des de VEGF i PDGF a través d’AKT també activa 

mTOR. Aquesta proteïna funciona com a un component de dos complexes 

diferents: TORC1 (sensible a la rapamicina), que regula positivament la síntesi 

proteica i el cicle cel·lular i TORC2 ( insensible a la rapamicina), que regula la 

polaritat cel·lular [180,181]. El complex TORC2 també fosforila AKT, activant-la 

així tant per sobre com per sota de la cascada de senyalització.  

        Amb tot, es pot concloure dient que la regulació negativa del gen del tumor 

supressor PTEN està darrera de l’activació d’Akt en diferents tipus de tumors, 

incloent el RCC [182]. 
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b) Senyalització via Wnt/β-catenina 

 

        Wnts és una família de glicoproteïnes secretades que regulen la 

proliferació cel·lular, la diferenciació i la migració cel·lular [183]. L’efector últim 

de la via canònica de senyalització és el coactivador transcripcional β-catenina, 

que està emergent com a molècula clau en la patogènesi del càncer renal. En 

cèl·lules normals quiescents, la β-catenina és atrapada per un complex 

enzimàtic format per caseïna quinasa 1 (CK1), GSK-3β, la proteïna APC i 

l’axina. La β-catenina és fosforilada als residus treonina i serina per aquest 

complex i marcada per a la seva degradació proteasòmica [184]. Wnt regula 

positivament la β-catenina, inhibint la seva fosforilació, ubiquitinació i 

degradació. La β-catenina estabilitzada, entra a nucli i juntament amb un 

membre de la família de factors de transcripció LEF-TCF ( lymphoid enhancer-

binding factor 1-T cell specific transcription factor 7), activa gens com per 

exemple l’oncogen myc [185]. Myc també mostra una amplificació del nombre 

de còpies en un grup de ccRCC primaris i RCC papil·lars [186]. Wnt té efectes 

sobre el creixement cel·lular i la promoció tumoral per activació de la via 

mTOR. TSC2 és fosforilat seqüencialment per AMPK i GSK3 per a la seva 

activació i conseqüent inhibició de mTOR. Wnt activa la via de mTOR per 

inhibició de GSK3 [187]. 

        Existeixen diverses evidències que impliquen la via de senyalització de 

Wnt en el desenvolupament de RCC. Malgrat mutacions puntuals activants de 

β-catenina són estranyes en RCC [188], l’augment dels nivells de β-catenina per 

sobreexpressió induïda, ajuda al desenvolupament de tumors renals en ratolins 

[189,190]. En un grup de RCC, el promotor del gen APC es troba hipermetilat de 

forma aberrant [191], proporcionant un mitjà per alliberar la β-catenina nuclear. 

Peruzzi et al. van descubrir que la  β-catenina és degradada per l’activitat de la 

E3-ubiquitina lligasa de VHL i la pèrdua de VHL permet la senyalització 

oncogènica de β-catenina dirigida per HGF com una nova diana per VHL, 

implicant la senyalització via Wnt en la patogènia del càncer renal [192]. Més 

evidències de l’activació de la via de Wnt en RCC són donades pel recent 

treball publicat per Kojima et al. [193] que descriu  la deleció de CXXC4, un gen 

que codifica per Idax (un inhibidor de la via de Wnt) en casos de RCC agressiu.        
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Les proteïnes sFRPs, DKK2 I WIF-1 són antagonistes de Wnt i l’expressió 

d’aquests gens és silenciada per una hipermetilació aberrant en RCC [194,195]. 

Així doncs, Wnt té un paper dual en la patogènia de RCC. No només indueix la 

transcripció a través de l’activació de β-catenina, sinó que també estimula la 

traducció i el creixement cel·lular a través de l’activació de la via mTOR. 

Linehan et al. [196] suggereixen que la pèrdua de VHL podria portar a la 

repressió combinada de HIFs i β-catenina, que a l’hora contribuiria a la 

malignitat en ccRCC. Recentment, una proteïna que interactua amb VHL, Jade-

1, s’ha descrit com a un nou E3 ubiquitina lligasa que ubiquitina a β-catenina 

conduint a la seva degradació. Jade-1 és regulat positivament per VHL i es 

creu que pot actuar com un supressor de tumors renals [190,191]. La pèrdua de 

VHL comporta una reducció dels nivells de Jade-1 i el conseqüent augment en 

els nivells de β-catenina, proporcionant un altre mecanisme pel qual la pèrdua 

de VHL promou la tumorogènesi renal. 

 

c) Transició Epiteli-Mesènquima 

 

        A més d’un paper cabdal en la iniciació d’un tumor, la hipòxia també està 

implicada en la metàstasi tumoral. Yang et al. han descrit la relació existent 

entre hipòxia, HIF-1α i el factor de transcripció Twist [197] segons la qual, la 

sobreexpressió de Twist porta a la inducció de transicions epiteli-mesènquima 

(EMT). 

        El ronyó té un origen mesenquimal i es desenvolupa a través de 

transicions mesènquima-epitelials per tal de formar estructures epitelials que 

diferenciaran per formar nefrones madures [198]. En el ccRCC aquesta transició 

és revertida de forma que el que es dóna són transicions epiteli-mesènquima i 

desdiferenciació.  

        La EMT és un procés essencial per a que tinguin lloc processos 

metastàtics. La EMT requereix de la coactivació de diversos receptors de 

senyalització importants tals com, FGFR, EGFR, HGF i altres proteïnes que 

porten a l’activació de reguladors transcripcionals com Snail, Slug, ZEB1 i SIP1 

que a l’hora regulen canvis en els patrons d’expressió gènica subjacents a 

processos d’EMT [199]. La diana principal per aquests reguladors és la E-

cadherina, que és rellevant  pel manteniment d’un fenotip epitelial. 
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        La pèrdua d’E-cadherina, condueix a la dissociació de complexes d’unió 

epitelial intracèl·lula. El gen de la E-cadherina és hipermetil·lat  en l’11% dels 

RCC primaris [200] però es desconeix si aquest fet es pot associar al potencial 

metastàtic de la malaltia. 

        Dos estudis de microarrays independents, conclouen que miR-141 i miR-

200c es troben significativament infraregulats en ccRCC en comparació amb el 

teixit renal normal [201]. MiR-141 i miR-200c inhibeixen la EMT afectant 

directament a ZEB1 i SIP1 que són repressors de la E-cadherina [202,203]. 

En cèl·lules metastàtiques, aquests miRNAs estan downregulats permetent a 

ZEB1 i SIP1 reprimir a la E-cadherina. SIP1 pot també activar la expressió de la 

vimentina, un marcador pel ccRCC [204]. 

        Un altra funció important de la E-caherina és la de segrestar a β-catenina 

al citoplasma. La repressió de la E-cadherina per Snail i Slug també allibera a 

la  β-catenina, la qual es relocalitza al nucli i activa la transcripció de marcadors 

mesenquimals tals com la vimentina, FSP1, Snail i Slug entre d’altres. 

        Recentment s’ha trobat que la desregulació de HIF-1α en cèl·lules VHL 

negatives s’uneix a la regulació negativa de la E-cadherina i la inducció de la 

EMT. 

d) Via HGF/MET 

 

        El teixit renal és una important font de HGF (Hepatocyte Growth Factor) el 

seu activador, la uroquinasa [205]. Canvis en la expressió i activitat de HGF i el 

seu receptor c-MET han estat associats preferentment al RCC papil·lar donat 

que,  mutacions oncogèniques en la línia germinal al gen que codifica per c-

MET, són responsables d’una forma de RCC papil·lar hereditari [206,207]. 

Malgrat l’existència de mutacions activants puntuals a met, localitzat al 

cromosoma humà 7, es troben en només un 5-13% de RCC papil·lar esporàdic 

[8,80] la majoria de RCCs papil·lars mostren trisomies del cromosoma 7 sense 

mutació de met. Inhibidors de MET es troben en assajos clínics pel tractament 

de RCC i altres tipus de càncer [208]. 

Algunes de les estratègies terapèutiques per inhibir aquesta via són: 

 

- Inhibició de l’autofosforilació de c-MET 

- Bloqueig de la interacció entre HGF i c-MET 
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- Supressió de la cascada de senyalització de c-MET activat [209]. 

 

        La unió de HGF a MET porta a la fosforilació de dos residus tirosina 

situats a l’extrem C-terminal de MET, el qual condueix al reclutament de 

proteïnes adaptadores com Gabl, Grb2, SHC, STAT3 i PI3K i a l’activació de 

les vies Ras/MAPK i PI3K/AKT per tal de promoure el creixement de l’RCC i la 

metàstasi [210].  

        La fosforilació de MET també indueix la fosforilació en residus tirosina de 

β-catenina (de forma diferent a la fosforilació en serina/treonina pel complex 

GSK/APC descrit anteriorment en la via de Wnt) provocant la dissociació entre 

β-catenina i la E-cadherina seguida de la translocació nuclear de la  β-catenina 

i l’activació transcripcional [211]. 

        Peruzzi et al. van demostrar que l’expressió de VHL en cèl·lules de RCC 

suprimia l’estimulació de la β-catenina via HGF i d’aquesta forma, la pèrdua de 

VHL a RCC capacitava la senyalització oncogènica de la β-catenina conduïda 

per HGF. 

 
5. Principis de la senyalització via JAK-STAT 
 
 
        La via de senyalització JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinases-Signal 

Transducers and Activators of Transcription) és activada per un gran nombre 

d’hormones com la prolactina, l’hormona del creixement, la leptina i 

l’eritropoetina així com, per citoquines i factors de creixement, via els seus 

receptors. La cascada de senyalització JAK-STAT, participa en la regulació de 

processos tals com la proliferació cel·lular, la diferenciació, la supervivència i 

l’apoptosi en diferents òrgans [212]. Així doncs, resulta natural que la 

desregulació d’aquesta via de senyalització s’associï estretament amb el 

desenvolupament de processos tumorals. 

        Les passes inicials necessàries per a l’activació d’aquesta cascada de 

senyalització per hormones i citoquines, requereixen de la interacció entre 

molècules de senyalització i dímers dels receptors, que condueixen a la rotació 

de parts intracel·lulars d’aquests receptors i a la conseqüent activació de 

receptors associats a JAKs, seguits d’un acoblament de les proteïnes STATs 
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amb el receptor i la posterior fosforilació, dimerització i translocació nuclear de 

les mateixes. 

        Diferents proteïnes JAKs (JAK1,JAK2 i Tyk 2) i proteïnes STATs (STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b i STAT6) participen en la 

transducció del senyal via JAK/STAT. STAT3 i STAT5 són expressades en 

molts tipus cel·lulars diferents, essent activades per nombroses hormones, 

citoquines i factors de creixement, i jugant un paper en diferents respostes 

biològiques, mentre que, altres proteïnes STAT com STAT1, STAT2, STAT4 i 

STAT6 s’expressen principalment en tipus cel·lulars específics i participen 

essencialment en mecanismes de defensa front l’hoste [213,214]. 

        Els dímers d’STAT fosforilats es poden unir a elements de resposta a 

STAT que es troben als promotors de diversos gens, resultant en la modulació 

de la transcripció d’aquests gens. Sovint, les proteïnes STAT actuen en la 

transcripció gènica en cooperació i competició amb NFkB, AP1 i el receptor de 

glucocorticoids, degut a la co-localització dels seus corresponents llocs d’unió 

[215,216], aconseguint així, l’obertura d’un diàleg entre diverses cascades de 

senyalització. 

        Les proteïnes supressores de la senyalització per citoquines (SOCS) són 

capaces d‘inhibir la senyalització via JAK-STAT. SOCS1 i SOCS3 són els 

supressors més potents i àmpliament distribuïts amb efectes d’inhibició similars 

als relacionats amb la senyalització via gp130, Prl (prolactina) i GH (hormona 

del creixement). Les regions promotores dels gens SOCS1 i SOCS3 tenen 

elements d’unió funcional per a STAT i l’activació de la via JAK-STAT indueix 

una ràpida regulació de les proteïnes SOCS per vies dependents d’STAT.  

        Conseqüentment amb el mecanisme de feed-back negatiu, la 

senyalització via JAK-STAT és inhibida per proteïnes SOCS en associació amb 

els dominis catalítics de JAKs així com per la unió de SOCs a residus tirosina 

fosforilats de receptors de citoquines, GH, Prl , leptina i eritropoetina (Epo) els 

quals actuen com a llocs d’unió per a la senyalització posterior [217,218]. 

L’activació d’STAT pot ser també inhibida per la interacció directa amb 

proteïnes inhibidores de proteïnes STAT activades (PIAS) [219].  

        En alguns casos, l’activació de proteïnes STAT es dóna de forma 

independent a JAKs i implica la senyalització via receptors tirosina quinasa. 

Aquesta activació és induïda per la interacció directa amb receptors tirosina 
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quinasa i per la conseqüent senyalització amb implicació d’altres quinases com 

Src. Així per exemple, STAT3 és activada en resposta a la estimulació per 

EGF, HGF, CSF-1, PDGF i altres factors de creixement i els seus 

corresponents receptors tirosina quinasa (ErbB-1, ErbB-2, c-met, CSF-1, 

PDGFR entre altres) que presenten un domini d’unió a STAT3 en els seus 

dominis citoplasmàtics. 

        A continuació es definirà en detall cadascun dels elements que composen 

la cascada de senyalització JAK-STAT activada per la interleuquina-6: 
 

        5.1  Interleuquina-6  (IL-6) 

        La interleuquina-6 (IL-6) és una glicoproteïna transmembrana de 26 kDa 

de pes molecular, formada per 184 aminoàcids [220]. IL-6, que juga un paper 

molt important en la resposta immunològica, l’hematopoesi i la inflamació 

[221,222] també és anomenada com a factor estimulador de cèl·lules-β, 

interferó-β2, factor de creixement d’hibridomes, o factor de creixement de la 

diferenciació de cèl·lules T citotòxiques. 

        El gen humà d’IL-6 es localitza al cromosoma 7 a les posicions compreses 

entre 7p15-7p21 i presenta una estructura similar al gen que codifica pel factor 

estimulant de colònies de granulòcit, cosa que explica la semblança existent 

entre ambdues citoquines [223,224]. 

        La IL-6 és produïda principalment per monòcits i macròfags i en un petit 

percentatge per fibroblasts, cèl·lules endotelials, limfòcits T i B i condròcits. La 

producció d’IL-6 és estimulada per la interleuquina-1 (IL-1), el  interferó (INF), el 

factor de necrosi tumoral (TNF), lipopolisacàrids i virus DNA i RNA [223]. 

        La Interleuquina-6 és una citoquina multifuncional amb efectes pliotròpics. 

La seva importància rau en el seu paper en l’estimulació de la diferenciació dels 

limfòcits B i la inducció de la diferenciació permanent dels limfòcits B en 

cèl·lules plasmàtiques que produeixen diferents tipus d’immunoglobulines. IL-6 

estimula els limfòcits T a la producció de interleuquina-2 (IL-2) i a la síntesi dels 

seus receptors. Ambdues citoquines, IL-6 i IL-1, activen també els limfòcits T, 

els quals reconeixen antígens i estimulen la proliferació i la diferenciació de 

limfòcits citotòxics en presència de IL-2. La IL-6 responsable de l’activació dels 
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limfòcits T, és alliberada per monòcits [224]. Aquesta citoquina, juntament amb 

la interleuquina-3 (IL-3) activa la proliferació i diferenciació de cèl·lules 

progenitores, principalment progenitors megacariòcits [223], però també 

progenitors macròfag-granulòcit [224]. IL-6 té un efecte directe sobre 

megacariòcits utilitzant receptors específics i també, de forma similar a la 

trombopoetina, participa en la síntesi de plaquetes [225]. IL-6 estimula el 

creixement de queratinòcits, indueix la proliferació de neurones i augmenta la 

producció de VEGF [221,226]. Donat que és ben conegut el paper d’aquesta 

citoquina pro-inflamatòria en l’activació i la diferenciació de limfòcits Tc i 

cèl·lules Natural Killers (NK), la via dels efectes anticancerigens d’IL-6 és 

utilitzada en el desenvolupament de teràpies contra el càncer. 

         IL-6 pertany juntament amb IL-11, LIF (leukaemia inhibitory factor),OSM 

(oncostatin M),CNTF (ciliary neutrophic factor), CT-1 (cardiotrophin-1) i CLC 

(cardiotrophin-like cytokine) a una família de interleuquines que rep el nom de 

interleuquines tipus IL-6. Les citoquines tipus IL-6 s’uneixen a complexes 

receptors de la membrana plasmàtica que contenen la cadena receptora 

transductora de senyal gp130 (glycoprotein 130). La transducció del senyal 

implica l’activació dels membres de la família tirosina quinasa JAK, que porten 

a l’activació de la família de factors de transcripció STAT. Un altra de les vies 

de senyalització activades per les citoquines tipus IL-6 és la cascada de les 

MAPK (Veure FIGURA 13). 

 

 

Fig. 13   Representació de les dues vies de senyalització activades per citoquines tipus IL-6: JAK/STAT i MAPK.  

Adaptat de Heinrich et al. [227] 
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a) Complexes receptors formats per citoquines tipus IL-6 

        Els receptors implicats en el reconeixement de les citoquines tipus IL-6 

poden ser dividits en dos grups: els receptors α de no senyalització (IL-6Rα, IL-

11Rα i CNTFRα) i els receptors transductors de senyal (gp130, LIFR, OSMR). 

Aquest darrer grup, es troba associat a JAKs i arriba a ser fosforilat en residus 

tirosina en resposta a l’estimulació per citoquines. Cadascuna de les citoquines 

tipus IL-6 es caracteritza per un cert perfil de reclutament pel receptor que en 

tots els casos implica, com a mínim, a una molècula gp130. IL-6, IL-11 i CNTF 

s’uneixen específicament a les seves respectives subunitats receptores α. 

Només el complex format per citoquina i receptor α, recluta de manera eficaç a 

la subunitat transductora del senyal. IL-6 i IL-11, són les úniques citoquines 

tipus IL-6 que senyalitzen via homodímers de gp130. La resta de la família ho 

fa via heterodímers tals com els formats per gp130 i LIFR o gp130 i OSMR.  

Malgrat que gp130 és expressada de forma ubiqua, el nombre de cèl·lules que 

responen a certes citoquines tipus IL-6 és limitada, ja que  l’expressió d’altres 

subunitats receptores, especialment dels receptors α, és molt més restringida i 

es troba estretament regulada. La funció dels receptors α donant servei a 

cèl·lules sensibles a determinades citoquines, pot ser portada a terme per la 

forma soluble d’aquests receptors α deixant anar les seves regions 

transmembrana i citoplasmàtica. Aquesta és una de les estranyes situacions en 

les quals un complex format per una citoquina i el seu receptor soluble poden 

actuar  de forma agonista en comptes d’antagonísticament. 

        Les formes solubles dels receptors de citoquines in vivo es formen per 

proteòlisi limitada (shedding) de receptors units a membrana o per translocació 

d’una forma d’splicing alternatiu [228]. 

        En el cas d’IL-6, l’escenari és molt més complex, donat que tant les formes 

solubles de IL-6Rα (sIL-6Rα) com les de gp130 (sgp130) es troben presents al 

sèrum humà. És conegut que la forma soluble de IL-6Rα potencia l’activitat 

antagonista de la forma soluble de gp130. Així doncs, la combinació natural 

entre sIL-6Rα i sgp130 actua com una mena de tampó que modula les 

respostes sistèmiques a la IL-6 circulant [229].  

 



Introducció 51 
 

 

b) Interacció entre receptor i JAK 

        Tal i com s’ha comentat en l’apartat anterior, les citoquines de la famíllia 

d’IL-6 indueixen l’activació de les tirosina quinases de la família JAK. Les 

cadenes de transducció de senyal gp130, LIFR i OSMR s’uneixen a JAK1, 

JAK2 i TYK2 [230,231]. D’aquests, se sap que JAK1 juga un paper essencial, ja 

que en cèl·lules que no presenten JAK1 la transducció de senyal de IL-6 és 

troba molt malmesa [232,233]. 

        La interacció entre gp130 i JAK1 és molt estreta i de llarga durada: una 

anàlisi per FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) amb proteïnes 

de fusió fluorescents va posar en evidència que JAK1 no difon com una 

proteïna citoplasmàtica típica. La seva mobilitat és 100 cops menor i similar a la 

de la proteïna transmembrana gp130. Així doncs, la immobilització de gp130 

per anticossos porta a la conseqüent immobilització de JAK1, indicant que no 

existeix un ràpid intercanvi de JAK1 entre els diferents receptors.  

        JAK s’uneix a la regió proximal de membrana dels receptors de citoquines, 

els quals contenen motius conservats tipus box1 i box2. La deleció dels motius 

rics en prolina box1 o la mutació de dos residus prolina, impedeix la unió de 

JAK a gp130, OSMR o LIFR [234,235]. El domini box 2 de gp130, una seqüència 

dominada per aminoàcids hidrofòbics seguits d’aminoàcids amb càrrega, 

contribueixen a la unió de JAK. També la regió entre motius box1 i 2 de gp130 

demostra tenir una vital importància cosa que  posa en evidència que la 

interacció de superfície amb JAK pot involucrar múltiples punts de contacte 

amb el receptor.   

        En contra del que passa amb el motiu de reclutament d’STAT que té un 

caràcter modular, la regió de reclutament de JAK perd la seva funcionalitat 

després d’interaccionar amb la cadena receptora de la citoquina.  

        El receptor no només serveix com a lloc d’acoblament per a JAKs. A més, 

certs residus de gp130 han demostrat ser essencials per a l’activació de JAK 

així doncs, s’ha identificat que la substitució de Trp652 per alanina (W652A) a la 

regió box1 no té efecte en l’associació de JAK1 però aboleix la seva activació. 

De la mateixa manera, la transducció del senyal es malmet si només una sola 

cadena del dímer gp130 presenta la mutació esmentada [234].  
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        Mutacions amb conseqüències similars, és a dir, que provoquin la no 

activació de JAK però si la seva associació, han estat descrites per la EpoR 

[236] indicant que els receptors de citoquines contribueixen en general al 

procés d’activació de JAK. L’estructura general de JAK es mostra a la FIGURA 

14. El domini tirosina quinasa de la regió C-terminal és precedit per un domini 

pseudoquinasa, que a l’hora està mancat d’activitat catalítica, però que regula 

l’activitat del domini quinasa [237]. JAK també conté un domini predit SH2 ( Src 

homology 2). 

        La regió N-terminal de JAK comprèn un domini FERM (fourpoint-one, 

enzim, radixin and moesin) que és cabdal per l’associació amb el receptor. Els 

dominis FERM comprenen tres subdominis: dominis F1, F2 i F3 que conformen 

una estructura en forma de trèvol. Es creu que existeix una interacció potencial 

entre el domini quinasa i el domini FERM. Existeixen alguns treballs que 

descriuen a altres proteïnes quinases que estan associades amb la transducció 

de senyal de citoquines tipus IL-6, entre elles destaca la PKCδ ( protein kinase 

Cδ), quinasa implicada en la fosforilació en residus serina d’STAT3, que forma 

un complex amb gp130 després de l’estimulació amb IL-6. PKCδ afavoreix 

l’associació d’STAT3 amb el receptor, involucrant la fosforilació a Thr 890 de 

gp130 [238].   

 

             Fig. 14    Organització estructural dels components de senyalització de les citoquines tipus 

             IL-6. Es mostren residus Tyr i Ser de gp130, JAK i STAT rellevants, que pateixen fosforilacions.   

Adaptat de Heinrich et al. [227] 
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  5.1.1 Interleuquina-6 com a factor pronòstic 

        La Interleuquina-6 juga un paper principal en la patogènesi i el 

desenvolupament del càncer. Així doncs, ajuda al tumor a créixer, a través de 

la inhibició de l’apoptosi de cèl·lules canceroses i la inducció de l’angiogènesi 

tumoral [222]. IL-6 està implicada en la regulació del creixement de tumors 

sòlids de forma paracrina i autocrina [222]. És coneguda també la contribució 

d’aquesta citoquina a la proliferació de cèl·lules de càncer de colon i d’altres 

càncers, especialment aquells que es troben en un avançat estat de 

desenvolupament [239]. D’aquesta forma, les concentracions d’IL-6 depenen del 

grau tumoral i correlacionen amb la supervivència. 

        Investigacions actuals s’han centrat en l’ús d’IL-6 com a factor pronòstic 

pel càncer. Les concentracions d’IL-6 en sèrum, són elevades en pacients amb 

càncer d’endometri [240], càncer de pulmó [241], càncer de colon [242], càncer de 

mama [222], i càncer d’ovari [243].De la mateixa forma, s’ha trobat també una 

sobreexpressió d’IL-6 i del seu receptor (sIL-6R) en càncer de mama [244] i 

càncer prostàtic [221] on la concentració d’aquesta interleuquina i del seu 

receptor es correlacionen amb el grau histològic.   

        A continuació es posen com a exemple, per tal d’il·lustrar el paper d’IL-6 

com a factor pronòstic del càncer, investigacions realitzades en càncer de colon 

i càncer de mama: 

        Estudis recents, posen en evidència el paper rellevant que té IL-6 en el 

càncer de colon, per exemple, on es coneix que la concentració d’IL-6 en el 

sèrum de pacients amb aquest tipus de càncer, està associada amb la 

progressió de la malaltia, el grau histològic o la invasió a la càpsula de Bowel 

[245]. Belluco et al. van demostrar no només la presència d’elevats nivells de la 

citoquina en aquests pacients, sinó també l’associació existent entre aquests 

nivells i la progressió de la malaltia. Més enllà d’aquestes dades, en el 

esmentat estudi es demostra com concentracions sèriques d’IL-6 per sobre 

dels 10 pg/ml poden ser negatives per pacients amb càncer de colon i 

utilitzades com a factor pronòstic independent. Nikiteas et al. [246] han 
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demostrat que les concentracions sèriques d’IL-6, CRP (C-Reactive Protein) i 

TNF-α són elevades en pacients amb càncer de colon respecte un grup control. 

Les concentracions sèriques d’aquestes citoquines es correlacionen amb la 

mida del tumor i estan associades a una supervivència curta. El paper de la 

citoquina com a factor pronòstic ha estat confirmat per altres autors com 

Esfandi et al. [247] que han demostrat que el grau del tumor es correlaciona 

amb els nivells sèrics de la proteïna i també amb la presència d’IL-6 en cèl·lules 

de càncer de colon. 

        Zhang et al. [248], han demostrat la producció autocrina d’IL-6 per cèl·lules 

de carcinoma de mama tant in vivo com in vitro. Concentracions 

significativament elevades d’IL-6 es troben en pacients amb càncer de mama 

en estadis avançats, especialment en aquells que desenvolupen metàstasi a 

fetge. Aquells pacients que presenten elevades concentracions de la citoquina 

en resposta al tractament amb quimioteràpia o hormonoteràpia, tenen un pitjor 

pronòstic. Aquestes dades indiquen que, els nivells sèrics d’IL-6 són un factor 

pronòstic independent en pacients amb càncer de mama, especialment en 

aquells que presenten metàstasi. Elevats nivells d’IL-6 són associats amb una 

supervivència més curta en comparació amb pacients amb concentracions 

baixes de la citoquina. Els autors han demostrat la correlació existent entre IL-6 

i CRP en pacients amb càncer de mama, correlació també observada en 

pacients amb càncer de colon [246]. Els resultats d’un estudi realitzat per 

Garcia-Tunon et al. [244] posen en evidència que elevades concentracions de la 

citoquina i el seu receptor, es troben associades amb l’estat proliferatiu de les 

cèl·lules de carcinoma de mama i la sobreexpressió del gen bcl-2. 

        Aquestes dades, com a exemple del que passa en altres tipus de tumor, 

suggereixen que la teràpia basada en l’ús d’anticossos monoclonals contra IL-

6, podria millorar la supervivència de molts pacients i podria ser emprat com a 

nova estratègia en el tractament de pacients amb càncer. 

        5.2 Transductors de senyal i activadors de la transcripció (STATs) 
 
        Els transductors de senyal i activadors de la transcripció (STATs) són un 

grup de factors de transcripció que en la seva forma no fosforilada romanen en  

estat de latència al citoplasma [249]. Els STATs pateixen fosforilació en els seus 
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residus tirosina per una varietat de tirosina quinases, incloent ambdós, 

receptors tirosina quinases (RTKs) i  receptors no tirosina quinases (TKs) 

(Veure FIGURA 15). 

         Molts receptors de membrana, no tenen activitat tirosina quinasa 

intrínseca, i per tant, requereixen de la participació de la Janus quinasa (JAKs) 

[250]. La fosforilació d’STAT pot donar-se també per l’activació de Src i Abl 
[251,252].  
 

                                                    

        Es coneix el paper central dels factors de transcripció STAT en la 

senyalització per citoquines tipus IL-6. L’estructura per dominis de les proteïnes 

STAT comprèn des de l’extrem N- fins a l’extrem C-terminal un domini 

d’oligomerització, també anomenat domini coiled-coil , el domini d’unió a DNA, 

el domini d’unió, el domini SH2 i el domini de transactivació (Veure FIGURA 14). 

El coneixement sobre l’estructura de les proteïnes STAT deriva de la 

cristalització d’STAT4, STAT1 i STAT3 [254-256]. L’activació dels membres de la 

família STAT requereix de l’associació transitòria d’aquests amb els receptors 

de citoquines [257,258]. Totes les citoquines tipus IL-6 són potencialment 

capaces d’activar STAT3 i, en una menor extensió, STAT1 a través de la 

subunitat receptora comuna gp130 [228]. En el cas de LIFR i OSMR, s’ha 

observat activació d’STAT3 i STAT1 així com d’STAT5, essent OSMR 

l’activador més potent d’STAT5 [259]. Aquesta activació no requereix d’una 

fosforilació tirosínica del receptor, però és resultat d’una interacció directa entre 

STAT5 i JAK [260]. En el reclutament dels STATs per receptors activats hi 

Fig.15   Senyalització via STAT 

Adaptat de Bollrath et al. [253] 
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participen els dominis SH2 i es requereix  la fosforilació dels motius tirosina 

dels receptors [261-263]. Mentre que STAT3 s’uneix a motius fosfo (p) YXXQ 

(Y767 RHQ, Y814 FKQ, Y905 LPQ i Y915 MPQ de gp130; Y981 QPQ, Y1001 KPQ i  

Y1028 RPQ de LIFR) [264-266], STAT1 és reclutat per una seqüència consens 

més restrictiva pYXPQ (Y905LPQ and Y915MPQ in gp130) [264]. Després de la 

unió al receptor, els factors STAT són fosforilats en un únic residu tirosina 

(Tyr701 per STAT1 i Tyr705 per STAT3) [267,268]. Això condueix a la formació de 

dímers d’STAT actius, per la qual cosa també participen els dominis SH2 [269].  

        Vàries proteïnes STATs pateixen també fosforilació als seus residus 

serina en el domini de transactivació carboxi terminal donant com a resultat un 

augment en l’activitat transcripcional [270]. Després de la fosforilació dels 

residus tirosina i la seva posterior translocació a nucli, les proteïnes STAT 

s’uneixen als promotors que contenen les seqüències consens TT(N4)AA i 

TT(N5)AA [271].  

        STAT controla una gran varietat de gens entre els que destaquen aquells 

implicats en el creixement cel·lular, la supervivència i la funció immunològica 
[272]. 
        Existeixen set isoformes de proteïnes STAT: STAT1, STAT2, STAT3, 

STAT4, STAT5a, STAT5b i STAT6. D’aquestes isoformes diferents són les u, 

tres i cinc aquelles que es troben actives en una gran varietat de càncers [273]. 

Malgrat això, donat que STAT1 és un supressor de creixement, no contribueix 

en processos d’oncogènesi [274], mentre que STAT3 i STAT5 són importants en 

la progressió del tumor. STAT5 es troba activada i sembla tenir importància en 

diverses formes de leucèmia [273]. Per altra banda, STAT3 és activa en una 

àmplia varietat de tipus tumorals incloent leucèmies [275], mielomes [276], 

càncer de mama [277], càncer de coll [278], càncer de pròstata [279] i melanoma 

[280]. 

        Existeixen nombroses evidències que defineixen un paper crític de STAT3 

en l’oncogènesi [281,282] contribuint mitjançant la prevenció de l’apoptosi 

cel·lular [283]. 
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        5.3 Senyalització via JAK-STAT i carcinogènesi  
 
        Una activació alterada de la via JAK-STAT s’ha trobat en múltiples tumors 

sòlids i en leucèmies [284]. En diferents models experimentals, la tumorogènesi 

és associada amb una expressió augmentada i/o amb l’activació de JAK1, 

JAK2 [285] o d’STAT3 i STAT5 [286]. Un mutant constitutivament actiu d’STAT3, 

ha demostrat que transforma fibroblasts de rata [287] i l’elevada expressió 

d’STAT5 salvatge al llinatge limfoide indueix leucèmia de cèl·lules T en ratolins 

[288]. A més, nivells elevats dels corresponents lligands poden ser associats a 

la carcinogènesi induïda per JAK-STAT: alguns exemples són models animals 

de pròstata i hiperplàsia de la glàndula mamària amb sobreexpressió local de 

Prl [289]; en humans la hiperprolactèmia és considerada com a factor de risc en 

càncer de mama i pròstata [290] o la sobreexpressió de l’hormona del 

creixement en ratolins transgènics porta a un augment en l’adenocarcinoma de 

mama [291]. 

        El paper de la cascada JAK-STAT no es limita a la inducció de la 

carcinogènesi sinó que  també existeixen condicions en les que els elements 

d’aquesta cascada actuen com a tamponadors de l’aparició tumoral: per 

exemple, el paper predominant de Tyk2 i STAT1 en molts tipus de càncer és 

antitumorigènic, via regulació de l’apoptosi [292] o l’activació induïda de JAK2 

per Prl que prevé de la transició mesenquimal de cèl·lules de càncer de mama 

actuant com a supressor de la invasió [293]. 

 

6. Hipòxia tumoral i angiogènesi 
 
 
        En el moment que els tumors creixen fins a superar els 1 o 2 mil·límetres 

de diàmetre, deixen enrere les vies de subministrament de sang existents [294] i 

com a conseqüència, es desenvolupen àrees tissulars amb manca d’oxigen 

(hipòxia). La presència de regions hipòxiques van ser hipotetitzades, en un 

principi, en resposta a la observació de que la necrosis augmentava a mesura 

que augmentava la distància a la vasculatura [295]. La confirmació d’aquesta 

teoria inicial i la obtenció de mesures més acurades dels nivells d’oxigen 

tumorals, es va aconseguir mitjançant l’ús d’elèctrodes d’oxigen. D’aquesta 

forma, es va observar com els nivells d’oxigen en tumors eren molt variables, 



58 Introducció 
 

 

amb àrees de tan sols un 0,7% d’oxigen [296]. Per tal de perpetuar el seu 

continu creixement i la supervivència en un ambient hipòxic, les cèl·lules 

tumorals, fomenten el creixement de nous vasos sanguinis des de vasos ja 

existents, en un procés conegut com a angiogènesi [297]. Es demostra així, que 

els tumors tenen una gran necessitat de vascularització, i en absència 

d’angiogènesi, el manteniment del tumor no es pot donar [298,299,300]. 

        En resposta a la hipòxia, les cèl·lules tumorals activen diferents vies de 

senyalització cel·lular i també alguns factors de transcripció, permetent així, la 

supervivència d’aquestes cèl·lules front l’advers microambient d’un tumor [299]. 

L’activació d’aquestes vies porta com a conseqüència canvis en l’expressió 

gènica que permeten la supervivència cel·lular en condicions de baix oxigen, 

baix nivell de nutrients i d’una elevada acidesa. Així doncs, existeix una gran 

necessitat d’afavorir el metabolisme de la glucosa i la captació de la mateixa, 

cosa que es tradueix en una elevada expressió de transportadors de glucosa i 

d’enzims glicolítics. 

        Donat el microambient tòxic caracteritzat per la hipòxia i l’acidosi, hi ha 

una elevada expressió de factors de creixement i vies de supervivència. 

L’angiogènesi és facilitada per l’alliberament de factors com el VEGF que 

s’uneix a receptors que es troben a les cèl·lules endotelials vasculars, afavorint 

la seva migració i el seu creixement. A més, altres factors són alliberats 

aconseguint la ruptura i la reestructuració de la matriu extracel·lular, permetent 

així, la migració de les cèl·lules endotelials. D’aquesta forma, els tumors 

reestructuren la vasculatura local per tal de cobrir les seves necessitats 

d’oxigen i de nutrients.  

        Un seguiment clínic pobre, es correlaciona amb la densitat microvascular 

[300,301] i la hipòxia tumoral [302]. L’explicació a aquest fet és que, malgrat molts 

tumors estan altament vascularitzats, la vasculatura tumoral és normalment 

ineficient [303]. El sistema de vascularització tumoral es caracteritza per vasos 

sanguinis dèbils, patrons de connexió poc eficients, pèrdua d’adherència, i una 

anormal membrana basal [304]. Aquestes anormalitats, porten a un 

microambient tumoral que malgrat vascularitzat, es caracteritza per la hipòxia, 

l’acidosi i la necrosi [304]. Tumors amb un elevat nivell d’hipòxia porten a una 

pitjor prognosi pels pacients, per una gran varietat de raons: les cèl·lules 

adaptades a condicions d’hipòxia, tendeixen a sobreexpressar gens associats 
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amb l’angiogènesi i la metàstasi [305], la hipòxia per altra banda, exerceix una 

pressió selectiva sobre la formació de tumors amb una gran resistència a 

l’apoptosi [306] i a més, el microambient derivat tendeix a fer augmentar els 

nivells de mutacions [307,308] en aquests tipus de cèl·lules. 

        Aquestes adaptacions condueixen a formar un tumor amb un elevat 

potencial per la supervivència i la metàstasi. En aquest sentit, cal afegir que els 

tumors hipòxics tendeixen a presentar un elevat nivell de resistència al 

tractament amb fàrmacs i radiació [309,310,311]. Les conseqüències de tot plegat 

són que el creixement tumoral es veu facilitat per l’angiogènesi i l’adaptació a la 

hipòxia, i així, la progressió tumoral correlaciona tant amb la hipòxia com amb 

la vascularització. 

        Les teràpies antiangiogèniques s’han desenvolupat darrerament en base a 

la observació de que els tumors sòlids requereixen d‘una vascularització per 

tenir un creixement sostingut [312]. Mitjançant la prevenció del creixement de 

nous vasos sanguinis, el tumor pot ser deprivat d’oxigen i nutrients i el seu 

creixement continu pot ser inhibit. És clar doncs, que els tumors presenten un 

requeriment absolut de vascularització i que una inhibició de l’angiogènesi pot 

prevenir el creixement del tumor [313,314,315,316]. Existeixen diversos assajos 

clínics per aquests agents que s’han desenvolupat amb èxit [317,318]. 

        S’ha trobat també que una teràpia combinada d’antiangiogènics amb 

radiació i quimioteràpia proporciona un augment en la resposta al tractament 

[319,320,321,322,323,324]. Malgrat l’existència d’aquests assajos clínics 

desenvolupats amb èxit, molts dels antiangiogènics usats per si sols no 

semblen ser efectius [325,326]. Una explicació per a aquest fet podria ser que 

aquestes teràpies sovint estan dirigides contra un únic agent  com el VEGF i tal 

i com s’ha comentat anteriorment, la vascularització és un procés complex que 

implica una àmplia varietat de factors [327]. En el moment que els fàrmacs 

siguin desenvolupats amb una major potència, de tal manera que, siguin 

capaços de bloquejar una gran varietat d’inductors a l’angiogènesi, serà quan 

els assajos clínics obtindran millors resultats ja sigui emprats per si sols o en 

combinació amb agents radiactius o quimioterapèutics [328]. 

 

 

 



60 Introducció 
 

 

        6.1 Factor induïble per hipòxia (HIF-1) 
 
 
        El gen induïble per hipòxia HIF-1 és un factor de transcripció heterodimèric 

format per una subunitat alfa i una beta [329,330]. Ambdues subunitats 

pertanyen a una família de factors de transcripció que contenen un domini 

bàsic-hèlix-loop-hèlix (bHLH) i un domini Per/Arnt/Sim (PAS) [329], seqüències 

importants per la dimerització i la unió a DNA. La subunitat HIF-1β, també 

coneguda com el aryl hydrocarbon nuclear transporter (ARNT), dimeritza amb 

varis membres de la família de factors de transcripció bHLH-PAS [331]. Malgrat 

ambdues subunitats són transcrites, en gran manera de forma contínua, HIF-1α 

és degradada ràpidament en condicions normals d’oxigen i és subjecte a una 

acurada regulació post-traduccional. Per altra banda, HIF-1β, és expressada 

constitutivament i no és subjecte a regulació per hipòxia [332].  

        Després de la translocació a nucli, HIF-1 s’uneix als promotors de gens 

que contenen elements de resposta a hipòxia i augmenta la seva transcripció 
[333].  
        Existeixen tres isoformes de la subunitat alfa, HIF-1α, HIF-2α, i HIF-3α. La 

isoforma HIF-1α és la que està millor caracteritzada i sembla ser la més 

important en la resposta cel·lular a hipòxia [332].  

        La subunitat HIF-2α, també coneguda com endothelial PAS domain 

protein 1 (EPAS) o HIF-related factor (HRF), comparteix un 48% d’analogia de 

seqüència amb HIF-1α, és induïble per hipòxia i s’uneix als elements de 

resposta a hipòxia dels gens induïbles per hipòxia [334,335,336,337].  

        Malgrat compartir nombroses semblances tant a nivell estructural com 

funcional, HIF-1α i HIF-2α semblen ser induïbles per diferents estímuls [338] i 

tenen diferents patrons de distribució tissular [339].  

        La tercera variant, HIF-3α, també coneguda com a inhibitory PAS domain 

(IPAS), esdevé una forma d’splicing alternatiu que elimina el domini de 

transactivació, i que per la seva unió majoritària a HIF-1α front HIF-1β es 

converteix en un dominant negatiu[340,341]. 

        S’estima que HIF-1 té la capacitat de regular aproximadament seixanta 

gens [342] (Veure FIGURA 16). Aquests gens poden ser classificats en diferents 

grups en base als papers fisiològics que juguen, incloent l’angiogènesi, el 
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creixement, l’apoptosi, el transport d’oxigen, el metabolisme del ferro i el 

metabolisme energètic [343]. 

 
                                                                                                                 

 

 

 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

         Malgrat l’expressió d’alguns d’aquests gens, tals com el VEGF, estiguin 

sota control de HIF-1 en una àmplia varietat de tipus cel·lulars, molts són 

regulats de forma específica per cada tipus cel·lular [342]. Molts d’aquest gens, 

juguen papers importants en el creixement i la supervivència cel·lular, són 

oncogènics i la seva desregulació pot conduir al desenvolupament i progressió 

d’un tumor. És per això que HIF-1α es troba sobreexpressat en una àmplia 

varietat de tipus de càncers [342]. 

        Donada la importància de HIF-1 en la regulació de molts gens, molts d’ells 

proteïnes oncogèniques, l’expressió i l’activitat de la subunitat HIF-1α es troba 

controlada de forma molt acurada.  

Fig. 16   Gens 
transcripcionalment 
activats per HIF-1. 

Adaptat de Semenza 
et al. [342] 
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        Malgrat les evidències existents sobre la regulació de HIF-1α a nivell 

d’RNA missatger [343,344,345], els mètodes de regulació més ben documentats 

fan referència a l’abundància de la subunitat alfa i la regulació transcripcional 

de HIF-1. La regulació dels nivells de HIF-1α, com els de les altres proteïnes, 

es determina per la mesura de la relació entre els nivells de síntesi  i 

degradació de la proteïna. El nivell de síntesi proteica es determina pel càlcul 

de l’activitat  de les vies de senyalització de creixement cel·lular  mentre que la 

degradació es calcula en base a la disponibilitat d’oxigen. 

        La regulació dels nivells de HIF-1α i de la seva activitat es dóna per 

modificacions post-traduccionals, i aquestes modificacions inclouen 

hidroxilacions, acetilacions i fosforilacions. La hidroxilació de múltiples residus 

facilita la resposta de HIF-1α a la hipòxia, i afecta al grau de degradació i al 

nivell d’activació transcripcional. Es coneix que HIF-1α és acetilat per la 

acetiltransferasa ARD1, i que això facilita la seva degradació, ja que augmenta 

la interacció amb VHL [346]. Varis residus de HIF-1α són fosforilats [347,348]. La 

funció d’aquesta fosforilació no és completament clara, però sembla que és 

facilitada per MAPK i probablement doni com a resultat l’activació 

transcripcional per afavorir la interacció amb CBP/p300. 

 

        6.1.1 Regulació de HIF-1 per hipòxia 
 
        La característica més destacable en la biologia de HIF és la inducció de la 

seva subunitat alfa durant la hipòxia. Sota condicions normals d’oxigen i sense 

una estimulació per senyals de creixement o oncogèniques, els nivells de HIF-

1α  in vitro són molt baixos, gairebé no detectables. Això és degut a la contínua 

i ràpida destrucció via degradació proteasòmica en presència d’oxigen que 

pateix la proteïna. 

        La degradació de HIF-1α durant normoxia és extremadament ràpida, i la 

vida mitjana de la proteïna s’estima en un temps menor als cinc minuts [349,350]. 

A mesura que el nivell d’oxigen disminueix, la degradació proteasòmica 

disminueix i la proteïna HIF-1α s’acumula. D’aquesta forma, HIF-1 és capaç de 

respondre ràpidament a canvis en la concentració d’oxigen sense haver 

d’esperar als molt més lents processos de transcripció i traducció proteica.  
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        La destrucció de HIF-1α en presència d’oxigen és facilitada per supressors 

tumorals tals com VHL. La pèrdua de VHL, tal i com es dóna en la malaltia de 

Von Hippel-Lindau, té com a resultat l’expressió normòxica de HIF-1α i la 

reintroducció de VHL salvatge elimina la expressió de HIF-1α [351]. VHL 

interacciona físicament amb HIF-1α en una regió que es coneix com domini de 

degradació depenent d’oxigen (ODD), facilitant la seva ubiquitinització i la seva 

degradació proteasòmica [352] (Veure FIGURA 17). 

 

 
                                                              Fig.17    Regulació de l’activitat de HIF-1 depenent d’O2 

 
Adaptat de Semenza et al. [342] 

 

        Malgrat això, se sap que la interacció entre HIF-1α i VHL només es dóna 

en presència d’oxigen, i que la interacció no es dóna durant condicions 

d’hipòxia o amb tractaments amb quelants de ferro com el CoCl2. El 

mecanisme pel qual es determina el nivell d’oxigen esdevé clar amb el 

descobriment de que VHL només és capaç d’interaccionar amb  HIF-1α quan 

varis residus prolina conservats es troben en estat hidroxilat [353,354,355]. Els 

enzims responsables de la hidroxilació dels residus prolina 402 i 564 pertanyen 

a un grup d’enzims que contenen dominis prolil hidroxilases (PHD). 

Posteriorment, es va determinar l’existència de tres enzims PHD que 

comparteixen una gran homologia i que faciliten la hidroxilació de HIF-1α  [356].   

En condicions de normòxia, els residus prolina en els dominis ODD es troben 

completament hidroxilats, facilitant així la interacció amb la E3 ubiquitina ligasa 

VHL i la destrucció de HIF-1α. Quan els nivells d’oxigen disminueixen, la 

hidroxilació als residus prolina també disminueix i la capacitat de VHL 

d’interaccionar amb HIF-1α també minva. D’aquesta forma, els enzims PHD 
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controlen els nivells de degradació de HIF-1α en resposta a variacions en la 

disponibilitat d’oxigen. 

        A més de l’estabilització durant condicions d’hipòxia, se sap que l’activitat 

transcripcional de HIF-1 també és elevada [357,358] i s’ha determinat també que 

aquesta és depenent de l’estat d’hidroxilació del residu asparagina 803 en el 

domini de transactivació de HIF-1α (TAD). L’enzim determinat com a 

responsable d’aquesta hidroxilació durant condicions d’hipòxia és l’asparaginil 

hidroxilasa, també conegut com a factor inhibidor de HIF-1 (FIH-1) [359]. En 

condicions normals d’oxigen, el residu asparagina 803 és hidroxilat, fent que no 

sigui possible la interacció entre HIF-1α i el co-activador transcripcional 

CBP/p300 [360,361,362,363,364]. Sota condicions d’hipòxia, la hidroxilació de 

l’asparagina es veu disminuïda, i la interacció amb CBP/p300 augmenta. 

D’aquesta forma, tant la quantitat de proteïna HIF-1α com la seva activitat 

transcripcional es veu augmentada durant la hipòxia. 

 
        6.1.2 Regulació de HIF-1 per factors de creixement 
 
        A més de la regulació per canvis en els nivells d’oxigen, HIF-1α és regulat 

per l’activitat de receptors tirosina quinasa i receptors no tirosina quinasa. 

Existeixen nombrosos exemples de factors de creixement, hormones i 

citoquines capaços d’induir HIF-1α, podent incloure la insulina [365,366,367],    

l’insulin-like growth factor-1 (IGF-1) [365], insulin-like growth factor-2 (IGF-2) 

[368], PDGF [369], EGF [370], HGF [371], TNFα [372], IL-1β [373,374], angiotensina-

2 [369] i trombina [375]. No només HIF-1α es induït per estimulació per lligand de 

certs receptors de membrana, sinó que diversos estudis han demostrat que la 

sobreexpressió o sobrereacció de certs oncògens (TK i RTK) poden també fer 

augmentar els nivells de HIF-1α. Exemples d’això són HER2NEU [376], Ras 

[377,378] o v-Src [379]. 

        A diferència de l’estabilització de HIF-1α que té lloc durant condicions 

d’hipòxia, està descrit que la inducció per factors de creixement funcioni via 

augmentar el nivell de síntesi de la proteïna, cosa que va ser demostrada a 

través de l’ús del inhibidor de la traducció ciclohexamida i d’experiments de 

marcatge de pols [380,381,382]. La majoria d’aquests estudis impliquen a 

membres de la cascada de les quinases involucrant a PI3K, a la serina-treonina 

quinasa AKT (Protein Kinase B) i a FRAP (FKBP/ proteïna associada a la 
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rapamicina, també coneguda com mTOR), com a molt importants per aquest 

augment de síntesi proteica. La importància d’aquestes quinases ha estat 

comprovada mitjançant l’ús de diversos inhibidors [383,384] i dominants negatius 

[384]. A més, la pèrdua del supressor tumoral PTEN, un regulador negatiu 

d’AKT, o la expressió constitutivament activa d’AKT també fan augmentar els 

nivells de  HIF-1α [384,385]. La inducció de HIF-1α per c-Src (pp60c-src) [386], v-

Src [387], i Ras [388,389] funciona via un augment de la traducció proteica el qual 

és depenent de la via PI3K/AKT/FRAP. 

 

                                   

         

        La capacitat de la cascada PI3K/AKT/FRAP d’augmentar el nivell de 

síntesi de HIF-1α, probablement depèn de la capacitat de FRAP de fosforilar a 

dos importants components de la maquinària de la traducció; 4E-BP1 i S6K 

[390] (Veure FIGURA 18). 

        Després d’aquesta fosforilació, 4E-BP1 perd la capacitat d’inhibir a eIF-4E, 

resultant en un augment en el reclutament de la subunitat ribosomal 40S a la 

estructura 5’ terminal del mRNA [390]. A més, FRAP fosforilat activa S6K, la 

qual permet l’activació de la proteïna S6, resultant en un augment de la 

transcripció de RNAs missatgers amb un tracte polipiramidínic a 5’ [391,392]. La 

Fig.18  Regulació de la síntesi proteica de HIF-1α  

Adaptat de Semenza et al. [342] 
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capacitat d’aquesta via de senyalització per augmentar el nivell de síntesi de 

HIF-1α depèn de la presència del 5’-UTR del mRNA de HIF-1α, donat que la 

deleció d’aquesta seqüència aboleix els efectes de Heregulina [393]. 

        A més de la regulació de HIF-1α per aquesta via, s’ha descrit que la via de 

les MAPK també és important en l’activació de HIF-1 portada a terme per 

receptor [394]. Malgrat el seu paper en la regulació de HIF-1α, no està tan ben 

estudiat com el de PI3K/AKT, l’activació de la MAPK p42/p44 sembla portar a 

una activació transcripcional de HIF-1 [395]. També s’ha descrit la fosforilació 

directa de HIF-1α per MAPK [396], i el resultat d’aquesta fosforilació és un 

augment en l’activació transcripcional per interrupció de  les interaccions amb 

FIH, el supressor transcripcional de HIF-1α [390]. A més, s’ha descrit l’activació 

de les MAPK per hipòxia en diverses línies cel·lulars [395], de manera que, 

l’activitat de les MAPK augmenta l’activació transcripcional de HIF portada a 

terme per senyals i induïda per hipòxia. 

 
        6.2 STAT3 i l’angiogènesi tumoral 
 
        STAT3 és un important facilitador de l’angiogènesi tumoral. L’activació 

d’STAT3 correlaciona amb la producció de VEGF en una gran varietat de 

càncers humans entre els que destaquem el de mama, el melanoma i línies 

cel·lulars de càncer pancreàtic [397,398]. Molts dels factors oncogènics i de 

creixement capaços d’augmentar la producció de VEGF també resulten en 

l’activació d’STAT3. Es coneix per exemple, que l’activació de les vies de 

senyalització EGFR i Src promouen la producció de VEGF [399], i està ben 

documentat el fet que l’estimulació d’aquestes vies de senyalització 

desencadenen l’activació d’STAT3 [400,401]. Aquestes dades indiquen 

l’existència d’una forta correlació entre l’activació d’STAT3 i l’expressió de 

VEGF en una varietat de tumors. 

        Vàries publicacions han demostrat que STAT3 és requerit per l’expressió 

de VEGF en vàries línies cel·lulars tumorals. El bloqueig constitutiu de l’activitat 

d’STAT3 en cèl·lules tumorals mitjançant un dominant negatiu fa disminuir els 

nivells basals d’expressió de VEGF [397,398]. A més, s’ha demostrat que STAT3 

és necessari per la inducció de VEGF resultant tant de factors de creixement  

com de tirosina quinases. En cèl·lules transformades  amb v-Src hi ha una 
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elevada expressió de VEGF i una elevada activitat d’STAT3, i el bloqueig 

d’STAT3 redueix significativament els nivells de VEGF [397]. La inducció de 

VEGF per IL-6 o gp130 és depenent de la senyalització d’STAT3 [402,403]. A 

més es requereix STAT3 per la inducció de VEGF per OSM en una línia 

d’astroglioma [404]. 

        Diversos estudis han posat en evidència que STAT3 augmenta la 

producció de VEGF per unió o activació del promotor. 

        A més dels efectes sobre VEGF, STAT3 ha estat implicat com a element 

facilitador de l’angiogènesi per altres mecanismes. Recentment s’ha demostrat 

que STAT3 regula l’expressió de MMP-2 i MMP-9, importants facilitadors de 

l’angiogènesi i la metàstasi [405]. També s’ha descrit que STAT3 és necessari 

per senyalitzar via receptors associats a lligands angiogènics,  inclosos bFGFR 

i VEGFR [406,407]. 

        També es coneix que STAT3 és necessari pel efectes mitogènics del 

factor angiogènic PDGF [408], per la migració de cèl·lules endotelials i la 

formació de microvasos [409]. Aquestes dades impliquen que STAT3 facilita 

l’angiogènesi per sobre d’intervenir en la regulació de VEGF. 

        Recentment s’ha descrit, que hi ha un requeriment combinat de STAT3 i 

HIF per obtenir una inducció màxima de VEGF per hipòxia o Src [410]. Aquesta 

dada, posa en relleu que tant HIF-1α com STAT3 es requereixen per 

l’expressió de VEGF . 
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1. Cultius Cel·lulars 

        1.1 Línies cel·lulars 

        Les línies cel·lulars emprades en aquest treball, obtingudes de l’ATCC 

(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), són les següents 

línies derivades de teixit epitelial renal humà i cèl·lules renals embrionàries: 

     ▪ 769-P  (CRL-1933™): Línia derivada d’un adenocarcinoma renal humà 

primari, aïllada al 1975 d’una dona de 63 anys i d’ètnia caucàsica. La 

morfologia d’aquestes cèl·lules és globular amb marges poc definits i presenten 

una ràtio nucli:citoplasma gran. Es tracta de cèl·lules epitelials adherents, que 

formen una monocapa a la placa de cultiu i tenen la capacitat de créixer en soft 

agar.      

     ▪ 786-O (CRL-1932™): Línia d’adenocarcinoma renal humà primari, aïllada 

d’un home de 58 anys d’ètnia caucàsica. Aquestes cèl·lules són també 

adherents i formen una monocapa en créixer en plaques de cultiu, poden 

desenvolupar-se en soft agar. Aquestes cèl·lules produeixen pèptids tipus 

hormona paratiroïdal (PTH) de la mateixa forma que s’ha trobat en altres línies 

tumorals derivades de tumors pulmonars o de mama. 

     ▪ HEK293T (CRL-11268™): Variant de la línia cel·lular HEK293 (Human 

Embryonic Kidney 293 cells), que deriva de cèl·lules embrionàries de ronyó 

humanes, transformades amb l’antigen T gran del virus SV40. Aquesta 

transformació, permet la replicació episomal de plasmidis transfectats que 

continguin l’origen de replicació del SV40 i resulta en l’amplificació de 

l’expressió dels transgens continguts en ells. Les HEK293T són molt fàcils de 

cultivar ja que són de creixement ràpid i són àmpliament utilitzades tant en 

investigació en biologia molecular com per la indústria biotecnològica. 

        1.2 Manteniment cel·lular 

        Les cèl·lules van ser cultivades i expandides a una temperatura de 37ºC 

en una atmosfera al 5% de CO2, 95% d’aire i 99% d’humitat. El medi de cultiu 

emprat pel manteniment de totes les cèl·lules amb les que s’ha treballat és el 
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DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) de BIOLOGICAL INDUSTRIES 

complementat amb 10% de sèrum fetal boví, 2mM de L-Glutamina, 1mM de 

piruvat sòdic, 1mM d’aminoàcids no essencials i 1% d’antibiòtic-antimicòtic. 

Tots els reactius van ser adquirits a BIOLOGICAL INDUSTRIES excepte el darrer que 

pertany a GIBCO. En aquelles ocasions en les que s’ha treballat amb cèl·lules 

transfectades amb un vector depenent de doxiciclina, el medi s’ha 

complementat amb sèrum fetal boví sense tetraciclina adquirit a PAA Laboratories. 

Un cop preparat el medi, s’esterilitzava fent-lo travessar filtres de 0,22µm de la 

casa comercial MILLIPORE. 

        1.3 Tripsinització  

        Totes les línies amb les que s’ha treballat, creixen de manera adherent 

sobre un suport sòlid. La tripsinització s’ha realitzat quan el cultiu ha assolit 

entre un 80 i un 90% de confluència. 

▪ Reactius 

- PBS 1x estèril (Veure l’Annex) 
- Tripsina-EDTA (al 0,05%) [BIOLOGICAL INDUSTRIES] 
- Medi de cultiu complert. 

▪ Procediment

- Temperar la tripsina, el PBS i el medi de cultiu a 37ºC. 

- Rentar la monocapa de cèl·lules amb PBS 1x. 

- Retirar el PBS 1x de la placa i afegir la tripsina a les cèl·lules 

aproximadament en la següent relació volum/àrea: 3 ml/T-25 (25 cm2 

d’àrea). 

- Incubar 2 minuts a 37ºC dins l’incubador de cultius. 

- Neutralitzar la tripsina amb un volum de medi de cultiu i traspassar les 

cèl·lules desenganxades a un tub de 15 ml. 

- Centrifugar les cèl·lules a 1000 rpm durant 5 minuts. 

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet amb 1-2 ml de medi. 

- Sembrar la quantitat de cèl·lules desitjada en una nova placa i incubar a 

37ºC en una atmosfera adequada. 
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        1.4 Recompte de cèl·lules 

        Per sembrar una quantitat concreta de cèl·lules, cal determinar-ne 

prèviament la concentració. El protocol de comptatge és el següent: 

▪ Reactius 

      -    Blau de tripà [SIGMA]. 

- Cambra de comptatge de Neubauer.

▪ Procediment 

- Agafar una alíquota de la suspensió cel·lular i preparar una dilució 1:10 

en Blau de tripà. 

- Omplir la cambra de Neubauer amb la dilució preparada, comptar el  

           número de cèl·lules viables (les no tenyides) en els diferents camps i  

           realitzar el càlcul segons la següent fórmula:         

nº cèl./ml = nº cèl. promig dels 4 camps x 10 x 104 
 

        1.5 Conservació de cèl·lules 

        Les cèl·lules eucariotes es poden conservar congelades en un medi 
criopreservat i en nitrogen líquid. El protocol de congelació que s’ha seguit en 
totes les línies cel·lulars ha estat el següent: 

▪ Reactius 

- DMSO [SIGMA]                                                             
- Criotubs de 1,5 ml [NUNC]             

                        

▪ Procediment  

- Tripsinitzar el cultiu cel·lular que ha arribat a confluència i resuspendre’l 

en 1 ml de medi, comptar el número de cèl·lules. 

- Afegir en un criotub 100 µl de DMSO i refredar en gel fins que aquest 

solidifiqui. 

- Afegir 900µl de la suspensió cel·lular (0,5-1x106 cèl·lules totals) al 

criotub que conté el DMSO. 
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- Barrejar fins que el DMSO s’hagi liquat, col·locar el criotub en un 

contenidor especial de congelació (Mr.Frosty) [NALGENE] i deixar-ho o/n a 

-80ºC per permetre una congelació gradual de les cèl·lules. 

- Transferir el criotub en un tanc de nitrogen líquid. 
 

        1.6 Descongelació de cèl·lules 
 
        La descongelació de cèl·lules ha de ser un procés ràpid per no perdre 
viabilitat cel·lular. 

▪ Procediment 

- Treure les cèl·lules congelades del tanc de nitrogen líquid i descongelar-

les en un bany a 37ºC fins que només quedi un 10% de cèl·lules 

congelades. 

- Afegir en el vial 1 ml de medi de cultiu fred (a 4ºC) i barrejar bé. 

- Transferir-ho tot en un tub amb 8 ml de medi fred (a 4ºC). 

- Centrifugar 5 minuts a 1000 rpm i a 4ºC. 

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 1 ml de medi. 

- Sembrar tota la suspensió cel·lular en una nova placa de cultiu. 

 

        1.7 Transfeccions transitòries 
 
       La Transfecció consisteix en la introducció d’un DNA plasmídic dins de 

cèl·lules eucariotes. Existeixen diferents mètodes físico-químics destinats a 

superar la barrera que suposa la membrana plasmàtica d’aquestes cèl·lules, 

entre els que destaquen: l’electroporació, la precipitació amb fosfat càlcic o la 

utilització de liposomes. Per a transfectar les diferents línies cel·lulars amb les 

que s’ha treballat, s’ha escollit un mètode basat en liposomes, que són 

sistemes vesiculars artificials de composició fosfolipídica semblant a la de la 

membrana cel·lular. D’aquesta forma, el liposoma pot unir-se a la membrana 

plasmàtica afavorint la distribució de les substàncies contingudes al seu interior 

ja siguin, fàrmacs, virus, DNA etc. En el nostre cas, s’ha utilitzat la transfecció 

transitòria en aquells casos en els que s’ha necessitat que l’àcid nucleic 

introduït romangués a la cèl·lula per un curt període de temps (entre 24 i 96 

hores) donada la seva no integració al genoma cel·lular. Concretament, s’ha 

utilitzat el producte LIPOFECTAMINE™ PLUS de la casa comercial [INVITROGEN]. Es 
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tracta d’una barreja liposòmica (3:1) del lípid policatiònic 2,3-dioleyloxy-N-

[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate 

(DOSPA) i el lípid neutre dioleoyl phosphatidyl ethanolamine (DOPE). El reactiu 

PLUS s’acomplexa amb el DNA, afavorint el seu empaquetament amb els 

liposomes i augmentant el rendiment de la transfecció. La transfecció transitòria 

es caracteritza fonamentalment per dos fets; en primer lloc, el temps en que el 

DNA exogen es manté en les cèl·lules és curt, entre 3 i 4 dies aproximadament, 

i en segon lloc, el percentatge de cèl·lules que han incorporat el material 

genètic extern és també baix, tot i que això dependrà de la línia cel·lular 

utilitzada. 

▪ Reactius  

- Reactiu Lipofectamine™ [INVITROGEN] 
- Reactiu Plus™ [INVITROGEN] 
- Medi OPTI-MEM [GIBCO] 
- PBS 1x (Veure l’Annex) 

 
▪ Procediment 

- El dia previ a la transfecció, sembrar el número adequat de cèl·lules per 

tal d’assolir aproximadament el 60% de confluència en el moment de la 

transfecció (Veure TAULES 6 i 7). 

- Preparar la solució A diluint el DNA en el volum adequat de medi OPTI-

MEM i afegir-hi la quantitat corresponent de reactiu Plus (Taula 8). Incubar 

15 minuts a temperatura ambient. 

- Preparar la solució B diluint el reactiu Lipofectamine en OPTI-MEM (Veure 

TAULA 8). 

- Combinar la barreja de DNA-Plus amb el reactiu Lipofectamine preparat 

en el pas anterior. Incubar-ho 15 minuts a temperatura ambient. 

- Rentar les cèl·lules amb PBS 1x temperat a 37ºC. 

- Afegir a la barreja final de transfecció el volum necessari d’OPTI-MEM per 

arribar al volum final de la transfecció (Veure TAULA 8) i distribuir-ho bé 

per tota la placa. 

- Incubar les cèl·lules amb els complexes DNA/lípids durant 3 hores al 

incubador de cultius(37ºC i 5% CO2). 
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- Rentar les cèl·lules amb PBS 1x. 

- Mantenir les cèl·lules amb medi complert a 37ºC i 5% CO2 i assajar 

l’expressió del DNA exogen a les 16-48h post-transfecció. 

 

        1.8 Transfecció estable i induïble 

        L’objectiu de la transfecció estable és introduir el DNA transfectat al 

genoma cel·lular. Aquest fet es dóna de forma aleatòria a una petita proporció 

de les cèl·lules transfectades, les quals són seleccionades per la resistència a 

un antibiòtic que li confereix el DNA transfectat. Aquest sistema permet una 

expressió elevada i constitutiva del transgen. Existeixen sistemes que permeten 

induir l’expressió del transgen o reprimir-la en presència de l’antibiòtic 

Tetraciclina (Tc) o un dels seus anàlegs com és la Doxiciclina (Dox), 

transfectant el DNA de forma estable. Els sistemes induïbles més utilitzats en 

biologia cel·lular són els sistemes Tet dels que existeixen dos tipus: els Tet-Off i 

els Tet-On. 

        A E. Coli, la proteïna Tet repressora (TetR) bloqueja la transcripció de 

gens de l’operó de resistència a tetraciclina en el transposó Tn10. TetR 

bloqueja la transcripció d’aquests gens per unió a les seqüències tet operator 
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(tetO) en absència de Tc. TetR i tetO proporcionen la base de la regulació 

transcripcional per l’ús en sistemes experimentals en mamífers. El primer 

component crític pels sistemes Tet és la proteïna reguladora basada en TetR.     

Al sistema Tet-Off, aquesta proteïna és una fusió dels aminoàcids 1-207 de 

Tet-R i l’extrem C-terminal del domini d’activació VP16 del virus de l’Herpes 

simplex (AD;[411]). L’addició del domini VP16 converteix al repressor Tet-R en 

activador transcripcional i la proteïna híbrida resultant és coneguda com el 

transactivador controlat per tetraciclina (tTA). La proteïna tTA està codificada 

pel plasmidi regulador pTet-Off, que inclou també un gen de resistència a 

neomicina que permet la selecció de cèl·lules transfectades establement. El 

sistema Tet-On és similar al Tet-Off, però la proteïna reguladora es basa en un 

repressor Tet “revers” (rTetR) que va ser creat pel canvi de quatre aminoàcids 

al TetR [412,413]. La proteïna resultant, rtTA (tTA reversa), està codificada pel 

plasmidi regulador pTet-On. 

        El segon component crític és el plasmidi que expressa el gen de interès 

sota el control de l’element de resposta a tetraciclina o TRE. Aquest element 

TRE, que consisteix en set repeticions directes d’una seqüència que conté el 

tetO, sol estar localitzat upstream del promotor mínim pCMV (promotor del 

Citomegalovirus). La diferència entre els sistemes Tet-On i Tet-Off rau en la 

resposta front la doxiciclina. En el cas de Tet-Off és l’absència de doxiciclina el 

que promou l’expressió del transgen mentre que en el cas de Tet-On s’activa 

l’expressió en presència d’aquest antibiòtic. 

        En el nostre cas vam voler obtenir la sobreexpressió del gen hHAVcr-1 de 

forma estable i induïble i vam utilitzar la metodologia induïble Tet-Off basada en 

l’ús del vector pBIG2r.   

        1.8.1 Sistema Tet-Off: pBIG-2r-hHAVcr-1-HA 

        El principal problema del sistema Tet és que l’elevada expressió de tTA i 

rtTA provoca toxicitat cel·lular. Per això, es va desenvolupar un altre tipus de 

sistema basat en la incorporació a la cèl·lula d’un sol vector. És el cas del 

vector pBIG-2r (7,1 kb), d’expressió autoregulada i bidireccional, en el que el 

promotor dèbil TK s’utilitza per dirigir l’expressió del transactivador tTA i 

l’element CMV s’utilitza per dirigir l’expressió del cDNA, en aquest cas en 
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absència de doxiciclina. Així doncs, tant el transactivador com l’element de 

resposta es codifiquen en un mateix vector, cosa que simplifica el sistema i 

assegura l’ expressió del transgen mentre s’expressen contínuament baixos 

nivells del transactivador [414]. A més, el pBIG-2r conté un marcador selectiu 

que confereix resistència a la Higromicina B per tal d’aconseguir la generació 

de línies estables. 

        Un cop obtinguts els constructes es van purificar i transfectar a la línia 

cel·lular 769-P. Per tal de seleccionar els clons derivats d’aquesta transfecció 

es va afegir al medi de cultiu 450 µg/ml d’Higromicina B [BOEHRINGER MANNHEIM 

GmbH] i es van tractar amb 1µg/ml de doxiciclina [SIGMA-ALDRICH] a l’hora de 

reprimir l’expressió de la proteïna. 
 

▪ Procediment 
 

- Es sembren les línies cel·lulars adequades per a cada cas en una placa 

de 10 cm de diàmetre i es transfecten amb la construcció pertinent 

seguint el protocol descrit a l’apartat 6.7. 

- Després de 24h de la transfecció, les cèl·lules es tripsinitzen i es 

sembren repartides en 3 plaques de 10 cm de diàmetre. 

- A les 48h, s’afegeix l’antibiòtic de selecció i la doxiciclina per evitar 

l’expressió del gen transfectat. 

- Es canvia el medi amb antibiòtic cada 2-3 dies. Les cèl·lules que no 

continguin la construcció aniran morint de forma massiva. 

- A les 2-3 setmanes post transfecció comencen a aparèixer colònies 

aïllades resistents a l’antibiòtic. 

- S’aïllen les colònies mitjançant cilindres de clonatge i cada colònia es 

transfereix a un pou d’una placa de 96 pous des de on s’aniran 

expandint. 

- L’expressió del transgen s’ha analitzat per Western blot.  

 

        1.9 Producció de partícules lentivirals i transducció cel·lular 
 
        Els vectors lentivirals permeten introduir de forma molt eficient, integrar i 

expressar de forma estable, transgens i altres seqüències com short-hairpin 

RNA (shRNA), a cèl·lules quiescents i proliferants, tant in vivo com in vitro. Les 
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partícules lentivirals es generen mitjançant l’expressió d’elements 

d’empaquetament del virió (vectors Packaging i Envelope, [SIGMA ALDRICH]) en 

una cèl·lula utilitzada com a “productora de virus”, en el nostre cas cèl·lules 

HEK293T. Les partícules lentivirals actuaran de vehicle pel DNA d’interès, en el 

nostre cas es tracta dels vectors pel silenciament de hHAVcr-1 i IL-6 a la línia 

cel·lular 769-P i els seus respectius controls, mitjançant RNA d’interferència 

(RNAi) amb diferents seqüències de shRNA (Veure apartat 2.6) i per la 

sobreexpressió de hHAVcr-1així com els mutants pel shedding de la proteïna a 

la línia 786-O i els seus respectius controls. 

        Aquestes partícules, un cop produïdes per les cèl·lules HEK293T són 

alliberades al medi de cultiu i s’utilitzen per la infecció de les nostres cèl·lules 

diana. Els shRNA són processats per la maquinària cel·lular de les cèl·lules 

diana, originant el siRNA (small interfering RNA) corresponent.  

 

▪ Procediment 

 
- El dia abans de la transfecció, es sembren les cèl·lules HEK293T a un 

80-90% de confluència en flascons T-25 [NUNC] . 

- 6 µg de DNA (que contenen els quatre plasmidis: vector, gag-pol, 

envelope i transfer en proporcions 1:1:3:5) es combinen amb 30µl del 

reactiu de transfecció Polyetylenimine [POLYSCIENCES INC] en 600 µL de 

NaCl (150 mM). 

- S’incuba la suspensió durant 20 minuts a temperatura ambient i 

s’afegeix gota a gota a les cèl·lules HEK293T. 

- Les cèl·lules transfectades s’incuben o/n a 37ºC a l’incubador de cultius. 

- Es recullen els sobrenadants de les cèl·lules transfectades i es posen 5 

ml de medi fresc (aquest procés s’haurà de repetir a les 48 i 72h post-

transfecció). 

- Els sobrenadants obtinguts de les cèl·lules transfectades es passen per 

filtres de 0,22µm [MILLIPORE] i es suplementen amb un 10% de FBS, 

8µg/µl de Polybrene [SIGMA-ALDRICH] i un 1% d’aminoàcids no essencials 

[BIOLOGICAL INDUSTRIES]. 
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- Les cèl·lules a infectar es sembren, el dia abans de la infecció, a una 

densitat de 3x105 cèl·lules en un flascó T-25 en un volum de medi de 

5ml. 

- El medi que conté els virus es va aplicant a les cèl·lules a infectar           

(aquest procés es repeteix 2 cops amb el medi extret de les cèl·lules 

HEK293T 48 i 72 hores post-transfecció). 

- Passat aquest temps, es treu el medi de les cèl·lules infectades i 

s’afegeix medi fresc. 

- Els transformants es seleccionen durant 5 dies per addició de 

Puromicina [SIGMA-ALDRICH] a 1µg/ml al medi de cultiu. 

 

        1.10 Tractaments cel·lulars 
        1.10.1 Tractament amb pervanadat 
 
        Per tal d’estudiar el procés de shedding accelerat de la proteïna hHAVcr-1 

a la línia 786-O, s’ha sotmès les cèl·lules a un tractament amb pervanadat 

[SIGMA-ALDRICH], potent inhibidor de les proteïnes tirosina fosfatases, durant 30 

minuts i a una concentració de 50µM. 
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        1.11 Assajos funcionals 
        1.11.1 Assajos d’invasió amb Transwell 
 

        La invasió tumoral es defineix com la capacitat de les cèl·lules tumorals 

d’extravasar barreres tissulars tals com la membrana basal. Els assajos 

d’invasió en pous Transwell® culture chamber, simulen aquesta situació in vitro 

i permeten estudiar la capacitat invasiva de les cèl·lules utilitzant una matriu 

extracel·lular obtinguda de cèl·lules de sarcoma de ratolí [189] que recobreix la 

membrana porosa del Transwell®. En conjunt, aquests assaigs permeten 

conèixer el potencial invasiu de les cèl·lules, és a dir, la seva capacitat 

migratòria i la seva capacitat de secretar enzims que degraden la matriu 

extracel·lular. Aquest tipus d’assaig permet també estudiar l’efecte atraient de 

determinats factors mitjançant la seva addició al medi (Veure FIGURA 19). 

 

▪ Reactius 

 

- Transwell® amb filtres de policarbonat amb porus de 8µm [COSTAR]. 

- Matrigel™ [BD Biosciences]. 

- Plaques de 24 pous [NUNC]. 

- Medi DMEM  complert (Veure l’Annex). 

- Medi sense sèrum fetal. 

- Solució de cristall violeta al 1% en H2O milli-Q estèril. 

- Solució àcid acètic al 10% en H2O milli-Q estèril. 

- Bastonets de les orelles. 

- PFA al 4% (Veure l’Annex). 

- PBS 1x (Veure l’Annex). 

- Hoescht 33323 1:200 en PBS. 

 

▪ Procediment 

 

- Deixar el Matrigel™ [BD Biosciences] o/n a 4ºC en gel. 

- Afegir el Matrigel™ (diluït a 1:3 en medi DMEM sense sèrum fetal) a raó 

de 50 µl per pou amb les plaques col·locades en gel. 
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- Mantenir les plaques on són disposats els Transwell® a 37ºC durant 30 

minuts per tal que el producte solidifiqui. 

- Afegir a la part inferior de cada pou 600 µl de medi DMEM amb un 10% 

de sèrum fetal. 

- Tripsinitzar les cèl·lules, rentar-les dos cops amb medi sense sèrum fetal 

(centrifugar i resuspendre). Sembrar les cèl·lules a una densitat de 1x105 

cèl·lules/ 100µl. 

- Omplir la resta de pous amb 1 ml de PBS 1x (Veure l’Annex). 

- Desar les cèl·lules al incubador durant 48h. 

- Fixar les cèl·lules amb PFA al 4% durant 30 minuts a temperatura 

ambient. Afegir 100 µl a dalt i 600 µl a la part de baix del pou. 

- Rentar 3 cops amb PBS 1x (Veure l’Annex) i rentar la part de dalt del 

Transwell® amb un bastonet de les oïdes. 

- Realitzar el comptatge amb dos mètodes complementaris: 

 

      -  Tinció Hoescht: Col·locar el Transwell® damunt un portaobjectes on 

hem disposat 50µl de Hoescht 33323 diluït en PBS 1x i deixar-ho a la 

cambra fosca durant 10 minuts. Rentar amb PBS 1x i comptar a través 

del microscopi de fluorescència [Olympus FV1000].  

       -  Incubació amb Cristall Violeta diluït al 1% en H2O: Posar 100 µl de 

solució a la part de dalt del Transwell® i 600 µl a la part de baix. Deixar- 

ho 30 minuts a temperatura ambient. Rentar amb PBS 1x, retallar la 

membrana, dissoldre-la amb àcid acètic al 10% fins que la membrana 

quedi transparent. Es mesura l’absorbància a 590 nm [BioTek Elx800]. 

 

          Fig. 19   Cambra Transwell 
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2. Manipulació del RNA 
        2.1 Extracció de RNA total 
 

        L’extracció de RNA s’ha portat a terme mitjançant l’ús del RNeasy Mini kit 

[QIAGEN]. Aquest mètode es basa en l’ús de columnes cromatogràfiques 

d’afinitat que eviten la manipulació de substàncies tòxiques, com el fenol i el 

cloroform, utilitzats en el mètode clàssic d’extracció [415]. Aquest kit suposa un 

estalvi important de temps i permet el processament d’un nombre més elevat 

de mostres mantenint la reproductibilitat. En l’extracció de RNA de cèl·lules, es 

parteix d’una placa de 10cm de diàmetre on es sembren un milió de cèl·lules i 

es segueixen les recomanacions del fabricant. La qualitat i puresa dels 

extractes de RNA obtinguts són suficients per utilitzar-los en diverses 

aplicacions tals com RT-PCR i RT-qPCR. 

        2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

        L’amplificació del DNA mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa o 

PCR, s’ha convertit en un procediment bàsic en el laboratori de biologia 

molecular. Cada reacció d’amplificació s’ha optimitzat de manera 

individualitzada, tenint en compte, el disseny específic de cada primer,  

l’establiment de la  temperatura d’anellament (Ta) òptima per a cada parella de 

primers, el número de cicles de la reacció i la concentració de Mg2+. L’elecció 

de la polimerasa a emprar, dependrà de l’aplicació concreta del producte de la 

PCR. Així doncs, quan el nostre objectiu ha estat la visualització del producte 

de la PCR en un gel d’agarosa s’ha utilitzat la EcoTaq d’[ECOGEN], en canvi, en 

aquells protocols on ha estat de vital importància preservar la fidelitat de 

l’amplificació, s’ha optat per la utilització d’una polimerasa amb activitat 

correctora o proofreading com la Pfu de [PROMEGA]. 

        A continuació, s’indiquen unes condicions estàndard que s’usaran com a 

punt de partida previ a l’optimització de les condicions ideals per a cada cas 

concret. 

▪ Reactius 

- Taq polimerasa amb el seu corresponent tampó. 
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-  MgCl2 50 mM 

- dNTP mix ( dATP,dTTP,dGTP,dCTP; equimolars a 10 mM) 

- eppendorfs per PCR de paret fina 

- Primers forward i reverse* a 10 µM 

- H2O milli-Q estèril  

* Els primers van ser dissenyats mitjançant el programa informàtic 

Primer3 disponible a: (http: // www.frodo.wi.mit.edu/)   

▪ Procediment  

-  Preparar la següent reacció en gel fins a 50 µl: 

 

- Col·locar cada reacció en el termociclador i executar el programa de 

PCR. Condicions tipus: 

 

               ± La Ta normalment és 5ºC per sota de la Tm dels primers. 
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        2.3 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) 

        La transcripció inversa-PCR o RT-PCR permet amplificar un mRNA fins a 

un cDNA de doble cadena. La tècnica consta de dues etapes, primer la 

transcripció inversa (RT) a partir del mRNA utilitzant un primer antisentit 

específic o un oligo-dT i en segon lloc, l’amplificació per PCR de la cadena de 

cDNA sintetitzada en la primera etapa. Tot i que tradicionalment aquestes dues 

etapes s’han realitzat separadament, existeixen kits comercials que permeten 

dur a terme ambdues reaccions en un sol tub. S’ha utilitzat el kit Superscript™ 

One–Step RT-PCR with Platinum® Taq de [INVITROGEN] que consisteix en una 

barreja dels enzims Superscript II H-Reverse Transcriptase i Platinum Taq, una 

Taq DNA polimerasa acomplexada amb un anticòs que inhibeix l’activitat 

polimerasa a temperatura ambient però que permet la recuperació d’aquesta 

activitat després de la desnaturalització a 94ºC durant la PCR. Aquest Hot start 

automàtic permet incrementar la sensibilitat, l’especificitat i el rendiment de la 

reacció de PCR. S’han seguit les instruccions subministrades per la casa 

comercial. Per l’experiment de microarray d’RNA el cDNA s’ha sintetitzat 

mitjançant l’ús del One Cycle cDNA Synthesis kit [AFFYMETRIX]. 

        En aquelles ocasions en les que s’ha necessitat un cDNA d’elevada 

puresa, principalment en els casos en els que el cDNA era necessari per tal de 

realitzar un experiment de RT-qPCR, s’ha utilitzat el High capacity cDNA 

archive kit d’[APPLIED BIOSYSTEMS]. Els volums necessaris de cadascun dels 

components del kit així com, les condicions en les que s’han dut a terme les 

reaccions es detallen a continuació: 

▪ Reactius  

- RT Buffer 
- dNTP’s mix 
- Random Primers 
- H2O milli-Q estèril 
- RT 50 U/µl 

 

▪ Procediment 

- Barrejar 1µg de RNA amb H2O milli-Q estèril fins a un volum de 10 µl. 
- Afegir els components de la mix de PCR fins a un volum final de 20 µl. 
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- Afegir els tubs al termociclador i executar el següent programa: 

                              25ºC        10 min 

                              37ºC      120 min 

        2.4 RT-qPCR  (Quantitative Reverse Transcription-Polymerase chain reaction) 

        La RT-PCR quantitativa o a temps real (RT-qPCR) és una variant de la 

reacció en cadena de la polimerasa (PCR) que permet amplificar i quantificar el 

producte generat a cada cicle d’amplificació. Aquesta quantitat de producte 

està directament relacionada amb la quantitat de cadenes de cDNA existents al 

inici del procés de la PCR. Per tal de detectar en temps real els productes de 

PCR, s’inclou a la reacció una molècula fluorescent de tal manera que un 

augment en la fluorescència ens indica un augment proporcional de la quantitat 

de DNA. 

        La PCR a temps real, consta d’una fase exponencial on la quantitat del 

producte de PCR es duplica a cada cicle. No obstant, a mesura que avança la 

reacció es van consumint els diferents components de la reacció fins que 

arriben a ser limitants. A partir d’aquí, la reacció de PCR entra a la fase plateau. 

Inicialment, la fluorescència es manté a uns nivells no detectables tot i que 

existeix una acumulació del producte de la PCR de forma exponencial. 

Finalment, l’acumulació de producte de la PCR produeix un senyal de 

fluorescència detectable. El cicle on té lloc aquest procés és el que s’anomena 

CT (threshold cycle). Aquest valor de CT depèn de la quantitat de cDNA 

present al inici de la reacció. 

        Durant aquest treball experimental, s’han utilitzar com a molècules 

fluorescents les sondes TaqMan® [APPLIED BIOSYSTEMS]. Aquestes sondes són 

oligonucleòtids que porten unides dos tipus de molècules: un fluorocrom a 

l’extrem 5’ i un reductor de l’emissió o quencher a l’extrem 3’. Mentre la sonda 

es manté intacta, la proximitat del quencher absorbeix la fluorescència emesa 

pel fluorocrom. Quan la Taq polimerasa arriba a l’extrem 5’ allibera el 

fluorocrom gràcies a la seva activitat exonucleasa distanciant-lo del quencher,  

moment en el qual el fluorocrom emet fluorescència. D’aquesta manera el 

sistema esdevé altament específic ja que el fluorocrom només emet 

fluorescència quan s’amplifica la cadena d’interès. 
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        La PCR a temps real, permet tant una quantificació absoluta del nombre 

de còpies de cada mRNA com una quantificació relativa. En aquest treball s’ha 

utilitzat la quantificació relativa que es basa en el mètode de comparació de CT. 

Aquesta tècnica utilitza un control endogen com element normalitzador i es 

basa en el càlcul de la relació que hi ha entre el CT del gen problema i el CT 

del control endogen que serveix per a normalitzar la quantitat de cDNA afegit a 

la reacció. A més, aquest valor es pot utilitzar per a la comparació relativa de 

les diferents quantitats entre les diferents mostres problemes. Per tal 

d’aconseguir-ho, es tracta de designar una de les mostres com a calibrador. El 

calibrador és una mostra que serveix com a base per referenciar els resultats, 

és el que s’anomena valor 1 d’expressió. 

        La quantitat de la mostra problema normalitzada pel control endogen i 

relativa al calibrador, ve donada per la fórmula:  

                                                     2-ΔΔCT 

On :                           

                      ΔCT = CT gen problema - CT control endogen 

                      ΔΔCT = ΔCT mostra problema – ΔCT calibrador 

A continuació es descriu el protocol que s’ha seguit: 

 ▪ Reactius 

-  2x Taqman® Universal PCR Master Mix [APPLIED BIOSYSTEMS]. 
-  20x Assays on Demand™ Gene Expression Assay Mix.(Veure TAULA 9) 

 

                
 



Material i mètodes 89 
 

 

-  cDNA. 
- H2O RNase free. 
- Plaques de 96 pous [APPLIED BIOSYSTEMS]. 
- Tapa per a plaques de 96 pous [APPLIED BIOSYSTEMS]. 

▪ Procediment 

- Diluir el cDNA a 1:50 o 1:100. 

- Preparar la següent reacció a un volum final de 20 µl : 

 

- Centrifugar la placa. 

- Col·locar la placa a l’aparell de PCR quantitativa (7500 Real Time PCR 

System d’APPLIED BIOSYSTEMS) i executar la PCR: 

 

- Anàlisi dels resultats. 

        2.5 Microarrays d’RNA 

        L’objectiu principal de l’anàlisi per microarray d’RNA, en el nostre cas, és 

el de determinar gens diferencialment expressats com a resultat de la 

sobreexpressió o el silenciament de hHAVcr-1. L’experiment, s’ha dut a terme 

utilitzant l’array Human Exon 1.0 array (Affymetrix GeneChip® array) que 

proporciona una cobertura complerta del genoma humà. 
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        La selecció d’aquests gens s’ha basat en l’aplicació d’un model d’anàlisi 

lineal, tal i com es descriurà més endavant, que selecciona els gens per a cada 

comparació després d’una correcció pels efectes tècnics derivats del propi 

procés de sobreexpressió i silenciament del gen. L’experiment s’ha realitzat al 

servei de genòmica de la UCTS (Unitat Científic-Tècnica de Suport) de l’IR-

HUVH i l’anàlisi estadística al servei de bioinformàtica de la UCTS de l’IR-

HUVH. 

▪ Procediment 

- Sintetitzar el cDNA de doble cadena a partir dels extractes d’RNA total 

de la línea 769-P modificada per a la sobreexpressió i el silenciament 

d’hHAVcr-1, utilitzant el One Cycle cDNA Synthesis kit   [AFFYMETRIX]. 

- Sintetitzar el cRNA antisentit marcat amb biotina utilitzant el mateix kit i 

partint de 5 μg d’RNA total i del oligo dT primer següent: 

5’GGCCAGTGA-ATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24 

- Purificar els cRNAs utilitzant les columnes del kit GeneChip® Sample 

Cleanup Module [AFFYMETRIX] 

- Fragmentar 20 µg de cRNA a 94ºC durant 30 minuts en 40 µl  de Tampó 

A (Veure l’Annex). 

- Afegir les mostres fragmentades al cocktail d’hibridació (Veure l’Annex). 

- Equilibrar l’array de sondes a temperatura ambient i prehibridar amb 

tampó d’hibridació 1x (Veure l’Annex) a 45ºC durant 10 minuts amb 

rotació. 

- Hibridar amb 200µl de la barreja el Human Exon 1.0 array               

(Affymetrix GeneChip® array) a 45ºC durant 16 h amb rotació. 

- Rentar els GeneChips i marcar-los amb estreptavidina ficoeritrina 

segons el protocol de EukGE-WS2-v5 proporcionat per [AFFYMETRIX]. 

- Escannejar els GeneChip® en un Agilent G3000 Gene Array Scanner. 

         
        2.5.1 Anàlisi estadística 
▪ Pre-processament 

       Els valors d’expressió obtinguts dels arxius .CEL van ser processats 

utilitzant el mètode RMA [416] que consta de tres nivells de processament: 
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- fase 1: correcció de fons. 

- fase 2: Normalització. 

- fase 3: Sumarització a nivell d’exons. 

        Seguidament, els valors d’exó corresponents a cadascun dels gens són 

promitjats per tal d’aconseguir un únic valor per cada gen. S’han utilitzat llindars 

conservadors per tal de reduir possibles falsos negatius. 

▪ Selecció de gens diferencialment expressats 

       La selecció dels gens està basada en un model d’anàlisi lineal amb 

moderació empírica de Bayes de la variància estimada. A la pràctica, aquest és 

un mètode similar a l’ús d’un “t-test” amb una millor estimació de la variància 

[417]. Aquells gens amb un p-valor ajustat de menys de 0,01 i un Fold Change 

de com a mínim 2 són considerats com a diferencialment expressats. L’ajust 

del p-valor es va portar a terme basant-nos en un estricte control del False 

Discovery Rate (FDR) proporcionat per mètode Benjamini & Hochberg [418]. 

        La representació dels gens diferencialment expressats s’ha fet mitjançant 

diagrames Volcano (que representen el menor p-valor (Y) versus el Fold 

Change en escala logarítmica (X)). La representació dels perfils diferencials es 

realitza mitjançant els diagrames Heatmap, que són diagrames rectangulars on 

es representa l’expressió de cada gen seleccionat (files) a cada mostra 

(columnes) utilitzant una escala de color que va de valors baixos a valors alts 

d’expressió. Els gens que mostren un perfil similar entre condicions, són 

agrupats en un diagrama que proporciona una idea de grups de gens que 

poden ser simultàniament sobreexpressats o infraexpressats i poden 

potencialment estar co-regulats. 

▪ Anàlisi de la significança biològica 

       L’anàlisi pel Gene Ontology (GOA) està basada en un sistema de 

sobrerepresentació [419] que determina si els gens que són trobats i catalogats 

com a diferencialment expressats, semblen ser més o menys freqüents de lo 

normal en algunes de les categories del GO que podrien estar relacionades 

amb els processos biològics implicats en l’anàlisi. Una anàlisi similar mitjançant 

el programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis), s’ha utilitzat per establir quines 
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vies moleculars són afectades pels gens seleccionats i també per tal de 

representar les relacions que apareixen entre gens. 

▪ Software utilitzat 

       Totes les anàlisis estadístiques, excepte l’IPA, s’han realitzat utilitzant el 

llenguatge estadístic R i les llibreries desenvolupades per l’anàlisi de dades 

d’un microarray pel Bioconductor Project (http:// www.bioconductor.org). Els 

principals mètodes i eines s’han utilitzat tal i com es descriu [420]. L’anàlisi IPA 

s’ha realitzat utilitzant l’eina Ingenuity Pathways Tool, disponible a 

http://www.ingenuity.com 

        2.6 Mecanismes de knock-down gènic: shRNA 

        El RNA d’interferència (RNAi) és un mecanisme de regulació de 

l’expressió gènica per silenciament, conservat evolutivament i present en 

nombroses espècies d’organismes eucariotes. És un sistema que utilitza 

seqüències curtes de doble cadena de RNA (dsRNA) que participen en la 

degradació o repressió de la transcripció d’una seqüència homòloga de RNA 

diana de manera específica. Aquest sistema, pot ser induït eficientment tant in 

vitro com in vivo, mitjançant l’aplicació directa de small interfering RNAs 

(siRNAs) o per l’expressió mitjançant vectors virals o no virals de short hairpin 

RNAs (shRNAs). Aquesta, és doncs, una eina molt emprada avui en dia en 

estudis genòmics funcionals i presenta un gran potencial terapèutic [421]. 

        2.6.1 shRNA 

        Els shRNAs contenen seqüències de DNA formades per seqüències 

sense i antisense unides per una seqüència central (específica per a cada gen), 

que estructuralment forma un bucle (hairpin). Un cop introduït a la cèl·lula el 

vector que conté el shRNA, es transcriu gràcies al seu promotor (generalment 

s’utilitza un promotor diana de la Polimerasa III). El RNA resultant, segueix el 

sistema de processament endogen de la cèl·lula eucariota, es processa per la 

RNasa III citoplasmàtica DICER, produint-se el siRNA corresponent, que serà 

el que produirà l’acció de silenciament gènic. 
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        En aquest cas, les seqüències de shRNA utilitzades per hHAVcr-1 i IL-6, 

pertanyen a la llibreria de RNAi contra gens humans MISSION®shRNA Bacteria 

Glycerol stock [SIGMA-ALDRICH] (Veure TAULA 10). El control emprat és una 

seqüència no relacionada amb cap gen humà anomenada MISSION® non 

target shRNA control. Els clons de shRNA van ser adquirits a la casa comercial 

i les partícules lentivirals van ser produïdes mitjançant transfecció a la línia 

cel·lular HEK293T (Veure apartat 1.9). 

 

3. Manipulació del DNA 

        3.1  Vectors i construccions 

        Els vectors i construccions utilitzats en aquest treball es detallen a 

continuació: 
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        3.2 Electroforesi d’àcids nucleics 

        3.2.1 Electroforesi en gels d’agarosa: 

       Els materials d’electroforesis utilitzats han estat principalment cubetes tipus 

minigel i mitjà de les cases comercials [BIO-RAD] i [ECOGEN] i fonts d’electroforesi 

de la casa comercial [BIO-RAD]. Les mostres a carregar es dilueixen a 1:10 en 

tampó de càrrega 10x composat per: 50% de Glicerol, 0,21% de Blau de 

bromofenol, 0,21% de Xylene cyanol FF i 0,2M EDTA pH 8,0.  

        3.2.1.1 Electroforesi analítica 

       Per visualitzar el resultat de les digestions de DNA, l’amplificació d’àcids 

nucleics o la purificació d’àcids nucleics, s’ha utilitzat l’electroforesi en gels 

d’agarosa [agarosa estándar grado medio, ECOGEN] preparats en tampó TAE 1x 

(Veure TAULA 1 Annex). El percentatge d’agarosa dels gels pot oscil·lar entre el 

0,7 i el 2,5% (p/v) en funció de la grandària dels fragments a visualitzar. Per tal 

d’observar el DNA en el transil·luminador, s’incorpora el bromur d’etidi 

directament al gel a una concentració final de 0,5 μg/ml. L’electroforesi es resol 

a voltatges de entre 70 i 115V.  

        3.2.1.2 Electroforesi preparativa 

       En aquelles electroforesis on el que es pretén és la purificació del DNA 

d’interès a partir del gel per a una posterior aplicació, s’ha utilitzat agarosa de 

màxima puresa [molecular biology grade agarose, PROMEGA]. En aquests casos, 

es treballa amb dimensions i volums de càrrega més grans, entre 50 i 100 µl 

per pou i l’electroforesi es resol a voltatges més baixos entre 40 i 60 V, durant 

temps més llargs. 

        3.3 Clonatges 

        El clonatge de DNA mitjançant l’enginyeria del DNA recombinant és la 

principal eina emprada per alterar el patró cel·lular d’expressió gènica de forma 

regulada. L’objectiu és la inserció d’un fragment de DNA (o gen) d’interès (que 

codifica per a una proteïna, domini proteic, siRNA etc.) dins un vector que, un 

cop introduït a la cèl·lula pels mecanismes detallats anteriorment, assegura 
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l’expressió del gen en estudi. El protocol de clonatge utilitzat en aquest treball 

inclou les següents fases: 

-  Digestió del insert i del vector amb els que es vol fer el clonatge. 

-  Purificació del insert i el vector. 

-  Lligació. 

-  Transformació del producte de lligació en bacteris competents. 

-  Identificació de les colònies recombinants per PCR i seqüenciació. 

-  Preparació del DNA plasmídic. 

        3.3.1 Digestions 

        L’eina bàsica que permet la manipulació de la informació genètica són els 

enzims de restricció, o endonucleases de restricció, que poden reconèixer una 

seqüència característica i palindròmica de nucleòtids dins una molècula de 

DNA i tallar-la en aquest punt concret, anomenat lloc o diana de restricció. El 

tall origina uns extrems que es podrien relligar reconstruint la diana de 

restricció. L’estratègia consisteix en digerir vector i insert amb els mateixos 

enzims (o amb enzims que originin extrems compatibles) per la seva posterior 

lligació. El insert pot provenir tant d’una amplificació de PCR, tenint en compte 

que els primers emprats han d’amplificar les dianes de restricció adequades als 

extrems del producte d’amplificació, com d’una digestió d’un vector preexistent. 

En aquest darrer cas parlem d’un subclonatge.  

        Tots els reactius i enzims necessaris per les digestions realitzades es van 

adquirir a [NEW ENGLAND BIOLABS]  i a [ROCHE]. Les digestions poden ser simples 

(utilitzant un sol enzim de restricció) o dobles. En el cas de digestions simples 

el producte es va purificar tal i com s’especifica a l’apartat 3.3.2.1. Els 

productes de les digestions dobles es van purificar per electroforesi en gel 

d’agarosa per visualitzar-lo i seguint el protocol especificat a l’apartat 3.3.2.2. El 

volum final de la reacció dependrà de la quantitat d’enzim emprat ja que aquest 

prové d’una solució amb glicerol i el percentatge final d’aquest component no  
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pot excedir en un 5% ja que provocaria la inhibició de la reacció de digestió. La 

digestió consta dels següents components: 

 ▪ Reactius 

- Fins a 10 µg de DNA diana. 

- 3U/µg de DNA (1 unitat enzimàtica es defineix com la quantitat 

necessària d’enzim per digerir 1 µg de DNA en 1h a 37ºC). 

- BSA (1% del volum final de la reacció i només per a certs enzims). 

- Buffer 10x (10% del volum final), el recomanat per a cada enzim. 

- Aigua milli-Q estèril ( fins a completar el volum necessari). 

 ▪ Procediment 

- Incubar les reaccions o/n a 37ºC o a RT en funció de l’enzim emprat. 

- Comprovar per electroforesi en gel d’agarosa que la digestió ha estat 

completa abans de continuar el clonatge (Veure apartat 3.2.1). 

- La digestió es pot guardar a -20ºC fins  a la seva utilització. 

        Les digestions dobles són possibles sempre que el tampó dels dos enzims 

sigui compatible. En cas de no ser així, la digestió s’ha de realitzar de forma 

seqüencial. 

        3.3.2 Purificació del DNA 

        3.3.2.1 Producte  de PCR 

        Els productes de PCR es van purificar amb el High Pure PCR Purification 

kit [ROCHE] seguint les especificacions del fabricant. Aquest protocol es basa en 

l’ús d’unes columnes de polímer capaç de retenir el DNA en determinades 

condicions. Amb aquest sistema es poden purificar fragments de DNA entre 0,1 

i 10 kb de grandària. S’han seguit les instruccions indicades pel fabricant.  

        3.3.2.2 Purificació de DNA a partir de gels d’agarosa 

        Els fragments de DNA resolts electroforèticament en un gel d’agarosa es 

poden recuperar i purificar a partir del gel per utilitzar-se en posteriors 

aplicacions. En primer lloc, es separa electroforèticament el DNA d’interès en 

un gel d’agarosa-BrEt (Veure apartats 3.2.1.1 i 3.2.1.2). En segon lloc es retalla 
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la banda a recuperar amb una fulla de bisturí estèril, sota llum ultraviolada. Per 

a purificar el DNA de la banda d’agarosa escindida, s’utilitza l’Agarose gel DNA 

extraction kit de [ROCHE], basat en la utilització de pols de sílica que reté 

adsorbit el DNA en presència de sals catiòniques. S’ha seguit el protocol 

suggerit pel fabricant.  

        3.3.3 Lligació 

        Un cop comprovades la puresa i la concentració del DNA purificat 

mitjançant l’electroforesi en gel d’agarosa i la mesura espectrofotomètrica, es 

procedeix amb el protocol de lligació. S’ha d’optimitzar la relació insert (I)/ 

vector (V) (normalment s’ha utilitzat una relació molar I:V de 3:1). La quantitat 

final de insert es calcula mitjançant la següent fórmula: 

              Quantitat de V (ng) x mida de l’I (kb) 

                               Mida del V (kb) 

▪ Procediment 

- Afegir volums de vector i insert a la proporció adequada. 

- Afegir 1µl de tampó T4 [New England Biolabs]. 

- Afegir 1 U d’enzim T4 lligasa [New England Biolabs]. 

- Afegir aigua milli-Q estèril fins a un volum final de 10 µl. 

- La reacció es porta a terme a 16ºC durant 16h en un temociclador Perkin 

Elmer 2400® [PERKIN-ELMER]. 

        3.3.4 Transformació de bacteris competents 

        Els bacteris competents poden incorporar DNA exogen en un procés 

denominat transformació. El mètode emprat per a la transformació és el que 

s’anomena de xoc tèrmic, utilitzant els bacteris One-Shot® TOP10 d’E.coli, de 

la casa comercial [INVITROGEN], fets competents químicament i que ofereixen una 

eficiència de transformació de 107-108 cfu/µg. 

▪ Procediment 

- Descongelar en gel una alíquota de bacteris competents. 

x   relació molar = ng d’I 
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- Afegir a la suspensió de One-Shot®TOP10 2 μl d’una lligació de 

producte de PCR o bé de 2-5μl d’una lligació estàndard i barrejar 

suaument. 

- Incubar un mínim de 30 minuts en gel. 

- Realitzar el xoc tèrmic incubant la barreja a 42ºC durant 30 segons. 

- Transferir immediatament la barreja al gel. 

- Afegir 250 µl de medi SOC* prèviament temperat a 37ºC. 

- Incubar a 37ºC amb forta agitació (200-225 rpm) durant 1hora. 

- Sembrar 100-250µl en una placa amb medi selectiu per identificar els 

bacteris transformants i incubar la placa o/n a 37ºC. 

*El medi SOC és un medi especial emprat per a la incubació de cèl·lules 

competents immediatament després de la transformació, per tal de permetre    

l’expressió de gens de resistència transferits abans d’exposar les cèl·lules a les 

condicions selectives. 

 

        3.3.5 Identificació de les colònies recombinants i seqüenciació 

        La identificació de les colònies recombinants es va dur a terme mitjançant 

una reacció convencional de PCR (Veure apartat 2.2) amb el DNA extret a 

partir de la pròpia colònia i els primers específics per a cada gen clonat a testar. 

        Les seqüències s’han realitzat al Servei de Seqüenciació Automàtica de la 

Unitat Científico-Tècnica de Suport (UCTS) de l’Institut de Recerca de l’Hospital 

Universitari Vall d’Hebron (IR-HUVH) mitjançant l’analitzador ABI PRISM 310 

Genetic Analyser [APPLIED BIOSYSTEMS]. Per a les reaccions de seqüència s’ha 

utilitzat BigDye®Terminator Cycle Sequencing Kit [APPLIED BIOSYSTEMS]. Les 

condicions de la reacció de seqüència s’ha optimitzat pel PERKIN ELMER 

Gene AMp PCR System 2400. 

▪ Reactius 

- Big Dye [APPLIED BIOSYSTEMS] 

- Big Dye sequencing buffer 

[APPLIED BIOSYSTEMS] 

- Etanol 

- H2O milli-Q estèril 

- Primer específic 5µM 

 

▪ Procediment 
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a) Reacció de seqüència 

- Preparar la següent reacció fins a un volum final de 20 µl: 

 

     -    Col·locar la reacció al termociclador i executar el següent programa: 

 

b) Precipitació de la reacció de seqüència 

- Afegir a la reacció: 16µl H2O milli-Q i 64 µl Etanol al 95% 

- Vortexar, precipitar 15 minuts a temperatura ambient. 

- Centrifugar 20 minuts a 14000rpm. 

- Rentar el pellet amb 250 μl d’etanol al 70%. 

- Centrifugar 10 min a 14000 rpm. 

- Assecar les mostres. 

 

        3.3.6 Preparació del DNA plasmídic 

        Per a la obtenció de DNA plasmídic a partir d’un cultiu bacterià d’E. Coli 

s’ha utilitzat el kit comercial Wizard® plus SV Minipreps Purification System  

[PROMEGA]. A partir de 5 ml de cultiu s’obté un rendiment de 15-20 µg de DNA de 
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prou puresa i qualitat per a ser utilitzat directament en reaccions de 

seqüenciació automàtica i digestions enzimàtiques. Aquest kit es basa en el 

mètode de lisi alcalina i en l’adsorció del DNA a una resina especial. S’han 

seguit les instruccions subministrades pel fabricant i a continuació se’n detallen 

les principals: 

-  Recollida i resuspensió de les cèl·lules bacterianes. 

-  Lisi alcalina. 

-  Neutralització i precipitació proteica i del DNA genòmic. 

-  Unió del DNA plasmídic a la resina de la columna. 

-  Rentats de la columna per centrifugació. 

-  Elució. 

        En ocasions on el requeriment de DNA plasmídic és elevat, com per 

exemple trasfeccions o digestions preparatives, es procedeix a purificar el DNA 

recombinant partint de cultius d’E.coli en volums més elevats (entre 400 i 500 

ml). A tal efecte, s’ha utilitzat el kit Nucleobond® AX-500 [MACHERY-NAGEL] 

seguint el protocol recomanat per la casa comercial. 

        3.4 Mutagènesi dirigida  

        La mutagènesi dirigida in vitro és una tècnica de gran valor a l’hora 

d’estudiar la relació estructura-funció d’una proteïna o identificar regions 

intramoleculars d’interès. Per introduir mutacions puntuals de manera ràpida en 

DNA de doble cadena s’ha utilitzat el QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis 

kit [STRATAGENE] seguint les instruccions del fabricant. Com a DNA motlle 

s’utilitza un vector plasmídic que conté el insert d’interès i, com a primers, dos 

oligonucleòtids sintètics que contenen la mutació desitjada, cadascun d’ells 

complementari a cada una de les cadenes oposades del plasmidi. Mitjançant la 

Pfu DNA polymerase s’estenen els primers generant, un nou plasmidi de doble 

cadena que conté la mutació. Per eliminar el DNA parental, s’afegeix a la 

mescla l’enzim de restricció Dpn I, endonucleasa específica de DNA metilat i 

hemimetilat. Així s’aconsegueix seleccionar el DNA mutat que serà transformat 

en la soca de bacteris One-Shot® TOP10 d’E.Coli de la casa comercial 

[INVITROGEN]. D’algunes de les colònies crescudes se n’extraurà el DNA 

plasmídic i es seqüenciarà per confirmar la presència de la mutació. 
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        A continuació es detallen les condicions d’amplificació utilitzades en la 

mutagènesi de la proteïna hHAVcr-1. L’estratègia consisteix en incorporar la 

diana de l’enzim de restricció NdeI a banda i banda de la regió que es vol 

delecionar. Com a DNA motlle s’utilitza la seqüència de hHAVcr-1 a la que se li 

han incorporat les dianes de restricció BamHI. 

▪ Reactius 

- Pfu DNA polymerase i el seu 

corresponent tampó 

[PROMEGA]. 

- dNTP mix (dATP,dTTP, 

dGTP, dCTP; equimolars a 

10 mM). 

- eppendorfs per PCR de paret 

fina. 

- Primers mutats forward i 

reverse a 10 µM. 

- H2O milli-Q estèril. 

- Dnp I 10 U/µl [ROCHE] 

- One-Shot® TOP10 

[INVITROGEN] 

▪ Procediment 

- Preparar la següent reacció a volum final de 50 µl  

                 
- Col·locar les reaccions al termociclador i executar la PCR: 
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- Afegir 1μl de l’enzim de restricció Dpn I a la reacció de PCR i incubar o/n 

a 37ºC. 

- Transformar per xoc tèrmic una alíquota dels bacteris competents One-

Shot®TOP10 amb 2µl de la reacció de PCR digerida (veure protocol 

3.3.4). 

- Sembrar tot el volum de la transformació en plaques de LB-agar amb 

l’antibiòtic adequat per seleccionar els bacteris transformats. 

- L’endemà es piquen colònies, s’aïlla el plasmidi i es seqüencia. 

- Aquelles colònies positives es digereixen amb l’enzim de restricció NdeI. 

- Es fan córrer en un gel d’agarosa, retallem i purifiquem banda. 

- Transformar bacteris competents amb el producte de la lligació. 

- Picar colònies, seqüenciar i amplificar amb els primers HAVR BamHI HA 

i HAVR HA AgeI. 

 

- Retallar banda, purificar i clonar al vector TOPO®TA cloning vector 

[INVITROGEN]. 

- Picar colònies, preparar minipreps, sequenciar i purificar seqüències. 
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- Digerir amb els enzims BamHI i AgeI i purificar el producte de la digestió. 

- Clonar els productes de les tres reaccions de mutagènesi en el vector 

lentiviral de sobreexpressió FUW. 

4. Manipulació de proteïna 

        4.1 Extracció de proteïna a partir de cultius cel·lulars 

         Els extractes de proteïnes obtinguts a partir de cèl·lules en cultiu s’han 

dut a terme seguint sempre el mateix protocol. 

▪ Reactius 

- Tampó de lisi (Veure l’Annex) 

- Inhibidors de proteases (leupeptina 5 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml i PMSF 

200 mM) 

- PBS 1x (Veure l’Annex) 

▪ Procediment 

- Suplementar el tampó de lisi amb els inhibidors de proteases en el 

moment de la utilització. 

- Descartar el medi de cultiu i rentar les cèl·lules tres vegades amb PBS 

1x fred. 

- Afegir el volum adequat de tampó de lisi fred a la placa (500µl / placa de 

60 mm de diàmetre) i rascar les cèl·lules, sobre gel, per desprendre-les 

de la placa. 

- Transferir les cèl·lules parcialment lisades a un eppendorf i passar-les 

per una xeringa de 21Gx20 en gel 10 vegades. 

- Mantenir el lisat en gel durant 30 minuts per permetre una lisi complerta. 

- Centrifugar durant 30 minuts a 4ºC i 15000 rpm. El sobrenedant es 

considera el lisat total. 

- Aliquotar el lisat i guardar-lo a -80ºC. 

 

            La concentració de proteïna s’ha valorat amb el kit DC Protein Assay 

[BIO-RAD] seguint les especificacions del fabricant. 
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        4.2 Anàlisi de proteïnes per SDS-PAGE i Western blot 

        4.2.1 Electroforesi en gel de poliacrilamida 

        L’electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE) és probablement la 

tècnica analítica més emprada per separar i caracteritzar proteïnes. La xarxa 

formada per la barreja d’acrilamida/bis-acrilamida polimeritzada, permet 

separar les proteïnes segons la seva càrrega, forma i mida, quan s’exposen a 

un camp elèctric. L’SDS-PAGE permet separar les proteïnes exclusivament pel 

seu pes molecular. La presència d’SDS, un detergent anfipàtic amb un cap 

aniònic i una cua lipofílica, desnaturalitza les proteïnes de manera que es perd 

la seva estructura tridimensional donant lloc a  proteïnes lineals. A més, l’SDS 

s’uneix de forma no covalent a les proteïnes amb una ràtio aproximada d’una 

molècula d’SDS per cada dos aminoàcids, conferint a  la proteïna una càrrega 

neta negativa.  

        S’ha utilitzat el sistema d’electroforesi vertical mini-PROTEAN3 de la casa 

comercial BIO-RAD. Segons el pes molecular de les proteïnes a resoldre, s’han 

utilitzat minigels de entre 7.5 i 15% de poliacrilamida, i s’ha treballat sota 

condicions desnaturalitzants. 

▪ Reactius 

- Tampó de càrrega o de Laemmli 3x (Veure l’Annex). 

- Tampó d’electroforesi (Veure l’Annex). 

▪ Procediment 

- Preparar els gels de poliacrilamida (Veure TAULA 12). 

- Preparar les mostres de proteïna diluint-les en tampó de càrrega 3x, 

bullir-les 5 minuts i posar-les en gel. 

- Muntar els gels en la cubeta d’electroforesi, cobrir amb el tampó 

d’electroforesi i carregar les mostres de proteïna als pous. 

- Córrer les mostres a amperatge constant, 20 mA/gel, fins que surti el 

front. 
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        4.2.2 Electrotransferència de proteïnes. Western blot 

        4.2.2.1 Transferència de proteïnes 

        Les proteïnes separades per SDS-PAGE es poden electrotransferir a una 

membrana que permetrà la detecció de la proteïna d’interès mitjançant l’ús 

d’anticossos i un sistema de revelat adequat. 

▪ Reactius 

- Tampó de transferència (Veure l’Annex) 

- Metanol. 

- H2O destil·lada. 

- Membranes WESTRAN®-PVDF [SCHLEICHER&SCHUELL] 

▪ Procediment 

- Després de l’electroforesi, equilibrar els gels en tampó de transferència. 

- Activar la membrana WESTRAN®-PVDF submergint-la durant 5 segons 

en metanol. Rentar-la amb aigua destil·lada 3 cops. 

- Equilibrar la membrana en tampó de transferència. 

- Muntar la transferència seguint les instruccions de l’aparell i transferir a 

400 mA durant 90 min. 

- Desmuntar la transferència i procedir a la immunodetecció. 

 

 

 



106 Material i mètodes 
 

 

        4.2.3 Immunodetecció 

▪ Reactius 

- Llet en pols descremada 

- BSA 

- Tween-20 [ SIGMA-ALDRICH] 

- PBS 1x (Veure l’Annex) 

- Anticossos primaris i secundaris (Veure TAULES 13 i 14) 

- ECL Plus [AMERSHAM] 

▪ Procediment 

- Bloquejar la membrana durant 1 hora a temperatura ambient amb 5% de 

llet (o BSA en funció de l’anticòs primari emprat) i 0,1% Tween-20 en 

PBS 1x. 

- Incubar o/n a 4ºC amb l’anticòs primari en la solució de bloqueig. 

- Rentar la membrana amb 0,1% Tween-20 en PBS 1x durant 10 minuts, 

repetir fins a un total de tres vegades. 

- Incubar la membrana amb l’anticòs secundari adequat durant 1 hora a 

temperatura ambient. 

- Rentar la membrana amb 0,1% Tween-20 en PBS 1x durant 10 minuts, 

repetir una vegada més i fer un darrer rentat amb PBS 1x. 

- Revelar mitjançant el sistema de detecció ECL plus seguint les 

instruccions del fabricant.  
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        4.3 Immunofluorescència i microsopia confocal 

        Les immunodeteccions s’han dut a terme sobre cèl·lules senceres, 

prèviament transfectades, i amb anticossos secundaris marcats amb diferents 

fluorocroms, per tal de permetre la visualització per microscòpia confocal. La 

microscòpia de fluorescència confocal permet l’obtenció d’imatges de fines 

seccions òptiques, molt útils a l’hora de localitzar molècules en dues o tres 

dimensions, permetent, reconstruccions tridimensionals en els estudis de 

colocalització de proteïnes, en les mesures de concentració d’ions 

intracel·lulars o en l’estudi del transport intracel·lular.  

        Les cèl·lules s’han sembrat sobre cobreobjectes circulars [MENZEL-GLASER 

DECKGLASER] en plaques de 24 pous i la immunodetecció s’ha realitzat 24 hores 

després de la sembra. Les imatges han estat captades al servei de microscòpia 

confocal de l’UCTS de l’Hospital Universitari Vall d’Hebron, mitjançat el 

microscopi confocal espectral FV1000 Olympus i utilitzant el software FV-10-

ASW 2.0 Olympus. 

        4.3.1 Sistema de detecció amb paraformaldehid 

        El sistema de fixació amb paraformaldehid (PFA), permet una fixació 

menys agressiva que la que ofereixen altres sistemes com per exemple els 

basats en l’ús d’alcohols tals com el metanol, permetent així, una millor 

preservació dels antígens.  

▪ Reactius 

- PBS 1x 

- PFA 4%. 

- NH4Cl 50 mM. 

- Metanol 10% -20ºC. 

- BSA - 1% PBS. 

- HOESCHT 33323 [SIGMA 

ALDRICH]  

- Fluoromount G 

[SOUTHERNBIOTECH] 

- Anticòs primari i secundari. 

▪ Procediment 

- Rentar les cèl·lules amb PBS 1x fred per tal d’eliminar les restes de medi 

de cultiu. 

- Fixar les cèl·lules amb PFA 4% a temperatura ambient durant 30 minuts. 
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- Rentar les cèl·lules amb PBS 1x. 

- Incubar les cèl·lules amb NH4Cl 50mM durant 30 minuts a temperatura 

ambient per tal de bloquejar els grups aldehid. 

- Rentar les cèl·lules amb PBS 1x. 

- Permeabilitzar les cèl·lules amb metanol fred  al 10% durant 10 minuts. 

-  Rentar les cèl·lules amb PBS 1x. 

- Bloquejar les unions inespecífiques amb 1% BSA en PBS 1x durant 30 

minuts a temperatura ambient. 

- Incubar les cèl·lules amb l’anticòs o anticossos primaris a les 

concentracions indicades* o/n 4ºC. 

- Rentar les cèl·lules 5 minuts amb PBS 1x fins a un total de tres vegades. 

- Incubar les cèl·lules amb l’anticòs o anticossos secundaris a les 

concentracions indicades* durant 1 hora a temperatura ambient i en 

cambra fosca i humida. 

- Rentar les cèl·lules 5 minuts amb PBS 1X fins a un total de tres 

vegades. 

- Incubar les cèl·lules durant 10 minuts amb HOESCHT 33323 al 10% en 

PBS per tal de contratenyir els nuclis. 

- Muntar les cèl·lules amb el Fluoromount G i mantenir-les a 4ºC  i a les 

fosques fins que es visualitzin al microscopi. 

 

* Tant els anticossos primaris com els secundaris es dilueixen en solució de 

bloqueig. Veure les condicions de treball a les TAULES 15 i 16. 
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        4.4 ELISA de mostres plasmàtiques i sobrenadants de línies 
cel·lulars renals per a la detecció d’ IL-6 i hHAVcr-1.  

       La tècnica Quantikine IL-6 Immunoassay [R&D Systems] és un mètode 

d’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) en fase sòlida, dissenyat per 

tal de mesurar IL-6 en sobrenadants de cèl·lules en cultiu, sèrum i plasma.  

        Aquest assaig utilitza la tècnica d’immunoassaig enzimàtic quantitatiu on 

un anticòs monoclonal específic per IL-6 és unit a una microplaca de 96 pous. 

Els estàndards i mostres són pipetejats als pous i qualsevol presència d’IL-6 és 

unida per l’anticòs immobilitzat. Després dels diversos rentats que ajuden a 

eliminar qualsevol substància no unida, l’enzim policlonal específic per IL-6 unit 

enzimàticament, s’afegeix als pous. A continuació es realitza un rentat per 

eliminar les substàncies no unides al reactiu anticòs-enzim, una solució 

substrat s’afegeix als pous i el color apareix de forma proporcional a la quantitat 

de IL-6 unida en el primer pas. L’aparició del color s’atura i es mesura la 

intensitat del color. Per tal de mesurar l’absorbància es va utilitzar el lector de 

plaques [BIOTEK Elx800] a 450 nm amb una correcció de l’absorbància a 540 

nm. La concentració de IL-6 en cada mostra va ser calculada mitjançant una 

corba estàndard i va ser expressada en termes absoluts en (pg/ml). El mateix 
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sistema s’ha utilitzat per avaluar els nivells de hHAVcr-1 a l’orina de pacients 

amb ccRCC. 

▪ Reactius 

- Microplaca de 96 pous amb 

anticòs anti-IL-6 unit. 

- Conjugat IL-6. 

- Estàndards d’IL-6. 

- Diluent RD1W. 

- Diluent calibrador RD5T(per 

mostres de sobrenadants). 

- Diluent calibrador RD6F(per 

mostres de plasma). 

- Tampó de rentat. 

- Reactiu de color A. 

- Reactiu de color B. 

- Solució d’stop. 

- Tires adhesives per cobrir els 

pous. 

- Mostres de sobrenadants de 

cèl·lules en cultiu, plasma i 

orina de pacients amb càncer 

renal. 

 

▪ Mostres 

     ▪ Les mostres de plasma i orina de pacients amb càncer renal, van ser 

recollides asèpticament abans i després de sotmetre als pacients a una 

nefrectomia radical i es van emmagatzemar a -80ºC després de centrifugar-les 

durant 15 minuts a 1000 g. 

     ▪ Les mostres de sobrenadants de línies cel·lulars d’adenocarcinoma renal 

humà van ser recollides, les partícules i restes cel·lulars es van eliminar 

mitjançant una centrifugació i van ser emmagatzemades a -20ºC.  

▪ Procediment 

Abans de començar l’experiment, cal que tots els reactius i mostres a utilitzar a 

l’assaig siguin portats a temperatura ambient. 

- Preparar tots els reactius i els estàndards de treball seguint les 

instruccions del fabricant. 

- Afegir 100 µl del diluent de l’assaig RD1W a cada pou. 

- Afegir 100 µl de cada estàndard, mostra o control per pou. Tapar amb 

les tires adhesives i incubar durant dues hores a temperatura ambient. 
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- Aspirar cada pou i rentar, repetint el procés tres cops fent un total de 

quatre rentats. Després del darrer rentat, treure qualsevol resta de 

tampó de rentat per aspiració o decantació. 

- Afegir 200 µl del conjugat IL-6 a cada pou. Tapar amb una nova tira 

adhesiva i incubar durant dues hores a temperatura ambient. 

- Repetir el procés d’aspiració i rentat descrits en el quart pas. 

- Afegir 200 µl de Solució de substrat a cada pou. Incubar durant 20 

minuts a temperatura ambient. Protegir de la llum. 

- Afegir 50 µl de solució d’stop a cada pou. El color dels pous canvia del 

blau al groc. 

- Determinar la densitat òptica de cada pou en els següents 30 minuts. 

        4.5 Anàlisi de l’expressió de proteïnes en mostres humanes 

        4.5.1 Selecció de casos 

        Es van revisar dades clíniques i patològiques de 168 pacients amb 

masses renals tractades, per nefrectomia parcial o nefrectomia radical, entre 

Gener del 2002 i Desembre del 2005 a l’Hospital Vall d’Hebrón. Les dades 

clíniques d’aquests pacients es poden veure a l’apartat 1.2 de Resultats. Es 

disposava de dades clíniques tals com data de diagnosi, informació 

demogràfica, estadiatge clínic, grau Führman etc. per 98 pacients amb ccRCC. 

Es va avaluar l’expressió de la proteïna hHAVcr-1 en les regions normals i 

tumorals de cada pacient, atenent a la distribució del total de la proteïna en 

diferents compartiments subcel·lulars (membrana i citosol). Es van incloure, 

com a control de l’estudi, 10 mostres de RCC papil·lar i 5 mostres 

d’oncocitomes així com 5 mostres de glomerulopatia de canvis mínims. Per 

l’estudi sobre la participació de la hipòxia en l’expressió de la proteïna, es van 

recollir 5 mostres normals i tumorals de pacients amb ccRCC abans del 

clampatge de l’arteria renal que té lloc durant la cirurgia.  

        4.5.2 Construcció de Microarrays de teixit 

        L’objectiu de la construcció dels microarrays de teixit (TMAs) era el de 

poder estudiar l’expressió de la proteïna hHAVcr-1 en el màxim grup de 

mostres de teixit renal en un sol experiment. Així doncs, es va construir un 
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microarray de teixit tumoral renal d’un total de 98 pacients de ccRCC. Les 

mostres incloses en aquest estudi van ser proporcionades pel Departament de 

Patologia de l’Hospital Vall d’Hebrón. La construcció de cadascun dels TMAs 

es va realitzar mitjançant l’ús del Advanced Tissue Arrayer [CHEMICON 

INTERNATIONAL], que permet muntar múltiples mostres de teixit en un sol bloc de 

parafina. El patòleg, analitzant les seccions tissulars tenyides amb 

Hematoxilina-Eosina, va identificar quines eren les àrees normals, tumorals i 

transicionals d’interès per a cada pacient. Per cadascuna d’aquestes àrees,  en 

van realitzar tres perforacions diferents de 1,2 mm de diàmetre que es van 

incloure en un bloc de parafina receptor. D’aquesta forma es van anar 

construint TMA’s que recullen mostres dels 98 pacients de ccRCC. El servei de 

Patologia va realitzar també els talls histològics que posteriorment es van 

analitzar per imunohistoquímica.   

        4.5.3 Immunohistoquímica 

        Les tècniques d’immunohistoquímica (IHQ) ens permeten la identificació 

de determinats antígens, en aquest cas, sobre mostres de talls tissulars 

procedents de tumors renals. L’aplicació directa d’anticossos monoclonals o 

policlonals sobre mostres de teixit, permet la localització microanatòmica 

relacionada amb els nivells d’expressió i la seva correlació amb paràmetres 

morfològics, augmentant així la sensibilitat i especificitat de l’estudi. 

        Els talls de mostres tissulars, TMAs i biòpsies, van ser fixades en 

formaldehid, integrades en parafina i es van tallar seccions de 5 µm per 

elaborar les immunohistoquímiques. El protocol per la immunotinció dels talls 

histològics es detalla a continuació: 

 ▪ Reactius 

- Xilè 

- Etanol 

- H2O milli-Q estèril 

- PBS 1x 

- PBS-T (Veure l’Annex) 

- Tampó citrat [DAKO] 

- DakoPen [DAKO] 

- Peroxidase-Blocking Solution 

[DAKO] 

- Sèrum normal de cavall. 

- Anticòs primari. 
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- Dako Real EnVision HRP 

Rabbit/Mouse [DAKO]  

- DAB [DAKO] 

- Hematoxilina de Harris  

[DAKO] 

- DPX Mountant for histology 

[SIGMA-ALDRICH] 

▪ Procediment 

- Deixar els portaobjectes en un  forn d’incubació a 55ºC durant tota la nit 

per tal que les mostres deixin anar l’excés de parafina. Per aquest fi, es 

col·locaran protegides i en posició vertical. 

- Desparafinat: El procés de desparafinació consta de tres etapes 

seqüencials:                                                      

- 3 rentats en xilè de 15 minuts cadascun.      

- 1 rentat en etanol al 100% de 10 minuts.                                                           

- 1 rentat de 5 minuts en etanol al 100%. 

- Hidratació: Aquest procés consta de set etapes: 

- 45 segons en etanol al 100% 

- 45 segons en etanol al 95% 

- 45 segons en etanol al 85% 

- 45 segons en etanol al 70% 

- 45 segons en etanol al 50% 

- 45 segons en etanol al 30% 

- 45 segons en H2O o PBS 1x. 

- Rentats:  

- 5 minuts en PBS-T ( PBS + 0,5% TritóX-100 o 0,1% Tween-20) 

- Desemmascarament de l’epítop: 

- Tractar les mostres amb tampó citrat 10 mM pH6.0 al microones 

durant 5  minuts a màxima potència. 

- Deixar refredar a temperatura ambient fins a aproximadament 70ºC. 

- Incubar durant 15 minuts les mostres al microones a màxima 

potència. 

- Deixar refredar a temperatura ambient. 

- Rentar durant 5 minuts amb H2O milli-Q. 

- Rentar durant 5 minuts amb PBS 1x. 
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- Immunotinció:  

- Assecar els portes al voltant del talls i dibuixar un cercle al voltant 

de la mostra amb el DakoPen. 

- Bloquejar la peroxidasa endògena durant 10 minuts amb 100 µl de 

3% Peroxidase-Blocking Solution a les fosques. 

- Rentar durant 5 minuts en PBS-T. 

- Bloquejar els llocs inespecífics amb 70 µl de 10% Normal Horse 

Serum; 0,1% Tween-20 en PBS durant 1h a temperatura ambient. 

- Treure l’excés suaument i incubar el teixit durant 1 hora a 

temperatura ambient amb l’anticòs primari, en les condicions 

posades a punt en cada cas (Veure TAULA 17) 

- Rentar dos cops durant 5 minuts en PBS-T. 

- Incubar el teixit amb dues gotes del sistema Dako Real EnVision 

HRP Rabbit/Mouse durant 40 minuts a temperatura ambient. 

- Rentar tres cops durant 5 minuts en PBS-T. 

- Assecar els portes al voltant del talls. 

- Revelar incubant amb DAB durant 5 minuts. El DAB es prepara 

mantenint la proporció de 1 ml de tampó B (Dako Real Substrate 

Buffer) amb 20 µl de DAB (Buffer C, DAB+ Crhomogen x50). 

- Rentar durant 5 minuts en PBS. 

- Contratenyir els nuclis amb  hematoxilina de Harris durant 45 

segons. 

- Rentar abundantment amb H2O destil·lada. 

- Deshidratació: 

- Incubar amb H2O  

- 45 segons en etanol al 30% 

- 45 segons en etanol al 50% 

- 45 segons en etanol al 70% 

- 45 segons en etanol al 85% 

- 45 segons en etanol al 95% 

- 45 segons en etanol al 100% 

- 2 exposicions de 3 minuts en xilè. 

- Muntatge: 
- Muntar els portes amb medi de muntatge orgànic DPX [Fluka]. 
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        4.5.4 Quantificació de l’expressió de hHAVcr-1 en teixit 

        L’expressió d’hHAVcr-1 va ser avaluada de forma semiquantitativa pel 

sistema del HScore, basat en el càlcul del percentatge de cèl·lules epitelials 

tenyides i la intensitat de tinció per cada cas. Es va calcular la expressió total 

de hHAVcr-1 així com en el citosol i la membrana cel·lular. L’HScore es va 

calcular segons la fórmula següent: Hscore = 1 x (% tinció dèbil) + 2 x (% tinció 

moderada) + 3 x (% tinció intensa) amb una puntuació que pot variar entre 0 i 

300. La puntuació de la intensitat es defineix com : 0= la tinció a les cèl·lules no 

s’aprecia, 1=intensitat de tinció dèbil, 2= intensitat de tinció intermèdia, 3= 

intensitat de tinció forta. Per a cada cas es va obtenir la mitjana de les tres 

mostres recollides i es van realitzar les anàlisis estadístiques pertinents.  

        4.5.5 Anàlisi estadística 

        Les associacions entre la expressió d’hHAVcr-1 total, citosòlica i de 

membrana amb els diferents paràmetres clínico-patològics es van realitzar 

emprant el test no-paramètric Mann-Withney U. Les relacions entre l’expressió 

citosòlica i membranosa en mostres normals i tumorals van ser avaluades amb 

el test de Wilcoxon. La supervivència sense recurrència de la malaltia va ser 

calculada des del moment de la cirurgia fins el moment de l’aparició de la 

recidiva local o distant. L’estimació de la supervivència per les corbes de 

Kaplan Meier van ser comparades utilitzant el test log rank. Les anàlisis 

multivariants es van realitzar utilitzant el model de regressió de Cox per tal de 

determinar la importància pronostica independent del paràmetres clínico-

patològics. L’anàlisi estadística es va realitzant emprant el software SPSS 12.0.  
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        4.6 Assaig Luciferasa 

        És un assaig funcional d’activitat que serveix per avaluar la capacitat 

d’activació o inhibició de la transcripció de diferents elements promotors, en el 

nostre cas del promotor del gen NFkB. El promotor d’aquest gen es fusiona al 

gen reporter de la Luciferasa, mitjançant un subclonatge al plasmidi pGL3-

Basic vector (cedit pel grup de la Dra. Rosanna Paciucci, IRHUVH). El gen 

Firefly Luciferase (Photinus Pyralis) codifica per un enzim capaç de catalitzar la 

reacció d’oxidació per la que es genera una emissió de llum detectable. La 

quantitat de llum es mesura per un luminòmetre (Clarity TM Microplate 

Luminometer, BioTek) i, és proporcional a l’estat d’activació del promotor del 

gen d’estudi. 

        Per la mesura Luciferasa, es va utilitzar el sistema Dual-Luciferase® 

Reporter assay System [PROMEGA]. Aquest sistema, incorpora a més del substrat 

de la Luciferasa, un segon substrat per l’enzim Renilla Luciferase (Renilla 

Reformis). El substrat de la reacció catalitzada per aquest segon enzim inactiva 

el primer, de forma que atura l’emissió lumínica. Al nostre cas, el gen de la 

Renilla es troba sota el control del promotor constitutiu TK, aportant un control 

normalitzador sobre l’eficiència de la transfecció de les diferents condicions 

experimentals. 

        Els assajos es van realitzar en plaques de 12 pous i cada condició 

experimental va ser mesurada per triplicat. Els extractes cel·lulars es van 

aconseguir per scraping a 4ºC utilitzant el tampó Lysis buffer 1x (70 µl/pou). Per 

a cada punt es va aplicar el 50% del llisat cel·lular a una placa de 96 pous de 

fons opac. La lectura lumínica es va realitzar de manera automatitzada 

mitjançant un luminòmetre Clarity Bio-Tek segons el següent procediment: 

▪ Procediment 

- Afegir 30 µl de substrat del gen Firefly: Luciferase Assay Reagent (LAR). 

- Agitar mecànicament durant 10 seg. 

- Presa de la mesura de luminescència. 

- Afegir 20 µl de substrat del gen Renilla: Stop and Glo® Reagent. 

-  Mesurar la luminescència. 
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1. La proteïna hHAVcr-1 es troba sobreexpressada en el Carcinoma Renal 

Cel·lular de cèl·lula clara (ccRCC). Aquesta sobreexpressió es manifesta tant a 

la part normal com la part tumoral de mostres de pacients amb ccRCC. 

2. hHAVcr-1 no s’expressa a la part normal de mostres de pacients amb altres 

carcinomes renals cel·lulars com els papil·lars i els oncocitomes ni en mostres 

controls de pacients amb Glomerulopatia de canvis mínims suggerint que, 

l’expressió de hHAVcr-1 al teixit normal de mostres de ccRCC és una qüestió 

intrínseca a aquest tipus de malaltia. 

3. L’expressió constitutiva anormal de la proteïna hHAVcr-1 en ronyons normals 

no danyats, manté les cèl·lules del túbul proximal en un estat de 

desdiferenciació, estadiatge primerenc en el desenvolupament del ccRCC. 

4. La localització cromosòmica del gen hHAVcr-1, la seva expressió a l’epiteli 

del túbul proximal normal de pacients amb ccRCC i la seva sobreexpressió en 

ccRCC, implica la proteïna en el desenvolupament d’aquest tipus de tumor. 

5. Els tumors classificats com a avançats o disseminats, presenten nivells 

elevats de la proteïna al citosol respecte els nivells presents de la mateixa a 

membrana. Respecte el grau Führman els pacients que presenten un grau 

elevat mostren nivells elevats de la proteïna a citosol. En pacients d’alt risc, hi 

ha una distribució més citosòlica que membranosa malgrat no ser aquesta 

relació estadísticament significativa. 

6. Existeix una correlació entre graus elevats de la malaltia i nivells augmentats 

de l’ectodomini proteolitzat de hHAVcr-1 a l’orina de pacients amb ccRCC. 

7. La baixa tinció de la proteïna a membrana es correlaciona amb un procés de 

shedding actiu, nivells elevats de la proteïna a l’orina i una major malignitat del 

tumor. 

8. La correlació existent entre la capacitat de shedding i la malignitat tumoral, 

així com la capacitat invasiva de les cèl·lules 786-O que expressen el mutant 

amb shedding actiu, demostren com la capacitat augmentada de shedding 

indueix un fenotip més invasiu in vitro i tumors més agressius in vivo. 
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9. La sobreexpressió de hHAVcr-1 condueix a la sobreexpressió d’IL-6 a la línia 

d’adenocarcinoma renal humà 769-P. 

10. La sobreexpressió d’IL-6 promou l’activació de la cascada de senyalització 

JAK-STAT que convergeix en l’entrada a  nucli de la proteïna pSTAT3 

(fosforilada als seus residus serina 727 i tirosina 705). 

11. La via de senyalització JAK-STAT es troba activada en pacients amb 

ccRCC. 

12. La proteïna pSTAT3 Serina727 constitueix un factor pronòstic de la malaltia 

independent al grau Führman, l’estadiatge clínic o el grup de risc al que 

pertanyi el pacient. 

13. El silenciament d’hHAVcr-1 va acompanyat d’una disminució en els nivells 

de RNA missatger del factor induïble per hipòxia HIF-1 i a més indueix la 

regulació negativa de dos dels gens diana de HIF-1, el VEGFA i GLUT1. 

14. hHAVcr-1 a través de la sobreexpressió d’IL-6 és capaç de regular 

transcripcionalment HIF-1α. 

15. hHAVcr-1 induiria l’activació transcripcional d’IL-6 que a l’hora provocaria 

l’activació de la cascada de senyalització JAK-STAT que acaba amb la 

fosforilació i entrada a nucli de la proteïna STAT3. Aquesta, un cop a nucli, 

induiria l’activació transcripcional de HIF-1α que acabaria provocant la 

generació d’un fenotip cel·lular maligne per activació de la transcripció de gens 

tals com VEGFA i GLUT1. 
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