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Línies	
  cel·∙lulars:	
  

435-­‐P	
   	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Parental	
  

435-­‐L3	
  	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Lung,	
  metastàtica	
  a	
  pulmó	
  

435-­‐B1	
  	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Bone,	
  metastàtica	
  a	
  os	
  

435-­‐Lv1	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Liver,	
  metastàtica	
  a	
  fetge	
  

435-­‐Br1	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Brain,	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  

V5	
   	
   	
   MDA-­‐MB-­‐435-­‐Br/V5,	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  més	
  específica	
  

231-­‐P	
   	
   	
   MDA-­‐MB-­‐231-­‐Parental	
  

231-­‐BO2	
   	
   MDA-­‐MB-­‐231-­‐BO2,	
  metastàtica	
  a	
  os	
  

sh21	
  	
   	
   	
   shERp57BO2C21,	
  clon	
  21	
  de	
  la	
  línia	
  BO2	
  que	
  infraexpressa	
  ERp57	
  	
  

sh32	
   	
   	
   shERp57BO2C32,	
  clon	
  32	
  de	
  la	
  línia	
  BO2	
  que	
  infraexpressa	
  ERp57	
  	
  

ct4	
   	
   	
   shBO2/GFPCT4,	
  control	
  de	
  la	
  infraexpressió	
  d’ERp57	
  en	
  la	
  línia	
  BO2	
  

	
  

ß2m	
   	
   beta-­‐2-­‐microglobulina	
  o	
  cadena	
  lleugera	
  	
  

2-­‐DG	
   	
   2-­‐desoxi-­‐glucosa	
  

2-­‐HG	
   	
   2-­‐Hidroxiglutarat	
  	
  

2DE-­‐DIGE	
   Two	
  Dimensional	
  Difference	
  Gel	
  Electrophoresis	
  	
   	
  

AAALAC	
  	
   Association	
  for	
  Assessment	
  and	
  Acreditation	
  of	
  Laboratory	
  Animal	
  Care	
  	
   	
  

	
   	
   International	
   	
  

ACAT1	
  	
   Acil-­‐CoA:colesterol	
  acil	
  transferasa	
  

ACC	
   	
   Acetil-­‐CoA	
  Carboxilasa	
  

ACL	
   	
   ATP	
  Citrat	
  Liasa	
  

ACOT7	
  	
   Acil	
  Coenzim	
  A	
  Tioéster	
  hidrolasa	
  

APM	
   	
   Maquinària	
  de	
  Processament	
  Antigènic	
  	
  

ATP	
   	
   Trifosfat	
  d'adenosina	
  

BCA	
   	
   Àcid	
  bicinconínic	
  

BHE	
   	
   Barrera	
  Hematoencefàlica	
  	
  

BIANA	
   	
   Biologic	
  Interactions	
  and	
  Network	
  Analysis	
  

BLI	
   	
   Bioluminescència	
  	
  

Bp	
   	
   parell	
  de	
  bases	
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BRMS1	
  	
   Breast	
  metastasis	
  suppressor	
  1	
  

BSA	
   	
   Àlbumina	
  Sèrica	
  Bovina	
  

CAF	
   	
   Cancer-­‐Associated	
  Fibroblast/Fibroblasts	
  associats	
  al	
  tumor	
  

CAT	
  	
   	
   Translocasa	
  de	
  carnitina	
  

CCD	
  	
   	
   Charge-­‐Coupled	
  Device	
  

CDI	
   	
   Carcinoma	
  Ductal	
  Infiltrant	
  	
  

CDIS	
   	
   Carcinoma	
  Ductal	
  In	
  Situ	
  

CDH1	
   	
   E-­‐Cadherina	
  

CLI	
   	
   Carcinoma	
  Lobular	
  Infiltrant	
  	
  

CLIS	
  	
   	
   Carcinoma	
  Lobular	
  In	
  Situ	
  	
  

CMV	
   	
   Citomegalovirus	
  

CNX	
   	
   Calnexina	
  

CO2	
   	
   Diòxid	
  de	
  carboni	
  

CPT	
  	
   	
   Carnitin	
  Palmitoïl-­‐Transferasa	
  

CRT	
   	
   Calreticulina	
  

CSC	
   	
   Cancer	
  Stem	
  Cells/	
  Cèl·∙lules	
  mare	
  tumorals	
  

CTC	
   	
   Cèl·∙lula	
  Tumoral	
  Circulant	
  

CTP	
   	
   Transportador	
  de	
  citrat	
  malat	
  

DMEM	
  	
   Dulbecco's	
  Modified	
  Eagle's	
  Medium	
  	
  

DMSO	
   	
   Dimetil	
  Sulfòxid	
  

DNA	
   	
   Àcid	
  Desoxiribonucleic	
  

dNTPs	
   	
   Nucleòtids	
  fosfatats	
  

Drp1	
   	
   Dynamin-­‐related	
  protein	
  1	
  	
  

DTCs	
  	
   	
   Cèl·∙lules	
  Tumorals	
  Disseminades	
  

DTT	
   	
   DL-­‐TioTreitol	
  

ECT	
   	
   Ethanolamine-­‐Phosphate	
  Cytidyltransferase	
  	
  

EDTA	
   	
   Àcid	
  Etilendiaminotetraacétic	
  

eGFP	
   	
   Enhanced	
  Green	
  Fluorescent	
  Protein	
  	
  

ER	
   	
   Receptor	
  d'estrogen	
  	
  

FACS	
   	
   Fatty	
  Acyl-­‐CoA	
  Synthase	
  	
  

FAO	
   	
   Fatty	
  Acid	
  Oxidation	
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FASN	
   	
   Fatty	
  Acid	
  Sintasa/Sintasa	
  d’àcid	
  gras	
  

FDA	
   	
   Food	
  and	
  Drug	
  Administration	
  

FDG-­‐PET	
   Fluorodeoxyglucose-­‐Positron	
  emission	
  tomography	
   	
  

FN	
   	
   Fibronectina	
  

g	
   	
   Grams	
  

GC-­‐TOFMS	
   Gas	
  Crompatography-­‐Time	
  Of	
  Flight	
  Mass	
  Spectrometry	
   	
  

Gln	
   	
   Glutamina	
  

GPCRs	
  	
  	
   G	
  protein	
  coupled	
  receptors	
  

GRP	
   	
   Proteïnes	
  regulades	
  per	
  glucosa	
  

h	
   	
   hores	
  

H202	
   	
   peròxid	
  d’hidrogen	
  

HBMX	
   	
   Xenografts	
  de	
  Metàstasi	
  Cerebral	
  Humana	
  

HBSS	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Hank's	
  Balanced	
  Salt	
  Solution	
  sense	
  vermell	
  fenol,	
  ni	
  CaCl2	
  ni	
  MgCl2	
   	
   	
  

HC	
   	
   Cadena	
  Pesada	
  	
  

HEPES	
   	
   àcid	
  4-­‐(2-­‐hidroxietil)-­‐1-­‐piperazonaetanosulfònic	
  

HER2	
  	
   	
   Receptor	
  Humà	
  del	
  factor	
  de	
  creixement	
  Epidèrmic	
  

HLA	
  I	
   	
   Human	
  Leukocyte	
  Antigen	
  

HNO3	
   	
   Àcid	
  Nítric	
  

hsps	
   	
   Heat	
  Shock	
  Proteins	
  

i.m.f.p.	
  	
   Intramammay	
  Fat	
  Pad	
  

IDH	
  	
   	
   Isocitrat	
  Deshidrogenases	
  	
  

IF	
   	
   Immunofluorescència	
  

IHC	
   	
   Immunohistoquímica	
  

IHW	
  	
  	
   	
   Seminari	
  Internacional	
  sobre	
  Histocompatibilitat	
  

Int	
  Dens	
   Densitat	
  Integrada	
  

IVC	
   	
   rack	
  individual	
  ventilat	
  tipus	
  IIL	
  	
  

kDa	
   	
   Kilodalton	
  

KRBH	
   	
   tampó	
  Krebs-­‐Ringer	
  Bicarbonat	
  HEPES	
  	
  

L	
   	
   Litre	
  

LC3	
   	
   microtubule-­‐associated	
  protein	
  1	
  light	
  chain	
  3	
  	
  

Luc	
  	
  	
   	
   Luciferasa	
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LXR	
   	
   Liver	
  X	
  Receptor	
  	
  

M	
   	
   Molar	
  

MAGL	
  	
  	
   Mono-­‐Acil	
  Glicerol	
  Lipasa	
  	
  

MALDI-­‐TOF	
   Matrix-­‐Assisted	
  Laser	
  Desorption/Ionization	
  -­‐	
  Time	
  Of	
  Flight	
   	
  

MC	
   	
   Medi	
  complet	
  

MCSS	
   	
   Medi	
  Complet	
  Sense	
  Sèrum	
  

MEC	
   	
   Matriu	
  Extracel·∙lular	
  

Min	
   	
   Minut	
  

MMLV	
  	
   Moloney	
  Murine	
  Leukemia	
  Virus	
  

MMP9	
  	
   Metal·∙loproteasa	
  de	
  la	
  Matriu	
  9	
  

MSC	
   	
   Cèl·∙lules	
  mare	
  mesenquimals	
  

mtDNA	
   DNA	
  mitocondrial	
  

mTORC1	
   Mammalian	
  Target	
  Of	
  Rapamycin	
  Complex	
  1	
   	
  

MVD	
   	
   	
  Difosfomevalonat	
  decarboxilasa	
  	
  

N2	
   	
   Nitrogen	
  

NaCl	
   	
   Clorur	
  sòdic	
  

NADH	
   	
   Forma	
  reduïda	
  de	
  la	
  Nicotinamida	
  adenina	
  dinucleòtid,	
  

NADPH	
   forma	
  reduïda	
  de	
  Nicotinamida	
  adenina	
  dinucleòtid	
  fosfat	
  

NAFLD	
  	
   fetge	
  greixós	
  no-­‐alcohólic	
  

NK	
   	
   Natural	
  Killers	
  

Nm	
   	
   Nanòmetres	
  

PBS	
   	
   Phosphate	
  Buffered	
  Saline	
  

PC	
   	
   Component	
  Principal	
  	
  

PCA	
   	
   Principal	
  Component	
  Analysis	
  	
  

PCR	
  	
  	
   	
   Reacció	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  Polimerasa	
  

PDH	
   	
   Piruvat	
  Deshidrogenasa	
  	
  

PDI	
   	
   Protein	
  Disulfide	
  Isomerase	
  

PFA	
   	
   Paraformaldehid	
  

Ph/s	
   	
   Fotons	
  per	
  Segon	
  

PHGDH	
  	
   Fosfoglicerat	
  dehidrogenasa	
  	
   	
  

PIANA	
   	
   Protein	
  ínteractions	
  and	
  Network	
  Analysis	
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PLC	
   	
   Peptide	
  Loading	
  Complex	
  o	
  Complex	
  de	
  Càrrega	
  de	
  Pèptid	
  

PMSF	
   	
   Phenyl	
  Methane	
  Sulfonyl	
  Fluoride	
  

PPARγ	
  	
  	
   nuclear	
  hormone	
  receptor	
  peroxisome-­‐proliferator-­‐activated	
  receptor-­‐γ	
  	
  

PPIN	
   	
   xarxes	
  d’interacció	
  proteïna-­‐proteïna	
  

PR	
   	
   Receptor	
  de	
  progesterona	
  	
  

PVDF	
   	
   Fluorur	
  de	
  Polivinilidè	
  

RE	
   	
   Reticle	
  Endoplàsmic	
  

RNA	
   	
   Àcid	
  Ribonucleic	
  

ROI	
   	
   Regió	
  	
  d'interés	
  

ROS	
  	
   	
   Espècies	
  Reactives	
  d'Oxigen	
  

RP	
  	
   	
   Receptor	
  de	
  Progesterona	
  

Rpm	
   	
   Revolucions	
  per	
  minut	
  

RS	
   	
   Raman	
  Spectroscopy/Espectroscòpia	
  Raman	
  

RT-­‐PCR	
  	
   Transcripció	
  inversa-­‐PCR	
  

RT-­‐QPCR	
  	
   Real	
  Time-­‐Quantitative	
  PCR	
   	
  

RXRα	
  	
   	
   Retinoic	
  Acid	
  Receptor	
  

s	
   	
   segon	
  

SBF	
  	
   	
   Sèrum	
  Boví	
  Fetal	
  

SDS	
   	
   Dodecil	
  Sulfat	
  Sòdic	
  

SDS-­‐PAGE	
   Electroforesi	
  de	
  proteïnes	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  i	
  SDS	
   	
  

shRNA	
  	
   Short	
  hairpin	
  RNA	
  	
  

siRNA	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Small	
  Interfering	
  RNA	
  	
   	
  

SPF	
  	
   	
   animals	
  lliures	
  de	
  patògens	
  

SRE	
   	
   Estrès	
  de	
  Reticle	
  Endoplàsmic	
  

SREBP-­‐1	
  	
  	
  	
   Sterol	
  Regulatory	
  Element	
  Binding	
  Protein	
  1	
  	
  

T	
   	
   Temperatura	
  

TAM	
   	
   Tumor-­‐Associated	
  Macrophages	
  	
  

TEM	
   	
   Transició	
  Epiteli-­‐Mesènquima	
  

TFA	
  	
   	
   Àcids	
  grassos	
  totals	
  

TME	
  	
   	
   Transició	
  Mesènquima-­‐Epiteli	
  

TN	
   	
   Triple	
  Negatiu	
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TRAIL	
   	
   TNF-­‐related	
  apoptosis-­‐inducing	
  ligand	
  

ttA	
  	
   	
   Tetracycline-­‐regulated	
  Transactivator	
  

TUFA	
  	
   	
   Àcids	
  grassos	
  insaturats	
  totals	
  

UICC	
   	
   Unió	
  Internacional	
  Contra	
  el	
  Càncer	
  	
  

uPAR	
   	
   Receptor	
  d'uroquinasa	
  

UPR	
   	
   Unfolded	
  Protein	
  Response	
  

UV	
   	
   Ultra	
  Violeta	
  

V	
   	
   Volts	
  

VDAC	
   	
   Voltage-­‐dependent	
  Annion	
  Channel	
  

VEGF	
   	
   Vascular	
  Endothelial	
  Growth	
  Factor	
  

WB	
   	
   Western	
  Blot	
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1. BIOLOGIA	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  
	
  

1.1. PROGRESSIÓ	
  METASTÀTICA	
  DEL	
  CÀNCER	
  DE	
  MAMA	
  
	
  

	
   El	
  càncer	
  de	
  mama	
  és	
  el	
  tipus	
  més	
  comú	
  de	
  càncer	
  i	
  la	
  primera	
  causa	
  de	
  mortalitat	
  en	
  

dones	
   (Jemal	
  et	
  al.,	
  2011),	
   registrant-­‐se	
  230.000	
  casos	
  nous	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
   invasiu	
  al	
  

2011	
  només	
  als	
  Estats	
  Units	
  (Eckhardt	
  et	
  al.,	
  2012).	
  La	
  incidència	
  és	
  més	
  elevada	
  en	
  països	
  

desenvolupats	
  (Key	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

	
   El	
   carcinoma	
   de	
   mama	
   més	
   freqüent	
   és	
   d’origen	
   epitelial	
   i	
   sol	
   aparèixer	
   en	
   els	
  

conductes	
   que	
   porten	
   la	
   llet	
   al	
   mugró	
   o	
   bé	
   en	
   els	
   lòbuls	
   (glàndules	
   productores	
   de	
   llet).	
  

Segons	
  el	
  seu	
  origen	
  histològic,	
  caràcter	
   invasiu	
   i	
  patró	
  estructural,	
  els	
   tumors	
  malignes	
  es	
  

poden	
  classificar	
  en	
  diferents	
  subtipus	
  (Mallon	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Aquesta	
  classificació	
  inclou	
  fins	
  

a	
  18	
  tipus	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Tavassoli	
  and	
  Devilee,	
  2003)	
  pero	
  principalment,	
  els	
  tumors	
  

malignes	
  poden	
  ser	
  no	
  invasius,	
  com	
  el	
  carcinoma	
  ductal	
  in	
  situ	
  (CDIS)	
  o	
  el	
  carcinoma	
  lobular	
  

in	
   situ	
   (CLIS),	
   o	
   invasius	
   com	
   el	
   carcinoma	
   ductal	
   infiltrant	
   (CDI)	
   o	
   el	
   carcinoma	
   lobular	
  

infiltrant	
  (CLI).	
  

	
   El	
   pronòstic	
   de	
   les	
   pacients	
   de	
   càncer	
   de	
   mama	
   es	
   tabula	
   amb	
   el	
   sistema	
   TNM	
  	
  

proposat	
  per	
  la	
  Unió	
  Internacional	
  Contra	
  el	
  Càncer	
  (UICC)	
  al	
  1954.	
  Es	
  basa	
  en	
  el	
  fet	
  que	
  el	
  

tipus	
   de	
   tractament	
   i	
   les	
   probabilitats	
   de	
   supervivència	
   es	
   relacionen	
   amb	
   l’extensió	
   del	
  

tumor	
  primari	
  (T),	
  la	
  presència	
  o	
  absència	
  de	
  tumor	
  en	
  els	
  nodes	
  limfàtics	
  regionals	
  (N)	
  i	
   la	
  

presència	
  o	
  absència	
  de	
  metàstasis	
  (M)	
  més	
  enllà	
  dels	
  nodes	
  limfàtics	
  (Sobin,	
  2003)	
  

	
   Cada	
  un	
  dels	
  paràmetres	
  es	
  pot	
  classificar	
  al	
  seu	
  torn	
  en	
  diversos	
  graus.	
  Existeixen	
  4	
  

estadis	
  per	
  al	
  paràmetre	
  T,	
  de	
  millor	
  a	
  pitjor	
  pronòstic:	
  estadi	
  0	
  (carcinoma	
  in	
  situ),	
  estadi	
  1	
  

(tumors	
  localitzats	
  en	
  la	
  mama	
  de	
  tamany	
  inferior	
  a	
  2	
  cm),	
  estadi	
  2	
  (tumors	
  majors	
  de	
  2	
  cm),	
  

estadi	
   3	
   (tumors	
   més	
   gran	
   de	
   5	
   cm),	
   estadi	
   4	
   (tumors	
   disseminat	
   a	
   altres	
   òrgans).	
   El	
  

paràmetre	
   N	
   es	
   subdivideix	
   en	
   4	
   estadis	
   (Escobar	
   et	
   al.,	
   2007):	
   N0	
   (absència	
   de	
   cèl·∙lules	
  

tumorals	
  als	
  ganglis	
  propers),	
  N1	
  (1–3	
  nodes	
  positius),	
  N2	
  (4–9	
  nodes	
  positius),	
  o	
  N3	
  (més	
  de	
  

9	
   nodes	
   positius).	
   Finalment,	
   el	
   paràmetre	
  M	
   es	
   pot	
   classificar	
   en	
  M0,	
   si	
   no	
   hi	
   ha	
   signes	
  

d’expansió	
  tumoral,	
  o	
  M1,	
  si	
  s’observa	
  presència	
  de	
  metàstasi.	
  

	
   La	
   supervivència	
   de	
   les	
   pacients	
   amb	
   càncer	
   de	
   mama	
   depèn	
   d’altres	
   factors	
  

pronòstics	
  a	
  més	
  del	
  tamany	
  del	
  tumor.	
  El	
  grau	
  histològic	
  representa	
  l’agressivitat	
  tumoral	
  i	
  

s’obté	
  a	
  partir	
  de	
  tres	
  característiques	
  patològiques	
  del	
  teixit:	
  formació	
  de	
  túbuls,	
  morfologia	
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nuclear	
   i	
   índex	
   de	
  mitosi.	
   Segons	
   aquests	
   paràmetres,	
   el	
   tumor	
   es	
   pot	
   classificar	
   en	
   tres	
  

categories	
  (grau	
  I,	
  II	
  i	
  III)	
  que	
  permeten	
  l’estratificació	
  del	
  risc	
  de	
  progressió	
  (Tsuda,	
  2008).	
  	
  

	
   Un	
  altre	
  factor	
  pronòstic	
  és	
  la	
  presència	
  de	
  receptors	
  hormonals,	
  com	
  el	
  d’estrogen,	
  

ER	
  o	
  el	
  de	
  progesterona,	
  PR	
  (Althuis	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Els	
  tumors	
  negatius	
  per	
  a	
   l’ER	
  s’associen	
  

amb	
  ràpides	
  recaigudes	
  mentre	
  que	
  els	
  tumors	
  ER+	
  s’associen	
  amb	
  risc	
  persistent	
  més	
  enllà	
  

dels	
  10	
  anys	
  (Ahmad,	
  2013).	
  	
  

	
   La	
  genòmica	
  ha	
  permès	
  l’anàlisi	
  de	
  l’expressió	
  diferencial	
  de	
  milers	
  de	
  gens,	
  útils	
  per	
  

la	
  definició	
  de	
   les	
  característiques	
  moleculars	
  del	
  sistema.	
  Aquests	
  estudis	
  han	
  propiciat	
  el	
  

descobriment	
  de	
  marcadors	
  pronòstics/diagnòstics	
  i	
  de	
  noves	
  dianes	
  terapèutiques	
  (Driouch	
  

et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

	
   Sorlie	
  i	
  col.	
  (2001)	
  van	
  aplicar	
  aquesta	
  tecnologia	
  per	
  classificar	
  carcinomes	
  de	
  mama	
  

basant-­‐se	
   en	
   variacions	
   en	
   els	
   perfils	
   d’expressió	
   gènica.	
   Això	
   els	
   va	
   permetre	
   ampliar	
   la	
  

classificació	
   existent	
   de	
   Perou	
   i	
   col.	
   (2000),	
   que	
   definia	
   5	
   subtipus	
   de	
   tumors	
   primaris:	
  

luminal	
   A,	
   luminal	
   B,	
   basal-­‐like,	
   normal-­‐type	
   i	
   ERBB2+.	
   El	
   nou	
   perfil	
   d’expressió	
   gènica	
   de	
  

Sorlie	
   proposava	
   una	
   classificació	
   en	
   funció	
   de	
   la	
   presència	
   del	
   Receptor	
   d’Estrogen:	
   tres	
  

subtipus	
  ER+	
  incloent	
  el	
  luminal	
  A,	
  B	
  i	
  C	
  i	
  tres	
  subtipus	
  ER-­‐,	
  que	
  comprenia	
  els	
  tumors	
  Her2,	
  

basal	
  i	
  TN	
  (Pusztai	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Sorlie	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

Aquesta	
  classificació	
  té	
  importants	
  implicacions	
  clíniques.	
  Els	
  tumors	
  de	
  tipus	
  luminal	
  

són	
  menys	
  agressius	
  ja	
  que	
  expressen	
  receptors	
  hormonals	
  mentre	
  que	
  els	
  tres	
  darrers	
  són	
  

tumors	
  molt	
   agressius	
   associats	
   a	
   una	
  baixa	
   supervivència	
   (Sorlie	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Els	
   tumors	
  

ErbB2+	
  i	
  els	
  TN	
  (triple	
  negatiu	
  per	
  als	
  tres	
  receptors	
  ER,	
  PR	
  i	
  ErbB2)	
  són	
  els	
  que	
  presenten	
  un	
  

major	
  risc	
  de	
  formació	
  de	
  metàstasis	
  i	
  de	
  recaiguda	
  (Foo	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Kennecke	
  et	
  al.,	
  2010),	
  

amb	
  un	
  pic	
  als	
  3	
  anys	
  després	
  del	
  diagnòstic	
  (Boyle,	
  2012).	
  

A	
   partir	
   d’aquests	
   estudis,	
   han	
   aparegut	
   noves	
   sub-­‐classificacions,	
   com	
   la	
   de	
  

Teschendorff	
  i	
  col.,	
  on	
  l’anàlisi	
  de	
  gens	
  diferencialment	
  expressats	
  en	
  tumors	
  ER-­‐	
  ha	
  mostrat	
  

que	
  els	
  de	
  tipus	
  basal	
  són	
  un	
  grup	
  heterogeni	
  format	
  per	
  al	
  menys	
  4	
  subtipus	
  	
  (Teschendorff	
  

et	
   al.,	
   2007).	
   Dins	
   d’aquest	
   subtipus,	
   l’anàlisi	
   va	
   revelar	
   un	
  mòdul	
   d’expressió	
   de	
   gens	
   de	
  

resposta	
  immune	
  amb	
  bon	
  pronòstic.	
  

Entre	
  els	
  tumors	
  negatius	
  per	
  al	
  ER	
  destaquen	
  els	
  tumors	
  TN,	
  un	
  grup	
  heterogeni	
  que	
  

suma	
   el	
   10-­‐20%	
   del	
   total	
   de	
   carcinomes	
   invasius	
   (Boyle,	
   2012).	
   Pietenpol	
   i	
   col.	
   van	
  

aprofundir	
  en	
  la	
  subclassificació	
  d’aquest	
  tipus	
  de	
  tumors.	
  L’anàlisi	
  de	
  21	
  bases	
  de	
  dades	
  de	
  

càncer	
  de	
  mama	
  va	
  identificar	
  6	
  subtipus	
  de	
  TN:	
  2	
  basal-­‐like	
  (BL1	
  i	
  BL2),	
  un	
  immomodulatori	
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(IM),	
  un	
  mesenquimal	
  (M),	
  un	
  tipus	
  Luminal	
  Androgen	
  Receptor	
  (LAR)	
   i	
  un	
  fenotip	
  claudin-­‐

low	
   o	
   mesenchymal-­‐like	
   o	
   MSL	
   (Lehmann	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Aquest	
   darrer	
   té	
   un	
   pronòstic	
  

intermig	
   entre	
   els	
   subtipus	
   basal	
   i	
   luminal	
   (Prat	
   et	
   al.,	
   2010),	
   i	
   està	
   enriquit	
   amb	
   cèl·∙lules	
  

amb	
  propietats	
  similars	
  a	
  cèl·∙lules	
  mare	
  de	
  la	
  glàndula	
  mamària	
  i	
  potencial	
  iniciador	
  (Bruna	
  

et	
   al.,	
   2012;	
   Hennessy	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Lim	
   et	
   al.,	
   2009).	
   El	
   tractament	
   farmacològic	
   de	
   línies	
  

cel·∙lulars	
  que	
  recollien	
  cadascun	
  dels	
  subtipus	
  definits,	
  va	
  permetre	
  establir	
  susceptibilitats	
  a	
  

drogues	
  contra	
  rutes	
  concretes	
  com	
  cisplatin	
  en	
  els	
  BL1	
  i	
  BL2	
  o	
  inhibidors	
  de	
  PI3K/mTOR	
  en	
  

M	
  i	
  MSL	
  (Lehmann	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

En	
   paral·∙lel	
   amb	
   la	
   identificació	
   d’aquests	
   subtipus,	
   altres	
   grups	
   han	
   aprofundit	
   en	
  

l’us	
  d’eines	
  genòmiques	
  per	
  a	
   la	
   identificació	
  de	
  perfils	
  d’expressió	
  associats	
  a	
  pronòstic	
  o	
  

risc	
  de	
  metàstasis	
  en	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Paik	
  et	
  al.,	
  2004;	
  van	
  de	
  Vijver	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Destaca	
  

l’estudi	
   de	
  Van’t	
   Veer	
   (2002),	
   on	
   es	
   va	
  descriure	
  un	
  perfil	
   d’expressió	
   format	
  per	
   70	
   gens	
  

associats	
   a	
   mal	
   pronòstic	
   i	
   risc	
   de	
   metàstasi	
   en	
   pacients	
   de	
   càncer	
   de	
   mama	
   i	
   ganglis	
  

negatius	
  (van	
  't	
  Veer	
  et	
  al.,	
  2002).	
  La	
  seva	
  validació	
  com	
  a	
  eina	
  pronòstica	
  en	
  un	
  grup	
  de	
  295	
  

pacients	
  ha	
  originat	
  el	
  MammaPrint,	
  el	
  primer	
  test	
  multigènic	
  aprovat	
  per	
  la	
  Food	
  and	
  Drug	
  

Administration	
   (FDA)	
   (Ross	
  et	
  al.,	
  2008).	
  També	
   l’OncotypeDX,	
  un	
  assaig	
  per	
  PCR	
  sobre	
  21	
  

gens,	
   ha	
   rebut	
   aquesta	
   aprovació	
   i	
   l’eficàcia	
   d’ambdós	
   testos	
   ha	
   estat	
   validada	
  en	
   assajos	
  

clínics	
  (Cardoso	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Sparano	
  and	
  Paik,	
  2008).	
  

Altres	
  paràmetres	
  com	
   la	
  presència	
  de	
  cèl·∙lules	
   tumorals	
  circulants	
   (CTC),	
   tenen	
  un	
  

potencial	
  valor	
  pronòstic	
  i	
  predictiu	
  (Weigelt	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Estudis	
  recents	
  confirmen	
  que	
  la	
  

detecció	
   de	
   ≥5	
   CTC	
   per	
   7.5	
   ml	
   de	
   sang	
   abans	
   del	
   tractament	
   són	
   un	
   predictor	
   de	
   pitjor	
  

pronòstic	
   reduint	
   el	
   temps	
   lliure	
   de	
  malaltia	
   i	
   la	
   supervivència.	
   També	
   és	
   un	
   indicador	
   de	
  

l’eficàcia	
  del	
  tractament	
  i	
  de	
  l’evolució	
  clínica	
  (Consoli	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

L’heterogeneïtat	
   intra	
   i	
   inter-­‐tumoral	
   requereix	
   de	
   sistemes	
   complexos	
   de	
  

classificació	
  molecular	
  que	
  permetin	
  integrar	
  totes	
  aquestes	
  dades	
  en	
  classificadors	
  útils	
  en	
  

la	
  clínica	
  per	
  al	
  diagnòstic	
  i	
  tractament	
  personalitzat	
  del	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Caldas,	
  2012).	
  En	
  

aquest	
   sentit,	
   el	
   grup	
   de	
   Caldas	
   proposa	
   un	
   nou	
   classificador,	
   METABRIC,	
   que	
   permet	
   la	
  

identificació	
  de	
  10	
   clusters	
   associats	
   al	
   resultat	
   clínic	
  mitjançant	
   la	
   integració	
  d’informació	
  

genòmica	
  i	
  transcriptòmica	
  (Dawson	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

	
   Altres	
  estudis	
  versen	
  sobre	
  la	
  capacitat	
  metastàtica	
  dels	
  diversos	
  subtipus	
  tumorals,	
  

permetent	
   associar-­‐los	
   a	
   patrons	
   de	
   disseminació	
   metastàtica	
   amb	
   diferències	
   clares	
   en	
  

supervivència	
  i	
  recaiguda	
  (Kennecke	
  et	
  al.,	
  2010).	
  L’os	
  és	
  el	
   lloc	
  més	
  comú	
  de	
  metàstasi	
  en	
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tots	
   els	
   subtipus	
   excepte	
   en	
   els	
   tumors	
  basal-­‐like.	
   Pel	
   contrari,	
   els	
   tumors	
   luminal/HER2	
   i	
  

tumors	
  enriquits	
  en	
  HER2	
  s’associen	
  a	
  una	
  major	
  predilecció	
  per	
  cervell,	
   fetge	
   i	
  pulmó.	
  Els	
  

tumors	
  basal-­‐like	
  tenen	
  un	
  major	
  tropisme	
  a	
  cervell,	
  pulmó	
  i	
  nodes	
  però	
  menor	
  proporció	
  de	
  

metàstasis	
  a	
  fetge	
  i	
  os.	
  Els	
  TN	
  mostren	
  un	
  patró	
  similar	
  però	
  no	
  s’associen	
  a	
  menys	
  metàstasi	
  

hepàtica	
  (Kennecke	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
   Entre	
  el	
  25	
  i	
  el	
  50%	
  de	
  pacients	
  diagnosticades	
  amb	
  càncer	
  de	
  mama	
  desenvoluparan	
  

metàstasis	
   fatals,	
   fins	
   i	
   tot	
   dècades	
   després	
   del	
   diagnòstic	
   i	
   extirpació	
   del	
   tumor	
   primari	
  

(Lorusso	
  and	
  Ruegg,	
  2012),	
  essent	
  aquesta	
  la	
  causa	
  principal	
  de	
  mort.	
  Només	
  un	
  25	
  %	
  de	
  les	
  

pacients	
  que	
  desenvolupen	
  metàstasis	
  sobreviuen	
  més	
  de	
  cinc	
  anys	
  (Weigelt	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
   Tot	
  i	
  els	
  esforços	
  realitzats,	
  s’han	
  fet	
  avenços	
  precaris	
  en	
  el	
  control	
  de	
  les	
  metàstasis	
  

de	
  càncer	
  de	
  mama.	
  La	
  detecció	
  es	
  basa	
  en	
  manifestacions	
  clíniques	
  de	
  l’expansió	
  a	
  òrgans	
  

distants,	
   biòpsies	
   d’òrgans	
   afectats,	
   avaluacions	
   radiològiques,	
   mètodes	
   d’imatge	
   i	
  

marcadors	
   tumorals	
   en	
   sèrum	
   (Lacroix,	
   2006;	
   Sun	
  et	
   al.,	
   2011).	
   Les	
   opcions	
   terapèutiques	
  

radiquen	
  en	
  l’administració	
  sistèmica	
  de	
  quimioteràpia	
  o	
  radioteràpia	
  i	
  cirurgia	
  per	
  a	
  lesions	
  

aïllades,	
   amb	
  un	
   impacte	
  moderat	
   en	
   la	
   supervivència	
   a	
   llarg	
   termini	
   (Lorusso	
   and	
  Ruegg,	
  

2012)	
   i	
  no	
  són	
  efectius	
  en	
   la	
  prevenció	
  de	
   les	
   recaigudes.	
  La	
  metàstasi	
   segueix	
  sent	
  el	
  pas	
  

limitant	
  en	
  la	
  supervivència	
  de	
  les	
  pacients	
  i	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  tractaments	
  efectius	
  és	
  

un	
  dels	
  reptes	
  més	
  rellevants	
  en	
  la	
  recerca	
  experimental	
  i	
  clínica	
  actual.	
  

	
  

1.2. EL	
  PROCÉS	
  METASTÀTIC	
  
	
  

La	
  metàstasi	
   és	
   la	
  disseminació	
  de	
   cèl·∙lules	
  neoplàsiques	
   cap	
  a	
   llocs	
   secundaris,	
  on	
  

proliferen	
  per	
  formar	
  una	
  massa	
  extravascular	
  (Welch,	
  2006).	
  Són	
  responsables	
  del	
  90%	
  de	
  

morts	
  a	
  partir	
  de	
  tumors	
  sòlids	
  i	
  presenten	
  diverses	
  manifestacions	
  clíniques.	
  En	
  el	
  càncer	
  de	
  

mama,	
   les	
  metàstasis	
  poden	
  no	
  ser	
  detectables	
   i	
   romandre	
   latents	
  durant	
  anys	
  a	
  partir	
  de	
  

l’extirpació	
  del	
  tumor	
  primari,	
  per	
  ser	
  finalment	
  incurables	
  (Talmadge	
  and	
  Fidler,	
  2010).	
  	
  

La	
   metàstasi	
   és	
   conseqüència	
   d’una	
   cascada	
   d’events	
   que	
   es	
   donen	
   de	
   manera	
  

seqüencial	
  (Figura	
  1).	
  Quan	
  el	
  tumor	
  primari	
  creix	
  més	
  de	
  1-­‐2	
  mm	
  ha	
  de	
  desenvolupar	
  una	
  

xarxa	
  per	
  a	
  l’aport	
  de	
  sang	
  que	
  pugui	
  afavorir	
  les	
  seves	
  necessitats	
  metabòliques,	
  un	
  procés	
  

anomenat	
  angiogènesi(Carmeliet	
  and	
  Jain,	
  2000).	
  Aquests	
  nous	
  vasos	
  es	
  transformen	
  en	
  una	
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ruta	
   d’escapada	
   per	
   la	
   qual	
   les	
   cèl·∙lules	
   poden	
   abandonar	
   el	
   tumor	
   i	
   entrar	
   en	
   circulació	
  

(Scully	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Perquè	
  això	
  succeeixi	
  cal	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  sofreixin	
  el	
  que	
  es	
  coneix	
  com	
  

a	
   transició	
   Epiteli-­‐Mesènquima	
   (TEM),	
   una	
   sèrie	
   de	
   processos	
   que	
   inclouen	
   la	
   pèrdua	
  

d’adhesions	
   cèl·∙lula-­‐cèl·∙lula,	
   canvis	
   en	
   la	
   polaritat,	
   modulació	
   del	
   citoesquelet	
   i	
  

transformació	
   a	
   cèl·∙lules	
   aïllades,	
  mòbils	
   i	
   resistents	
   a	
   anoikis	
   (Klymkowsky	
   and	
   Savagner,	
  

2009).	
  	
  

Un	
   cop	
   en	
   el	
   torrent	
   sanguini,	
   les	
   cèl·∙lules	
   han	
   de	
   sobreviure	
   en	
   circulació	
   fins	
  

l’arribada	
   al	
   nou	
   òrgan.	
   Durant	
   el	
   trajecte	
   moltes	
   cèl·∙lules	
   moren,	
   amb	
   una	
   probabilitat	
  

d’èxit	
  de	
  la	
  metàstasi	
  del	
  0.01%	
  del	
  total	
  de	
  cèl·∙lules	
  circulants	
  (Talmadge	
  and	
  Fidler,	
  2010).	
  

Les	
   cèl·∙lules	
   que	
   han	
   sobreviscut	
   aturen	
   el	
   seu	
   cicle	
   cel·∙lular,	
   s’adhereixen	
   a	
   les	
   parets	
  

capil·∙lars	
   i	
   extravasen	
   des	
   de	
   la	
   circulació	
   al	
   teixit	
   circumdant	
   (Scully	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Per	
   a	
  

aquest	
   pas	
   és	
   necessari	
   que	
   es	
   doni	
   el	
   procés	
   de	
   la	
   transició	
  Mesènquima-­‐Epiteli	
   (TME),	
  

contrari	
   a	
   la	
   TEM.	
   Un	
   cop	
   en	
   el	
   nou	
   òrgan,	
   les	
   cèl·∙lules	
   han	
   de	
   reiniciar	
   i	
   mantenir	
   la	
  

proliferació	
  per	
  tal	
  de	
  formar	
  micrometàstasis	
  pre-­‐angiogèniques.	
  Per	
  garantir	
  el	
  creixement	
  

a	
   tumor	
   macroscòpic	
   les	
   cèl·∙lules	
   han	
   d’establir	
   nous	
   vasos	
   sanguinis	
   i	
   evitar	
   el	
  

reconeixement	
  del	
  sistema	
  immune	
  (Chambers	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Fidler,	
  2003;	
  Langley	
  and	
  Fidler,	
  

2007).	
  

S’estima	
   que	
   un	
   80%	
   de	
   la	
   disseminació	
   en	
   tumors	
   sòlids	
   com	
   el	
   de	
   mama	
   o	
  

melanoma,	
  es	
  dona	
  a	
  través	
  dels	
  vasos	
  limfàtics,	
  mentre	
  el	
  20%	
  restant	
  es	
  dona	
  a	
  través	
  de	
  

vasos	
   sanguinis	
   (Leong	
   et	
   al.,	
   2011).	
   La	
   limfangiogènesis	
   és	
   un	
   fenomen	
   patològic	
   que	
   es	
  

dona	
  en	
  la	
  inflamació	
  o	
  el	
  càncer.	
  Aquests	
  tipus	
  de	
  vasos	
  aporten	
  menys	
  resistència	
  ja	
  que	
  

són	
  més	
  porosos	
   (Alitalo	
  and	
  Detmar,	
  2012),	
  permetent	
   l’entrada	
  de	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
  en	
  

circulació	
  sanguínia	
  de	
   forma	
   indirecta	
  via	
  sistema	
   limfàtic.	
  De	
   fet,	
   l’aparició	
  de	
  metàstasis	
  

en	
   el	
   node	
   limfàtic	
   és	
   el	
   primer	
   signe	
   de	
   progressió	
   tumoral	
   en	
   la	
   majoria	
   de	
   tumors	
  

epitelials	
  (Weiss,	
  2000).	
  

El	
   descobriment	
   de	
   factors	
   de	
   creixement	
   limfàtic,	
   com	
   VEGF-­‐C	
   o	
   VEGF-­‐D,	
   o	
  

marcadors	
   de	
   vasos	
   limfàtics,	
   com	
   VEGFR-­‐3,	
   LYVE-­‐1,	
   podoplanina	
   i	
   Prox-­‐1,	
   han	
   permès	
  

estudis	
   detallats	
   del	
   paper	
   dels	
   sistema	
   limfàtic	
   en	
   el	
   càncer.	
   La	
   teràpia	
   contra	
   la	
  

limfoangiogènesi	
  (inhibició	
  de	
  VEGFR-­‐3)	
  és	
  prometedora	
  tot	
  i	
  que	
  no	
  aconsegueix	
  bloquejar	
  

el	
  procés	
  metastàtic	
  en	
  diversos	
  models	
  pre-­‐clínics	
  (Burton	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Roberts	
  et	
  al.,	
  2006).	
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1.3. PATOGÈNESI	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  
	
  

1.3.1. 	
  Contribució	
  del	
  microentorn	
  al	
  procés	
  metastàtic	
  
	
  

Històricament,	
   l’estudi	
   del	
   desenvolupament	
   metastàtic	
   s’ha	
   centrat	
   en	
   les	
  

modificacions	
   genètiques	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   que	
   la	
   fan	
   més	
   procliu	
   a	
   disseminar-­‐se	
   a	
  

òrgans	
  llunyans,	
  però	
  l’estroma	
  té	
  un	
  rol	
  essencial	
  en	
  tant	
  iniciant	
  els	
  estadis	
  de	
  progressió	
  

com	
   facilitant	
   l’ancoratge	
   en	
   l’òrgan	
   diana	
   (Geiger	
   and	
   Peeper,	
   2009).	
   L’estroma	
   tumoral	
  

està	
   composat	
   per	
  matriu	
   extracel·∙lular	
   (MEC),	
   cèl·∙lules	
   no	
  malignes	
   (fibroblasts,	
   cèl·∙lules	
  

infiltrants	
  immunes	
  o	
  inflamatòries),	
  vasculatura	
  i	
  molècules	
  de	
  senyalització	
  (Dvorak,	
  1986).	
  

L’estroma	
  evoluciona	
  tal	
  i	
  com	
  ho	
  fan	
  les	
  característiques	
  genètiques	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  tumoral.	
  

La	
   disseminació	
   de	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   des	
   del	
   tumor	
   primari	
   depèn	
   d’aquest	
  micrentorn	
   i	
  

també	
  del	
  microentorn	
  que	
  trobi	
  en	
  el	
  lloc	
  secundari	
  de	
  metàstasis	
  (Sleeman,	
  2012).	
  

	
  L’estroma	
   tumoral	
   té	
   característiques	
   semblants	
   a	
   les	
   que	
   es	
   donen	
   durant	
   el	
  

tancament	
   d’una	
   ferida	
   (Dvorak,	
   1986).	
   En	
   aquest	
   procés,	
   les	
   cèl·∙lules	
   inflamatòries,	
   els	
  

fibroblasts	
   i	
   les	
  cèl·∙lules	
  mare	
  mesenquimals	
   infiltren	
   la	
   ferida	
   i	
   remodelen	
  el	
  microentorn,	
  

activant	
   l’angiogènesi	
   i	
   la	
   proliferació	
   cel·∙lular	
   per	
   reparar	
   el	
   teixit	
   (Figura	
   2).	
  Mentre	
   que	
  

aquesta	
   resposta	
   fisiològica	
  sol	
   ser	
   transient,	
  en	
  el	
  cas	
  del	
  procés	
  cancerós	
  el	
  microentorn	
  

tumoral	
  i/o	
  metastàtic	
  es	
  manté	
  constantment	
  actiu	
  (Schafer	
  and	
  Werner,	
  2008).	
  

L’inici	
  del	
  procés	
  metastàtic	
  es	
  dona	
  des	
  del	
  tumor	
  primari	
  i	
  és	
  mediat	
  per	
  fenòmens	
  

d’invasió.	
  Els	
  components	
  del	
  microentorn	
  tumoral	
  poden	
  afavorir	
  aquest	
  procés	
  provocant	
  

una	
  remodelació	
  de	
  la	
  MEC.	
  Les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  secreten	
  factors	
  de	
  creixement	
  i	
  citocines	
  

que	
   activen	
   i	
   atrauen	
   fibroblasts	
   i	
   cèl·∙lules	
   inflamatòries	
   cap	
   al	
   tumor.	
   Aquestes	
   cèl·∙lules	
  

infiltrades	
   i	
   les	
   tumorals,	
   segueixen	
   remodelant	
   el	
   microentorn	
   secretant	
   factors	
   de	
  

creixement	
  i	
  proteases	
  (Mueller	
  and	
  Fusenig,	
  2004),	
  que	
  al	
  seu	
  torn	
  influencien	
  a	
  la	
  cèl·∙lula	
  

tumoral	
  i	
  a	
  les	
  cèl·∙lules	
  de	
  la	
  MEC	
  (Figura	
  2A).	
  La	
  presència	
  de	
  cèl·∙lules	
  mare	
  mesenquimals	
  

(MSC,	
   Figura	
   2B)	
   o	
   de	
   Cancer-­‐Associated	
   Fibroblasts	
   (CAFs,	
   Figura	
   2C),	
   afavoreixen	
   el	
  

potencial	
   invasiu	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral,	
   la	
   transformació	
   epitelial,	
   el	
   creixement	
   tumoral	
   i	
  

l’angiogènesi	
  (Orimo	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

Per	
   una	
   altra	
   banda,	
   els	
   components	
   dels	
   sistema	
   immune,	
   especialment	
   els	
  

d’immunitat	
   innata	
   (macròfags,	
   neutròfils	
   o	
  mastòcits)	
   participen	
   en	
   la	
   inflamació	
   (Figura	
  

2D),	
  un	
  altre	
  mediador	
  del	
   creixement	
   tumoral	
   i	
   la	
   invasivitat	
   (Mantovani,	
  2010;	
  Qian	
  and	
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Pollard,	
   2010).	
   Els	
   factors	
  de	
   creixement	
   i	
   proteases	
   secretats	
  per	
   les	
   cèl·∙lules	
  del	
   sistema	
  

immune	
  promouen	
  el	
  creixement	
  tumoral,	
  l’angiogènesi	
  i	
  la	
  progressió	
  tumoral.	
  La	
  presència	
  

de	
   Tumor-­‐Associted	
   Macrophages	
   (TAMs)	
   es	
   considera	
   un	
   element	
   de	
   mal	
   pronòstic	
   en	
  

models	
   murins	
   de	
   càncer	
   de	
   mama,	
   ja	
   que	
   promouen	
   la	
   intravasació	
   i	
   participen	
   en	
   la	
  

formació	
  del	
  nínxol	
  pre-­‐metastàtic	
  (Lin	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

Per	
   tal	
   de	
   sobreviure	
   en	
   llocs	
   distants,	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   disseminades	
   han	
  

d’establir	
  interaccions	
  complexes	
  similars	
  a	
  les	
  descrites	
  en	
  el	
  tumor	
  primari.	
  Un	
  dels	
  passos	
  

claus	
  per	
  a	
  l’èxit	
  del	
  procés	
  metastàtic	
  és	
  la	
  formació	
  del	
  nínxol	
  pre-­‐metastàtic	
  (Kaplan	
  et	
  al.,	
  

2005).	
   El	
  microentorn	
   endògen	
  de	
   l’òrgan	
   receptor	
   aporta	
   components	
   al	
   nínxol,	
   però	
   les	
  

modificacions	
   de	
   l’estroma	
   pre-­‐metastàtic	
   són	
   degudes	
   a	
   molècules	
   secretades	
   des	
   del	
  

tumor	
   primari	
   (Sleeman,	
   2012).	
   Així,	
   la	
   mobilització	
   de	
   cèl·∙lules	
   derivades	
   de	
   la	
   medul·∙la	
  

òssia	
   des	
   del	
   tumor	
   llunyà	
   permeten	
   la	
   infiltració	
   de	
   l’òrgan	
   diana	
   (Figura	
   2F)	
   i	
   la	
  

remodelació	
   de	
   la	
   MEC.	
   Aquesta	
   remodelació	
   consisteix	
   en	
   la	
   formació	
   de	
   dipòsits	
   de	
  

fibronectina	
  i	
   l’enriquiment	
  del	
  microentorn	
  amb	
  factors	
  de	
  creixement	
  i	
  proteases	
  (Geiger	
  

and	
  Peeper,	
  2009).	
  	
  

	
   La	
   formació	
   del	
   nínxol	
   no	
   només	
   atrau	
   les	
   cèl·∙lules	
   del	
   tumor	
   primari,	
   sinó	
   que	
  

estableix	
   un	
   lloc	
   d’inflamació,	
   afavoreix	
   la	
   supervivència	
   a	
   través	
   del	
   reclutament	
   de	
  

macròfags,	
   promou	
   la	
   pluripotencialitat,	
   la	
   TEM	
   (important	
   per	
   a	
   l’establiment	
   de	
   noves	
  

metàstasis)	
   i	
   la	
   latència	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   disseminades	
   (Sleeman,	
   2012).	
   Així,	
   Hiratsuka	
   va	
  

demostrar	
   que	
   el	
   tumor	
   primari	
   podia	
   induir	
   la	
   sobreexpressió	
   de	
   MMP9	
   en	
   cèl·∙lules	
  

endotelials	
   de	
   pulmó	
   i	
   acumulació	
   de	
   macròfags	
   prèvia	
   a	
   l’implantació	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
  

metastàtiques,	
  promovent	
  així	
  la	
  invasió	
  preferencial	
  d’aquest	
  òrgan	
  (Hiratsuka	
  et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

Finalment,	
  la	
  neovascularització	
  és	
  un	
  altre	
  element	
  clau	
  per	
  a	
  la	
  supervivència	
  de	
  la	
  

cèl·∙lula	
  metastàtica	
  en	
  el	
  nou	
  microentorn.	
  La	
  secreció	
  de	
  molècules	
  com	
  VEGFA	
  o	
  ID1	
  des	
  

del	
  nou	
  òrgan	
  induiran	
  la	
  formació	
  de	
  vasos	
  sanguinis	
  (Gao	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Aquests	
   fenòmens	
   s’il·∙lustren	
  prenent	
   com	
  a	
  model	
   la	
  metàstasi	
   òssia	
   (Figura	
   2E)	
   i	
  

s’analitzen	
  amb	
  més	
  detall	
  a	
  l’apartat	
  2.A.	
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1.3.2. Models	
  de	
  progressió	
  metastàtica	
  
	
  

Per	
  garantir	
  l’èxit	
  de	
  la	
  metàstasi	
  és	
  necessària	
  la	
  conjunció	
  de	
  diversos	
  factors.	
  Paget	
  

va	
  proposar	
  la	
   idea	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (“seeds”)	
  estaven	
  predisposades	
  a	
  aturar-­‐se	
  i	
  

proliferar	
   només	
   en	
   els	
   llocs	
   anatòmics	
   (“soil”)	
   que	
   proporcionen	
   un	
   entorn	
   adient	
   per	
   al	
  

creixement	
  (Paget,	
  1989).	
  Ewing	
  posava	
  en	
  dubte	
  aquest	
  concepte	
  postulant	
  que	
  únicament	
  

la	
   direcció	
   de	
   circulació	
   determinava	
   la	
   distribució	
   de	
   les	
   metastàsis	
   (Ewing,	
   1928).	
  

Actualment	
   s’accepta	
   que	
   les	
   rutes	
   circulatòries	
   influencien	
   la	
   distribució	
   de	
   cèl·∙lules	
  

tumorals	
  però	
  que	
  el	
  creixement	
  de	
  les	
  macrometàstasis	
  depèn	
  de	
  la	
  compatibilitat	
  amb	
  el	
  

nou	
  teixit	
  (Fidler,	
  2003).	
  	
  

Per	
   tal	
   d’identificar	
   les	
   bases	
  moleculars	
   responsables	
  de	
   la	
   distribució	
  metastàtica	
  

s’han	
  descrit	
  diverses	
  hipòtesis	
  o	
  models	
  (Figura	
  3):	
  

-­‐	
   El	
   model	
   de	
   selecció	
   clonal	
   defensa	
   que	
   les	
   subpoblacions	
   tumorals	
   evolucionen	
  

seguint	
   un	
   procés	
   similar	
   a	
   la	
   selecció	
   Darwiniana.	
   La	
   variació	
   genètica	
   s’aconsegueix	
   en	
  

estadis	
  tardans	
  de	
  la	
  tumorigènesi	
  per	
  mutacions	
  estocàstiques	
  que	
  confereixen	
  avantatges	
  

proliferatives	
  i/o	
  en	
  supervivència	
  i	
  que	
  provoquen	
  la	
  selecció	
  del	
  fenotip.	
  Aquesta	
  teoria	
  ha	
  

incorporat	
   les	
   modificacions	
   epigenètiques	
   com	
   a	
   creadores	
   d’heterogeneïtat	
   molecular	
  

(Gupta	
  and	
  Massague,	
  2006).	
  

-­‐	
   Una	
   altra	
   teoria	
   descriu	
   que	
   totes	
   les	
   cèl·∙lules	
   del	
   tumor	
   primari	
   tenen	
   la	
   mateixa	
  

capacitat	
  per	
  originar	
  metàstasis.	
  Aquestes	
  afirmacions	
  es	
  basen	
  en	
  estudis	
  de	
  Weiss	
   i	
  col.	
  

(1983)	
   que	
   van	
   aïllar	
   fragments	
   del	
   mateix	
   tumor	
   primari	
   i,	
   després	
   d’injectar-­‐los	
  

subcutàniament	
   en	
   ratolins	
   immunodeprimits,	
   van	
   observar	
   una	
   capacitat	
   metastàtica	
  

idèntica.	
  

-­‐	
  El	
  model	
  d’heterogeneïtat	
  dinàmica	
  proposa	
  que	
   les	
  subpoblacions	
  metastàtiques	
  es	
  

generen	
  a	
  gran	
  velocitat	
  però	
  són	
  relativament	
  inestables,	
  resultant	
  en	
  un	
  equilibri	
  dinàmic	
  

entre	
  la	
  generació	
  i	
  la	
  pèrdua	
  de	
  variants	
  metastàtiques	
  (Hill	
  et	
  al.,	
  1984).	
  

-­‐	
  El	
  model	
  de	
  dominància	
  clonal	
  exposa	
  que	
  quan	
  apareix	
  un	
  subclon	
  metastàtic	
  en	
  el	
  

tumor	
  primari,	
   la	
  progènie	
  d’aquest	
  subclon	
  creix	
  i	
  domina	
  la	
  massa	
  tumoral.	
  Així,	
  en	
  fases	
  

finals	
   de	
   la	
   tumorigènesis,	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   desplacen	
   a	
   les	
   no	
   metastàtiques	
  

(Kerbel	
  et	
  al.,	
  1988).	
  

-­‐	
  García-­‐Olmo	
  i	
  col.	
  descriuen	
  la	
  provocativa	
  hipòtesi	
  de	
  la	
  genometàstasi,	
  segons	
  la	
  qual	
  la	
  

metàstasi	
   ocorre	
   per	
   la	
   transfecció	
   de	
   cèl·∙lules	
   susceptibles	
   en	
   òrgans	
   distants	
   amb	
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Són	
  cèl·∙lules	
  indiferenciades	
  que	
  es	
  caracteritzen	
  pel	
  potencial	
  de	
  diferenciar	
  a	
  altres	
  

tipus	
  cel·∙lulars,	
  amb	
  poder	
  d’autorenovació	
  i	
  capacitat	
  de	
  mantenir	
  un	
  reservori	
  de	
  cèl·∙lules	
  

mare	
  (Schulenburg	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Aquestes	
  cèl·∙lules	
  són	
  subpoblacions	
  de	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  

que	
   poden	
   actuar	
   com	
   a	
   cèl·∙lules	
   propagadores	
   del	
   tumor	
   (Clarke	
   and	
   Fuller,	
   2006),	
  

implicades	
  en	
  la	
  iniciació	
  i	
  creixement	
  tumoral	
  i	
  en	
  l’habilitat	
  metastàtica.	
  	
  

Poden	
  resistir	
  apoptosi	
  i	
  dany	
  en	
  el	
  DNA	
  induït	
  per	
  drogues.	
  Per	
  aquest	
  mateix	
  motiu	
  

els	
   tractaments	
   anti-­‐tumorals	
   dirigits	
   en	
   general	
   a	
   cèl·∙lules	
   proliferants	
   permetrien	
   la	
  

selecció	
  d’aquest	
  tipus	
  de	
  cèl·∙lules,	
  afavorint	
   la	
  recidiva.	
  Bao	
   i	
  col·∙laboradors	
  ho	
  proven	
  en	
  

un	
  model	
  de	
  glioma,	
  on	
  cèl·∙lules	
  CD133+	
  són	
  més	
  resistents	
  a	
  la	
  radioteràpia	
  per	
  activació	
  de	
  

resistència	
   al	
   dany	
   en	
   el	
   DNA	
   (Bao	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Aquesta	
   habilitat	
   per	
   evadir	
   la	
   mort	
   i	
  

autorenovar-­‐se	
   en	
   llocs	
   distants	
   podria	
   explicar	
   la	
   latència	
   de	
   micrometàstasis	
   i	
   la	
  

recurrència	
  tumoral	
  (Chiang	
  and	
  Massague,	
  2008).	
  	
  

Finalment,	
   el	
   nou	
  òrgan	
   té	
   un	
  paper	
   clau	
   en	
   el	
   procés	
   ja	
   que	
   les	
   CSC	
  depenen	
  del	
  

microentorn	
   o	
   nínxol	
   metastàtic	
   on	
   resideixen.	
   S’ha	
   descrit	
   que	
   el	
   tumor	
   primari	
   secreta	
  

factors	
   que	
   indueixen	
   la	
   formació	
   d’un	
   nínxol	
   premetastàtic	
   en	
   el	
   nou	
   òrgan	
   abans	
   de	
  

l’arribada	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  (Talmadge	
  and	
  Fidler,	
  2010).	
  La	
  formació	
  d’un	
  nínxol	
  

és	
   imprescindible	
  per	
  a	
   l’èxit	
  de	
   la	
  metàstasi	
   (Kaplan	
  et	
  al.,	
   2005)	
   i	
   pot	
  pot	
   contribuir	
   a	
   la	
  

latència	
  (i	
  al	
  fracàs)	
  d’una	
  cèl·∙lula	
  tumoral	
  disseminada	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

	
   	
   	
  

Per	
   tal	
  d’integrar	
   totes	
  aquestes	
   teories,	
   s’ha	
  proposat	
  un	
  model	
  segons	
  el	
  qual	
   les	
  

mutacions	
  oncogèniques	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  mare	
  de	
  la	
  mama	
  podrien	
  provocar	
  la	
  transformació	
  

a	
  CSC,	
   generant	
   tumors	
  de	
  mal	
  pronòstic.	
   En	
   canvi,	
   si	
   les	
  mutacions	
  es	
  donen	
  en	
   cèl·∙lules	
  

diferenciades	
   progenitores,	
   es	
   podria	
   originar	
   un	
   carcinoma	
   de	
  mama	
   no	
  metastàtic	
   amb	
  

bon	
  pronòstic.	
  En	
  els	
  tumors	
  metastàtics	
  de	
  mal	
  pronòstic,	
  sota	
  la	
  influència	
  dels	
  fibroblasts	
  

de	
   l’estroma,	
  només	
  podria	
  metastatitzar	
   la	
  població	
  CSCs.	
  Poden	
  haver-­‐hi	
  variants	
  de	
  CSC	
  

que	
   difereixin	
   en	
   la	
   selectivitat	
   de	
   teixit	
   per	
   a	
   dur	
   a	
   terme	
   la	
   metàstasi,	
   amb	
   un	
   perfil	
  

d’expressió	
  addicional	
  específic	
  de	
   teixit.	
   En	
  el	
   lloc	
  d’establiment	
  de	
   la	
  metàstasi,	
   les	
  CSCs	
  

disseminades	
   induirien	
  en	
   l’estroma	
  una	
   resposta	
   similar	
  que	
  el	
   tumor	
  primari	
   (Weigelt	
  et	
  

al.,	
  2005).	
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1.4. ÒRGAN-­‐ESPECIFICITAT	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  
	
  

Com	
   hem	
   apuntat	
   prèviament,	
   cada	
   tipus	
   de	
   tumor	
   només	
   prolifera	
   i	
   genera	
  

metàstasis	
   en	
   determinats	
   òrgans.	
   Aquest	
   procés	
   es	
   coneix	
   com	
   tropisme	
   o	
   òrgan-­‐

especificitat.	
   Els	
   patrons	
   de	
  distribució	
   sanguínia	
   ofereixen	
  només	
  una	
   explicació	
   parcial	
   a	
  

l’òrgan-­‐especificitat	
  observada	
  en	
  pacients	
  (Sethi	
  and	
  Kang,	
  2011).	
  Per	
  tant,	
  aquest	
  fenomen	
  

és	
  conseqüència	
  de	
  les	
  característiques	
  moleculars	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  tumoral	
  però	
  també	
  de	
  les	
  

característiques	
  intrínseques	
  del	
  nou	
  microentorn	
  (Lorusso	
  and	
  Ruegg,	
  2012).	
  

A	
  nivell	
  molecular,	
   la	
   identificació	
  d’oncogens	
   i	
  gens	
  supressors	
  així	
  com	
  l’anàlisi	
  de	
  

mutacions	
   durant	
   el	
   desenvolupament	
   tumoral,	
   ha	
   originat	
   un	
   model	
   on	
   mutacions	
  

adquirides	
   seqüencialment	
   medien	
   la	
   transició	
   entre	
   els	
   progressius	
   estadis	
   tumorals.	
  

(Crespi	
  and	
  Summers,	
  2005).	
  	
  

Així	
   doncs,	
   els	
   gens	
   tumorigènics	
   inicien	
   el	
   procés	
   tumoral,	
   permetent	
   que	
   les	
  

cèl·∙lules	
   adquireixin	
   inestabilitat	
   genòmica,	
   evitin	
   la	
   mort	
   i	
   el	
   sistema	
   immune,	
   i	
   tinguin	
  

autonomia	
  proliferativa.	
  Els	
  gens	
  iniciadors	
  de	
  la	
  metàstasi	
  afavoreixen	
  la	
  invasió	
  i	
  infiltració	
  

de	
  cèl·∙lules	
  del	
  tumor	
  primari	
  cap	
  a	
   la	
  circulació.	
  Els	
  de	
  progressió,	
  es	
  desregulen	
  en	
  sortir	
  

del	
  tumor	
  primari	
  i	
  permeten	
  la	
  supervivència	
  en	
  circulació	
  o	
  la	
  infiltració	
  a	
  teixits	
  distants.	
  

També	
  poden	
  aparèixer	
  en	
  el	
  tumor	
  primari	
  però	
  només	
  desenvolupar	
   la	
  seva	
  funció	
  en	
  el	
  

lloc	
   metastàtic	
   (Nguyen	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Finalment,	
   els	
   gens	
   de	
   virulència	
   (Valastyan	
   and	
  

Weinberg,	
   2011)	
   proporcionen	
   una	
   avantatge	
   selectiva	
   en	
   el	
   lloc	
   secundari	
   però	
   no	
   en	
   el	
  

tumor	
   primari.	
   La	
   seva	
   expressió	
   està	
   relacionada	
   amb	
   la	
   progressió	
   òrgano-­‐específica	
   i	
  

l’adaptació	
  al	
  nou	
  microentorn.	
  No	
  són	
  útils	
  com	
  a	
  marcadors	
  de	
  pronòstic	
  però	
  poden	
  ser	
  

bones	
  dianes	
  terapèutiques	
  (Chiang	
  and	
  Massague,	
  2008;	
  Nguyen	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

Totes	
  aquestes	
  observacions	
  es	
  poden	
  unir	
  en	
  un	
  model	
   integratiu	
  on	
   la	
  proclivitat	
  

per	
  disseminar	
  s’adquireix	
  quan	
  el	
   tumor	
  en	
  formació	
  es	
  torna	
   localment	
  agressiu,	
  mentre	
  

que	
   el	
   creixement	
   de	
   cèl·∙lules	
   colonitzants	
   en	
   l’òrgan	
   secundari	
   necessita	
   d’una	
   posterior	
  

selecció	
  de	
  la	
  heterogeneïtat	
  genètica	
  (Nguyen	
  and	
  Massague,	
  2007).	
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1.5. LATÈNCIA	
  METASTÀTICA	
  	
  
	
  

	
   El	
   pas	
  més	
   restrictiu	
   en	
   la	
   cascada	
  metastàtica	
   es	
   dona	
   després	
   de	
   l’extravasació,	
  

durant	
   la	
   colonització	
   i	
   creixement	
   metastàtic.	
   Una	
   prova	
   d’això	
   és	
   un	
   estudi	
   amb	
   4703	
  

pacients	
  de	
  càncer	
  de	
  mama,	
  on	
  el	
  30%	
  presentaven	
  micrometàstasis	
  en	
   la	
  medul·∙la	
  òssia.	
  

D’aquestes,	
  només	
  el	
  50%	
  van	
  desenvolupar	
  metàstasis	
  10	
  anys	
  després	
  de	
  l’extirpació	
  del	
  

tumor	
  (Braun	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

En	
  alguns	
  tipus	
  de	
  tumors	
  com	
  el	
  de	
  mama,	
  algunes	
  metàstasis	
  només	
  es	
  detecten	
  al	
  

cap	
  de	
  molt	
  temps	
  d’extirpació	
  o	
  tractament	
  del	
  tumor	
  primari,	
   la	
  qual	
  cosa	
   indica	
  que	
  les	
  

cèl·∙lules	
   disseminades	
   resten	
   viables	
   i	
   latents	
   per	
   llargs	
   períodes	
   de	
   temps	
   (Fehm	
   et	
   al.,	
  

2008),	
   Aquest	
   fenòmen	
   es	
   coneix	
   com	
   latència	
   tumoral	
   o	
   latència	
  metastàtica	
   (Goss	
   and	
  

Chambers,	
  2010)	
  i	
  els	
  mecanismes	
  que	
  la	
  regeixen	
  són	
  pràcticament	
  desconeguts.	
  	
  

En	
   el	
   moment	
   de	
   la	
   seva	
   arribada	
   a	
   l’òrgan,	
   si	
   aquestes	
   cèl·∙lules	
   no	
   són	
   capaces	
  

d’interpretar	
   els	
   senyals	
   del	
   microentorn	
   i/o	
   remodelar-­‐lo	
   per	
   formar	
   un	
   nínxol	
   adequat,	
  

poden	
  entrar	
  en	
  G0-­‐G1	
   i	
  aturar	
  el	
   seu	
  creixement	
   (Irmisch	
  and	
  Huelsken,	
  2013).	
  Aquest	
   fet	
  

implica	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  disseminades	
  tenen	
  nivells	
  proliferatius	
  i	
  metabòlics	
  molts	
  

baixos	
   (Goss	
  and	
  Chambers,	
  2010).	
  Per	
  aquest	
  motiu	
  moltes	
   teràpies	
  adreçades	
  a	
  cèl·∙lules	
  

altament	
   proliferatives,	
   fracassen.	
   La	
   reactivació	
   del	
   creixement	
  metastàtic	
   s’aconseguiria	
  

per	
  adquisició	
  de	
  noves	
  mutacions	
  i	
  per	
  efecte	
  del	
  microentorn	
  (Lorusso	
  and	
  Ruegg,	
  2012).	
  

Un	
  altre	
  possible	
  mecanisme	
  és	
  la	
  latència	
  angiogènica.	
  Es	
  dona	
  en	
  micrometàstasis	
  

metabòlicament	
  actives	
  però	
  que	
  per	
  problemes	
  de	
  vascularització	
  es	
  mantenen	
  en	
  un	
  estat	
  

permanent	
  de	
  proliferació-­‐apoptosi	
  degut	
  a	
  la	
  limitació	
  de	
  nutrients	
  i	
  oxigen.	
  Un	
  canvi	
  en	
  la	
  

senyalització	
  pro-­‐supervivència	
  induït	
  per	
  alteracions	
  en	
  l’estroma	
  podrien	
  canviar	
  el	
  balanç	
  i	
  

permetre	
  el	
  creixement	
  metastàtic	
  (Irmisch	
  and	
  Huelsken,	
  2013).	
  	
  

Finalment,	
   el	
   sistema	
   immunològic	
   també	
   impedeix	
   l’expansió	
   de	
   colònies	
  

micrometastàtiques	
   proliferants.	
   En	
   models	
   animals,	
   aquest	
   efecte	
   és	
   mediat	
   per	
   la	
   llisi	
  

induïda	
   per	
   cèl·∙lules	
   T	
   CD8+	
   citotòxiques.	
   Per	
   tal	
   d’evitar	
   la	
   latència	
   induïda	
   pel	
   sistema	
  

immunològic,	
   les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  recorren	
  a	
  estratègies	
  com	
  la	
  infra-­‐expressió	
  d’antígens	
  

tumorals	
  (Aguirre-­‐Ghiso,	
  2007).	
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La	
   identificació	
  dels	
   senyals	
  que	
  afecten	
   la	
   renovació	
  de	
   les	
  cèl·∙lules	
  circulants	
   i	
   les	
  

propietats	
  que	
  requereixen	
  per	
  mantenir	
  la	
  viabilitat	
  durant	
  la	
  latència,	
  donarien	
  claus	
  per	
  a	
  

la	
  intervenció	
  terapèutica	
  contra	
  aquestes	
  cèl·∙lules	
  residuals	
  (Nguyen	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

	
  

2. EL	
  TROPISME	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  DE	
  CÀNCER	
  DE	
  MAMA	
  
	
  

Com	
  ja	
  hem	
  introduït	
  anteriorment,	
  el	
  patró	
  de	
  distribució	
  de	
  la	
  metàstasi	
  de	
  càncer	
  de	
  

mama	
   no	
   es	
   pot	
   explicar	
   només	
   per	
   les	
   característiques	
   d’irrigació	
   del	
   teixit.	
   La	
   pauta	
  

d’invasió	
   dels	
   tumors	
   de	
  mama	
   (Figura	
   5)	
   és	
   diferent	
   del	
   d’altres	
   tipus	
   de	
   càncers	
   com	
  el	
  

colorrectal,	
  el	
  de	
  pròstata	
  o	
  el	
  de	
  ronyó	
  (Lu	
  and	
  Kang,	
  2007).	
  El	
  càncer	
  de	
  mama	
  metastatitza	
  

preferentment	
   a	
   os	
   i	
   pulmó,	
   present	
   en	
  més	
   del	
   70%	
   de	
   pacients	
   amb	
   càncer	
   de	
  mama,	
  	
  

seguit	
  de	
  fetge	
  i	
  node	
  limfàtic.	
  La	
  incidència	
  en	
  cervell	
  ha	
  augmentat	
  molt	
  en	
  els	
  darrers	
  anys	
  

del	
   10	
   al	
   20%	
   degut	
   al	
   tractament	
   amb	
   Herceptin	
   (Trastuzumab),	
   un	
   fàrmac	
   que	
   no	
   pot	
  

creuar	
  la	
  barrera	
  hematoencefàlica	
  o	
  BHE	
  (Olson	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

A	
   diferència	
   del	
   càncer	
   de	
  mama,	
   les	
  metàstasis	
   de	
   càncer	
   de	
   pròstata	
   es	
   donen	
   casi	
  

exclusivament	
  en	
  os	
  (85%),	
  mentre	
  que	
  les	
  de	
  colorrectal	
  es	
  donen	
  en	
  fetge	
  (80%)	
  (Lu	
  and	
  

Kang,	
  2007).	
  

A	
  nivell	
  molecular,	
  l’anàlisi	
  de	
  parelles	
  de	
  tumors	
  primaris	
  de	
  mama	
  i	
  metàstasis	
  revelen	
  

que	
  l’expressió	
  de	
  certs	
  gens	
  ja	
  en	
  el	
  tumor	
  primari	
  poden	
  servir	
  com	
  a	
  diagnòstic	
  del	
  lloc	
  de	
  

metàstasi.	
   Els	
   tumors	
   basal-­‐like	
   i	
   claudin-­‐low	
   tenen	
   gran	
   predilecció	
   pel	
   cervell	
   i	
   pulmó,	
  

mentre	
  que	
  els	
  HER2+	
  colonitzen	
  el	
  fetge	
  (Harrell	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Diverses	
   citocines	
   són	
   responsables	
   de	
   la	
   distribució	
   sistèmica	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
  

tumorals	
   als	
   òrgans	
   diana.	
   En	
   càncer	
   de	
  mama,	
   els	
   teixits	
   expressen	
   alts	
   nivells	
   de	
  CXCR4	
  

mente	
   que	
   el	
   seu	
   lligand,	
   CXCL12,	
   s’expressa	
   preferencialment	
   en	
   nodes	
   limfàtics,	
   pulmó,	
  

fetge	
  i	
  medul·∙la	
  però	
  gairebé	
  no	
  s’expressa	
  en	
  intestí,	
  ronyó,	
  cervell,	
  pell	
  i	
  múscul	
  esquelètic	
  

(Scully	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Els	
  òrgans	
  que	
  alliberen	
  més	
  CXCL12	
  s’associen	
  als	
  llocs	
  més	
  freqüents	
  

de	
  metàstasi	
   de	
   càncer	
   de	
  mama,	
   ja	
   que	
   la	
   interacció	
   dirigeix	
   la	
  migració	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
  

tumorals	
  (Orimo	
  et	
  al.,	
  2005).	
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de	
   la	
  matriu	
   (com	
   IGF	
  oTGF-­‐β)	
   i	
  moltes	
   cèl·∙lules	
  del	
   sistema	
   immunitari	
   poden	
   infiltrar-­‐se	
  

afavorint	
  el	
  creixement	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (Gupta	
  and	
  Massague,	
  2006).	
  	
  

Per	
  una	
  altra	
  banda	
   l’os	
  és	
  un	
  òrgan	
  hipòxic,	
  amb	
  nivells	
  baixos	
  d’oxigen	
  (pO2	
  =	
  1-­‐

7%),	
  fet	
  que	
  també	
  afavoreix	
  el	
  creixement	
  metastàtic	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2001).	
  La	
  hipòxia	
  permet	
  

la	
  translocació	
  de	
  HIF-­‐1α	
  al	
  nucli,	
  des	
  d’on	
  promou	
  la	
  transcripció	
  de	
  VEGF,	
   IGF-­‐2,	
  CXCR4	
  i	
  

altres	
  gens	
  implicats	
  en	
  la	
  colonització	
  metastàtica	
  de	
  l’os.	
  Finalment,	
  HIF-­‐1α	
  col·∙labora	
  en	
  la	
  

formació	
   de	
   cèl·∙lules	
   similars	
   a	
   osteoclasts	
   però	
   inhibeix	
   la	
   diferenciació	
   osteoblàstica,	
  

deixant	
  clar	
  el	
  seu	
  paper	
  en	
  la	
  metàstasi	
  osteoclàstica	
  i	
  la	
  possible	
  importància	
  terapèutica	
  

dels	
  inhibidors	
  de	
  HIF-­‐1	
  (Dunn	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

L’adaptació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   a	
   aquest	
   microentorn	
   és	
   fonamental	
   per	
   al	
   seu	
  

creixement	
  i	
  per	
  això	
  diversos	
  estudis	
  han	
  intentat	
  identificar	
  quins	
  gens	
  són	
  importants	
  per	
  

al	
   creixement	
   diferencial	
   a	
   l’os.	
   Massagué	
   i	
   col·∙laboradors	
   van	
   descriure	
   una	
   estratègia	
  

transcripcional	
  partint	
  de	
  la	
  línia	
  parental	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  i	
  una	
  població	
  

metastàtica	
   a	
   os,	
   obtinguda	
   després	
   de	
   passes	
   in	
   vivo-­‐in	
   vitro	
   de	
   231	
   (Kang	
   et	
   al.,	
   2003).	
  

Aquest	
  anàlisi	
  va	
  identificar	
  un	
  patró	
  d’expressió	
  de	
  gens	
  relacionats	
  amb	
  el	
  tropisme	
  a	
  os,	
  

com	
  CXCR-­‐4	
   (que	
  media	
  el	
  homing),	
  MMP-­‐1	
   (proteòlisi),	
   el	
   factor	
  de	
  creixement	
  del	
   teixit	
  

connectiu	
  o	
  CTGF	
  (angiogènesi),	
  IL-­‐11	
  i	
  osteopontina	
  (osteoclastogènesi).	
  	
  

	
  

	
  

2.2. ÒRGAN-­‐ESPECIFICITAT	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  CEREBRAL	
  
	
  

És	
  el	
  tipus	
  de	
  metàstasi	
  menys	
  freqüent	
  (20%	
  de	
  pacients	
  amb	
  càncer	
  de	
  mama)	
  però	
  

és	
   la	
  que	
   té	
  pitjor	
  pronòstic,	
  amb	
  una	
  supervivència	
  de	
  1-­‐2	
  mesos	
  sense	
   tractament	
  o	
  4-­‐6	
  

mesos	
  amb	
  tractament	
  (Weil	
  et	
  al.,	
  2005).	
  És	
  una	
  metàstasi	
  tardana,	
  fet	
  que	
  posa	
  en	
  dubte	
  si	
  

s’origina	
   del	
   tumor	
   primari	
   o	
   com	
   a	
   metàstasi	
   d’altres	
   metàstasis	
   (Fidler,	
   2011).	
   En	
   els	
  

darrers	
  anys,	
  la	
  millora	
  en	
  les	
  teràpies	
  anti-­‐tumorals	
  ha	
  augmentat	
  l’esperança	
  de	
  vida	
  de	
  les	
  

pacients	
  i	
  ha	
  donat	
  més	
  temps	
  a	
  aquest	
  tipus	
  de	
  metàstasis	
  per	
  desenvolupar-­‐se.	
  Això	
  sumat	
  

a	
  la	
  incapacitat	
  de	
  moltes	
  drogues	
  de	
  creuar	
  la	
  BHE,	
  com	
  el	
  trastuzumab,	
  ha	
  permés	
  que	
  les	
  

metàstasis	
  cerebrals	
  creixin	
  en	
   l’òrgan	
  “santuari”,	
  augmentant-­‐ne	
   la	
   incidència	
   (Palmieri	
  et	
  

al.,	
  2007;	
  Weil	
  et	
  al.,	
  2005).	
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Les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   poden	
   crèixer	
   al	
   parènquima	
   cerebral	
   o	
   en	
   les	
  

leptomeninges,	
  com	
  la	
  forma	
  més	
  agressiva	
  (Gupta	
  and	
  Massague,	
  2006).	
  L’accés	
  al	
  sistema	
  

nerviós	
   central	
   es	
   dona	
   a	
   través	
   de	
   la	
   BHE,	
   una	
   estructura	
   molt	
   compacta	
   formada	
   per	
  

cèl·∙lules	
  endotelials	
  amb	
   tight-­‐junctions,	
  pericits	
   (que	
  s’estenen	
  al	
   llarg	
  dels	
  capil·∙lars	
   i	
  que	
  

envolten	
   parcialment	
   l’endoteli),	
   la	
   làmina	
   basal	
   i	
   els	
   astròcits	
   (Abbott	
   et	
   al.,	
   2010).	
   La	
  

presència	
  de	
  la	
  BHE	
  i	
  la	
  manca	
  de	
  sistema	
  limfàtic	
  són	
  responsables	
  de	
  crear	
  el	
  que	
  es	
  coneix	
  

com	
  a	
  privilegi	
  immune	
  (Felgenhauer,	
  1986)	
  i	
  de	
  protegir	
  el	
  cervell	
  de	
  l’entrada	
  de	
  drogues	
  i	
  

microorganismes	
   (Shapiro	
  and	
  Shapiro,	
  1986).	
  Aquesta	
  barrera	
  és	
   tan	
   restrictiva	
  que	
   fins	
   i	
  

tot	
   les	
   proteïnes	
   del	
   sèrum	
   en	
   són	
   excloses.	
   Per	
   tant,	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   han	
  

d’expressar	
   gens	
   que	
   li	
   permetin	
   desestructurar-­‐la	
   localment,	
   com	
   les	
   metal·∙loproteases	
  

(Bos	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

Degut	
   a	
   la	
   dificultat	
   d’obtenir	
   models	
   experimentals,	
   se	
   sap	
   relativament	
   poc	
  

d’aquest	
  tipus	
  de	
  metàstasi.	
  Els	
  models	
  murins	
  amb	
  els	
  que	
  es	
  treballa	
  són	
  per	
  injecció	
  intra-­‐

carotídia	
  de	
  cèl·∙lules	
  tumorals,	
   ja	
  que	
  s’afavoreix	
  la	
  incidència	
  de	
  lesions	
  cerebrals	
  en	
  front	
  

de	
   les	
   viscerals	
   (Fujimaki	
   et	
   al.,	
   1993;	
   Schackert	
   and	
   Fidler,	
   1988).	
   Amb	
   aquests	
   models	
  

s’intenten	
   respondre	
   qüestions	
   com	
   la	
   de	
   la	
   resistència	
   a	
   quimioteràpia.	
   Fins	
   ara	
   es	
  

relacionava	
   amb	
   la	
   presencia	
   de	
   la	
   BHE,	
   que	
   impedia	
   el	
   pas	
   de	
   les	
   drogues,	
   però	
   s’ha	
  

observat	
   que	
   en	
   lesions	
  més	
   grans	
   de	
   0.2	
  mm2	
   la	
   BHE	
   no	
   està	
   intacta,	
   i	
   per	
   tant,	
   que	
   la	
  

resistència	
   a	
   fàrmacs	
   ha	
   de	
   ser	
   deguda	
   a	
   altres	
   factors	
   (Fidler	
   et	
   al.,	
   2002).	
   Un	
   dels	
  

mecanismes	
   descrits	
   és	
   el	
   paper	
   anti-­‐apoptòtic	
   dels	
   astròcits	
   activats	
   sobre	
   la	
   cèl·∙lula	
  

tumoral	
  (Lin	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

En	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  de	
  mama	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  cervell,	
  es	
  va	
  identificar	
  una	
  llista	
  

de	
   17	
   gens	
   que	
   correlacionava	
   clínicament	
   amb	
   el	
   tipus	
   basal	
   ER-­‐.	
   D’entre	
   aquests	
   es	
   va	
  

identificar	
  ST6GALNAC5	
  com	
  a	
  exclusiu	
  de	
  la	
  metàstasi	
  cerebral,	
  un	
  gen	
  que	
  facilita	
  l’adhesió	
  

i	
   el	
   pas	
   de	
   la	
   BHE	
   (Bos	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Una	
   tercera	
   part	
   dels	
   gens	
   de	
   metàstasi	
   cerebral	
  

solapaven	
   amb	
   gens	
   descrits	
   per	
   a	
   la	
   metàstasi	
   pulmonar,	
   i	
   tot	
   i	
   que	
   no	
   es	
   coneixen	
  

exactament	
   els	
   mecanismes	
   de	
   la	
   metàstasi	
   cerebral,	
   es	
   pot	
   afirmar	
   que	
   aquests	
   són	
  	
  

diferents	
   als	
   de	
   la	
   metàstasi	
   òssia.	
   La	
   semblança	
   entre	
   pulmó	
   i	
   cervell	
   pot	
   recaure	
   en	
   la	
  

similitud	
   en	
   la	
   vasculatura	
   d’aquests	
   dos	
   òrgans,	
   que	
   suposa	
   una	
   barrera	
   important,	
   en	
  

contraposició	
  a	
  la	
  vasculatura	
  fenestrada	
  d’os	
  i	
  fetge.	
  Això	
  es	
  demostra	
  en	
  analitzar	
  els	
  gens	
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comuns	
  entre	
   les	
   llistes	
  de	
  pulmó	
   i	
  cervell.	
  COX2,	
  ANGPTL4,	
  LTBP1	
  o	
   lligands	
  d’EGFR	
  estan	
  

involucrats	
  en	
  el	
  control	
  de	
  l’adhesió	
  i	
  la	
  permeabilitat	
  vascular	
  (Lorusso	
  and	
  Ruegg,	
  2012).	
  	
  

Finalment,	
  un	
  altre	
  element	
  important	
  en	
  aquest	
  tipus	
  de	
  metàstasis	
  és	
  el	
  fenomen	
  

de	
  “dormancy”	
  o	
  latència.	
  S’ha	
  descrit	
  una	
  relació	
  aproximada	
  de	
  3:1	
  de	
  cèl·∙lules	
  latents	
  vs.	
  

cèl·∙lules	
   colonitzants,	
   indicant	
   la	
   importància	
   que	
   podria	
   tenir	
   l’atac	
   terapèutic	
   d’aquest	
  

fenotip	
  (Palmieri	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

	
  

	
  

2.3. ÒRGAN-­‐ESPECIFICITAT	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  A	
  PULMÓ	
  	
  
	
  

El	
  pulmó	
  és	
  el	
  segon	
  òrgan	
  més	
  afectat	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  la	
  metàstasi,	
  degut	
  

a	
   que	
   la	
   seva	
   xarxa	
   capil·∙lar	
   rep	
   tota	
   la	
   sang	
   circulant	
   des	
   del	
   cor.	
   Les	
   lesions	
   s’inicien	
   en	
  

arterioles	
   pulmonars,	
   des	
   d’on	
   les	
   cèl·∙lules	
   han	
   de	
   trencar	
   les	
   estretes	
   unions	
   endotelials	
  

dels	
   vasos	
   sanguinis	
   i	
   la	
   membrana	
   basal.	
   Un	
   cop	
   en	
   el	
   parènquima,	
   les	
   cèl·∙lules	
   han	
   de	
  

sobreviure	
   en	
   un	
   entorn	
   que	
   conté	
   una	
   matriu	
   extracel·∙lular	
   molt	
   organitzada	
   i	
   tipus	
  

cel·∙lulars	
  especialitzats	
  que	
  permeten	
  la	
  respiració	
  (Gupta	
  and	
  Massague,	
  2006).	
  	
  

El	
   pulmó,	
   al	
   contrari	
   que	
   l’os,	
   està	
   exposat	
   a	
   nivells	
   d’oxigen	
   superiors	
   al	
   d’altres	
  

teixits.	
   Aquest	
   fet	
   provoca	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   pulmonars	
   estiguin	
   sotmeses	
   a	
   un	
   alt	
   estrès	
  

oxidatiu,	
  induint	
  la	
  secreció	
  de	
  citocines	
  pro-­‐inflamatòries	
  (Chang	
  et	
  al.,	
  2001).	
  La	
  presència	
  

d’espècies	
   reactives	
  d’oxigen	
   (ROS)	
  pot	
   induir	
  dany	
  proteic	
  o	
  en	
  el	
  DNA,	
   i	
  per	
  això	
   l’epiteli	
  

respiratori	
  està	
  recobert	
  per	
  una	
  fina	
  capa	
  de	
  fluid	
  que	
  conté	
  antioxidants	
  i	
  surfactants	
  (Azad	
  

et	
   al.,	
   2008).	
   A	
   nivell	
   metabòlic,	
   la	
   presència	
   d’espècies	
   oxidants	
   pot	
   atacar	
   el	
   bon	
  

funcionament	
   de	
   la	
   cadena	
   respiratòria	
   provocant	
   l’acumulació	
   de	
   més	
   ROS,	
   disminuint	
  

l’efectivitat	
  del	
  cicle	
  de	
  Krebs	
  i	
  la	
  producció	
  d’ATP	
  i	
  provocant	
  dany	
  mitocondrial	
  (Rego	
  and	
  

Oliveira,	
  2003).	
  

Les	
  rutes	
  de	
  TGFβ	
  i	
  NF-­‐κB	
  s’han	
  relacionat	
  amb	
  la	
  metàstasi	
  de	
  pulmó	
  del	
  càncer	
  de	
  

mama	
   (Luo	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Siegel	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Altres	
   anàlisis	
   han	
   identificat	
   en	
   un	
   grup	
   de	
  

tumors	
   de	
  mama	
   gens	
   que	
   correlacionen	
   amb	
   recaiguda	
   en	
  metàstasi	
   pulmonar.	
   Aquests	
  

són	
   factors	
   secretats	
   (epiregulina,	
   CXCL1,	
   i	
   SPARC),	
   receptors	
   de	
   membrana	
   (VCAM1	
   i	
  

IL13Rα2),	
   proteases	
   extracel·∙lulars	
   (MMP1	
   i	
  MMP2),	
   i	
   efectors	
   intracel·∙lulars	
   (ID1	
   i	
   COX2).	
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Cal	
   destacar	
   que	
   no	
   existeix	
   solapament	
   entre	
   aquests	
   gens	
   i	
   els	
   gens	
   descrits	
   per	
   la	
  

metàstasi	
  òssia	
  de	
  la	
  mateixa	
  línia	
  parental	
  seleccionada	
  in	
  vivo	
  (Minn	
  et	
  al.,	
  2005),	
  reforçant	
  

la	
  idea	
  que	
  diferents	
  funcions	
  són	
  necessàries	
  per	
  colonitzar	
  cada	
  microentorn.	
  	
  

	
  

	
  

2.4. ÒRGAN-­‐ESPECIFICITAT	
  DE	
  LA	
  METÀSTASI	
  A	
  FETGE	
  
	
  

El	
  fetge	
  és	
  un	
  teixit	
  molt	
  vascularitzat,	
  amb	
  aports	
  dels	
  sistemes	
  circulatoris	
  portal	
   i	
  

sistèmic.	
  El	
  càncer	
  de	
  mama	
  mestastatitza	
  a	
  fetge	
  per	
   la	
  circulació	
  sistèmica.	
  Els	
  vasos	
  que	
  

irriguen	
  el	
   fetge	
  són	
  molt	
  porosos	
  als	
  nutrients	
   i	
  cèl·∙lules	
  circulants,	
  per	
  tant	
   l’extravasació	
  

no	
   és	
   una	
   barrera	
   important	
   en	
   la	
  metàstasi	
   hepàtica	
   (Chambers	
   et	
   al.,	
   2002).	
   Els	
   passos	
  

limitants	
  són	
  la	
  invasió	
  del	
  parènquima	
  hepàtic	
  i	
  l’evasió	
  de	
  la	
  mort	
  per	
  cèl·∙lules	
  residents	
  del	
  

sistema	
  immune.	
  	
  

L’activació	
   d’Akt	
   (Bao	
   et	
   al.,	
   2004)	
   i	
   la	
   neutralització	
   de	
   l’expressió	
   del	
   lligand	
   pro-­‐

apoptòtic	
   TRAIL	
   en	
   cèl·∙lules	
  Natural	
   Killer	
   (NK)	
   són	
  mecanismes	
   que	
   faciliten	
   la	
  metàstasi	
  

hepàtica	
  en	
  models	
  murins	
  (Takeda	
  et	
  al.,	
  2001).	
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3. “HALLMARKS”	
  DEL	
  PROCÉS	
  METASTÀTIC	
  
	
  

L’èxit	
   del	
   càncer	
   de	
   mama	
   depèn	
   de	
   la	
   generació	
   d’heterogeneïtat	
   genètica	
   i	
  

epigenètica,	
   així	
   com	
   de	
   l’adaptació	
   i	
   supervivència	
   als	
   diversos	
   obstacles	
   del	
   procés	
  

metastàtic	
  (Valastyan	
  and	
  Weinberg,	
  2011)	
  

Durant	
   aquest	
   procés,	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   han	
   d’adquirir	
   una	
   sèrie	
   de	
  

característiques	
   resumides	
  en	
  els	
   “10	
  hallmarks	
  del	
   càncer”,	
  que	
   inclouen	
  el	
  manteniment	
  

de	
   la	
  proliferació,	
   l’evasió	
  dels	
   supressors	
  del	
  creixement,	
   la	
   resistència	
  a	
  mort	
  cel·∙lular,	
   la	
  

immortalitat	
  replicativa,	
   la	
   inducció	
  d’angiogènesi,	
   l’activació	
  de	
   la	
   invasió	
   i	
   la	
  metàstasi,	
   la	
  

inestabilitat	
  genòmica,	
   la	
   inflamació,	
   la	
  reprogramació	
  del	
  metabolisme	
  energètic	
   i	
   l’evasió	
  

de	
  la	
  resposta	
  immune	
  (Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2011).	
  

Aquestes	
  funcions	
  no	
  només	
  són	
  importants	
  per	
  al	
  creixement	
  del	
  tumor	
  primari	
  sinó	
  

també	
   per	
   a	
   l’èxit	
   del	
   procés	
   metastàtic	
   en	
   processos	
   com	
   la	
   disseminació,	
   el	
   transport	
  

vascular	
  o	
   la	
  proliferació	
  en	
   l’òrgan	
  secundari.	
  En	
  aquesta	
  secció	
  analitzarem	
  els	
  hallmarks	
  

del	
  càncer	
  en	
  el	
  context	
  del	
  càncer	
  de	
  mama	
  metastàtic.	
  

	
  

3.1. MANTENIMENT	
  DE	
  LA	
  PROLIFERACIÓ	
  
	
  

	
   Les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   poden	
   induir	
   la	
   seva	
   proliferació	
   a	
   través	
   de	
   diferents	
  

mecanismes.	
   Un	
   d’ells	
   és	
   la	
   producció	
   de	
   factors	
   de	
   creixement	
   de	
   forma	
   autocrina	
   o	
  

l’activació	
   de	
   la	
   producció	
   paracrina	
   en	
   cèl·∙lules	
   normals	
   de	
   l’estroma	
   (Hanahan	
   and	
  

Weinberg,	
  2011).	
  	
  	
  

Una	
   altra	
   possible	
   estratègia	
   és	
   mutar	
   o	
   augmentar	
   la	
   quantitat	
   de	
   receptors	
   en	
  

membrana	
  per	
  tal	
  d’amplificar	
  i	
  activar	
  rutes	
  de	
  senyalització.	
  Un	
  dels	
  casos	
  més	
  ben	
  descrits	
  

en	
  càncer	
  de	
  mama	
  és	
  la	
  proliferació	
  induïda	
  per	
  la	
  ruta	
  del	
  ErbB2	
  o	
  HER2,	
  un	
  receptor	
  de	
  la	
  

família	
  del	
  EGFR	
  (Coussens	
  et	
  al.,	
  1985).	
  La	
  seva	
  activació	
  requereix	
  de	
  la	
  formació	
  d’homo	
  i	
  

heterodimers,	
  i	
  regula	
  rutes	
  oncogèniques	
  com	
  Ras/Raf/MAPK,	
  PI3K/Akt/mTOR,	
  PLC	
  γ,	
  PKC	
  o	
  

JAK/STAT	
   (Roy	
   and	
   Perez,	
   2009;	
   Yarden	
   and	
   Sliwkowski,	
   2001)	
   que	
   afavoreixen	
   la	
  

proliferació,	
  migració	
  i	
  divisió	
  tumoral.	
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L’augment	
  en	
  la	
  capacitat	
  proliferativa	
  implica	
  una	
  desregulació	
  de	
  la	
  divisió	
  cel·∙lular	
  i	
  

del	
   control	
   del	
   creixement,	
   que	
   força	
   a	
   la	
   cèl·∙lula	
   a	
   adaptar	
   el	
   seu	
  metabolisme,	
   com	
   es	
  

tractarà	
   al	
   punt	
   3.10.	
   Una	
   ruta	
   que	
  media	
   la	
   proliferació	
   reajustant	
   el	
  metabolisme	
   de	
   la	
  

cèl·∙lula	
  és	
  la	
  del	
  IGF1R,	
  considerada	
  durant	
  la	
  dècada	
  passada	
  una	
  bona	
  diana	
  terapèutica	
  en	
  

càncer	
  de	
  mama.	
  IGF1R	
  activa	
  l’eix	
  IGF1R/PI3K/AKT/mTOR,	
  que	
  és	
  regulat	
  en	
  diversos	
  punts	
  

tant	
  per	
  la	
  disponibilitat	
  de	
  lligand	
  IGF1,	
  com	
  pel	
  feedback	
  negatiu	
  que	
  exerceix	
  mTOR	
  (Wan	
  

et	
  al.,	
  2007)	
  La	
  ruta	
  de	
  IGF1R	
  s’interrelaciona	
  amb	
  la	
  de	
  BRCA1	
  (Werner	
  and	
  Bruchim,	
  2012)	
  

així	
  com	
  amb	
  la	
  ruta	
  de	
  HER2,	
  aportant	
  resistència	
  a	
  trastuzumab	
  (Berns	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

	
  

3.2. EVASIÓ	
  DELS	
  SUPRESSORS	
  DEL	
  CREIXEMENT	
  
	
  

 A	
  més	
  d’induir	
   la	
  proliferació,	
   les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  han	
  de	
  poder	
   inhibir	
  els	
  circuits	
  

que	
   regulen	
   negativament	
   el	
   creixement;	
   molts	
   d’aquests	
   programes	
   depenen	
   dels	
   gens	
  

supressors	
   de	
   tumors,	
   proteïnes	
   amb	
   l’habilitat	
   de	
   promoure	
   la	
   proliferació	
   o	
  

l’apoptosi/senescència.	
  Dos	
  dels	
  supressors	
  tumorals	
  més	
  coneguts	
  són	
  TP53	
  i	
  RB	
  (Hanahan	
  

and	
  Weinberg,	
  2011).	
  	
  	
  

	
   En	
  el	
  context	
  de	
   la	
  metàstasi	
  de	
  càncer	
  de	
  mama,	
  s’han	
  descrit	
  diversos	
  supressors	
  

tumorals	
  la	
  inhibició	
  dels	
  quals	
  correlaciona	
  amb	
  un	
  pitjor	
  pronòstic	
  com	
  KAI1	
  (Malik	
  et	
  al.,	
  

2009),	
   mitogen-­‐activated	
   protein	
   kinase	
   kinase	
   4,	
   breast	
   cancer	
   metastasis	
   suppressor-­‐1	
  

(BRMS1),	
  KiSS1,	
  RHOGDI2	
  i	
  CRSP3	
  (Steeg	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

La	
   infra-­‐expressió	
   de	
   nm23	
   al	
   tumor	
   primari	
   origina	
   un	
   fenotip	
   més	
   agressiu	
  

(Terasaki-­‐Fukuzawa	
   et	
   al.,	
   2002)	
   i	
   amb	
   major	
   risc	
   de	
   metàstasi	
   (Leone	
   et	
   al.,	
   1993).	
  

Experiments	
   in	
  vitro	
  proven	
  que	
  la	
  presència	
  de	
  nm23	
  pot	
  reduir	
  la	
  motilitat	
  i	
   la	
  invasió	
  en	
  

cèl·∙lules	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  (MacDonald	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Russell	
  et	
  al.,	
  1998).	
  	
  

BRMS1	
  (Breast	
  Metastasis	
  Supressor	
  1)	
  ha	
  provat	
  ser	
  un	
  bon	
  supressor	
  metastàtic	
  in	
  

vivo	
  (Hedley	
  et	
  al.,	
  2008)	
  però	
  no	
  es	
  coneix	
  el	
  mecanisme	
  concret	
  de	
  la	
  inhibició.	
  BRMS1	
  no	
  

bloqueja	
   completament	
   cap	
   dels	
   passos	
   de	
   la	
   cascada	
  metastàtica,	
   però	
   inhibeix	
   diversos	
  

hallmarks	
  metastàtics	
  fins	
  a	
  un	
  80-­‐90%	
  en	
  models	
  animals	
  (Hurst	
  and	
  Welch,	
  2011;	
  Stafford	
  

et	
   al.,	
   2008).	
   Aquestes	
   alteracions	
   fenotípiques	
   observades	
   durant	
   la	
   invasió,	
   migració	
   i	
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anoikis	
  són	
  conseqüència	
  de	
   l’expressió	
  de	
  diversos	
  gens	
  sota	
   l’acció	
  de	
  BRMS1	
  (Hurst	
  and	
  

Welch,	
  2011).	
  

Finalment,	
   la	
  presència	
  de	
  KISS1	
   s’ha	
   relacionat	
   amb	
   la	
   supressió	
  de	
  metàstasis	
   en	
  

línies	
  cel·∙lulars	
  (Lee	
  and	
  Welch,	
  1997a)	
  i	
  in	
  vivo,	
  reduint	
  el	
  creixement	
  metastàtic	
  pulmonar	
  

fins	
   a	
   un	
   95%	
   (Lee	
   and	
  Welch,	
   1997b).	
   Estudis	
   recents	
   identifiquen	
   el	
   rol	
   de	
   KISS1	
   en	
   la	
  

inhibició	
  de	
  la	
  colonització,	
  fet	
  que	
  s’associaria	
  amb	
  la	
  infra-­‐expressió	
  observada	
  en	
  mostres	
  

de	
  metàstasi	
   cerebral	
   en	
   comparació	
   amb	
   tumors	
   ductals	
   (Ulasov	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Tot	
   i	
   així	
  

aquestes	
  dades	
  indiquen	
  que	
  el	
  tumor	
  primari	
  expressaria	
  KISS1.	
  Aquesta	
  idea	
  controvertida	
  

és	
  recolzada	
  en	
  altres	
  estudis	
  que	
  defensen	
  una	
  sobre-­‐expressió	
  de	
  KISS1	
  en	
  tumors	
  primaris	
  

amb	
  pitjor	
  pronòstic	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Darrerament	
  s’ha	
  descrit	
  una	
  relació	
  entre	
  KISS1R	
  

i	
  l’estatus	
  del	
  ER,	
  ja	
  que	
  la	
  presència	
  del	
  ER	
  regularia	
  negativament	
  la	
  migració	
  dependent	
  de	
  

KISS1.	
  Així,	
  KISS1R	
  mediaria	
   la	
   invasivitat	
  en	
  cèl·∙lules	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  ER-­‐	
   (Cvetkovic	
  et	
  

al.,	
  2013).	
  	
  

 

3.3. RESISTÈNCIA	
  A	
  LA	
  MORT	
  CEL·∙LULAR	
  
	
  

	
   La	
   mort	
   per	
   apoptosi	
   s’indueix	
   en	
   resposta	
   a	
   estressos	
   produïts	
   durant	
   la	
  

tumorigènesi,	
   com	
   excessos	
   en	
   la	
   senyalització	
   oncogènica,	
   dany	
   al	
   DNA	
   per	
  

hiperproliferació,	
  o	
  com	
  a	
  resultat	
  de	
  la	
  teràpia	
  anti-­‐tumoral.	
  Però	
  els	
  tumors	
  més	
  malignes	
  

tenen	
   la	
   capacitat	
   d’evadir	
   aquest	
   procés,	
   adquirint	
   també	
   resistència	
   al	
   tractament	
  

(Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2011).	
  	
  	
  

L’apoptosi	
   es	
   divideix	
   en	
   dues	
   branques,	
   una	
   que	
   gestiona	
   els	
   senyals	
   pro-­‐mort	
  

extracel·∙lulars,	
   i	
   l’altra	
   que	
   integra	
   els	
   intracel·∙lulars.	
   Cadascuna	
   desemboca	
   en	
   l’activació	
  

d’una	
   caspasa	
   efectora	
   (caspasa	
   8	
   o	
   9,	
   respectivament)	
   que	
   inicia	
   el	
   procés	
   de	
   mort.	
   La	
  

detonació	
  de	
  l’apoptosi	
  és	
  regulada	
  per	
  l’equilibri	
  entre	
  membres	
  pro-­‐	
  i	
  anti-­‐apoptòtics	
  de	
  la	
  

família	
  de	
  Bcl-­‐2	
  (Adams	
  and	
  Cory,	
  2007).	
  

Els	
  tumors	
  poden	
  evitar	
  la	
  mort	
  sobreexpressant	
  proteïnes	
  antiapoptòtiques	
  com	
  Bcl-­‐

2,	
   Bcl-­‐xL	
   o	
   infra-­‐expressant	
   factors	
   pro-­‐apoptòtics	
   com	
   Bax,	
   Bim	
   o	
   Puma	
   (Hanahan	
   and	
  

Weinberg,	
  2011).	
  	
  En	
  concret,	
  la	
  sobreexpressió	
  de	
  Bcl-­‐xL	
  en	
  un	
  model	
  cel·∙lular	
  de	
  càncer	
  de	
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mama	
   afavoria	
   el	
   procés	
   metastàtic	
   augmentant	
   la	
   resistència	
   a	
   l’apoptosi	
   induïda	
   per	
  

citocines,	
  la	
  supervivència	
  en	
  circulació	
  i	
  el	
  creixement	
  en	
  suspensió	
  (Fernandez	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

En	
  el	
  procés	
  metastàtic,	
   la	
  TEM	
  origina	
  un	
   fenotip	
  migratori	
   i	
   invasiu.	
  Aquest	
  és	
  un	
  

dels	
  passos	
  claus	
  que	
  requereix	
  de	
  la	
  resistència	
  a	
  l’anoikis,	
  un	
  tipus	
  de	
  mort	
  induïda	
  per	
  la	
  

manca	
  de	
  contacte	
  amb	
  la	
  MEC	
  o	
  les	
  cèl·∙lules	
  veïnes	
  (Kim	
  et	
  al.,	
  2012).	
  La	
  mateixa	
  pèrdua	
  de	
  

E-­‐cadherina	
  i	
  l’expressió	
  de	
  N-­‐cadherina,	
  dos	
  fenòmens	
  imprescindibles	
  per	
  a	
  l’adquisició	
  del	
  

fenotip	
  mesenquimal,	
  indueixen	
  aquesta	
  resistència	
  i	
  promouen	
  la	
  metàstasi	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2001)	
  

La	
   inactivació	
   somàtica	
   d’E-­‐cadherina	
   i	
   p53	
   en	
  un	
  model	
   animal	
   inicia	
   tumors	
  mamaris,	
   la	
  

metàstasi	
  i	
  la	
  resistència	
  a	
  anoikis	
  (Derksen	
  et	
  al.,	
  2006). 

	
   L’autofàgia	
  és	
  un	
  altre	
  mecanisme	
  que	
  pot	
  ser	
  activat	
  en	
  condicions	
  d’estrès	
  cel·∙lular,	
  

com	
   la	
   retirada	
   de	
   nutrients.	
   Si	
   bé	
   s’ha	
   considerat	
   un	
  mecanisme	
   de	
  mort	
   que	
   en	
   alguns	
  

punts	
   es	
   creua	
   amb	
   l’apoptosi,	
   la	
   seva	
   activació	
   media	
   la	
   degradació	
   de	
   vesícules	
  

autofàgiques	
   que	
   poden	
   proporcionar	
   nutrients	
   a	
   la	
   cèl·∙lula,	
   afavorint	
   la	
   supervivència	
  

(Levine	
  and	
  Kroemer,	
  2008).	
  Així,	
  en	
  diversos	
  moments	
  del	
  procés	
  metastàtic,	
  pot	
  tenir	
  una	
  

funció	
  pro-­‐super	
  vivència	
  o	
  pro-­‐mort	
  (White	
  and	
  DiPaola,	
  2009).	
  En	
  qualsevol	
  cas,	
  diversos	
  

estudis	
  en	
  models	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  mostren	
  que	
  la	
  inducció	
  de	
  l’autofàgia	
  representa	
  un	
  

mecanisme	
   de	
   resistència	
   a	
   fàrmacs	
   com	
   bortezomib	
   (un	
   inhibidor	
   del	
   proteasoma)	
   o	
  

trastuzumab	
  (Milani	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Vazquez-­‐Martin	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

 

3.4. IMMORTALITAT	
  REPLICATIVA	
  
	
  

Les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   requereixen	
   d’un	
   potencial	
   replicatiu	
   il·∙limitat	
   per	
   tal	
   de	
  

generar	
   tumors	
   macroscòpics	
   (Hanahan	
   and	
   Weinberg,	
   2011).	
   En	
   aquest	
   fenomen	
   hi	
  

contribueix	
   la	
  telomerasa,	
   la	
  polimerasa	
  que	
  afegeix	
  segments	
  de	
  telòmers	
  darrere	
  el	
  DNA	
  

telomèric	
   dels	
   extrems	
   cromosòmics.	
   La	
   llargada	
   d’aquestes	
   regions	
   defineix	
   quantes	
  

generacions	
   successives	
   pot	
   originar	
   una	
   cèl·∙lula	
   abans	
   que	
   els	
   telòmers	
   s’erosionin	
   i	
   la	
  

cèl·∙lula	
  entri	
  en	
  crisi	
  (Blasco,	
  2005).	
  

La	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
  ha	
  de	
   fer	
   front	
  a	
  dos	
   tipus	
  de	
  barreres	
  durant	
   la	
  proliferació:	
   la	
  

crisi	
   o	
  mort	
   i	
   la	
   senescència,	
   un	
   estat	
   no	
   proliferatiu	
   normalment	
   irreversible	
   però	
   viable	
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(Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2011).	
  Experiments	
  en	
  ratolins	
  deficients	
  en	
  telomerasa	
   indiquen	
  

que	
   l’escurçament	
  dels	
   telòmers	
  pot	
  dirigir	
   les	
   cèl·∙lules	
  pre-­‐malignes	
  a	
  un	
  estat	
   senescent	
  

que	
   contribueixi,	
   junt	
   amb	
   l’apoptosi,	
   a	
   atenuar	
   la	
   tumorigènesi	
   (Artandi	
   and	
   DePinho,	
  

2010).	
  

	
   Però	
   cal	
   destacar	
   que	
   la	
   senescència	
   també	
   pot	
   resultar	
   un	
   mecanisme	
   protector	
  

(Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2011).	
  Aquest	
   fenomen	
  s’indueix	
  per	
  excessos	
  en	
   la	
  senyalització	
  

oncogènica	
  o	
  bé,	
  durant	
  el	
  procés	
  metastàtic,	
  quan	
  les	
  cèl·∙lules	
  circulants	
  aïllades	
  arriben	
  al	
  

nou	
  òrgan.	
  No	
  es	
  coneixen	
  els	
  mecanismes	
  exactes	
  que	
  regeixen	
  el	
  procés	
  però	
  l’autofàgia	
  

podria	
  contribuir-­‐hi	
  (Gewirtz,	
  2009).	
  La	
  senescència	
  o	
  “dormancy”	
  s’ha	
  observat	
  en	
  models	
  

de	
  càncer	
  de	
  mama	
  i	
  en	
  metàstasis	
  associades,	
  com	
  la	
  d’os	
  i	
  la	
  de	
  cervell	
  (Fehm	
  et	
  al.,	
  2008),	
  

tal	
   i	
  com	
  hem	
  descrit	
  en	
   l’apartat	
  1F.	
  La	
   importància	
  clínica	
  d’aquest	
  fenomen	
  radica	
  en	
   la	
  

seva	
   contribució	
   a	
   la	
   recurrència	
   tumoral.	
   Calen	
   estudis	
   que	
  permetin	
   la	
   identificació	
   dels	
  

mecanismes	
  moleculars	
  per	
  tal	
  de	
  poder	
  atacar-­‐los	
  farmacològicament	
  (Allan	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

3.5. INDUCCIÓ	
  DE	
  L’ANGIOGÈNESI	
  
	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  mantenir	
  la	
  capacitat	
  proliferativa,	
  la	
  cèl·∙lula	
  tumoral	
  requereix	
  d’un	
  aport	
  

constant	
  de	
  nutrients	
  i	
  oxigen	
  i	
  d’una	
  eliminació	
  de	
  les	
  substàncies	
  metabòliques	
  de	
  rebuig	
  i	
  

CO2.	
  La	
  vasculatura	
  que	
  s’origina	
  amb	
  l’angiogènesi	
  fa	
  front	
  a	
  aquestes	
  necessitats	
  (Hanahan	
  

and	
   Weinberg,	
   2011).	
   Un	
   dels	
   principals	
   mediadors	
   d’aquest	
   procés	
   és	
   el	
   Vascular	
  

endothelial	
   growth	
   factor	
   (VEGF),	
   que	
   actua	
   a	
   través	
   de	
   tres	
   receptors	
   tirosina	
   quinasa,	
  

VEGFR1-­‐3	
  (Carmeliet	
  and	
  Jain,	
  2000).	
  	
  

La	
  vasculatura	
  tumoral	
  es	
  caracteritza	
  per	
  un	
  excés	
  de	
  ramificacions,	
  nivells	
  anormals	
  

de	
   proliferació	
   en	
   les	
   cèl·∙lules	
   endotelials,	
   i	
   una	
   alta	
   porositat,	
   que	
   afavoreix	
   el	
   procés	
  

metastàtic	
  (Baluk	
  et	
  al.,	
  2005).	
  L’angiogènesi	
  és	
  important	
  tant	
  en	
  estadis	
  inicials,	
  afavorint	
  

la	
   disseminació,	
   com	
   en	
   estadis	
   finals,	
   sostenint	
   el	
   creixement	
   metastàtic	
   (Eroles	
   et	
   al.,	
  

2012).	
  El	
  paper	
  de	
  VEGF	
  en	
   l’angiogènesi	
   i	
   la	
   seva	
   limitada	
   funció	
  en	
   la	
   fisiologia	
  adulta	
  el	
  

converteixen	
  en	
  una	
  diana	
  terapèutica	
  interessant.	
  Existeixen	
  diversos	
  fàrmacs	
  que	
  ataquen	
  

aquest	
   procés,	
   com	
   Sunitinib,	
   sorafenib,	
   pazopanib	
   o	
   cediranib	
   i	
   els	
   seus	
   efectes	
   s’estan	
  

testant	
  en	
  clínica	
  (Chan,	
  2009).	
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   Una	
  de	
   les	
   drogues	
  més	
   caracteritzades	
   és	
   el	
   bevacizumab,	
   un	
   anticòs	
  monoclonal	
  

humanitzat	
   que	
   reconeix	
   VEGF.	
   3	
   estudis	
   clínics	
   l’han	
   avaluat	
   en	
   càncers	
   HER2-­‐	
   avançats:	
  

Phase	
   III	
   E2100	
   (Miller	
   et	
   al.,	
   2007),	
   AVADO	
   (Miles	
   et	
   al.,	
   2010)	
   i	
   RIBBON	
   (Robert	
   et	
   al.,	
  

2011).	
  Al	
  2010,	
  la	
  conferència	
  ASCO	
  va	
  aportar	
  dades	
  sobre	
  els	
  2664	
  pacients	
  participants	
  en	
  

aquests	
  3	
  assajos,	
  mostrant	
  una	
  millora	
  en	
  la	
  supervivència	
  lliure	
  de	
  progressió	
  independent	
  

de	
  l’estatus	
  dels	
  receptors	
  hormonals,	
  el	
  nombre	
  de	
  llocs	
  metastàtics,	
  l’ús	
  anterior	
  de	
  taxans	
  

i	
   l’interval	
   lliure	
  de	
  malaltia	
   (O'Shaughnessy	
  et	
  al.,	
   2010).	
   La	
   combinació	
  de	
  bevacizumab	
   i	
  

quimioteràpia	
  respecte	
  quimioteràpia	
  sola,	
  augmentava	
  la	
  supervivència	
  lliure	
  de	
  progressió	
  

però	
  no	
  la	
  supervivència	
  general,	
  a	
  més	
  d’activar	
  la	
  toxicitat	
  (Rossari	
  2012).	
  El	
  mateix	
  estudi	
  

en	
  621	
  pacients	
  TN	
  mostrava	
  una	
  caiguda	
  del	
  35%	
  en	
  el	
  risc	
  de	
  progressió	
  però	
  sense	
  canvis	
  

en	
  la	
  supervivència	
  total	
  (O'Shaughnessy	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  L’atac	
  de	
  l’angiogènesi	
  pot	
  ser	
  útil	
  en	
  

el	
   subgrup	
  TN	
  però	
   calen	
  marcadors	
  que	
  prediguin	
   la	
   resposta	
   ja	
  que	
  no	
   tots	
  els	
  pacients	
  

se’n	
  poden	
  beneficiar	
  (Eroles	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
   La	
   teràpia	
   antiangiogènica	
   s’ha	
   provat	
   com	
   a	
   alternativa	
   en	
   el	
   tractament	
   de	
   la	
  

metàstasi	
  cerebral.	
  És	
  coneguda	
  la	
  resistència	
  al	
  trastuzumab,	
  un	
  fàrmac	
  que	
  no	
  pot	
  creuar	
  

la	
  BHE	
  (Kang,	
  2006).	
  Fins	
  i	
  tot	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  fàrmacs	
  que	
  sí	
  poden	
  creuar-­‐la,	
  com	
  el	
  

lapatinib,	
   han	
   aportat	
   poques	
  millores.	
   La	
   combinació	
  de	
   teràpies	
   anti-­‐HER2	
   amb	
   teràpies	
  

antiangiogèniques	
  (inhibidors	
  de	
  VEGFR2)	
  es	
  presenten	
  com	
  una	
  opció	
  al	
  tractament	
  ja	
  que	
  

han	
  demostrat	
  reduccions	
  en	
  el	
  volum	
  de	
  la	
  metàstasi	
  cerebral	
  in	
  vivo	
  (Kodack	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

 

3.6. INVASIÓ	
  I	
  METÀSTASI	
  	
  
	
  

	
   Durant	
  la	
  progressió	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  cap	
  a	
  cèl·∙lules	
  malignes,	
  un	
  dels	
  passos	
  	
  

claus	
   és	
   la	
   invasió	
   local	
   i	
   l’establiment	
   de	
   metàstasis	
   llunyanes.	
   Amb	
   aquest	
   propòsit,	
  

l’adquisició	
   d’un	
   fenotip	
   mòbil	
   és	
   imprescindible	
   i	
   s’obté	
   a	
   través	
   d’alteracions	
   en	
   la	
  

morfologia	
   cel·∙lular	
   i	
   per	
   desadherència	
   de	
   la	
   MEC	
   (Hanahan	
   and	
   Weinberg,	
   2011).	
   La	
  

conseqüència	
  més	
  caracteritzada	
  és	
  la	
  pèrdua	
  d’E-­‐cadherina	
  (CDH1),	
  una	
  molècula	
  clau	
  en	
  la	
  

adhesió	
  cèl·∙lula-­‐cèl·∙lula.	
  Els	
  mecanismes	
  que	
  medien	
  aquesta	
  pèrdua	
  poden	
  ser	
  alteracions	
  

que	
  provoquin	
  una	
  desaparició	
  de	
  l’E-­‐cadherina	
  en	
  membrana	
  o	
  la	
  síntesi	
  d’una	
  proteïna	
  no	
  

funcional	
  (Onder	
  et	
  al.,	
  2008).	
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En	
   càncer	
   de	
   mama,	
   la	
   repressió	
   d’E-­‐cadherina	
   és	
   regida	
   per	
   diversos	
   factors	
   de	
  

transcripció	
   com	
   Snail,	
   Slug,	
   TWIST1	
   i	
   ZEB1/2	
   (Micalizzi	
   et	
   al.,	
   2010),	
   mentre	
   que	
   la	
   re-­‐

localització	
  de	
  CDH1	
  fora	
  de	
  les	
  unions	
  adherents	
  és	
  mediada	
  per	
  SIX1,	
  Goosecoid	
  o	
  FOXC2	
  

(Drasin	
  et	
  al.,	
  2011).	
  La	
  desregulació	
  de	
  vies	
  cel·∙lulars	
  com	
  TGF-­‐β	
  (Taylor	
  et	
  al.,	
  2010),	
  EGF	
  

(Hardy	
  et	
  al.,	
  2010),	
  Wnt	
  (Yook	
  et	
  al.,	
  2006),	
  Notch	
  (Leong	
  et	
  al.,	
  2007)	
  i	
  Hedgehog	
  (Kasper	
  et	
  

al.,	
   2009)	
   també	
   poden	
   induir	
   la	
   TEM	
   modificant	
   alguns	
   dels	
   factors	
   de	
   transcripció	
  

mencionats.	
  

A	
  més	
  de	
  la	
  pèrdua	
  de	
  CDH1,	
  altres	
  gens	
  participen	
  en	
  la	
  pèrdua	
  del	
  fenotip	
  epitelial	
  

del	
   càncer	
   de	
  mama.	
   Entre	
   ells	
   trobem	
   la	
   infra-­‐expressió	
   de	
   plakoglobina	
   (JUP),	
   ocludina	
  

(OCLN),	
   zonula	
   occludens	
   1	
   (TJP1),	
   α-­‐catenina	
   (CTNNA3)	
   i	
   claudines	
   3/4/7	
   (CLDN-­‐3/4/7)	
  

(Zeisberg	
  and	
  Neilson,	
  2009).	
  	
  

La	
   pèrdua	
   d’unions	
   adherents	
   sol	
   anar	
   acompanyada	
   de	
   l’adquisició	
   d’un	
   fenotip	
  

mesenquimal,	
   que	
   requereix	
   d’altres	
   fenòmens	
   com	
   l’expressió	
   d’enzims	
   que	
   degradin	
   la	
  

MEC,	
  un	
  augment	
  en	
   la	
  motilitat,	
   i	
   la	
   resistència	
   a	
   apoptosi.	
   En	
   general,	
   la	
   infra-­‐expressió	
  

d’E-­‐cadherina	
  es	
  relaciona	
  amb	
  la	
  sobre-­‐expressió	
  de	
  N-­‐cadherina,	
  una	
  proteïna	
  que	
  facilita	
  

els	
   dos	
   darrers	
   processos	
   (Li	
   et	
   al.,	
   2001)	
   però	
   la	
   presència	
   de	
   marcadors	
   epitelials	
   i	
  

mesenquimals	
  es	
  pot	
  donar	
  simultàniament	
  (Drasin	
  et	
  al.,	
  2011).	
  En	
  càncer	
  de	
  mama	
  també	
  

s’han	
  descrit	
  augments	
  en	
  fibronectina	
  (FN1),	
  CDH2,	
  VIM,	
  ACTA2	
  i	
  CTNNB1	
  nuclear	
  (Zeisberg	
  

and	
  Neilson,	
  2009).	
  	
  

Diversos	
  estudis	
  han	
  relacionat	
  el	
  fenotip	
  mesenquimal	
  amb	
  l’adquisició	
  de	
  trets	
  de	
  

cèl·∙lules	
   mare	
   tumorals	
   (CSC).	
   Dos	
   grups	
   independents	
   han	
   demostrat	
   que	
   poblacions	
  

normals	
   i	
   transformades	
   de	
   HMECS	
   CD44high/CD24low	
   (marcadors	
   de	
   CSCs,	
   (Jaggupilli	
   and	
  

Elkord,	
  2012)	
  presentaven	
  un	
   fenotip	
  EMT	
   (Mani	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Morel	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Aquesta	
  

hipòtesi	
  es	
  confirmava	
  amb	
  l’experiment	
  contrari	
  quan	
  s’induia	
  la	
  TEM	
  a	
  través	
  de	
  TWIST1,	
  

SNAI1	
  o	
  TGFB1.	
  L’adquisició	
  del	
  fenotip	
  mesenquimal	
  augmentava	
  el	
  percentatge	
  de	
  cèl·∙lules	
  

CD44high/CD24low	
  	
  i	
  la	
  freqüència	
  tumoral	
  (Mani	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Morel	
  et	
  al.,	
  2008),	
  demostrant	
  

un	
  rol	
  causa-­‐efecte	
  dels	
  inductors	
  	
  de	
  la	
  TEM	
  en	
  la	
  formació	
  de	
  CSCs.	
  

Aquests	
  estudis	
  tenen	
  conseqüències	
  en	
  l’establiment	
  de	
  la	
  metàstasi	
  i	
  el	
  tractament,	
  

degut	
  al	
   rol	
  de	
   les	
  CSCs	
  en	
   la	
   iniciació	
  metastàtica	
   (Clarke	
  and	
  Fuller,	
  2006;	
  Weigelt	
  et	
  al.,	
  

2005)	
  i	
  en	
  la	
  resistència	
  a	
  teràpia	
  (Bao	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Chiang	
  and	
  Massague,	
  2008).	
  L’anàlisi	
  de	
  



INTRODUCCIÓ	
  
	
  

	
  	
  
51	
  

	
  
	
   	
  

tumors	
   de	
   pacients	
   després	
   de	
   quimioteràpia	
   revelava	
   un	
   enriquiment	
   en	
   la	
   població	
  

CD44high/CD24low	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Creighton	
  i	
  col.	
  van	
  obtenir	
  perfils	
  d’expressió	
  de	
  càncers	
  

de	
  mama	
  pre-­‐	
  i	
  post-­‐teràpia	
  endocrina/quimioteràpia.	
  La	
  comparació	
  d’aquests	
  amb	
  perfils	
  

obtinguts	
   en	
   mamosferes	
   mostrava	
   una	
   correlació	
   del	
   perfil	
   post-­‐teràpia	
   amb	
   el	
  	
  

“mammosphere-­‐CD44+/CD24-­‐/low”.	
   Igualment,	
   aquest	
   subgrup	
   de	
   pacients	
   presentava	
   un	
  

enriquiment	
  en	
  marcadors	
  de	
   la	
   TEM	
   (Creighton	
  et	
   al.,	
   2009),	
  mostrant	
   la	
   relació	
  entre	
   la	
  

resistència	
  a	
  teràpia,	
  les	
  CSCs	
  i	
  la	
  TEM.	
  	
  

	
   Ja	
  hem	
  analitzat	
   la	
   importància	
  del	
  microentorn	
   tumoral	
  en	
   l’adquisició	
  del	
   fenotip	
  

mòbil	
   (Apartat	
   1.C.1).	
   L’estroma	
   tumoral,	
   format	
   per	
   cèl·∙lules	
   inflamatòries,	
   fibroblasts,	
  

cèl·∙lules	
   mare	
  mesenquimals,	
   CAFs	
   (Orimo	
   et	
   al.,	
   2005)	
   o	
   cèl·∙lules	
   inflamatòries	
   secreten	
  

metal·∙loproteases	
   que	
   remodelen	
   el	
   microentorn,	
   activen	
   l’angiogènesi	
   i	
   promouen	
   la	
  

proliferació	
   (Mueller	
  and	
  Fusenig,	
  2004;	
   Lin	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Schafer	
  and	
  Werner,	
  2008).	
  En	
  el	
  

context	
   òrgan-­‐específic,	
   també	
   hem	
   descrit	
   la	
   importància	
   d’adquirir	
   funcions	
   diferencials	
  

que	
   permetin	
   la	
   infiltració	
   i	
   creuament	
   de	
   les	
   diverses	
   barreres	
   típiques	
   de	
   cada	
   teixit	
  

(Nguyen	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

 

3.7. INESTABILITAT	
  GENÒMICA	
  I	
  MUTACIONS	
  
	
  

L’adquisició	
   d’inestabilitat	
   genòmica	
   depèn	
   de	
   la	
   successió	
   d’alteracions	
   en	
   el	
  

genoma/epigenoma	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   de	
   càncer	
   de	
  mama	
   que	
   afavoreixen	
   la	
   supervivència	
  

cel·∙lular	
   en	
   diverses	
   fases	
   del	
   procés	
   metastàtic.	
   Les	
   mutacions	
   es	
   poden	
   accelerar	
   si	
   es	
  

malmeten	
  els	
  sistemes	
  de	
  vigilància	
  que	
  controlen	
  la	
  integritat	
  genòmica	
  forçant	
  la	
  cèl·∙lula	
  a	
  

entrar	
   en	
   apoptosi	
   o	
   senescència	
   (Jackson	
   and	
   Bartek,	
   2009).	
   L’exemple	
   més	
   conegut	
   és	
  

TP53,	
  mutat	
   en	
  molts	
   tumors	
   i	
   també	
  en	
  els	
   de	
  mama,	
  on	
   s’associa	
   a	
  major	
   agressivitat	
   ,	
  

pitjor	
   supervivència	
   (Gasco	
   et	
   al.,	
   2002)	
   i	
   resistència	
   a	
   teràpia	
   (Knappskog	
   and	
   Lonning,	
  

2012).	
  	
  

A	
  part	
  de	
   l’amplificació	
  en	
  HER2,	
   altres	
   alteracions	
  establertes	
  en	
   càncer	
  de	
  mama	
  

són	
  les	
  mutacions	
  germinals	
  de	
  BRCA1	
  i	
  BRCA2,	
  que	
  predisposa	
  a	
  aquest	
  tipus	
  de	
  tumor	
  i	
  al	
  

d’ovari	
   (Betts	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Aquests	
   gens	
   són	
   supressors	
   tumorals	
   involucrats	
   en	
   rutes	
   de	
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reparació	
  de	
  dany	
  en	
  el	
  DNA,	
  remodelació	
  de	
  la	
  cromatina	
  i	
  activació	
  de	
  diversos	
  punts	
  de	
  

control	
  (Caestecker	
  and	
  Van	
  de	
  Walle,	
  2013)	
  i	
  la	
  seva	
  mutació	
  anula	
  aquestes	
  funcions.	
  

Altres	
  mutacions	
  afecten	
  a	
  gens	
  com	
  PIK3CA,	
  AKT,	
  PTEN	
  o	
  MYC	
  (Lehmann	
  BD	
  2011),	
  

algunes	
  amb	
  conseqüències	
  en	
  el	
  context	
  metabòlic	
  que	
  analitzarem	
  en	
  el	
  punt	
  3.10.	
  

La	
   presència	
   d’aquestes	
   mutacions	
   afavoreix	
   l’iniciació	
   i	
   proliferació	
   del	
   tumor	
  

primari	
  però	
  altres	
  alteracions	
  poden	
  aparèixer	
  com	
  a	
  conseqüència	
  de	
   la	
  pressió	
  exercida	
  

pel	
  microentorn,	
  permetent	
  l’adaptació	
  òrgan-­‐específica	
  descrita	
  en	
  els	
  articles	
  de	
  Massagué	
  

i	
  en	
  el	
  capítol	
  2	
  d’aquesta	
  introducció	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Kang	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Minn	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
  

3.8. INFLAMACIÓ	
  
	
   	
  

Les	
   cèl·∙lules	
  del	
   sistema	
   immune	
   innat	
   i	
   adaptatiu	
  poden	
   infiltrar	
   els	
   tumors,	
   reflexant	
   les	
  

condicions	
   inflamatòries	
   que	
   es	
   donen	
   en	
   teixits	
   no	
   neoplàstics	
   (Dvorak,	
   1986)	
  

Històricament	
   es	
   creia	
   que	
   aquest	
   procés	
   formava	
   part	
   de	
   la	
   resposta	
   anti-­‐tumoral	
   del	
  

sistema	
   immune.	
   Però	
   estudis	
  més	
   recents	
   defensen	
   el	
   paper	
   pro-­‐tumoral	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
  

inflamatòries	
  afavorint	
  la	
  progressió	
  (Obeid	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Qian	
  and	
  Pollard,	
  2012).	
  És	
  el	
  cas	
  de	
  

limfòcits	
   B	
   i	
   T	
   que	
   poden	
   induir	
   el	
   reclutament	
   i	
   activació	
   de	
  macròfags	
   i	
   neutròfils	
   pro-­‐

tumorals	
  (DeNardo	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

La	
   inflamació	
   afavoreix	
   l’angiogènesi,	
   la	
   proliferació,	
   la	
   invasió	
   i	
   la	
   disseminació	
  

tumoral	
   a	
   través	
  de	
   l’alliberació	
  de	
   factors	
  de	
   creixement,	
   factors	
  pro-­‐angiogènics,	
   enzims	
  

que	
  modifiquen	
   la	
  MEC	
   i	
   senyals	
   que	
   activen	
   la	
   TEM	
   (Mantovani,	
   2010;	
  Qian	
   and	
  Pollard,	
  

2010).	
  En	
  tumors	
  establerts,	
  la	
  inflamació	
  en	
  el	
  microentorn	
  pot	
  alliberar	
  ROS	
  que	
  acceleri	
  la	
  

mutagènesi	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (Grivennikov	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

En	
   càncer	
   de	
   mama,	
   la	
   presència	
   de	
   cèl·∙lules	
   mononuclears	
   inflamatòries	
   que	
  

expressen	
   MMP-­‐11	
   s’ha	
   associat	
   amb	
   un	
   pitjor	
   pronòstic,	
   ja	
   que	
   permeten	
   la	
   sobre-­‐

expressió	
  de	
  molècules	
  pro-­‐inflamatòries	
  com	
  IL-­‐1,	
   IL-­‐5,	
   IL-­‐6,	
   IL-­‐17,	
   IFNβ	
  i	
  NFκB	
  (Eiro	
  et	
  al.,	
  

2012).	
  La	
  presència	
  de	
  mediadors	
  inflamatoris	
  (S100A9)	
  i	
  de	
  cèl·∙lules	
  mieloides	
  CD11b+Gr1+	
  

és	
  necessària	
  per	
  la	
  creació	
  del	
  nínxol	
  pre-­‐metastàtic	
  en	
  cervell	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  2013).	
  La	
  inhibició	
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del	
  fenomen	
  amb	
  celecoxib,	
  un	
  inhibidor	
  de	
  COX2,	
  i	
  anticossos	
  anti-­‐Gr1+	
  reduia	
  el	
  nombre	
  

de	
  metàstasis	
  cerebrals.	
  	
  

	
   En	
   la	
  metàstasi	
   pulmonar	
   de	
   càncer	
   de	
  mama,	
   Chen	
   i	
   col.	
   han	
   aportat	
   claus	
   per	
   a	
  

desxifrar	
   el	
   mecanisme	
   molecular	
   pel	
   qual	
   els	
   macròfags	
   poden	
   promoure	
   la	
   metàstasi	
  

adherint-­‐se	
  i	
  aportant	
  senyals	
  pro-­‐supervivència	
  a	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

Aquest	
  procés	
  es	
  dona	
  a	
  través	
  de	
  la	
  interacció	
  d’α4-­‐integrines	
  expressades	
  en	
  la	
  superfície	
  

dels	
  macròfags	
  associats	
  a	
  metàstasi	
   i	
  VCAM-­‐1	
  en	
  la	
  superfície	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals,	
  un	
  

gen	
   que	
   ja	
   apareixia	
   sobre-­‐expressat	
   en	
   els	
   perfils	
   d’expressió	
   de	
   metàstasi	
   pulmonar	
  

definits	
  prèviament	
  al	
  grup	
  (Minn	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
  

3.9. EVASIÓ	
  DE	
  LA	
  RESPOSTA	
  IMMUNE	
  
	
   	
  

Una	
  de	
  les	
  qüestions	
  no	
  resoltes	
  encara	
  és	
  el	
  paper	
  adjuvant	
  o	
  inhibidor	
  del	
  sistema	
  immune	
  

en	
   la	
   progressió	
   tumoral	
   i	
  metastàtica.	
   La	
   teoria	
   de	
   la	
   vigilància	
   immune	
   defensa	
   que	
   les	
  

cèl·∙lules	
   i	
   teixits	
   són	
   constantment	
  monitoritzats	
   per	
   un	
   sistema	
   immune	
   responsable	
   del	
  

reconeixement	
  i	
  eliminació	
  de	
  la	
  majoria	
  de	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  incipients.	
  Els	
  tumors	
  que	
  es	
  

desenvolupen	
   han	
   de	
   ser	
   capaços	
   d’evitar	
   la	
   detecció	
   i	
   l’eradicació	
   per	
   part	
   del	
   sistema	
  

immunològic	
  (Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2011).	
  

	
   Aquesta	
  hipòtesi	
  s’ha	
  corroborat	
  en	
  animals	
  immunodeprimits,	
  on	
  s’ha	
  observat	
  una	
  

major	
   freqüència	
   i/o	
   creixement	
   dels	
   tumors	
   induïts	
   en	
   comparació	
   amb	
   els	
   controls	
  

immunocompetents.	
   Especialment,	
   la	
   manca	
   de	
   funció	
   de	
   limfòcits	
   T	
   CD8+	
   citotòxics,	
  

limfòcits	
   T	
   CD4+	
   Th1	
   helpers	
   o	
   cèl·∙lules	
  NK	
   provoca	
   un	
   augment	
   en	
   la	
   incidència	
   tumoral,	
  

demostrant	
  la	
  importància	
  de	
  la	
  immunitat	
  innata	
  i	
  adaptativa	
  en	
  el	
  control	
  tumoral	
  (Kim	
  et	
  

al.,	
  2007;	
  Teng	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
   Diversos	
  estudis	
  analitzant	
  la	
  capacitat	
  tumoral	
  van	
  demostrar	
  que	
  tumors	
  de	
  ratolins	
  

immunodeficients	
  no	
  prosperaven	
  en	
   ratolins	
   immunocompetents,	
  mentre	
  que	
  els	
   tumors	
  

de	
  ratolins	
  immunocompetents	
  sí	
  creixien	
  en	
  animals	
  immunodeprimits	
  (Teng	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Aquest	
  fet	
  s’explica	
  per	
  el	
  procés	
  de	
  l’edició	
  immunològica	
  (immunoediting),	
  que	
  consisteix	
  

en	
   l’eliminació	
   de	
   les	
   variants	
   tumorals	
   altament	
   immunogèniques	
   per	
   part	
   del	
   sistema	
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immunològic,	
   permetent	
   la	
   proliferació	
   de	
   les	
   variants	
   que	
   no	
   originen	
   resposta.	
   En	
   els	
  

animals	
  immunodeprimits,	
  aquestes	
  variants	
  immunogèniques	
  no	
  poden	
  ser	
  eliminades	
  i	
  al	
  

ser	
   trasplantades	
  en	
  animals	
   immunocomptents,	
  són	
  ràpidament	
  detectades	
   (Smyth	
  et	
  al.,	
  

2006).	
  

Els	
   mecanismes	
   d’evasió	
   de	
   la	
   resposta	
   immune	
   són	
   diversos	
   (Kim	
   et	
   al.,	
   2007)	
   i	
  

inclouen	
  defectes	
  en	
  les	
  rutes	
  de	
  transducció	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  efectores.	
  També	
  la	
  secreció	
  de	
  

factors	
   solubles	
   des	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   (VEGF,	
   IL-­‐10,	
   TGF-­‐b,	
   prostaglandina,	
   Fas/FasL)	
  

poden	
  afavorir	
   l’edició,	
   creant	
  una	
  pressió	
   selectiva	
   en	
  el	
  microentorn	
   tumoral/metastàtic	
  

que	
   afavoreixi	
   la	
   progressió	
   (Kim	
   et	
   al.,	
   2006).	
   El	
   darrer	
   mecanisme	
   consisteix	
   en	
   la	
  

disminució	
  dels	
  antígens	
  presentats	
  per	
  la	
  cèl·∙lula	
  tumoral	
  .	
  	
  

	
   El	
   càncer	
  de	
  mama	
  no	
  es	
  considera	
  un	
   tumor	
   immunogènic	
  comparat	
  amb	
  d’altres	
  

com	
  el	
   renal	
   o	
   el	
  melanoma,	
   que	
   es	
   tracten	
   amb	
   IL-­‐2.	
   Tot	
   i	
   així,	
   la	
   presència	
   de	
   limfòcits	
  

infiltrants	
   en	
   el	
   tumor	
   (CD8+)	
   correlaciona	
   amb	
   un	
   millor	
   pronòstic	
   i	
   supervivència	
  

(Yoshimoto	
  et	
  al.,	
  1993)	
  així	
   com	
  amb	
  una	
  millor	
   resposta	
  a	
  quimioteràpia	
   (Denkert	
  et	
  al.,	
  

2010).	
  

L’administració	
  de	
  taxans	
  augmenta	
  la	
  infiltració	
  limfocitària	
  en	
  el	
  tumor	
  (Demaria	
  et	
  

al.,	
   2001).	
   El	
   tractament	
   amb	
   trastuzumab	
  activa	
   la	
   resposta	
  NK	
   contra	
   les	
   cèl·∙lules	
  Her2+	
  

(Barok	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Aquestes	
  dades	
  plantegen	
  l’ús	
  de	
  vacunes	
  en	
  el	
  tractament	
  del	
  càncer	
  

de	
  mama.	
   Les	
   vacunes	
   poden	
   suposar	
   un	
   benefici	
   clínic	
   limitant	
   en	
   pacients	
   amb	
   tumors	
  

grans	
  o	
   ja	
   tractats	
  previament,	
  degut	
  a	
  estadis	
   avançats	
  d’immunosupressió.	
   Tot	
   i	
   així,	
   les	
  

vacunes	
  poden	
  alentir	
  la	
  progressió	
  de	
  la	
  malaltia	
  o	
  augmentar	
  la	
  sensibilitat	
  a	
  quimioterapia	
  

(Soliman,	
  2013).	
  

El	
   microentorn	
   pot	
   complicar	
   el	
   reconeixement	
   ja	
   que	
   la	
   presència	
   de	
   cèl·∙lules	
  

derivades	
  de	
  la	
  medul·∙la	
  òssia,	
  els	
  fibroblasts	
  o	
  la	
  MEC	
  poden	
  unir-­‐se	
  a	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  

(Savinov	
   et	
   al.,	
   2003)	
   i	
   “competir”	
   amb	
   les	
   cèl·∙lules	
   dendrítiques	
   per	
   l’antigen	
   (Kim	
   et	
   al.,	
  

2007).	
   En	
   aquest	
   sentit,	
   s’ha	
   descrit	
   augments	
   de	
   cèl·∙lules	
   CD4+	
   i	
   CD8+	
   en	
   la	
  medul·∙la	
   de	
  

pacients	
   amb	
  metàstasi	
   òssia	
   de	
   càncer	
   de	
  mama,	
   que	
   podrien	
   explicar	
   els	
   fenòmens	
   de	
  

dormancy	
  observats	
  en	
  aquest	
  òrgan	
  (Feuerer	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Aquesta	
  idea	
  suggereix	
  que	
  les	
  

cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   a	
   os	
   haurien	
   de	
   desenvolupar	
   estratègies	
   per	
   tal	
   d’evitar	
   el	
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reconeixement	
   immune.	
   L’estudi	
   de	
   la	
   immunitat	
   antitumoral	
   és	
   un	
   hallmark	
   emergent	
   i	
  

requereix	
  definir	
  els	
  mecanismes	
  moleculars	
  que	
  la	
  regeixen.	
  

	
  

3.10. REPROGRAMACIÓ	
  DEL	
  METABOLISME	
  ENERGÈTIC	
  
	
  

En	
  condicions	
  aeròbiques	
   fisiològiques,	
   la	
  cèl·∙lula	
  converteix	
   la	
  glucosa	
  en	
  piruvat	
  a	
  

través	
   de	
   la	
   glicòlisi	
   produint	
   2	
   ATPs.	
   Aquest	
   piruvat	
   és	
   transformat	
   en	
   Acetil-­‐CoA	
   per	
   la	
  

piruvat	
  deshidrogenasa	
   (PDH)	
   i	
   entra	
   en	
  el	
   cicle	
  de	
  Krebs,	
   on	
  es	
  produeixen	
  34	
  molècules	
  

d’ATP.	
   En	
   condicions	
   anaeròbiques,	
   com	
   en	
   el	
   múscul	
   durant	
   l’exercici,	
   el	
   piruvat	
   és	
  

transformat	
   en	
   lactat	
   (glicòlisi	
   anaeròbica)	
   però	
   aquest	
   procés	
   és	
  molt	
  menys	
   eficient	
   en	
  

ATPs	
  (Deberardinis	
  et	
  al.,	
  2008)	
  En	
  condicions	
  normals	
  conviuen	
  ambdós	
  sistemes,	
  amb	
  una	
  

predominança	
  de	
  la	
  ruta	
  oxidativa	
  mitocondrial.	
  	
  

Les	
  observacions	
  d’Otto	
  Warburg	
  en	
  teixits	
  de	
  carcinoma	
  humà	
  i	
  de	
  rata	
  van	
  mostrar	
  

un	
   elevat	
   consum	
   de	
   glucosa	
   i	
   secreció	
   de	
   lactat	
   en	
   comparació	
   amb	
   el	
   teixit	
   normal	
  

(Warburg,	
  1956),	
  fins	
  i	
  tot	
  en	
  presència	
  de	
  suficient	
  oxigen	
  per	
  metabolitzar	
  completament	
  

la	
   glucosa	
   a	
   CO2.	
   Tot	
   i	
   que	
   el	
   pas	
   de	
   glucosa	
   a	
   lactat	
   és	
  menys	
   eficient	
   que	
   la	
   fosforilació	
  

oxidativa,	
   l’elevat	
   consum	
   de	
   glucosa	
   en	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   permet	
   una	
   ràpida	
   producció	
  

d’ATP	
   (Cairns	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Aquest	
   fenomen	
   s’anomena	
   efecte	
   Warburg	
   i	
   confereix	
   un	
  

avantatge	
  en	
  supervivència	
  i	
  proliferació	
  en	
  el	
  microentorn	
  tumoral,	
  superant	
  la	
  hipòxia	
  per	
  

manca	
  de	
  vasos	
  sanguinis	
  d’estadis	
   inicials	
  (Hsu	
  and	
  Sabatini,	
  2008).	
  La	
  validesa	
  de	
  l’efecte	
  

Warburg	
  es	
  demostra	
  en	
  l’èxit	
  de	
  tècniques	
  com	
  la	
  tomografia	
  d’emissió	
  de	
  positrons	
  o	
  FDG-­‐

PET,	
   possible	
   gracies	
   a	
   la	
   competència	
   dels	
   tumors	
   amb	
   el	
   teixit	
   circumdant	
   per	
   obtenir	
  

glucosa	
  (Wallace,	
  2012).	
  

Existeixen	
  molts	
  indicis	
  que	
  la	
  desregulació	
  del	
  metabolisme	
  cel·∙lular	
  està	
  vinculada	
  a	
  

la	
  resistència	
  farmacològica	
  en	
  càncer.	
  Tot	
   i	
  que	
  la	
  glicòlisi	
  aeròbica	
  és	
  el	
  procés	
  metabòlic	
  

més	
  caracteritzat,	
  queden	
  molts	
   factors	
  per	
  definir	
  com	
   les	
  condicions	
  dels	
  nutrients	
  en	
  el	
  

microentorn	
  tumoral.	
  Per	
  altra	
  banda,	
  l’existència	
  de	
  tumors	
  refractaris	
  a	
  FDG-­‐PET	
  suggereix	
  

que	
  certs	
  tumors	
  no	
  són	
  principalment	
  metabolitzadors	
  de	
  glucosa	
  sinó	
  que	
  poden	
  utilitzar	
  

altres	
  fonts	
  d’energia.	
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L’aprofundiment	
  en	
  l’estudi	
  metabòlic	
  tumoral	
  ha	
  revelat	
  nous	
  fenòmens	
  derivats	
  del	
  

Warburg.	
   Publicacions	
   recents	
   descriuen	
   l’efecte	
   	
   “Warburg	
   invers”	
   (Sotgia	
   et	
   al.,	
   2012;	
  

Witkiewicz	
   et	
   al.,	
   2012)	
   segons	
   el	
   qual	
   són	
   els	
   fibroblasts	
   del	
   microentorn	
   tumoral	
   qui	
  

consumeixen	
   glucosa	
   i	
   alliberen	
   lactat	
   (Warburg)	
   i	
   cossos	
   cetònics.	
   La	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
  

pròxima	
   podria	
   captar	
   aquests	
   metabòlits,	
   convertir-­‐los	
   en	
   Acetil-­‐CoA	
   i	
   processar-­‐los	
   de	
  

forma	
   oxidativa	
   en	
   el	
   cicle	
   de	
   Krebs.	
   Aquests	
   resultats	
   donen	
   rellevància	
   al	
   metabolisme	
  

oxidatiu	
  mitocondrial	
  en	
  el	
  procés	
  tumoral	
  (Wallace,	
  2012).	
  

Durant	
   el	
   procés	
   tumoral	
   s’acumulen	
   una	
   sèrie	
   de	
   mutacions,	
   amplificacions	
   i	
  

delecions	
  en	
  vies	
  de	
   senyalització	
  que	
  afavoreixen	
   la	
   transformació,	
   iniciació,	
   creixement	
   i	
  

supervivència	
   del	
   tumor	
   (Hanahan	
   and	
   Weinberg,	
   2011).	
   Moltes	
   d’aquestes	
   rutes	
  

oncogèniques	
  promouen	
  canvis	
  en	
  el	
  metabolisme	
  cel·∙lular	
  donant	
  suport	
  a	
  tres	
  necessitats	
  

bàsiques	
   de	
   les	
   cel·∙lules	
   proliferants:	
   generació	
   ràpida	
   d’ATP	
   per	
   mantenir	
   l’estatus	
  

energètic,	
   augment	
   en	
   la	
   biosíntesi	
   de	
   macromolècules	
   i	
   manteniment	
   de	
   l’estat	
   redox	
  

(Cairns	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Un	
  exemple	
  és	
  P53,	
  que	
  afavoreix	
   la	
  fosforilació	
  oxidativa	
   i	
   inhibeix	
   la	
  

glicòlisi	
  de	
  manera	
  directa	
  (disminuint	
  l’activador	
  glicolític	
  fructosa-­‐2,6-­‐bisfosfat	
  a	
  través	
  de	
  

TIGAR)	
  i	
  de	
  manera	
  indirecta	
  (augmentant	
  els	
  nivells	
  de	
  PTEN	
  i	
  per	
  tant,	
  inhibint	
  PI3K).	
  Així,	
  

la	
  pèrdua	
  de	
  P53	
  en	
  tumors	
  de	
  mama	
  afavoreix	
  el	
  metabolisme	
  glicolític	
  (Hsu	
  and	
  Sabatini,	
  

2008;	
  Lacroix	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

Es	
  desconeix	
  si	
  són	
  necessaris	
  diferents	
  passos	
  d’adaptació	
  metabòlica	
  per	
  passar	
  de	
  

l’estadi	
   de	
   tumor	
   primari	
   al	
   d’invasió	
   i	
   metàstasi	
   (Hsu	
   and	
   Sabatini,	
   2008).	
   L’enteniment	
  

d’aquests	
  mecanismes	
  suposaria	
  una	
  millora	
  per	
  al	
  tractament	
  personalitzat	
  de	
  les	
  pacients	
  

amb	
   càncer	
   de	
   mama	
   avançat.	
   A	
   continuació	
   s’analitzaran	
   les	
   implicacions	
   metabòliques	
  

d’algunes	
  alteracions	
  oncogèniques	
  clàssiques	
  en	
  càncer	
  de	
  mama.	
  

	
  

3.10.1. PI3K/Akt/mTOR	
  
	
  

Un	
  dels	
  oncogens	
  mutats	
  en	
  una	
  quarta	
  part	
  dels	
  tumors	
  de	
  mama	
  és	
  PI3K	
  (Baselga,	
  

2011;	
   Gonzalez-­‐Angulo	
   et	
   al.,	
   2011),	
   que	
   s’activa	
   per	
   mutacions	
   en	
   el	
   supressor	
   tumoral	
  

PTEN,	
  en	
  PI3K	
  mateix	
  o	
  per	
  senyalització	
  aberrant	
  dels	
  receptor	
  tirosina	
  quinasa	
   (Cairns	
  et	
  

al.,	
  2011).	
  Aquests	
  receptors	
  poden	
  ser	
  membres	
  de	
  la	
  família	
  del	
  HER	
  o	
  bé	
  IGF1R.	
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La	
  inducció	
  d’Akt	
  augmenta	
  l’activitat	
  de	
  fosfofructoquinasa	
  i	
  la	
  captació	
  de	
  glucosa	
  a	
  

través	
  de	
  la	
  sobre-­‐expressió	
  de	
  transportadors	
  (GLUT1)	
  en	
  la	
  superfície	
  cel·∙lular	
  (Ward	
  and	
  

Thompson,	
  2012a;	
  Zoncu	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Per	
  tant,	
  l’activació	
  de	
  la	
  via	
  indueix	
  la	
  glicòlisi.	
  

Warburg	
  defensava	
  l’existència	
  de	
  defectes	
  mitocondrials	
  que	
  provocarien	
  l’augment	
  

en	
   el	
   flux	
   glicolític	
   (Warburg,	
   1956),	
   però	
   s’ha	
   vist	
   que	
   moltes	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   no	
  

presenten	
  defectes	
  en	
  el	
  metabolisme	
  oxidatiu	
  (Moreno-­‐Sanchez	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Sotgia	
  et	
  al.,	
  

2012).	
   La	
   importància	
   de	
   l’efecte	
   Warburg	
   recau	
   precisament	
   en	
   la	
   producció	
  

d’intermediaris	
   (Figura	
   8)	
   necessaris	
   per	
   a	
   les	
   rutes	
   de	
   síntesi	
   com	
   ATP,	
   NADH	
   i	
   sobretot	
  

piruvat,	
   imprescindible	
   per	
   la	
   producció	
   d’àcids	
   grassos,	
   nucleòtids	
   i	
   glúcids	
   (DeBerardinis	
  

and	
  Cheng,	
  2010;	
  Deberardinis	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

La	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  també	
  regula	
  l’ús	
  de	
  la	
  glucosa	
  amb	
  propòsits	
  biosintètics.	
  El	
  piruvat	
  

produït	
   a	
  partir	
  de	
   la	
  glucosa	
  pot	
  entrar	
  en	
  el	
  mitocondri	
   i	
   ser	
   convertit	
   a	
  Acetil-­‐CoA,	
  que	
  

condensa	
  amb	
   l’oxalacetat	
  per	
  produir	
  citrat	
   (Figura	
  8).	
  Les	
  cèl·∙lules	
  proliferants	
  no	
  oxiden	
  

tot	
   el	
   citrat	
   en	
  el	
   cicle	
   de	
  Krebs	
   sinó	
  que	
  en	
   transporten	
   al	
   citosol	
   per	
   la	
   síntesi	
   de	
   lípids.	
  

L’activació	
  de	
  l’eix	
  PI3K/Akt	
  activa	
  rutes	
  biosintètiques	
  a	
  través	
  de	
  mTORC1,	
  que	
  promou	
  la	
  

síntesi	
  de	
  proteïnes	
  i	
  la	
  síntesi	
  de	
  lípids	
  a	
  través	
  de	
  SREBP-­‐1	
  o	
  ACL	
  (Duvel	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Existeixen	
   26	
   inhibidors	
   de	
   la	
   ruta	
   PI3K	
   en	
   proves	
   clíniques.	
   Nous	
   estudis	
  mostren	
  

que	
   la	
   inhibició	
   d’aquesta	
   via	
   produeix	
   un	
   augment	
   en	
   la	
   ruta	
   JAK2/STAT5	
   que	
   permet	
   la	
  

resistència	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  de	
  mama.	
  La	
  combinació	
  de	
  fàrmacs	
  contra	
  les	
  dues	
  vies	
  

inhibeix	
   la	
   proliferació	
   i	
   la	
  metàstasi,	
   i	
   augmenta	
   la	
   	
   supervivència	
   in	
   vivo	
   (Britschgi	
   et	
   al.,	
  

2012).	
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3.10.2. HIF1	
  i	
  el	
  metabolisme	
  glicolític	
  
	
  

HIF1	
  s’estabilitza	
  en	
  hipòxia	
  on	
  actua	
  com	
  un	
  adaptador	
  del	
  metabolisme	
  glicolític.	
  En	
  

condicions	
   limitades	
  d’oxigen,	
   la	
  producció	
  d’ATP	
  només	
  per	
   fosforilació	
  oxidativa	
  causaria	
  

estrès	
  redox	
  mitocondrial	
  (Semenza	
  et	
  al.,	
  1994).	
  HIF1	
  inhibeix	
  la	
  piruvat	
  deshidrogenasa	
  de	
  

manera	
   que	
   bloqueja	
   l’entrada	
   de	
   piruvat	
   a	
   cicle	
   de	
   Krebs,	
   disminuint	
   la	
   fosforilació	
  

oxidativa	
  i	
  el	
  consum	
  d’oxigen.	
  Addicionalment,	
  promou	
  l’expressió	
  de	
  gens	
  involucrats	
  en	
  la	
  

glicòlisi	
  anaeròbica	
  com	
  LDHA	
  (Semenza	
  et	
  al.,	
  1994),	
  augmentant	
  el	
  fenotip	
  glicolític	
  (Cairns	
  

et	
  al.,	
  2011;	
  Lum	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

L’expressió	
   de	
   HIF1	
   és	
   imprescindible	
   per	
   la	
   formació	
   del	
   nínxol	
   premetastàtic	
   en	
  

càncer	
  de	
  mama	
  (Wong	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Concretament	
  en	
  la	
  metàstasi	
  pulmonar	
  de	
  càncer	
  de	
  

mama,	
  HIF1	
  i	
  HIF2	
  activen	
  gens	
  com	
  ANGPL4	
  i	
  L1,	
  que	
  promouen	
  l’extravasació	
  de	
  cèl·∙Lules	
  

tumorals	
  circulants	
  de	
  la	
  vasculatura	
  pulmonar,	
  així	
  com	
  membres	
  de	
  la	
  família	
  lisil	
  oxidasa	
  

(LOX,	
   LOXL2	
   i	
   LOXL4)	
   que	
  promouen	
   la	
   invasió	
   i	
   formació	
  del	
   nínxol	
  metastàtic	
   (Semenza,	
  

2012).	
  

	
  L’estabilizació	
  de	
  HIF-­‐1	
  també	
  pot	
  succeir	
  en	
  condicions	
  de	
  normòxia	
  per	
  l’activació	
  

de	
  rutes	
  com	
  Akt/mTOR,	
  que	
  augmenten	
  la	
  seva	
  transcripció	
  (Laplante	
  and	
  Sabatini,	
  2012).	
   

	
  

3.10.3. Myc	
  i	
  el	
  metabolisme	
  d’Aminoàcids	
  
	
  

Les	
  cèl·∙lules	
  proliferants	
  requereixen	
  nitrogen	
  per	
  la	
  síntesi	
  de	
  proteïnes	
  i	
  nucleòtids	
  

(Ward	
  and	
  Thompson,	
  2012b).	
  Des	
  dels	
  anys	
  50	
  es	
  coneix	
  que	
  els	
  tumors	
  consumeixen	
  grans	
  

quantitats	
  de	
  glutamina	
  (Gln)	
  no	
  només	
  per	
  la	
  síntesi	
  proteica	
  (Wise	
  and	
  Thompson,	
  2010)	
  

sinó	
  també	
  per	
  a	
  la	
  producció	
  energètica	
  (Figura	
  8,	
  fletxes	
  vermelles).	
  

El	
   metabolisme	
   de	
   la	
   Gln	
   és	
   una	
   font	
   de	
   carboni	
   important	
   per	
   reemplenar	
   els	
  

intermediaris	
  del	
  cicle	
  de	
  Krebs	
  (anaplerosi).	
  La	
  Glutamina	
  es	
  pot	
  convertir	
  en	
  el	
  mitocondri	
  

en	
  α-­‐cetoglutarat	
  (DeBerardinis	
  et	
  al.,	
  2007)	
  i	
  finalment	
  en	
  citrat.	
  Aquest	
  procés	
  dona	
  suport	
  

a	
   la	
  proliferació	
   ja	
  que	
  permet	
  derivar	
  acetil-­‐CoA	
  cap	
  a	
   la	
  síntesi	
  de	
  citrat	
   i	
  d’àcids	
  grassos	
  

(Figura	
  8,	
  fletxes	
  roses)	
  sense	
  afectar	
  la	
  demanda	
  energètica	
  de	
  la	
  cèl·∙lula.	
  Igualment,	
  regula	
  

la	
  síntesi	
   lipídica	
   i	
  de	
  nucleòtids	
  al	
  convertir-­‐se	
  en	
  malat,	
  substrat	
  de	
  l’enzim	
  màlic	
  per	
  a	
   la	
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producció	
   de	
  NADPH	
   (Figura	
   8,	
   fletxes	
   vermelles).	
   Tot	
   i	
   així,	
  més	
   de	
   la	
  meitat	
   del	
   carboni	
  

derivat	
   de	
   Gln	
   no	
   es	
   metabolitza	
   i	
   se	
   secreta	
   en	
   forma	
   de	
   lactat	
   i	
   alanina,	
   una	
   altra	
  

característica	
  metabòlica	
  del	
  tumors	
  com	
  ho	
  és	
   l’efecte	
  Warburg	
  (DeBerardinis	
  and	
  Cheng,	
  

2010).	
  	
  

L’oncogen	
  Myc	
  es	
  troba	
  amplificat	
  en	
  càncer	
  de	
  mama	
  metastàtic	
  (Singhi	
  et	
  al.,	
  2012)	
  

i	
   promou	
   la	
   captació	
   de	
   glutamina	
   augmentant	
   l’expressió	
   dels	
   seus	
   transportadors	
   o	
  

mediant	
   la	
   sobre-­‐expressió	
  de	
   la	
   glutaminasa	
   (Ward	
   and	
  Thompson,	
   2012a).	
   c-­‐Myc	
   regula	
  

l’expressió	
  de	
  13	
  perfils	
  d’expressió	
  de	
  mal	
  pronòstic	
  en	
  càncer	
  de	
  mama	
  i	
  la	
  seva	
  inhibició	
  

en	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   de	
  mama	
   humanes	
   inhibeix	
   les	
  metàstasis	
   distants	
   in	
   vitro	
   i	
   in	
   vivo	
  

(Wolfer	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

3.10.4. Her2	
  i	
  el	
  metabolisme	
  lipídic	
  
	
  

Her2	
  és	
  un	
  dels	
  oncogens	
  més	
  reconeguts	
  en	
  càncer	
  de	
  mama	
  amb	
  implicacions	
  en	
  la	
  

progressió	
  dels	
  pacients	
  (Foo	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Kennecke	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Ja	
  hem	
  descrit	
  algunes	
  de	
  

les	
   alteracions	
   metabòliques	
   que	
   es	
   produeixen	
   quan	
   interacciona	
   amb	
   la	
   via	
   de	
   PI3K,	
  

mediant	
  l’augment	
  en	
  la	
  glicòlisi	
  o	
  la	
  síntesi	
  lipídica	
  entre	
  d’altres.	
  	
  

La	
   relació	
   de	
   la	
   síntesi	
   lipídica	
   amb	
   el	
   procés	
   tumoral	
   es	
   coneix	
   des	
   dels	
   anys	
   50	
  

(Medes	
   et	
   al.,	
   1953).	
   En	
   el	
   cas	
   del	
   càncer	
   de	
   mama,	
   aquesta	
   relació	
   s’estableix	
   amb	
   el	
  

descobriment	
  que	
   la	
  progestina	
  podia	
   induir	
   la	
  FASN	
   (Chalbos	
  et	
  al.,	
  1987).	
  La	
  FASN	
  és	
  un	
  

gen	
  diana	
  de	
  SREBP1,	
   igual	
  que	
  altres	
  enzims	
   lipogènics	
   com	
  acetil-­‐CoA	
   carboxilasa	
   (ACC),	
  

HMG-­‐CoA	
  reductasa	
  i	
  steroïl-­‐CoA	
  desaturasa	
  (Schug	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  la	
  síntesi	
  d’àcid	
  gras,	
  el	
  

citrat	
  citosòlic	
  és	
  convertit	
  en	
  Acetil-­‐CoA,	
  malonil-­‐coA	
  i	
  finalment	
  palmitat	
  per	
  l’acció	
  d’ACL,	
  

ACC	
   i	
  FASN,	
  respectivament	
   (Figura	
  8).	
   Ja	
  que	
   la	
   lipogènesi	
  depèn	
  de	
   la	
  presència	
  d’Acetil-­‐

CoA	
  i	
  NADPH,	
  està	
  directament	
  acoblada	
  a	
  l’ús	
  de	
  glucosa	
  i	
  glutamina	
  (Zhang	
  and	
  Du,	
  2012)	
  

Her2	
   s’ha	
   relacionat	
   amb	
   el	
   control	
   de	
   la	
   lipogènesi	
   tumoral	
   per	
   mecanismes	
  

independents	
   de	
   PI3K	
   i	
   l’activació	
   de	
   SREBP-­‐1	
   (Kourtidis	
   et	
   al.,	
   2009).	
   La	
   proteïna	
   PPARγ	
  

binding	
  protein	
  (PBP)	
  es	
   localitza	
  en	
   la	
  regió	
  comú	
  de	
   l’amplificació	
  de	
  Her2	
  al	
  cromosoma	
  

17q12–21	
   i	
   es	
   co-­‐amplifica	
   amb	
   ella	
   (Kauraniemi	
   et	
   al.,	
   2001).	
   La	
   sobreexpressió	
   de	
   PBP	
  

augmenta	
   l’activitat	
   transcripcional	
   de	
   PPARγ,	
   un	
   regulador	
   del	
   metabolisme	
   lipídic	
   i	
   de	
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l’adipogènesi	
  (Lowell,	
  1999).	
  La	
   inhibició	
  de	
  	
  PPARy	
  (GW9662)	
  sensibilitzava	
  les	
  cèl·∙lules	
  de	
  

càncer	
  de	
  mama	
  ErbB2+,	
  provocant	
  un	
  augment	
  en	
  l’acumulació	
  d’àcids	
  grassos	
  lliures	
  i	
  en	
  

l’apoptosi.	
  PPARy	
  permet	
  a	
   les	
  cèl·∙lules	
  ErbB2+	
  convertir	
  els	
  àcids	
  grassos	
  a	
  triglicèrids	
  per	
  

tal	
  de	
  fer	
  front	
  a	
  la	
  lipotoxicitat	
  (Kourtidis	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

La	
  presència	
  de	
  FASN	
  sha	
  associat	
  amb	
  mal	
  pronòstic	
  en	
  tumors	
  de	
  mama	
  (Kuhajda	
  

et	
   al.,	
   1994)	
   ja	
   que	
   l’augment	
   en	
   lípids	
   media	
   la	
   senyalització,	
   el	
   tràfic	
   intracel·∙lular,	
   la	
  

polarització	
   i	
   la	
  migració	
   (Kuhajda	
  et	
  al.,	
   1994;	
  Menendez	
  and	
  Lupu,	
  2007;	
   Swinnen	
  et	
  al.,	
  

2006),	
   imprescindibles	
  per	
   la	
   iniciació	
   i	
  progressió	
  tumoral	
   (Menendez	
  and	
  Lupu,	
  2007).	
  La	
  

seva	
  expressió	
   s’associa	
  amb	
  resistència	
  a	
  docetaxel	
   (Menendez	
  et	
  al.,	
  2004)	
   i	
   adriamicina	
  

(Zhao	
  et	
  al.,	
  2013),	
  i	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  de	
  mama	
  resistents	
  a	
  trastuzumab	
  són	
  més	
  sensibles	
  

a	
   la	
   inhibició	
   de	
   la	
   FASN,	
   indicant	
  que	
   FASN	
  és	
   important	
   en	
   l’adquisició	
  de	
   resistències	
   a	
  

teràpia	
  (Vazquez-­‐Martin	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

En	
  el	
   cas	
   concret	
  de	
   tumors	
  de	
  mama	
  positius	
  Her2+,	
   s’ha	
  descrit	
  que	
   la	
  presència	
  

d’aquest	
   receptor	
   activa	
   la	
   transcripció	
   de	
   FASN	
   i	
   la	
   lipogènesi.	
   La	
   inhibició	
   de	
   Her2	
   pot	
  

bloquejar	
   aquest	
   efecte	
   (Baumann	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Però	
   la	
   relació	
   entre	
   aquestes	
   dues	
  

proteïnes	
   és	
   bidireccional.	
   Cèl·∙lules	
   epitelials	
   de	
   mama	
   (MCF-­‐10	
   i	
   HBL100)	
   forçades	
   a	
  

sobreexpressar	
  FASN	
  pateixen	
  una	
  transformació	
  que	
  resulta	
  en	
  l’augment	
  de	
  les	
  propietats	
  

oncogèniques	
   com	
   major	
   proliferació,	
   formació	
   de	
   colònies	
   en	
   agar,	
   sobre-­‐expressió	
   de	
  

HER1/HER2	
  i	
  resistència	
  a	
  cis-­‐platin	
  (Vazquez-­‐Martin	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

A	
  més	
  de	
  la	
  relació	
  transcripcional	
  entre	
  Her2	
  i	
  FASN,	
  Jin	
  i	
  col.	
  han	
  descrit	
  que	
  FASN	
  

pot	
  ser	
  directament	
  fosforilada	
  per	
  Her2,	
  augmentant	
  l’activitat	
  lipogènica	
  (Jin	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Tots	
   aquests	
   resultats	
   donen	
   suport	
   al	
   fet	
   que	
   cèl·∙lules	
   Her2+	
   tenen	
   uns	
   nivells	
   de	
   lípids	
  

acumulats	
  majors	
  que	
  cèl·∙lules	
  amb	
  expressió	
  normal	
  de	
  Her2	
  (Kourtidis	
  et	
  al.,	
  2009).	
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El	
   nostre	
   grup	
   s’ha	
   interessat	
   en	
   els	
   darrers	
   anys	
   en	
   la	
   identificació	
   de	
   proteïnes	
   que	
  

intervenen	
  en	
  la	
  patogènesi	
  de	
  la	
  òrgan-­‐especificitat	
  de	
  la	
  progressió	
  metastàtica	
  del	
  càncer	
  

de	
  mama	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  2008b;	
  Sanz-­‐Pamplona	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Stresing	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

	
   La	
   localització	
   de	
   tumors	
   secundaris	
   segueix	
   un	
   patró	
   de	
   distribució	
   que	
   afecta	
  

preferencialment	
  sempre	
  els	
  mateixos	
  òrgans	
  (Kang,	
  2006).	
  Paget	
  va	
  realitzar	
   les	
  primeres	
  

observacions	
  en	
  aquest	
  sentit	
  i	
  va	
  descriure	
  que	
  el	
  procés	
  metastàtic	
  no	
  es	
  donava	
  a	
  l’atzar	
  

sinó	
  que	
  certes	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (“seeds”	
  o	
  llavors)	
  tenien	
  una	
  afinitat	
  específica	
  per	
  certs	
  

òrgans	
  (“soil”	
  o	
  sòl).	
  L’establiment	
  de	
  la	
  metàstasi	
  només	
  era	
  possible	
  quan	
  la	
  llavor	
  i	
  el	
  sòl	
  

eren	
  compatibles	
  (Paget,	
  1989).	
  

En	
  els	
  darrers	
  anys	
  s’ha	
  aprofundit	
  en	
   l’estudi	
  de	
   la	
   relació	
  que	
  s’estableix	
  entre	
   la	
  

cèl·∙lula	
  metastàtica	
  i	
  el	
  microentorn	
  de	
  l’òrgan	
  diana.	
  Des	
  del	
  punt	
  de	
  vista	
  de	
  la	
  “llavor”,	
  les	
  

cèl·∙lules	
   tumorals	
   són	
   altament	
   heterogènies	
   quant	
   a	
   genotip	
   i	
   fenotip	
   i	
   se’n	
   poden	
  

diferenciar	
  subpoblacions	
  atenent	
  al	
  seu	
  potencial	
  metastàtic	
  (Gupta	
  and	
  Massague,	
  2006).	
  

Aquestes	
   cèl·∙lules	
   pateixen	
   un	
   fort	
   procés	
   de	
   selecció,	
   que	
   fins	
   i	
   tot	
   involucra	
   múltiples	
  

barreres	
   fisiològiques,	
   durant	
   les	
   diferents	
   etapes	
   de	
   la	
   progressió	
   metastàtica	
   (veure	
  

introducció	
  Apartats	
  1B	
  i	
  1C)	
  fins	
  al	
  seu	
  establiment	
  en	
  el	
  nou	
  teixit	
  (Fidler,	
  2003).	
  

Cada	
   una	
   d’aquestes	
   etapes	
   és	
   facilitada	
   per	
   la	
   coincidència	
   d’alteracions	
   en	
   gens	
  

crucials	
  per	
  adquirir	
  l’avantage	
  de	
  supervivència	
  en	
  situacions	
  i	
  microentorns	
  molt	
  diferents	
  

de	
   l’òrgan	
  d’origen.	
  En	
  càncer	
  de	
  mama	
  s’han	
  descrit	
  diverses	
  mutacions,	
   tant	
  en	
  gens	
  de	
  

susceptibilitat	
   de	
   la	
   línia	
   germinal	
   com	
   BRCA1	
   i	
   BRCA2	
   (Betts	
   et	
   al.,	
   2013),	
   com	
   d’altres	
  

somàtiques	
   que	
   inclouen	
   mutacions	
   i	
   alteracions	
   en	
   el	
   nombre	
   de	
   còpies,	
   especialment	
  

amplificacions	
  com	
  la	
  d’ERBB2	
  (King	
  et	
  al.,	
  1985).	
  L’amplificació	
  d’aquest	
  receptor	
  facilita	
  la	
  

seva	
   dimerització	
   i	
   l’activació	
   de	
   rutes	
   mitogèniques	
   com	
   PI3K/Akt	
   i	
   Ras/Raf/MEK/MAPK	
  

(Yarden	
   and	
   Sliwkowski,	
   2001)	
   i	
   ha	
   permès	
   l’èxit	
   de	
   teràpies	
   com	
   el	
   Trastuzumab.	
   Altres	
  

mutacions	
  somàtiques	
  conegudes	
  (Cancer	
  Genome	
  Atlas	
  Network,	
  2012),	
  amb	
  implicacions	
  

terapèutiques	
  pel	
  que	
  fa	
  al	
  tractament	
  i	
  la	
  resistència	
  a	
  fàrmacs,	
  són	
  PIK3CA	
  (Samuels	
  et	
  al.,	
  

2004;	
  Sjoblom	
  et	
  al.,	
  2006),	
  TP53	
  (Sjoblom	
  et	
  al.,	
  2006),	
  AKT	
  (Carpten	
  et	
  al.,	
  2007),	
  GATA3	
  

(Usary	
  et	
  al.,	
  2004),	
  MAP3K1	
  (Kan	
  et	
  al.,	
  2010)	
  o	
  MYC	
  (Betts	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

Cada	
   microentorn	
   té	
   unes	
   característiques	
   úniques	
   que	
   requeriran	
   unes	
   habilitats	
  

específiques	
  en	
  la	
  cèl·∙lula	
  metastàtica	
  circulant	
  per	
  tal	
  d’establir-­‐s’hi	
  i	
  adaptar-­‐s’hi.	
  El	
  cross-­‐
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talk	
  establert	
  entre	
  la	
  cèl·∙lula	
  i	
  el	
  microentorn	
  influeix	
  en	
  l’èxit	
  de	
  diversos	
  passos	
  clau	
  per	
  a	
  

l’establiment	
   metastàtic	
   (Lorusso	
   and	
   Ruegg,	
   2012)	
   mediant	
   l’adhesió	
   i	
   la	
   invasió,	
   la	
  

formació	
   del	
   nínxol	
   o	
   la	
   secreció	
   de	
   citocines	
   i	
   factors	
   de	
   creixement	
   (Joyce	
   and	
   Pollard,	
  

2009),	
  tal	
  i	
  com	
  hem	
  vist	
  a	
  l’apartat	
  1C	
  de	
  la	
  Introducció.	
  Concretament,	
  cada	
  tipus	
  de	
  teixit	
  

provocarà	
   alteracions	
   en	
   l’expressió	
   de	
   certs	
   gens	
   indispensables	
   per	
   al	
   procés	
   adaptatiu.	
  

Per	
   tant,	
  a	
  part	
  d’aquestes	
  mutacions	
  mitogèniques	
   i	
  pro-­‐supervivència,	
   la	
  cèl·∙lula	
   tumoral	
  

pot	
  presentar	
  alteracions	
  genètiques	
  més	
  específiques	
  que	
  predeterminin	
  el	
  seu	
  creixement	
  

en	
  un	
  òrgan	
  concret	
  (Nguyen	
  et	
  al.,	
  2009)	
  	
  

Ja	
   que	
   la	
  modificació	
   de	
   gens	
   pot	
   repercutir	
   en	
   rutes	
   de	
   senyalització	
   proteica,	
   la	
  

metàstasi	
   és	
   al	
   final	
   una	
   malaltia	
   proteòmica	
   (Martin	
   et	
   al.,	
   2008b).	
   Tot	
   i	
   la	
   modificació	
  

específica	
   de	
   gens,	
   l’estudi	
   conjunt	
   d’aquests	
   a	
   través	
   de	
   xarxes	
   d’interacció	
   proteïna-­‐

proteïna	
  (PPIN)	
  permet	
  establir	
  relacions	
  amb	
  la	
  funcionalitat	
  del	
  procés	
  estudiat	
  (Aragues	
  

et	
  al.,	
  2008;	
  Reeves	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
   L’interés	
  del	
  grup	
  estava	
  adreçat	
  a	
  l’estudi	
  de	
  funcions	
  específiques	
  en	
  el	
  procés	
  de	
  

l’òrgan-­‐especificitat,	
   partint	
   de	
   l’estudi	
   diferencial	
   de	
   proteïnes	
   que	
   participaven	
   en	
   el	
  

creixement	
  òrgan-­‐específic	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  del	
  càncer	
  de	
  mama.	
  	
  

	
   L’estratègia	
  utilitzada	
  inicialment	
  per	
  a	
  la	
  caracterització	
  de	
  fenotips	
  funcionals	
  que	
  

afavorissin	
   la	
  metàstasi	
  de	
  càncer	
  de	
  mama,	
  va	
  consistir	
  en	
  estudis	
  d’expressió	
  diferencial	
  

de	
  proteïnes,	
  per	
  tal	
  de	
  comparar	
  les	
  diferent	
  localitzacions	
  metastàtiques	
  entre	
  si.	
  Ens	
  vam	
  

interessar	
  en	
  l’anàlisi	
  proteic	
  de	
  dues	
  línies	
  metastàtiques,	
  de	
  fetge	
  (435-­‐Lv)	
  i	
  pulmó	
  (435-­‐L),	
  

i	
  en	
  la	
  combinació	
  d’eines	
  bioinformàtiques	
  per	
  a	
  l’anàlisi	
  de	
  PPINs.	
  Amb	
  aquest	
  anàlisi	
  vam	
  

seleccionar	
   funcions	
   diferencialment	
   expressades	
   en	
   ambdós	
   models	
   de	
   metàstasis,	
  

permetent	
   definir	
   les	
   similituds	
   i	
   diferències	
   funcionals	
   existents	
   entre	
   les	
   metàstasis	
   de	
  

teixit	
  tou,	
  com	
  fetge	
  i	
  pulmó	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  2008b).	
  

	
   Inicialment	
   es	
   va	
   analitzar	
   per	
   electroforesi	
   bidimensional-­‐difference	
   gel	
  

electrophoresis	
  (2DE-­‐DIGE)	
  l’expressió	
  diferencial	
  de	
  proteïnes	
  entre	
  la	
  línia	
  parental	
  (MDA-­‐

MB-­‐435P)	
   i	
   les	
   seves	
   variants	
   metastàtiques	
   a	
   fege	
   (435-­‐Lv)	
   i	
   pulmó	
   (435-­‐L),	
   per	
   tal	
   de	
  

determinar	
  el	
  perfil	
  d’òrgan-­‐especificitat	
  funcional.	
  Es	
  van	
  analitzar	
  per	
  MALDI-­‐TOF	
  44	
  spots	
  

per	
   fetge	
   i	
  51	
  per	
  pulmó,	
  donant	
   lloc	
  a	
  22	
   i	
  38	
  proteïnes	
   identificades,	
  respectivament.	
  La	
  

majoria	
  de	
  proteïnes	
  de	
  fetge	
  corresponien	
  a	
  filaments	
  intermedis,	
  transport	
  intracel·∙lular	
  i	
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síntesi	
  d’ATP.	
  Les	
  de	
  pulmó	
  s’associaven	
  funcionalment	
  al	
  proteasoma,	
  síntesi	
  de	
  proteïnes,	
  

funció	
  redox	
  i	
  txaperones.	
  

	
   La	
  validació	
  per	
  WB	
  d’algunes	
  d’aquestes	
  proteïnes	
  va	
  mostrar	
  una	
  sobre-­‐expressió	
  

de	
  GRP75	
  en	
  fetge	
  i	
  una	
  infra-­‐expressió	
  de	
  galectina-­‐1	
  i	
  tioredoxina	
  en	
  ambdues	
  metàstasis.	
  

La	
   sobreexpressió	
   de	
  GRP75	
   en	
   fetge	
   es	
   va	
   validar	
   també	
   per	
   IHC	
   en	
   teixit	
  metastàtic	
   de	
  

models	
  animals	
  i	
  en	
  teixit	
  metastàtic	
  de	
  pacient	
  (fetge,	
  pulmó	
  i	
  os).	
  

	
   Es	
   van	
   construir	
   xarxes	
  d’interacció	
  amb	
  el	
  programa	
  PIANA	
   (Aragues	
  et	
   al.,	
   2006),	
  

que	
   permet	
   la	
   integració	
   de	
   diferents	
   fonts	
   d’interacció	
   proteïna-­‐proteïna,	
   per	
   tal	
  

d’entendre	
   les	
  diferències	
  entre	
   les	
   llistes	
  proteiques	
  de	
   fetge	
   i	
   pulmó.	
   Es	
   va	
  partir	
   de	
   les	
  

proteïnes	
   diferencialment	
   expressades	
   en	
   cada	
  metàstasi	
   respecte	
   la	
   línia	
   parental	
   (22	
   en	
  

fetge,	
  30	
  en	
  pulmó)	
  com	
  a	
  proteïnes	
  arrel	
  o	
  “root”.	
  Les	
  xarxes	
  finals	
  de	
  496	
  nodes	
  (fetge)	
  i	
  

1338	
  (pulmó)	
  van	
  mostrar	
  que	
  12	
  proteïnes	
  de	
  fetge	
  i	
  20	
  de	
  pulmó	
  interaccionaven	
  a	
  través	
  

de	
  proteïnes	
  linker.	
  Concretament	
  en	
  la	
  xarxa	
  de	
  fetge,	
  GRP75	
  apareixia	
  vinculada	
  a	
  HSP27.	
  

La	
   silenciació	
   de	
   GRP75	
   amb	
   siRNA	
   provocava	
   una	
   infra-­‐expressió	
   de	
   HSP27	
   a	
   72h,	
  

confirmant	
  aquesta	
  relació.	
  

	
   Finalment,	
  es	
  va	
  realitzar	
  un	
  anàlisi	
  funcional	
  amb	
  les	
  proteïnes	
  de	
  les	
  xarxes	
  a	
  través	
  

del	
  programa	
  FatiGO.	
  Un	
  dels	
  processos	
  més	
  destacats	
  en	
  metàstasi	
  hepàtica	
  va	
  resultar	
  la	
  

senyalització	
  per	
  receptors	
  tirosina	
  quinasa	
  (HGFR,	
  PDGF,	
  VEGF	
  o	
  EGF).	
  Aquesta	
  funció	
  es	
  va	
  

validar	
  tractant	
  les	
  cèl·∙lules	
  amb	
  HGF,	
  que	
  provocava	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  proliferació	
  respecte	
  

a	
   pulmó	
   o	
   la	
   línia	
   parental.	
   El	
   tractament	
   amb	
  Gleevec,	
   un	
   inhibidor	
   d’aquests	
   receptors,	
  

disminuïa	
   la	
   proliferació	
   de	
   forma	
   diferencial	
   en	
   la	
   metàstasi	
   hepática	
   respecte	
   a	
   la	
  

metàstasi	
  de	
  pulmó.	
  

	
   Aquests	
   resultats	
   suggerien	
   que	
   cada	
   metàstasi	
   requereix	
   d’unes	
   característiques	
  

específiques	
   per	
   a	
   sobreviure	
   en	
   el	
   nou	
  microentorn.	
   En	
   consens	
   amb	
   aquesta	
   idea,	
   vam	
  

analitzar	
  les	
  diferències	
  d’expressió	
  proteica	
  entre	
  una	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  (435-­‐Br1)	
  i	
  

la	
   seva	
   línia	
  parental	
   (435-­‐P).	
  Vam	
   identificar	
   la	
   sobreexpressió	
  del	
   receptor	
  de	
   laminina	
  1	
  

(34/67-­‐LMR)	
   i	
   l’infraexpressió	
   de	
   fins	
   a	
   11	
   proteïnes	
   com	
   glioxalasa	
   1,	
   keratina	
   1,	
   HSP27,	
  

galectina	
  1	
   i	
  peroxiredoxina	
   IV,	
  entre	
  d’altres,	
  en	
  metàstasi	
  cerebral	
  comparat	
  amb	
   la	
   línia	
  

parental	
   (Martin	
   et	
   al.,	
   2008a).	
   L’expressió	
   d’aquestes	
   proteïnes	
   es	
   va	
   analitzar	
   per	
   WB	
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validant	
   la	
   sobre-­‐expressió	
  de	
  34/67-­‐LMR	
  en	
  dues	
   línies	
  de	
  metàstasi	
   cerebral,	
   així	
   com	
   la	
  

infra-­‐expressió	
  de	
  les	
  proteïnes	
  mencionades	
  anteriorment	
  (excepte	
  per	
  HSP27).	
  	
  

	
   Seguint	
  l’estratègia	
  prèviament	
  citada,	
  vam	
  construir	
  xarxes	
  d’interacció	
  amb	
  PIANA	
  

utilitzant	
   les	
   proteïnes	
   diferencialment	
   expressades	
   com	
   a	
   proteïnes	
   arrel.	
   34/67-­‐LMR	
  

apareixia	
  vinculat	
  a	
  HSP27	
  a	
  través	
  d’una	
  proteïna	
  de	
   la	
  família	
  de	
   les	
  Proteïnes	
  Regulades	
  

per	
   Glucosa	
   (GRPs),	
   GRP94.	
   Es	
   va	
   provar	
   experimentalment	
   que	
   l’adhesió	
   a	
   laminina	
   era	
  

òrgan-­‐específica	
   de	
   cervell	
   i	
   es	
   va	
   demostrar	
   que	
   l’estimulació	
   del	
   receptor	
   activava	
  

l’expressió	
  de	
   les	
   txaperones	
  HSP27	
  o	
  GRP78.	
  Totes	
  aquestes	
  proteïnes	
  es	
   van	
  validar	
  per	
  

IHC	
  en	
  teixit	
  de	
  metàstasi	
  cerebral	
  de	
  pacient.	
  

	
   Aquest	
   resultats	
   suggerien	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   cerebrals	
   podrien	
  

respondre	
   a	
   l’estrès	
   del	
   microentorn	
   induint	
   proteïnes	
   específiques	
   del	
   reticle,	
   com	
  Heat	
  

Shock	
  Proteins	
  o	
  GRPs.	
  	
  

	
   Degut	
  a	
  que	
  el	
  sistema	
  nerviós	
  central	
  té	
  unes	
  característiques	
  especials	
  respecte	
  la	
  

resta	
   de	
  microentorns,	
   com	
   la	
   presència	
   de	
   la	
   BHE	
   o	
   la	
  manca	
   de	
   drenatge	
   limfàtic,	
   vam	
  

cercar	
   funcions	
   que	
   fossin	
   diferencialment	
   importants	
   en	
   metàstasi	
   cerebral	
   respecte	
   les	
  

altres	
  metàstasis	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Sanz-­‐Pamplona	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

	
   Així,	
  per	
  tal	
  d’identificar	
  proteïnes	
  importants	
  per	
  la	
  progressió	
  metastàtica	
  cerebral,	
  

vam	
   integrar	
   el	
   PPIN	
   obtingut	
   anteriorment	
   amb	
   dades	
   transcriptòmiques	
   prèviament	
  

publicades	
  (Landemaine	
  et	
  al.,	
  2008)	
  corresponents	
  a	
  l’estudi	
  de	
  23	
  mostres	
  de	
  metàstasi	
  de	
  

càncer	
  de	
  mama	
  humanes	
  (4	
  de	
  cervell,	
  6	
  d’os,	
  6	
  de	
  fetge,	
  5	
  de	
  pulmó	
  i	
  2	
  de	
  pell).	
  Els	
  valors	
  

d’expressió	
   de	
   cada	
   gen	
   es	
   van	
   mapejar	
   a	
   la	
   proteïna	
   corresponent	
   en	
   la	
   xarxa	
   per	
   tal	
  

d’enriquir	
  amb	
  dades	
  experimentals	
  el	
  PPIN	
  proposat	
  i	
  es	
  van	
  buscar	
  proteïnes	
  les	
  activitats	
  

de	
  les	
  quals	
  fossin	
  discriminatives	
  de	
  metàstasi	
  cerebral.	
  

	
   Es	
  va	
  validar	
  l’expressió	
  d’algunes	
  d’aquestes	
  proteïnes	
  per	
  IHC	
  en	
  metàstasi	
  cerebral	
  

de	
   pacients:	
   GRP94,	
   TRAF2,	
   FN14,	
   TOP1,	
   VAV2,	
   GFAP,	
   TEM8,	
   BAT8	
   i	
   ARFGAP.	
   Aquests	
  

resultats	
  mostraven	
  un	
  augment	
  en	
  txaperones,	
  en	
  regulació	
  redox	
   i	
  de	
   l’estrès	
   i	
  transport	
  

intracel·∙lular	
  de	
  proteïnes.	
  D’entre	
  aquestes	
  proteïnes,	
  les	
  més	
  diferencialment	
  expressades	
  

en	
  cervell	
  comparat	
  amb	
  altres	
  metàstasis	
  van	
  ser	
  GRP94,	
  FN14,	
  ARFGAP1	
  i	
  	
  TRAF2.	
  L’anàlisi	
  

d’aquestes	
  proteïnes	
  en	
  TMAs	
  mostrava	
  que	
  l’expressió	
  de	
  GRP94,	
  TRAF2	
  i	
  Fn14	
  s’associava	
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amb	
  la	
  progressió	
  de	
  metàstasi	
  cerebral.	
  El	
  major	
  valor	
  predictiu	
  de	
  metàstasi	
  s’obtenia	
  amb	
  

l’expressió	
  positiva	
  d’ErbB-­‐2,	
  FN14,	
  GRP94	
  i	
  TRAF2.	
  Per	
  tant,	
  la	
  presència	
  del	
  fenotip	
  d’estrès	
  

de	
   reticle	
   en	
   el	
   tumor	
   primari	
   es	
   podia	
   associar	
   a	
   un	
   alt	
   risc	
   de	
   progressió	
   metastàtica	
  

cerebral	
   i	
   esdevé	
   una	
   eina	
   diagnòstica	
   per	
   predir	
   l’aparició	
   de	
   metàstasis	
   cerebrals	
   i	
  

l’aplicació	
  de	
  nous	
  tractaments.	
  

	
   Finalment,	
   per	
   tal	
   d’aprofundir	
   en	
   la	
   identificació	
   de	
   proteïnes	
   importants	
   per	
   a	
   la	
  

supervivència	
  de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
  en	
  el	
  nou	
  microentorn,	
   vam	
  ampliar	
   l’estudi	
   iniciat	
  en	
  

metàstasi	
   pulmonar	
   (Martin	
   et	
   al.,	
   2008b).	
   L’expressió	
   diferencial	
   de	
   proteïnes	
   amb	
   2DE-­‐

DIGE	
   comparant	
   cèl·∙lules	
   de	
   càncer	
   de	
  mama	
   que	
  metastatitzen	
   a	
   pulmó	
   havia	
   posat	
   de	
  

manifest	
  que	
  la	
  PRDX2	
  podia	
  tenir	
  un	
  paper	
  rellevant	
  en	
  aquestes	
  metàstasis	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  

2008b).	
   L’estudi	
   funcional	
   de	
   la	
   causa-­‐efecte	
   de	
   la	
   PRDX2	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   de	
   la	
  

metàstasi	
  a	
  pulmó	
  va	
  mostrar	
  que	
  la	
  silenciació	
  de	
  PRDX2	
  en	
  una	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  pulmó	
  

(MDA-­‐MB-­‐435-­‐L)	
  disminuïa	
  el	
  creixement	
  d’aquestes	
  cèl·∙lules	
  in	
  vivo	
  (Stresing	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

	
   El	
  mecanisme	
  pel	
  qual	
  PRDX2	
  afavoria	
  el	
  creixement	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  en	
  

el	
  microentorn	
  pulmonar	
  era	
  a	
  través	
  de	
  l’eliminació	
  de	
  ROS.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  la	
  sobre-­‐

expressió	
   de	
   PRDX2	
   en	
   cèl·∙lules	
  metastàtiques	
   d’os	
   també	
   inhibia	
   el	
   creixement	
   cel·∙lular,	
  

demostrant	
   que	
   la	
   mateixa	
   proteïna	
   podia	
   tenir	
   efectes	
   contraris	
   segons	
   en	
   quin	
  

microentorn	
  actuava.	
  PRDX2	
  es	
  presentava	
  com	
  un	
  possible	
  adaptador	
  metabòlic	
  implicat	
  en	
  

el	
  creixement	
  selectiu	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  en	
  el	
  pulmó	
  però	
  no	
  en	
  l’os,	
  protegint-­‐

les	
  de	
  l’estrès	
  oxidatiu.	
  	
  

	
   Partint	
   de	
   la	
   idea	
   que	
   cada	
   tipus	
   de	
   metàstasi	
   necessita	
   de	
   l’expressió	
   de	
   certes	
  

proteïnes	
  per	
  a	
  la	
  seva	
  adaptació	
  al	
  microentorn,	
  vam	
  aplicar	
  l’estratègia	
  prèviament	
  citada,	
  

és	
  a	
  dir,	
   la	
   combinació	
  d’eines	
  proteòmiques,	
  genòmiques	
   i	
  bioinformàtiques	
  per	
  analitzar	
  

l’expressió	
   diferencial	
   de	
   proteïnes	
   de	
   la	
   metastati	
   òssia.	
   Mitjançant	
   tècniques	
   de	
   2DE	
   i	
  

MALDI-­‐TOF	
   es	
   van	
   comparar	
   perfils	
   d’expressió	
   proteica	
   de	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   de	
   mama	
  

(MDA-­‐MB-­‐231)	
   amb	
   la	
   seva	
   variant	
   metastàtica	
   a	
   os	
   (MDA-­‐MB-­‐231-­‐BO2).	
   L’anàlisi	
   dels	
  

resultats	
   va	
   permetre	
   la	
   identificació	
   de	
   35	
   spots	
   corresponents	
   a	
   31	
   proteïnes	
   (16	
  

sobreexpressades	
  i	
  15	
  infraexpressades).	
  Entre	
  aquestes	
  apareixien	
  principalment	
  proteïnes	
  

relacionades	
   amb	
   estructura	
   cel·∙lular	
   (tropomiosina	
   4,	
   vimentina,	
   citoqueratina	
   2),	
  

txaperones	
   i	
   estrès	
   (HSP27,	
   HSP60),	
   metabolisme	
   i	
   regulació	
   redox	
   (tioredoxina,	
   PRDX2,	
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ERp57,	
   glioxalasa	
   I,	
   piruvat	
   deshidrogenasa)	
   o	
   transport	
   intracel·∙lular	
   i	
   energia	
   (subunitat	
  

beta	
   d’ATP	
   sintasa,	
   cadena	
   D	
   ATP	
   sintasa	
   mitocondrial).	
   Altres	
   funcions	
   com	
   transcripció	
  

(prohibitina),	
   proliferació/mort	
   (PCNA),	
   proteases	
   (catepsina	
   D)	
   o	
   transducció	
   de	
   senyals	
  

(statmina	
  1,	
  galectina	
  1)	
  apareixien	
  menys	
  representades.	
  Els	
  resultats	
  del	
  2DE	
  es	
  van	
  validar	
  

per	
  diverses	
  tècniques	
  com	
  IHC,	
  WB	
  i	
  2D/WB.	
  

	
   Amb	
  aquestes	
  31	
  proteïnes	
  es	
  va	
  construir	
  un	
  PPIN.	
  Es	
  va	
  utilitzar	
  el	
  programa	
  BIANA	
  

(Garcia-­‐Garcia	
   et	
   al.,	
   2010),	
   que	
   permet	
   crear,	
   organitzar	
   i	
   analitzar	
   xarxes	
   d’interaccions	
  

proteiques	
  a	
  partir	
  de	
  diverses	
  bases	
  de	
  dades	
  com	
  HPRD,	
  BIND,	
  DIP,	
  MIPS,	
   IntAct,	
  MINT	
   i	
  

BioGRID,	
   UniProt	
   i	
   Entrez	
   Gene	
   Identifier.	
   L’ús	
   del	
   BIANA	
   va	
   resultar	
   en	
   una	
   xarxa	
  

d’interaccions	
   entre	
   proteïnes	
   arrel	
   (28,	
   ja	
   que	
   de	
   3	
   no	
   vam	
   poder	
   trobar	
   interaccions)	
   i	
  

proteïnes	
   linker	
   o	
   interactuants	
   (les	
   que	
   interaccionen	
   amb	
   aquestes	
   proteïnes	
   arrel),	
   en	
  

total	
  1328	
  proteïnes	
  (Figura	
  9).	
  	
  

	
   La	
  xarxa	
  d’interacció	
  es	
  va	
  enriquir	
  amb	
  el	
  perfil	
  transcriptòmic	
  de	
  231-­‐BO2	
  obtingut	
  

prèviament	
   dins	
   del	
   projecte	
   europeu	
  MetaBre	
   (Landemaine	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Les	
   dues	
   línies	
  

cel·∙lulars	
   (231-­‐P	
   i	
   231-­‐BO2)	
   es	
   van	
   analitzar	
   amb	
   l‘Affymetrix	
   GeneChip	
   per	
   tal	
   de	
   buscar	
  

diferències	
  d’expressió	
  gènica	
  i	
  es	
  van	
  trobar	
  833	
  gens	
  diferencialment	
  expressats.	
  Aquests	
  

resultats	
   es	
   van	
   creuar	
   amb	
   la	
   xarxa	
   d’interaccions	
   de	
   BIANA	
   obtenint	
   93	
   proteïnes	
  

coincidents,	
  34	
  sobreexpressades	
  i	
  59	
  infraexpressades.	
  

Per	
  tant,	
  la	
  xarxa	
  final	
  contenia	
  informació	
  tant	
  de	
  les	
  interaccions	
  entre	
  les	
  proteïnes	
  

del	
  2DE	
  i	
  altres	
  proteïnes	
  de	
  la	
  bibliografia	
  com	
  dels	
  nivells	
  d’expressió	
  d’aquestes	
  proteïnes.	
  

Aquest	
  anàlisi	
  es	
  va	
  completar	
  amb	
  una	
  nova	
  eina	
  bioinformàtica,	
  GUILD	
  (Guney	
  and	
  

Oliva,	
  in	
  press).	
  GUILD	
  permet	
  la	
  priorització	
  de	
  molècules	
  de	
  la	
  xarxa	
  amb	
  certa	
  rellevància	
  

per	
   al	
   desenvolupament	
   de	
   la	
   metàstasi	
   òssia.	
   Per	
   a	
   cada	
   proteïna	
   arrel,	
   es	
   compten	
   el	
  

nombre	
  de	
  gens	
  expressats	
  diferencialment	
  al	
  seu	
  voltant	
  i	
  es	
  calcula	
  la	
  mitjana	
  NetCombo.	
  

El	
  gen	
  codificant	
  per	
  ERp57	
  apareixia	
  amb	
  la	
  mitjana	
  més	
  elevada	
  entre	
  les	
  proteïnes	
  arrels	
  i	
  

interaccionant	
  amb	
  un	
  nombre	
  més	
  elevat	
  de	
  gens	
  diferencialment	
  expressats.	
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Figura	
   9.	
   	
   Xarxa	
   d’interacció	
   in	
   silico	
   obtinguda	
   a	
   partir	
   de	
   dades	
   d’expressió	
   proteica	
   diferencial	
   entre	
  

cèl·∙lules	
   231	
   i	
   BO2.	
   La	
   xarxa	
   conté	
   28	
   proteïnes	
   arrel	
   (groc)	
   identificades	
   per	
   2DE-­‐DIGE/MALDI-­‐TOF	
   que	
  

interaccionen	
  amb	
  1328	
  nodes	
  (gris)	
  o	
  proteïnes	
  interactuants.	
  	
  

	
  

ERp57,	
  sobreexpressada	
  en	
  metàstasi	
  òssia,	
  era	
  una	
  proteïna	
  arrel	
  que	
   formaba	
  un	
  

node	
  de	
  interacció	
  amb	
  diversos	
  gens	
  (Figura	
  10);	
  alguns	
  infraexpressats	
  com	
  diferents	
  tipus	
  

d’HLA	
  I	
  (HLA-­‐A,	
  B,	
  E	
  i	
  F),	
  SLC2A1,	
  APP	
  i	
  CBR1	
  i	
  d’altres	
  sobreexpressats	
  (CCT2,	
  CBFB,	
  PHGDH,	
  

ILF3	
   i	
   PPIB).	
   A	
   més,	
   a	
   través	
   de	
   Prohibitina	
   i	
   CCT2,	
   ERp57	
   com	
   a	
   proteïna	
   central	
   que	
  

interaccionava	
  amb	
  un	
  node	
  agrupant	
  proteïnes	
  del	
  citoesquelet	
  i	
  de	
  l’adhesió	
  celular,	
  amb	
  

la	
  vimentina.	
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Figura	
   10.	
   ERp57	
   apareix	
   com	
   una	
   txaperona	
   sobreexpressada	
   que	
   interacciona	
   amb	
   gens	
   del	
   sistema	
  

immune	
   i	
   citoesquelet.	
   ERp57	
   ocupa	
   un	
   lloc	
   central	
   en	
   el	
   node	
   que	
   agrupa	
   diverses	
   proteïnes	
   infra	
   i	
  

sobreexpressades,	
   d’on	
   destaquen	
   diversos	
   tipus	
   d’HLA	
   I	
   (infraexpressats).	
   Per	
   una	
   altra	
   banda,	
   ERp57	
  

connecta	
  amb	
  un	
  node	
  de	
  citoesquelet	
  i	
  adhesió	
  a	
  través	
  de	
  Prohibitina	
  i	
  CCT2.	
  

	
   	
  

	
   	
  	
  

Aquestes	
  dades	
  induïen	
  a	
  pensar	
  que	
  ERp57	
  podria	
  actuar	
  com	
  un	
  regulador	
  principal	
  en	
  la	
  

xarxa	
  de	
  rutes	
  de	
  senyalització	
  específiques	
  de	
  metàstasi	
  òssia,	
  modulant	
  sistemes	
  diversos	
  

com	
  resposta	
  immune,	
  metabolisme	
  i	
  citoesquelet.	
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Les	
  cèl·∙lules	
  amb	
  habilitat	
  metastàtica	
  presenten	
  un	
  creixement	
  òrgan-­‐específic	
  en	
  el	
  

que	
   intervenen	
  no	
  només	
   les	
  característiques	
   intrínseques	
  del	
   tumor	
  sinó	
  també	
   la	
  relació	
  

que	
   la	
   cèl·∙lula	
   metastàtica	
   estableix	
   amb	
   el	
   microentorn	
   de	
   l’òrgan	
   diana.	
   L’expressió	
  

diferencial	
  de	
  proteïnes	
  entre	
  metàstasis	
  i	
  tumor	
  primari	
  ens	
  posa	
  sobre	
  la	
  pista	
  de	
  funcions	
  

cel·∙lulars	
  prevalents	
  per	
  l’adaptació	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  aquest	
  microentorn.	
  

	
   El	
   creixement	
   metastàtic	
   requereix	
   d’una	
   reestructuració	
   del	
   metabolisme	
   de	
   la	
  

cèl·∙lula	
   per	
   tal	
   de	
   respondre	
   als	
   requeriments	
   bioenergètics	
   i	
   biosintètics	
   que	
  exigeixen	
  el	
  

creixement	
  en	
  un	
  entorn	
  aliè	
  al	
  d’origen.	
  La	
  supervivència	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  tumoral	
  en	
  aquestes	
  

condicions	
  depèn	
  en	
  gran	
  part	
  de	
  la	
  capacitat	
  de	
  superar	
  l’estrès	
  induït	
  en	
  cada	
  una	
  de	
  les	
  

etapes	
   del	
   procés,	
   a	
   través	
   de	
  mecanismes	
   que	
   inclouen	
   la	
   sobre-­‐expressió	
   de	
   proteïnes	
  

regulades	
  per	
  glucosa	
  (GRPs).	
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1.	
   Validar	
   la	
   causa-­‐efecte	
   de	
   la	
   proteïna	
   regulada	
   per	
   glucosa	
   ERp57	
   com	
   a	
   txaperona	
  

multifuncional	
  en	
  la	
  metàstasi	
  òssia.	
  

1A.	
   Identificar	
   el	
   paper	
   d’ERp57	
   com	
  a	
   regulador	
   principal	
   d’una	
   xarxa	
  d’interacció	
  

proteica	
  integrant	
  la	
  funció	
  de	
  sistema	
  immune	
  i	
  citoesquelet	
  

	
   1B.	
  Demostrar	
  la	
  importància	
  d’ERp57	
  en	
  el	
  procés	
  de	
  metàstasi	
  òssia	
  	
  

	
  

2.	
   Caracteritzar	
   els	
   components	
   metabòlics	
   associats	
   al	
   procés	
   òrgan-­‐específic	
   de	
   la	
  

metàstasi	
  del	
  càncer	
  de	
  mama.	
  

	
   2A.	
  Analitzar	
  els	
  gens	
  reguladors	
  del	
  fenotip	
  lipídic	
  metastàtic	
  

2B.	
  Estudiar	
  el	
  perfil	
  metabòlic	
  característic	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques.	
  

2C.	
   Analitar	
   el	
   fenomen	
   del	
   catabolisme	
   lipídic	
   en	
   relació	
   a	
   la	
   disponibilitat	
   de	
  

glucosa.	
  	
  

2D.	
  Analitzar	
  el	
  paper	
  de	
  l’autofàgia	
  en	
  la	
  patogènesi	
  de	
  la	
  metàstasi	
  	
  

2E.	
   Analitzar	
   la	
   contribució	
   de	
   la	
   funció	
   i	
   dinàmica	
   mitocondrial	
   a	
   la	
   versatilitat	
  

metabòlica	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques..	
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1. CULTIUS	
  CEL·∙LULARS	
  
	
  

1.1. LÍNIES	
  CEL·∙LULARS	
  	
  
	
  

Línies	
  Parentals.	
  Tots	
  els	
  experiments	
  es	
  van	
  realitzar	
  amb	
  cèl·∙lules	
  de	
  procedència	
  

humana	
  derivades	
  de	
  càncer	
  de	
  mama.	
  	
  

	
   Les	
  cèl·∙lules	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  (231)	
  es	
  van	
  adquirir	
  a	
  l’ATCC	
  (ECACC	
  92020424)	
  i	
  deriven	
  

d’una	
   efusió	
   pleural	
   d’una	
   pacient	
   caucàsica	
   amb	
   adenocarcinoma	
   de	
   mama	
   metastàtic	
  

(Cailleau	
  et	
  al.,	
  1978).	
  Aquestes	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  presenten	
  mutacions	
  en	
   la	
  proteïna	
  p53	
  

(Lacroix	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

	
   La	
   línia	
  d’adenocarcinoma	
  de	
  mama	
  MDA-­‐MB-­‐435-­‐Parental	
   (435-­‐P)	
   i	
   la	
  seva	
  variant	
  

metastàtica	
  a	
  cervell	
  MDA-­‐MB-­‐435-­‐Brain	
  (435-­‐Br1),	
  van	
  ser	
  cedides	
  	
  per	
  la	
  Dra	
  Price	
  del	
  M.D.	
  

Anderson	
   Cancer	
   Centre	
   (Houston,	
   TX).	
   Aquesta	
   línia	
   prové	
   d’una	
   efusió	
   pleural	
   d’una	
  

pacient	
   caucàsica	
   amb	
  adenocarcinoma	
  ductal	
   de	
  mama	
  metastàtic	
   (Cailleau	
  et	
   al.,	
   1978).	
  

Conté	
  una	
  mutació	
  en	
  p53	
  (Lacroix	
  et	
  al.,	
  2006)	
  i	
  amplificacions	
  en	
  c-­‐myc	
  i	
  Neu	
  (O'Connor	
  et	
  

al.,	
  1997).	
  La	
  procedència	
  d’aquesta	
  línia	
  cel·∙lular	
  ha	
  originat	
  controvèrsia	
  ja	
  que	
  la	
  seva	
  alta	
  

homologia	
   transcriptòmica	
   amb	
   altres	
   línies	
  melanocítiques	
   (Ross	
   et	
   al.,	
   2000)	
   ha	
   induït	
   a	
  

pensar	
   en	
   una	
   contaminació	
   creuada	
   amb	
   la	
   línia	
  M14	
  de	
  melanoma	
  metastàtic.	
   Tot	
   i	
   les	
  

discrepàncies	
  a	
  nivell	
  d’expressió	
  de	
  marcadors	
  de	
   llinatge	
   (Ellison	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Howlett	
  et	
  

al.,	
   1994;	
   Sellappan	
   et	
   al.,	
   2004),	
   els	
   estudis	
   cariotípics	
   mostraven	
   la	
   presència	
   de	
   dos	
  

cromosomes	
  XX	
  en	
  ambdues	
   línies	
  cel·∙lulars	
  (Rae	
  et	
  al.,	
  2007)	
   i	
  aquest	
  fet	
  no	
  es	
  correspon	
  

amb	
  que	
  la	
  línia	
  M14	
  prové	
  d’un	
  pacient	
  masculí	
  (Wong	
  et	
  al.,	
  1988).	
  Així,	
  tot	
  i	
  que	
  els	
  stocks	
  

de	
  M14	
  i	
  435	
  siguin	
  idèntics	
  a	
  nivell	
  cariotípic,	
  no	
  es	
  prova	
  que	
  les	
  dues	
  siguin	
  de	
  melanoma,	
  

ja	
  que	
  és	
  més	
   fàcil	
   explicar	
  una	
   contaminació	
   creuada	
  amb	
  una	
   línia	
  de	
  pacient	
   femenina	
  

que	
   expressi	
   marcadors	
   melanocítics	
   (i	
   per	
   tant,	
   de	
   càncer	
   de	
   mama)	
   que	
   la	
   pèrdua	
   del	
  

cromosoma	
  Y	
  en	
  la	
  línia	
  M14	
  i	
  disomia	
  del	
  cromosoma	
  X	
  (Chambers,	
  2009).	
  

Variants	
  metastàtiques.	
   Al	
   contrari	
   que	
  en	
  humans,	
   els	
   tumors	
  de	
  mama	
  no	
   solen	
  

metastatitzar	
  a	
  os	
  en	
  ratolins.	
  Per	
  això	
  és	
  necessària	
  la	
  injecció	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  directament	
  

en	
  el	
  ventricle	
  o	
  bé	
  en	
  la	
  tibia	
  (Garcia	
  et	
  al.,	
  2008).	
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   Per	
  tal	
  d’obtenir	
  un	
  model	
  de	
  metàstasi	
  òssia	
  de	
  càncer	
  de	
  mama,	
  les	
  cèl·∙lules	
  231	
  es	
  

van	
   injectar	
   en	
   ventricle	
   esquerre	
   cardíac	
   i,	
   després	
   de	
   6	
   passes	
   in	
   vivo/in	
   vitro,	
   es	
   va	
  

seleccionar	
   la	
   línia	
  metastàtica	
  a	
  os	
  MDA-­‐MB-­‐231-­‐BO2	
  (BO2),	
  cedides	
  pel	
   laboratori	
  del	
  Dr	
  

Clezardin	
  (Bellahcene	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Peyruchaud	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

	
   Aquestes	
   cèl·∙lules	
   són	
   detectables	
   per	
   bioluminescència	
   a	
   partir	
   del	
   dia	
   10	
   post-­‐

injecció	
  en	
   la	
  vena	
  de	
   la	
  cua.	
  Les	
   lesions	
  que	
  formen	
  en	
  animals	
   immuno-­‐deprimits	
  són	
  de	
  

tipus	
  osteolític,	
  activant	
  els	
  osteoclasts	
  per	
  secreció	
  de	
  proteïnes	
  com	
  IL-­‐8	
  o	
  IL-­‐11.	
  Aquestes	
  

cèl·∙lules	
   sobre-­‐expressen	
   proteïnes	
   involucrades	
   en	
   adhesió	
   o	
   angiogènesi	
   i	
   presenten	
   un	
  

perfil	
   genètic	
   semblant	
   als	
   osteoblasts	
   normals.	
   Les	
   dades	
   suggereixen	
   un	
   fort	
  

osteomimetisme,	
   un	
   fenomen	
   pel	
   qual	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   es	
   camuflen	
   actuant	
   com	
  

osteoblasts	
  per	
  crèixer	
  en	
  l’os	
  i	
  activar	
  els	
  osteoclasts	
  (Garcia	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
   Al	
   laboratori,	
   es	
   van	
   obtenir	
   variants	
   metastàtiques	
   de	
   435-­‐P	
   després	
   de	
   diversos	
  

passes	
   in	
  vivo/in	
  vitro	
  en	
  ratolins	
   immunodeprimits:	
  pulmó	
  MDA-­‐MB-­‐435-­‐Lung3	
  (435-­‐L3),	
  a	
  

os	
  MDA-­‐MB-­‐435-­‐Bone	
  (435-­‐B1)	
  i	
  a	
  fetge	
  MDA-­‐MB-­‐435-­‐Liver	
  (435-­‐Lv1)	
  (Mendez	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

La	
   línia	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  435-­‐Br1	
  va	
  ser	
   transfectada	
  amb	
  un	
  vector	
   retroviral	
  preGFP-­‐

CMV-­‐PLuc,	
  que	
  conté	
  el	
  gen	
  de	
  la	
  enhanced	
  green	
  fluorescent	
  protein	
  (eGFP)	
  sota	
  el	
  control	
  

del	
  5’LTR,	
  i	
  el	
  gen	
  photinus	
  luciferase	
  (PLuc)	
  sota	
  el	
  control	
  del	
  promotor	
  del	
  citomegalovirus	
  

(CMV).	
  Es	
  va	
  seleccionar	
  per	
  FACS	
  la	
  població	
  que	
  expressava	
  de	
  manera	
  uniforme	
  els	
  nivells	
  

més	
  elevats	
  de	
  eGFP	
  (BR-­‐eGFP-­‐CMV/Luc).	
  Aquesta	
  línia	
  es	
  va	
  injectar	
  en	
  ventricle	
  esquerre	
  

de	
  ratolins	
  Nu/Nu	
  i,	
  després	
  de	
  5	
  passes	
  in	
  vivo-­‐in	
  vitro,	
  es	
  va	
  obtenir	
  la	
  lína	
  BrV5	
  (Martinez-­‐

Aranda	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

	
   Finalment,	
   es	
   van	
   utilitzar	
   dues	
   línies	
   de	
   càncer	
   de	
   mama	
   que	
   originen	
   metàstasi	
  

cerebral,	
   cedides	
   a	
   través	
   del	
   consorci	
   europeu	
   METABRE.	
   La	
   línia	
   MDA-­‐MB-­‐361	
   va	
   ser	
  

cedida	
   pel	
   Laboratoire	
   d’Oncogénetique	
   (Centre	
   Rue	
  Huguenin,	
   Saint-­‐Cloud,	
   France)	
   i	
   són	
  

cèl·∙lules	
  aïllades	
  d’una	
  metàstasi	
  cerebral	
  de	
  pacient	
  (Cailleau	
  et	
  al.,	
  1978;	
  Weil	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

La	
   línia	
   SA52	
   (Noel	
  et	
   al.,	
   1991)	
   va	
   ser	
   cedida	
  pel	
   Laboratory	
  of	
  Experimental	
  Cancerology	
  

(University	
  of	
  Ghent,	
  Belgium).	
  	
  

	
   Línies	
   metastàtiques	
   genèticament	
   modificades.	
   La	
   línia	
   231-­‐BO2	
   va	
   ser	
  

transfectada	
   pel	
   laboratori	
   del	
   Dr.	
   Clézardin	
   amb	
   un	
   vector	
   ttA	
   (tetracycline-­‐regulated	
  

transactivator)	
  per	
  a	
  posteriors	
  seleccions.	
  A	
  partir	
  d’aquí	
  sempre	
   l’anomenarem	
  231-­‐BO2.	
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En	
  el	
  nostre	
  laboratori,	
  BO2	
  es	
  va	
  transfectar	
  amb	
  un	
  vector	
  que	
  permetia	
  la	
  infra-­‐expressió	
  

d’ERp57	
  de	
  manera	
  estable	
  (veure	
  apartat	
  2B).	
  

	
  

1.2. CONDICIONS	
  DE	
  CULTIU	
  
	
  

1.2.1. Manteniment	
  cel·∙lular	
  
	
  

	
   Les	
   línies	
   cel·∙lulars	
   es	
   van	
   cultivar	
   en	
   medi	
   DMEM/F12	
   (Invitrogen,	
   Carlsbad,	
   CA)	
  

complementat	
  amb	
  un	
  10%	
  de	
  Sèrum	
  Boví	
  Fetal	
  (SBF),	
  L-­‐Glutamina	
  2mM	
  i	
  piruvat	
  1mM	
  (tot	
  

filtrat	
  amb	
  filtres	
  de	
  0.22	
  μm).	
  Es	
  van	
  mantenir	
  a	
  37ºC	
  en	
  un	
  incubador	
  humidificat	
  al	
  5%	
  de	
  

CO2.	
   Cada	
   3-­‐4	
   dies	
   les	
   cèl·∙lules	
   es	
   rentaven	
   amb	
   PBS	
   1X	
   i	
   es	
   dividien	
   amb	
   Tripsina/EDTA	
  

0.05%	
  (Gibco)	
  en	
  PBS	
  1X.	
  La	
  tripsina	
  s’aturava	
  amb	
  MC	
  10%	
  i	
  les	
  cèl·∙lules	
  es	
  centrifugaven	
  a	
  

1200	
  rpm	
  durant	
  5	
  minuts.	
  La	
  sembra	
  es	
  realitzava	
  amb	
  nou	
  medi	
  a	
  la	
  dilució	
  pertinent.	
  Per	
  

a	
  tots	
  els	
  experiments	
  es	
  van	
  utilitzar	
  cèl·∙lules	
  en	
  creixement	
  exponencial,	
  sense	
  arribar	
  mai	
  

a	
  saturació.	
  

	
   Per	
   als	
   experiments	
   de	
   deprivació	
   de	
   glucosa,	
   4x104	
   cèl·∙lules	
   es	
   sembraven	
   en	
  

plaques	
   de	
   24	
   pous	
   en	
  MC10%	
   i	
   després	
   de	
   24	
   h,	
   es	
   realitzava	
   el	
   canvi	
   de	
  medi.	
   El	
  medi	
  

sense	
  glucosa	
  es	
  preparava	
  amb	
  medi	
  DMEM	
  (Invitrogen)	
  complementat	
  amb	
  Glutamina	
  2	
  

mM	
   i	
   SBF	
   al	
   10%	
  mentre	
   que	
   el	
  medi	
   amb	
   glucosa	
   4.5	
  mg/ml	
   es	
   preparava	
   igual	
   afegint	
  

glucosa	
  a	
  la	
  concentració	
  adient.	
  Els	
  medis	
  a	
  0	
  o	
  4.5	
  mg/ml	
  es	
  deixaven	
  durant	
  48h	
  o	
  72h	
  i	
  es	
  

mesurava	
  la	
  viabilitat	
  cel·∙lular	
  pel	
  mètode	
  del	
  cristall	
  violeta	
  (Veure	
  apartat	
  1.D).	
  

	
  

1.2.2. Comptatge	
  cel·∙lular	
  
	
  

	
   El	
   comptatge	
   cel·∙lular	
   es	
   va	
   realitzar	
   en	
   una	
   cambra	
   de	
   Neubauer	
   de	
   0.1	
   mm	
   de	
  

profunditat	
   i	
  0.0025	
  mm	
  d’àrea.	
  El	
  nombre	
  de	
  cèl·∙lules	
  a	
  sembrar	
  a	
  cada	
  experiment	
  es	
  va	
  

definir	
  a	
  partir	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  viables	
  dins	
  l’àrea	
  de	
  comptatge.	
  Les	
  cèl·∙lules	
  viables	
  es	
  	
  van	
  

determinar	
  per	
  exclusió	
  de	
  Blau	
  tripà	
  (Sigma)	
  al	
  0.04%	
  en	
  PBS	
  1X,	
  prèviament	
  autoclavat.	
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1.2.3. Criopreservació	
  cel·∙lular	
  
	
  

	
   Per	
   tal	
   de	
   preservar	
   les	
   cèl·∙lules	
   en	
   congelació,	
   les	
   cèl·∙lules	
   es	
   dividien	
   en	
   fase	
  

exponencial	
   segons	
   el	
   protocol	
   previ.	
   En	
   el	
   pas	
   final,	
   s’afegia	
   medi	
   de	
   congelació	
   fred:	
  

DMEM/F12	
   suplementat	
   amb	
   20%	
   de	
   SBF	
   i	
   10%	
   de	
   DMSO.	
   Les	
   cèl·∙lules	
   es	
   congelaven	
  

utilitzant	
  criotubs	
  (Corning®)	
  en	
  un	
  criocontenidor	
  amb	
  250	
  ml	
  d’isopropanol	
  (Nalgene™)	
  a	
  	
  	
  

-­‐80ºC	
  i	
  posteriorment	
  es	
  mantenien	
  en	
  N2	
  líquid.	
  

	
  

1.2.4. 	
  Test	
  de	
  micoplasma	
  
	
  

	
   El	
   fet	
   de	
   treballar	
   en	
   condicions	
   de	
   cultiu	
   lliures	
   d’antibiòtic	
   per	
   tal	
   d’injectar	
   les	
  

cèl·∙lules	
  en	
  l’animal	
  d’experimentació,	
  fan	
  imprescindible	
  el	
  control	
  periòdic	
  de	
  la	
  presència	
  

de	
  micoplasma	
  en	
  les	
  línies	
  cel·∙lulars	
  en	
  cultiu	
  (Bernet	
  et	
  al.,	
  1989).	
  Per	
  a	
  això,	
  es	
  deixaven	
  

els	
  cultius	
  en	
  MC	
  sense	
  sèrum	
  (MCSS)	
  i	
  es	
  recollien	
  els	
  sobrenedants	
  a	
  72h	
  de	
  confluència.	
  

Aquests	
  es	
  centrifugaven	
  5	
  min	
  a	
  1500	
  rpm	
  i	
  el	
  sobrenedant	
  es	
  recuperava	
  i	
  es	
  congelava	
  a	
  	
  

-­‐20ºC	
  fins	
  a	
  la	
  realització	
  del	
  test.	
  La	
  tècnica	
  utilitzada	
  per	
  a	
  la	
  detecció	
  del	
  micoplasma	
  és	
  la	
  

reacció	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  polimerasa	
  (PCR).	
  

	
  

1.3. TRACTAMENTS	
  
	
  

	
   Les	
  cèl·∙lules	
  han	
  estat	
  sotmeses	
  a	
  tractaments	
  amb	
  diverses	
  drogues	
  que	
  es	
  detallen	
  

a	
  continuació.	
  	
  

	
   Etomoxir:	
   És	
   un	
   inhibidor	
   irreversible	
   del	
   CPT-­‐1	
   (Carnitina	
   palmitoïltransferasa),	
   el	
  

transportador	
   d’àcid	
   grassos	
  mitocondrial	
   que	
   permet	
   la	
   seva	
   oxidació	
   en	
   aquest	
   orgànul	
  

(Samudio	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Els	
  tractaments	
  es	
  van	
  realitzar	
  a	
  una	
  concentració	
  final	
  de	
  200	
  μM	
  

d’etomoxir	
   (Sigma)	
   durant	
   48	
   o	
   72	
   h,	
   dissolent	
   el	
   producte	
   en	
  medi	
   a	
   0	
   o	
   4.5	
  mg/ml	
   de	
  

glucosa	
  (veure	
  Apartat	
  1B.1).	
  	
  

	
   Bafilomicina:	
  És	
  un	
  inhibidor	
  de	
  la	
  ATPasa	
  de	
  protons	
  vacuolar	
  que	
  impedeix	
  la	
  fusió	
  

del	
   lisosoma	
   amb	
   l’autofagosoma,	
   aturant	
   d’aquesta	
   manera	
   la	
   degradació	
   en	
   vesícules	
  

autofàgiques	
   (Yamamoto	
   et	
   al.,	
   1998).	
   Per	
   tal	
   d’analitzar	
   el	
   fenomen	
   de	
   l’autofàgia,	
   les	
  

cèl·∙lules	
  es	
  van	
  sembrar	
  i	
  després	
  de	
  24h,	
  es	
  van	
  tractar	
  amb	
  bafilomicina	
  (Sigma	
  Aldrich)	
  a	
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20	
   nM.	
   Les	
   cèl·∙lules	
   es	
   van	
   recollir	
   a	
   diferents	
   temps	
   després	
   del	
   tractament	
   per	
   tal	
  

d’analitzar	
  l’expressió	
  de	
  LC3	
  (Taula	
  9)	
  per	
  Western	
  Blot.	
  Els	
  experiments	
  de	
  supervivència	
  es	
  

van	
  realitzar	
  a	
  5	
  i	
  20	
  nM	
  de	
  bafilomicina	
  en	
  medi	
  0	
  o	
  4.5	
  mg/ml	
  de	
  glucosa	
  durant	
  48	
  h.	
  

	
  

1.4. D.	
  TINCIÓ	
  CRISTALL	
  VIOLETA	
  
	
  

	
   Les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  cultivar	
  en	
  les	
  condicions	
  especificades	
  (1B.1)	
  i	
  es	
  van	
  incubar	
  en	
  

absència	
  o	
  presència	
  dels	
  fàrmacs	
  mencionats	
  en	
  l’apartat	
  previ	
  (Apartat	
  1C).	
  	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  determinar	
  el	
  nombre	
  de	
  cèl·∙lules	
  adherides	
  després	
  de	
  cada	
  tractament,	
  

es	
  va	
  utilitzar	
  la	
  tinció	
  amb	
  cristall	
  violeta.	
  En	
  primer	
  lloc,	
  es	
  va	
  retirar	
  el	
  medi	
  i	
  les	
  cèl·∙lules	
  

adherides	
  romanents	
  es	
  van	
  tenyir	
  amb	
  cristall	
  violeta	
  al	
  0.2	
  %	
  (pes/v)	
  en	
  2%	
  (V/V)	
  d’etanol	
  

durant	
  30	
  min	
  a	
  temperatura	
  ambient.	
  A	
  continuació,	
  els	
  pous	
  es	
  van	
  rentar	
  amb	
  PBS	
  1X	
   i	
  

després	
  amb	
  aigua	
  destil·∙lada.	
  Les	
  plaques	
  es	
  van	
  deixar	
  assecar	
  24h	
   i	
  es	
  va	
  afegir	
  Sodium	
  

Dodecyl	
   Sulfate	
   (SDS)	
   al	
   10%	
  per	
   tal	
   de	
   solubilitzar-­‐les.	
   L’absorbància	
   de	
   cada	
   placa	
   es	
   va	
  

llegir	
   a	
   595	
   nm	
   utilitzant	
   un	
   lector	
   de	
   plaques	
   espectrofotomètric.	
   La	
   supervivència	
   es	
   va	
  

calcular	
  com	
  el	
  percentatge	
  d’absorbància	
  respecte	
  les	
  cèl·∙lules	
  control	
  no	
  tractades.	
  

	
  

2. TRANSFECCIONS	
  
	
  

2.1. TRANSFECCIONS	
  TRANSIENTS	
  
	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  provocar	
  la	
  infra-­‐expressió	
  de	
  proteïnes,	
  es	
  va	
  utilitzar	
  el	
  sistema	
  dels	
  iRNA,	
  

concretament	
   dels	
   small	
   interfering	
   (siRNA)	
   o	
   dúplexs	
   d’oligonucleòtids	
   iRNA.	
   Els	
   dúplexs	
  

contra	
   ERp57	
   i	
   el	
   control	
   negatiu	
   (RNAi	
   Duplex	
   Stealth™)	
   es	
   van	
   obtenir	
   d’Invitrogen	
  

(Praisley,	
   UK).	
   La	
   seqüència	
   escollida	
   per	
   a	
   la	
   silenciació	
   de	
   ERp57	
   va	
   ser:	
   	
   5’-­‐

GAAGCUAAAUCCAAAGAAA-­‐3’.	
  	
  

	
   Cèl·∙lules	
  231-­‐BO2	
  es	
  van	
   transfectar	
  amb	
  el	
   siRNA	
  contra	
  ERp57	
  o	
  el	
   siRNA	
  control	
  

utilitzant	
   Lipofectamine™	
  2000	
  com	
  a	
  medi	
  de	
   transfecció	
   (1.5	
  µg/ml).	
   Les	
   cèl·∙lules	
  es	
  van	
  

sembrar	
   24h	
   abans	
   a	
   un	
   50-­‐60%	
   de	
   confluència	
   en	
   plaques	
   de	
   6	
   o	
   de	
   24	
   pous,	
   segons	
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convingués.	
   L’oligo	
  es	
  va	
  utilitzar	
  a	
  una	
  concentració	
  de	
  50	
  nM	
  dissolt	
  en	
  aigua	
  destil·∙lada	
  

estèril.	
  La	
  silenciació	
  proteica	
  es	
  va	
  seguir	
  a	
  24,	
  48	
   i	
  72h	
  per	
  PCR	
  semi-­‐quantitativa	
   	
   (veure	
  

Apartat	
  3)	
  i	
  per	
  Western	
  Blot	
  (veure	
  Apartat	
  4).	
  	
  	
   	
  

	
  

2.2. TRANSFECCIONS	
  ESTABLES	
  
	
  

	
   Les	
   cèl·∙lules	
   231-­‐BO2	
   es	
   van	
  marcar	
   utilitzant	
   un	
   vector	
   víric	
   peGFP-­‐CMV/Luc	
   que	
  

indueix	
  l’expressió	
  de	
  la	
  luciferasa	
  (Luc)	
  i	
  de	
  la	
  eGFP.	
  El	
  doble	
  marcatge	
  permet	
  la	
  selecció	
  de	
  

les	
  cèl·∙lules	
  que	
  expressen	
  el	
  vector	
  (gracies	
  a	
  eGFP)	
  així	
  com	
  el	
  seguiment	
  in	
  vivo	
  en	
  l’animal	
  

d’experimentació	
  (gracies	
  a	
  la	
  bioluminescència).	
  La	
  construcció	
  (Figura	
  11)	
  va	
  ser	
  cedida	
  pel	
  

Dr.	
  Jerónimo	
  Blanco	
  (Degano	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
  

	
  

Figura	
   11.	
   Representació	
   esquemàtica	
   del	
   vector	
   lentiviral	
   peGFP-­‐CMV/Luc.	
   L’expressió	
   dels	
   gens	
   eGFP	
   i	
  
Luciferasa	
  es	
  troba	
  controlada	
  per	
  el	
  LTR	
  lentiviral	
  i	
  els	
  promotors	
  SV40	
  i	
  CMV	
  respectivament.	
  

	
  

	
   El	
  procés	
  de	
  transfecció	
  vírica	
  es	
  va	
  realitzar	
  en	
  cèl·∙lules	
  BO2	
  adherides	
  durant	
  24h.	
  El	
  

sobrenedant	
  es	
  va	
  retirar	
   i	
  es	
  van	
  afegir	
  500	
  µL	
  de	
  sobrenedant	
  víric	
   junt	
  amb	
  polybrene	
  a	
  

una	
   concentració	
   final	
   de	
   8	
   µg/ml.	
   El	
   procés	
   es	
   va	
   repetir	
   dos	
   cops	
   més	
   (cada	
   24h),	
   i	
  

finalment	
   es	
   va	
   avaluar	
   l’eficiència	
   de	
   transfecció	
   per	
   observació	
   de	
   fluorescència	
   en	
   les	
  

cèl·∙lules.	
  Les	
  cèl·∙lules	
  positives	
  eGFP	
  es	
  van	
  seleccionar	
  per	
  cell	
  sorting.	
  	
  

	
   Es	
   va	
  avaluar	
   la	
   capacitat	
  bioluminescent	
  de	
   la	
  població	
  GFP+	
  escollida.	
  Per	
   això	
  es	
  

van	
  fer	
  assajos	
  d’activitat	
  luciferasa	
  in	
  vivo	
  (injecció	
  de	
  5x104	
  i	
  1x105	
  cèl·∙lules	
  en	
  la	
  pota	
  del	
  

ratolí).	
   Les	
   cèl·∙lules	
   es	
   van	
   expandir	
   per	
   ser	
   transfectades	
   de	
   nou	
   amb	
   el	
   vector	
   de	
  

silenciació.	
  	
  

	
   El	
  short	
  hairpin	
  RNA	
  (shRNA)	
  es	
  va	
  generar	
  utilitzant	
  el	
  sistema	
  siSTRIKE	
  U6	
  Hairpin	
  

Cloning	
  (Promega).	
  La	
  seqüència	
  codificant	
  d’ERp57	
  es	
  va	
  analitzar	
  en	
  busca	
  de	
  llocs	
  per	
  al	
  

direccionament	
   del	
   iRNA	
   utilitzant	
   el	
   siRNA	
   Target	
   Designer	
   de	
   Promega.	
   La	
   seqüència	
  

escollida	
  va	
  ser	
  la	
  següent:	
  shERp57	
  (5'-­‐GAGCTTACTGCATGTTTAT-­‐3').	
  Aquesta	
  correspon	
  als	
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nucleòtids	
   2378-­‐2396	
   del	
   trànscrit	
   d’ERp57	
   (GI:67083697).	
   De	
   manera	
   similar,	
   els	
  

constructes	
   control	
   es	
   van	
   produir	
   utilitzant	
   versions	
   scramble	
   de	
   la	
   seqüència	
   diana	
   del	
  

shERp57	
   indicada	
   anteriorment:	
   shControl	
   (5’-­‐GGACCCTTAAATGGTTTTT-­‐3’).	
   Es	
   van	
  

dissenyar	
  primers	
  al	
  voltant	
  d’aquestes	
  seqüències	
  (5’à3’):	
  	
  

	
  

shERp57	
  S:	
  	
   -­‐ACCGAGCTTACTGCATGTTTATAAGTTCTCTATAAACATGCAGTAAGCTCTTTTTC-­‐	
  

shERp57-­‐AS:	
  	
  -­‐TGCAGAAAAAGAGCTTACTGCATGTTTATAGAGAACTTATAAACATGCAGTAAGCT-­‐	
  

shControl-­‐S:	
  	
  	
  	
  	
  -­‐ACCGGACCCTTAAATGGTTTTTAAGTTCTCTAAAAACCATTTAAGGGTCCTTTTTC-­‐	
  

shControl-­‐AS:	
  -­‐TGCAGAAAAAGGACCCTTAAATGGTTTTTAGAGAACTTAAAAACCATTTAAGGGTC-­‐	
  

	
   	
  

	
   Aquests	
  primers	
  es	
  van	
  lligar	
  i	
  insertar	
  en	
  la	
  regió	
  Pst1	
  del	
  vector	
  psiSTRIKE	
  Neomycin	
  

(Figura	
  12)	
  segons	
   instruccions	
  del	
   fabricant.	
  Les	
  dues	
  seqüències	
   (shERp57	
   i	
   shControl)	
  es	
  

van	
  comprovar	
  en	
  el	
  GenBank	
  per	
  prevenir	
   interaccions	
  no	
  desitjades	
  amb	
  altres	
  transcrits	
  

de	
  mRNA.	
  Els	
  plàsmids	
  es	
  van	
  originar	
  amb	
  el	
  protocol	
  Qiagen	
  MaxiPrep	
   (Qiagen).	
  La	
  seva	
  

puresa	
   i	
   concentració	
   es	
   va	
   confirmar	
   per	
   anàlisi	
   espectrofotomètric	
   amb	
   NanoDrop	
   i	
   la	
  

qualitat	
  del	
  DNA,	
  en	
  gel	
  d’agarosa.	
  	
  

	
   Abans	
  de	
   transfectar,	
   les	
   cèl·∙lules	
  BO2	
  peGFP-­‐CMV/Luc	
   es	
   van	
   testar	
   per	
   descartar	
  

contaminació	
   per	
   micoplasma.	
   També	
   es	
   va	
   calcular	
   la	
   concentració	
   d’antibiòtic	
   G-­‐418	
  

(Invitrogen)	
  necessària	
  per	
  a	
  la	
  selecció	
  de	
  clons.	
  Després	
  dels	
  assajos	
  de	
  citotoxicitat	
  es	
  va	
  

establir	
  la	
  dosi	
  de	
  1	
  mg/ml	
  de	
  G-­‐418	
  (neomicina).	
  

	
  

	
  

	
  

	
   Figura	
  12.	
  Mapa	
  del	
  Vector	
  psiSTRIKETM	
  Neomycin	
   (4560	
  bp).	
   	
  El	
  
vector	
  siSTRIKE	
  conté	
  el	
  promotor	
  U6	
  que	
  és	
  reconegut	
  en	
  cèl·∙lules	
  
eucariotes	
   per	
   la	
   RNA	
   polimerasa	
   III	
   per	
   tal	
   de	
   transcriure	
   petits	
  
RNAs,	
   el	
   gen	
   que	
   li	
   confereix	
   resistència	
   a	
   ampicilina	
   (Ampr)	
   que	
  
permet	
  la	
  selecció	
  en	
  E.	
  Coli	
  i	
  el	
  gen	
  de	
  resistència	
  a	
  Neomicina.	
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   Per	
  a	
  la	
  silenciació	
  estable,	
  es	
  van	
  sembrar	
  2x105	
  cèl·∙lules	
  BO2	
  per	
  pou	
  en	
  placa	
  de	
  6	
  

pous.	
   Es	
   van	
   deixar	
   créixer	
   dos	
   dies	
   i	
   al	
   tercer	
   es	
   van	
   transfectar	
   amb	
   1,5	
   µg/ml	
   de	
  

Lipofectamine™	
  2000	
  (Invitrogen)	
  en	
  MCSS	
  i	
  3	
  µg	
  del	
  vector	
  control	
  (pSiStrike/mERp57)	
  o	
  del	
  

vector	
   que	
   contenia	
   la	
   seqüència	
   contra	
   	
   ERp57	
   (pSiStrike/hERp57).	
   Al	
   cap	
   de	
   4	
   hores	
   de	
  

silenciació,	
  es	
  va	
  afegir	
  un	
  volum	
  igual	
  de	
  MC	
  20%	
  per	
  tal	
  de	
  deixar	
  les	
  cèl·∙lules	
  en	
  10%	
  de	
  

SBF.	
  Després	
  de	
  16h,	
  es	
  va	
  afegir	
  neomicina	
  a	
  1	
  mg/ml	
  en	
  MC	
  20%.	
  El	
  medi	
  amb	
  antibiòtic	
  es	
  

canviava	
   cada	
   3-­‐4	
   dies	
   fins	
   que	
   la	
  majoria	
   de	
   cèl·∙lules	
   que	
   no	
   havien	
   incorporat	
   el	
   vector	
  

morien	
  i	
  es	
  podien	
  seleccionar	
  els	
  clons	
  que	
  sí	
  l’havien	
  incorporat.	
  	
  

	
   Finalment,	
   la	
   selecció	
   de	
   clons	
   shERp57	
   es	
   va	
   realitzar	
   per	
   dilució	
   límit.	
   Aquest	
  

mètode	
   consisteix	
   en	
   la	
   tripsinització	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   resistents	
   a	
   l’antibiòtic	
   i	
   la	
   seva	
  

posterior	
   sembra	
   en	
   plaques	
   de	
   96	
   a	
   una	
   dilució	
  molt	
   elevada,	
   per	
   tal	
   de	
   tenir	
   una	
   sola	
  

cèl·∙lula	
   per	
   pou.	
   Aquesta	
   tècnica	
   permet	
   el	
   creixement	
   de	
   poblacions	
   amb	
   origen	
  

monoclonal.	
  En	
  el	
  cas	
  dels	
  clons	
  control,	
   la	
  selecció	
  es	
  va	
  realitzar	
  picant	
  colònies	
  ja	
  que	
  la	
  

seva	
  distribució	
  en	
   la	
  placa	
  permetia	
  el	
  bon	
  aïllament	
   i	
   amplificació	
  d’aquestes	
  poblacions	
  

monoclonals.	
  

	
   Durant	
   el	
   procés	
   es	
   van	
   utilitzar	
   diversos	
   controls	
   interns	
   per	
   validar	
   l’eficàcia	
   del	
  

procés	
  de	
   transfecció.	
   En	
  primer	
   lloc,	
   cèl·∙lules	
  BO2	
  en	
  MC	
  10%	
  van	
   servir	
   per	
   controlar	
   el	
  

correcte	
  estat	
  i	
  creixement	
  d’aquestes	
  cèl·∙lules.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  es	
  van	
  utilitzar	
  cèl·∙lules	
  

BO2	
  crescudes	
  en	
  medi	
  amb	
  antibiòtic	
  sense	
  vector	
  per	
  tal	
  de	
  determinar	
  la	
  susceptibilitat	
  a	
  

l’antibiòtic	
  i	
  per	
  indicar	
  el	
  moment	
  en	
  què	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  transfectades	
  havien	
  incorporat	
  el	
  

vector.	
  Finalment,	
  també	
  vam	
  afegir	
  un	
  control	
  intern	
  amb	
  lipofectamina	
  però	
  sense	
  vector	
  

per	
  assegurar-­‐nos	
  que	
  la	
  lipofectamina	
  no	
  era	
  tòxica	
  per	
  les	
  cèl·∙lules.	
  	
  

	
   Els	
   clons	
   aïllats	
   es	
   van	
   caracteritzar	
   per	
   Western	
   Blot	
   (Apartat	
   4)	
   utilitzant	
  

l’amplificació	
  de	
  Neo	
  com	
  a	
  control	
  positiu	
  de	
  la	
  presència	
  del	
  vector	
  (Apartat	
  3B).	
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3. ANÀLISI	
  D’EXPRESSIÓ	
  GÈNICA	
  
	
  

3.1. EXTRACCIÓ	
  DE	
  RNA	
  i	
  RT-­‐PCR	
  
	
   	
  

L’anàlisi	
  de	
  la	
  silenciació	
  transient	
  d’ERp57	
  es	
  va	
  fer	
  per	
  PCR.	
  Es	
  va	
  aplicar	
  TRIzol	
  (Invitrogen)	
  

directament	
   sobre	
   les	
   cèl·∙lules	
   silenciades	
   i	
   es	
   va	
   seguir	
   el	
   protocol	
   del	
   fabricant	
  

(Chomczynski	
  and	
  Sacchi,	
  1987)	
  per	
  tal	
  d’extreure	
  el	
  RNA	
  total.	
  La	
  puresa	
  i	
  concentració	
  de	
  

RNA	
  es	
  va	
  avaluar	
  utilitzant	
  el	
  NanoDrop	
  i	
  la	
  seva	
  qualitat,	
  en	
  gel	
  d’agarosa	
  1%	
  (SeaKen®LE	
  

Agarose,	
  Cambrex).	
  

	
   Per	
  a	
  l’anàlisi	
  de	
  la	
  silenciació	
  d’ERp57	
  es	
  va	
  fer	
  la	
  transcripció	
  inversa	
  amb	
  300	
  ng	
  de	
  

RNA	
  total	
  en	
  un	
  volum	
  final	
  de	
  20	
  μl.	
  En	
  cada	
  reacció	
  es	
  van	
  utilitzar	
  per	
  a	
  cada	
  mostra	
  4	
  μl	
  

de	
  RT	
  buffer	
   5X	
   (Promega	
  Corporation,	
  WI),	
   2	
   μl	
   de	
  DTT	
   (0.1	
  M),	
   10	
  μl	
   de	
  dNTPs	
   (1	
  mM)	
  

(Amersham	
  Biosciences,	
  Buckinghamshire,	
  UK)	
  (1	
  mM),	
  	
  0.1	
  μl	
  de	
  poliT	
  (100	
  μM),	
  1	
  μl	
  de	
  M-­‐

MLV	
  RT	
   i	
  0.5	
  μl	
  d’inhibidor	
  de	
  ribonucleases	
  RNasin®	
   (Promega	
  Corporation,	
  Madison,	
  WI).	
  

	
   Les	
  condicions	
  de	
   reacció	
  van	
  ser	
   les	
   següents:	
  1	
  h	
  a	
  37	
  ºC	
   i	
  5	
  min	
  a	
  95	
  ºC.	
  Com	
  a	
  

control	
  negatiu	
  es	
  va	
  utilitzar	
  aigua,	
  en	
  lloc	
  de	
  RNA.	
  

	
  

3.2. PCR	
  SEMI-­‐QUANTITATIVA	
  I	
  REAL	
  TIME	
  
	
   	
  

La	
   reacció	
   de	
   PCR	
   semi-­‐quantitativa	
   es	
   va	
   realitzar	
   per	
   tal	
   d’avaluar	
   el	
   grau	
   de	
   silenciació	
  

gènica	
  utilitzant	
  ciclofilina	
  com	
  a	
  gen	
  de	
  control	
  (TAULA	
  1).	
  En	
  cada	
  reacció	
  es	
  van	
  utilitzar	
  2	
  

μl	
  de	
  mostra	
  amb	
  23	
  μl	
  de	
  MIX	
  (16.3	
  μl	
  d’aigua,	
  2.5	
  μl	
  de	
  tampó	
  10X,	
  3	
  μl	
  de	
  dNTPs,	
  0.5	
  μl	
  de	
  

primer	
  up	
  i	
  0.5	
  μl	
  de	
  primer	
  down,	
  0.2	
  μl	
  de	
  Taq	
  polimerasa).	
  L’especificitat	
  dels	
  productes	
  

es	
   va	
   validar	
   utilitzant	
   l’electroforesi	
   de	
   gels	
   d’agarosa	
   al	
   2%.	
   El	
   tamany	
   dels	
   fragments	
  

obtinguts	
  es	
  va	
  determinar	
  a	
  partir	
  del	
  marcador	
  Hae	
  III.	
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5. TINCIONS	
  
	
  

5.1. TINCIONS	
  LIPÍDIQUES	
  
	
  

	
   Es	
  van	
  utilitzar	
  dos	
  tipus	
  de	
  tincions	
  per	
  tal	
  de	
  veure	
  tant	
  els	
  nivells	
  com	
  la	
  distribució	
  

de	
  lípids	
  en	
  les	
  cèl·∙lules.	
  	
  

	
   Nile	
   Red	
   (9-­‐diethylamino-­‐5H-­‐benzo[a]phenoxazine-­‐5-­‐one):	
   És	
   una	
   molècula	
   que	
  

s’utilitza	
  en	
  la	
  detecció	
  de	
  lípids	
  ja	
  que	
  s’hi	
  uneix	
  amb	
  alta	
  afinitat	
  i	
  especificitat	
  (Greenspan	
  

et	
  al.,	
  1985).	
  Addicionalment,	
  mostra	
  alta	
  sensibilitat	
  al	
  grau	
  d’hidrofobicitat	
  que	
  resulta	
  en	
  

un	
   viratge	
   de	
   l’espectre	
   d’emissió	
   del	
   vermell	
   característic	
   dels	
   lípids	
   polars,	
   al	
   groc	
   dels	
  

lípids	
  no-­‐polars	
  (Diaz	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

	
   Es	
   van	
   sembrar	
   6x104	
   cèl·∙lules	
   en	
   plaques	
   de	
   24	
   que	
   contenien	
   cobreobjectes	
  

recoberts	
  de	
  gelatina	
  al	
  2%.	
  24h	
  després,	
  les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  fixar	
  en	
  paraformaldehid	
  (PFA)	
  

4%,	
  es	
  van	
  rentar	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  es	
  van	
  tenyir	
  amb	
  Nile	
  Red	
  (Sigma)	
  a	
  una	
  concentració	
  final	
  

de	
   1µg/ml	
   en	
   PBS	
   1X	
   durant	
   1	
   h.	
   Els	
   cobreobjectes	
   es	
   van	
   muntar	
   sobre	
   portaobjectes	
  

utilitzant	
  Vectashield	
  (Vector	
  Laboratories)	
  marcat	
  amb	
  DAPI,	
  per	
  tal	
  d’observar	
  els	
  nuclis.	
  	
  

	
   Filipin:	
  És	
  una	
  molècula	
  que	
  es	
  fixa	
  al	
  colesterol	
  lliure	
  de	
  la	
  cèl·∙lula.	
  La	
  intensitat	
  de	
  la	
  

tinció	
  és	
  proporcional	
  als	
  nivells	
  de	
  lípids	
  intracel·∙lulars.	
  El	
  procediment	
  per	
  a	
  la	
  tinció	
  va	
  ser	
  

el	
  mateix	
  que	
  per	
  al	
  Nile	
  Red,	
  però	
  sembrant	
  8x104	
  cèl·∙lules	
  i	
  utilitzant	
  Filipin	
  (Sigma)	
  a	
  una	
  

concentració	
  final	
  de	
  20µg/ml	
  en	
  PBS	
  1X	
  durant	
  2	
  h.	
  Els	
  cobreobjectes	
  es	
  van	
  muntar	
  com	
  ja	
  

s’ha	
  descrit	
  però	
  utilitzant	
  Vectashield	
  sense	
  DAPi,	
  ja	
  que	
  Filipin	
  emet	
  en	
  la	
  regió	
  de	
  l’UV.	
  Les	
  

preparacions	
  es	
  van	
  analitzar	
  en	
  el	
  microscopi	
  Olympux	
  BX60	
  (Olympus,	
  Japó),	
  utilitzant	
  els	
  

filtres	
  adequats	
  i	
  magnificació	
  de	
  40	
  o	
  60X.	
  	
  

	
   La	
  quantificació	
  de	
  les	
  imatges	
  es	
  va	
  realitzar	
  amb	
  el	
  software	
  ImageJ,	
  quantificant	
  la	
  

densitat	
   integrada	
   (Int	
   Dens)	
   en	
   una	
   àrea	
   constant	
   i	
   dividint	
   pel	
   nombre	
   de	
   cèl·∙lules	
   en	
  

aquella	
  àrea.	
  Els	
  valors	
  es	
  van	
  representar	
  com	
  la	
  mitjana	
  de	
  fluorescència	
  per	
  cèl·∙lula	
   (Int	
  

Dens/cell).	
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5.2. IMMUNOTINCIONS	
  
	
  

5.2.1. Microscòpia	
  de	
  fluorescència	
  i	
  confocal	
  
	
   	
  

	
   Per	
  als	
  experiments	
  de	
  microscòpia	
  de	
  fluorescència	
  i/o	
  confocal,	
  es	
  van	
  sembrar	
  60-­‐

150	
  x	
  103	
  cèl·∙lules	
  en	
  plaques	
  de	
  24	
  o	
  6	
  pous	
  que	
  contenien	
  cobreobjectes.	
  Els	
  cobreobjectes	
  

s’havien	
   recobert	
   prèviament	
   amb	
   gelatina	
   al	
   2%.	
   El	
   protocol	
   es	
   va	
   adaptar	
   segons	
   si	
   es	
  

detectava	
  antigen	
  de	
  membrana	
  o	
  intracel·∙lular.	
  	
  

	
   Per	
  a	
  la	
  detecció	
  d’antígens	
  intracel·∙lulars,	
  les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  rentar	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  es	
  

van	
   fixar	
   amb	
   PFA	
   4%	
   fred	
   durant	
   15	
   min	
   a	
   4ºC.	
   A	
   continuació	
   es	
   va	
   bloquejar	
   i	
  

permeabilitzar	
   amb	
   SBF	
   20%	
   en	
   PBS	
   1X	
   que	
   contenia	
   Tritó	
   X-­‐100	
   0.2%	
   durant	
   45	
   min	
   a	
  

temperatura	
   ambient.	
   La	
   incubació	
   amb	
   l’anticòs	
   primari	
   es	
   va	
   realitzar	
   durant	
   1.5	
   h	
   a	
   la	
  

concentració	
  adequada.	
  Es	
  van	
  fer	
  3	
  rentats	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  es	
  va	
  incubar	
  durant	
  35	
  min	
  amb	
  

l’anticòs	
  secundari	
  fluorescent	
  pertinent	
  (TAULA	
  9).	
  	
  

	
   Per	
  a	
  la	
  detecció	
  d’antígens	
  de	
  membrana,	
  es	
  va	
  rentar	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  es	
  va	
  procedir	
  

al	
  bloqueig	
  i	
  incubació	
  amb	
  l’anticòs	
  primari.	
  Aquest	
  es	
  va	
  diluïr	
  a	
  la	
  concentració	
  pertinent	
  

en	
  PBS1X	
  amb	
  SBF	
  al	
  5%	
  durant	
  1.5	
  h	
  a	
  4ºC.	
  Es	
  van	
  fer	
  3	
  rentats	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  es	
  va	
  fixar	
  en	
  

PFA	
  4%	
  com	
  ja	
  s’ha	
  indicat.	
  Després	
  de	
  3	
  rentats	
  en	
  PBS	
  1X,	
  es	
  procedia	
  a	
  la	
  incubació	
  amb	
  el	
  

secundari	
  com	
  s’ha	
  descrit	
  prèviament	
  (TAULA	
  9).	
  	
  

	
   Els	
   cobreobjectes	
   es	
   van	
   muntar	
   com	
   s’ha	
   descrit	
   en	
   l’apartat	
   anterior	
   5A.	
   Les	
  

preparacions	
   es	
   van	
   analitzar	
   en	
   un	
   microscopi	
   Olympus	
   BX60.	
   En	
   tots	
   els	
   casos,	
   com	
   a	
  

control	
   negatiu	
   es	
   van	
   utilitzar	
   les	
   cèl·∙lules	
   incubades	
   només	
   amb	
   l’anticòs	
   secundari	
   a	
   la	
  

concentració	
  de	
  treball,	
  sense	
  anticòs	
  primari.	
  	
  

	
   En	
  el	
  cas	
  concret	
  de	
  detecció	
  de	
  vimentina,	
  la	
  fixació	
  es	
  va	
  realitzar	
  amb	
  metanol	
  fred	
  

durant	
  2	
  minuts	
  i	
  es	
  van	
  rentar	
  les	
  cèl·∙lules	
  varies	
  vegades	
  amb	
  PBS	
  1X	
  fins	
  eliminar	
  totes	
  les	
  

restes	
  de	
  metanol.	
  A	
  partir	
  d’aquí,	
  es	
  va	
  procedir	
  com	
  ja	
  s’ha	
  descrit.	
  

	
   Per	
  a	
   l’anàlisi	
   confocal	
  de	
  co-­‐localització,	
   es	
  va	
  utilitzar	
  un	
   sistema	
  de	
  visualització	
  

laser-­‐scanning	
   Nikon	
  C1-­‐Si	
   (Nikon	
   Inc),	
  muntat	
   sobre	
   un	
  microscopi	
   invertit	
  Nikon	
   Ti-­‐E.	
   La	
  

quantificació	
   es	
   va	
   fer	
   utilitzant	
   el	
   programa	
   ImageJ.	
   En	
   primer	
   lloc	
   es	
   van	
   seleccionar	
   els	
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plans	
  d’interès	
  per	
  a	
  cada	
   imatge	
   i	
  es	
  va	
   restar	
  el	
   fons.	
  A	
  continuació,	
  es	
  va	
  determinar	
  el	
  

llindar	
  de	
  positivitat	
  en	
  els	
  dos	
  canals	
  (vermell	
  i	
  verd).	
  Aquests	
  valors	
  s’aplicaven	
  per	
  igual	
  a	
  

totes	
   les	
   imatges.	
   A	
   continuació	
   es	
   procedia	
   a	
   l’anàlisi	
   de	
   co-­‐localització	
   dels	
   dos	
   canals,	
  

aplicant	
  una	
  ratio	
  del	
  50%	
   i	
  els	
  valors	
  mínims	
  dels	
   llindars	
  determinats	
  anteriorment	
  per	
  a	
  

cada	
  canal.	
  Aquest	
  pas	
  crea	
  una	
  imatge	
  en	
  blanc	
  i	
  negre	
  que	
  conté	
  els	
  pixels	
  on	
  co-­‐localitzen	
  

els	
   dos	
   canals.	
   Aquesta	
   màscara	
   s’aplica	
   sobre	
   la	
   imatge	
   original,	
   obtenint	
   dos	
   valors:	
   el	
  

percentatge	
   d’intensitats	
   del	
   vermell	
   que	
   colocalitzen	
   amb	
   el	
   verd	
   en	
   l’area	
   d’interés	
   i	
   el	
  

contrari.	
  En	
  el	
  nostre	
  cas,	
  vam	
  representar	
  el	
  percentatge	
  de	
  verd	
  (HLA	
  I)	
  que	
  co-­‐localitzava	
  

amb	
  el	
  vermell	
  (ERp57).	
  

	
   Per	
   a	
   les	
   tincions	
   mitocondrials	
   es	
   va	
   utilitzar	
   el	
   mitotracker	
   green	
   (Molecular	
  

Probes®	
   Invitrogen	
  M-­‐7514)	
   a	
   100	
  nM	
  en	
  Medi	
  Complet	
   10%.	
   Les	
   cèl·∙lules	
   es	
   van	
   incubar	
  

durant	
  30	
  min,	
  es	
  van	
  rentar	
  amb	
  medi	
  complet	
  i	
  es	
  van	
  analitzar	
  per	
  microscòpia	
  confocal	
  

sense	
  fixar.	
  Per	
  a	
  la	
  presa	
  d’imatges,	
  es	
  va	
  utilitzar	
  el	
  microscopi	
  confocal	
  SP2	
  Leica	
  amb	
  un	
  

objectiu	
   de	
   63X.	
   Com	
   a	
   làser	
   d’excitació	
   es	
   va	
   utilitzar	
   un	
   làser	
   d’argó	
   (488	
   nm)	
   i	
   es	
   va	
  

detectar	
  l’emissió	
  a	
  500-­‐540.	
  La	
  quantificació	
  de	
  l’elongació	
  i	
  interconnectivitat	
  mitocondrial	
  

es	
  va	
  realitzar	
  amb	
  el	
  programa	
  ImageJ	
  seguint	
  el	
  mètode	
  descrit	
  (Dagda	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

	
   Breument,	
   el	
   canal	
   verd	
   es	
   va	
   passar	
   a	
   escala	
   de	
   grisos,	
   es	
   va	
   invertir	
   per	
   tal	
   de	
  

mostrar	
  la	
  fluorescència	
  específica	
  de	
  mitocondris	
  com	
  a	
  pixels	
  negres	
  i	
  es	
  va	
  fixar	
  el	
  llindar	
  

entre	
  90	
  i	
  100	
  per	
  tal	
  de	
  resoldre	
  mitocondris	
  de	
  manera	
  individual.	
  Es	
  va	
  utilitzar	
  la	
  funció	
  

Analyze	
  particles,	
  per	
  a	
   l’estudi	
  dels	
  paràmetres	
  circularitat,	
  àrea	
   i	
  perímetre	
  mitocondrial.	
  

L’elongació	
  es	
   va	
  definir	
   com	
   la	
   inversa	
  de	
   la	
   circularitat,	
  mentre	
  que	
   la	
   interconnectivitat	
  

mitocondrial	
  es	
  va	
  calcular	
  com	
  la	
  ratio	
  area/perímetre.	
  En	
  ambdós	
  casos	
  es	
  va	
  utilitzar	
  un	
  

anàlisi	
   de	
   freqüències	
   per	
   tal	
   de	
   definir	
   l’abundància	
   de	
   cada	
   fenotip	
   o	
   interval	
   de	
   valors	
  

definit	
  i	
  es	
  va	
  calcular	
  el	
  percentatge	
  en	
  front	
  del	
  total	
  de	
  mitocondris	
  analitzats.	
  Els	
  fenotips	
  

establerts	
  corresponen	
  als	
  fenotip	
  fragmentat,	
  intermig	
  i	
  tubular.	
  No	
  es	
  van	
  tenir	
  en	
  compte	
  

els	
  valors	
  de	
  circularitat	
  de	
  1	
  per	
  tal	
  de	
  minimitzar	
  els	
  errors	
  del	
  programa	
  en	
  la	
  identificació	
  

mitocondrial.	
  Es	
  van	
  analitzar	
  una	
  mitjana	
  de	
  90	
  cèl·∙lules	
  per	
  cada	
  línia.	
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5.2.2. Immunocitoquímica	
  
	
  

	
   Es	
   van	
   realitzar	
   immunotincions	
   en	
   cèl·∙lules,	
   utilitzant	
   anticossos	
   secundaris	
   no	
  

fluorescents	
  que	
   requerien	
  d’un	
   tipus	
  de	
   revelat	
  específic.	
  Per	
  a	
  aquest	
   tipus	
  de	
   tinció,	
  es	
  

van	
  realitzar	
  citospins	
  amb	
  les	
  línies	
  cel·∙lulars	
  231	
  i	
  BO2,	
  carregant	
  500	
  µl	
  d’una	
  suspensió	
  de	
  

5x104	
   cells/ml	
   i	
   centrifugant	
   la	
  mostra	
  a	
  1000	
   rpm	
  durant	
  3	
  min.	
   Els	
  portaobjectes	
  es	
   van	
  

assecar	
  i	
  fixar	
  en	
  acetona	
  durant	
  5	
  min.	
  	
  

	
   Els	
  anticossos	
  utilitzats	
  contra	
  diferents	
  subtipus	
  d’HLA	
   I	
  apareixen	
  a	
   la	
  TAULA	
  9.	
  El	
  

revelat	
   es	
   va	
   realitzar	
   amb	
   el	
   Sistema	
   de	
   Detecció	
   Novolink	
   Polymer	
   (Leica	
  Microsystems	
  

Inc,,	
  Bannockburn,	
  USA)	
  	
  

	
   Per	
  a	
  la	
  quantificació,	
  les	
  cèl·∙lules	
  marcades	
  van	
  ser	
  analitzades	
  per	
  dos	
  examinadors	
  

diferents	
   i	
   l’expressió	
   d’HLA	
   tipus	
   I	
   va	
   ser	
   determinada	
   per	
   a	
   cada	
   anticòs	
   seguint	
   els	
  

següents	
  paràmetres:	
   la	
  reactivitat	
  amb	
  els	
  diferents	
  anticossos	
  monoclonals	
  es	
  va	
  graduar	
  

(segons	
  el	
  HLA	
  &	
  Cancer	
  Component	
  of	
   the	
  12th	
   IHW	
  (Garrido	
  et	
  al.,	
  1997)	
  com	
  a	
  negatiu	
  

quan	
   <25%	
   de	
   cèl·∙lules	
   estaven	
   marcades,	
   com	
   heterogènia	
   entre	
   25-­‐75%	
   de	
   cèl·∙lules	
  

marcades,	
  o	
  bé	
  positiva	
  si	
  >75%	
  de	
  cèl·∙lules	
  estaven	
  tenyides.	
  Els	
  resultats	
  es	
  van	
  etiquetar	
  

com	
  a	
  marcatge	
  altament	
  positiu	
  (+++),	
  	
  mitjà	
  (++)	
  i	
  poc	
  positiu	
  (+)	
  quan	
  el	
  marcatge	
  cel·∙lular	
  

era	
  fluix	
  però	
  encara	
  superior	
  al	
  control	
  negatiu,	
  on	
  normalment	
  s’utilitza	
  sèrum	
  no-­‐immune	
  

en	
  lloc	
  d’anticòs	
  específic.	
  

	
  

5.2.3. 	
  Citometria	
  de	
  flux	
   	
  
	
   	
  

	
   La	
  tècnica	
  de	
  la	
  citometria	
  de	
  flux	
  es	
  va	
  utilitzar	
  com	
  a	
  eina	
  quantitativa	
  del	
  marcatge	
  

fluorescent	
  i,	
  per	
  tant,	
  com	
  a	
  quantificació	
  de	
  l’abundància	
  de	
  la	
  proteïna	
  d’interès.	
  	
  

	
   El	
   protocol	
   seguit	
   va	
   ser	
   el	
  mateix	
   que	
   l’aplicat	
   pel	
   cas	
   de	
   la	
   immunofluorescència	
  

(IF),	
   excepte	
   que	
   per	
   a	
   l’antigen	
   de	
   membrana	
   les	
   cèl·∙lules	
   es	
   van	
   fixar	
   després	
   de	
   les	
  

incubacions	
  amb	
  els	
  anticossos.	
  

	
   L’anàlisi	
   per	
   citometria	
   es	
   va	
   realitzar	
   en	
   un	
   FACSCalibur	
   (Becton	
   Dickinson)	
   i	
   les	
  

dades	
  es	
  van	
  analitzar	
  amb	
  els	
  programes	
  CellQuest	
  Pro	
  i	
  FlowJo.	
  Per	
  a	
  cada	
  línia	
  cel·∙lular	
  es	
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van	
   utilitzar	
   dos	
   tipus	
   de	
   control	
   negatiu:	
   cèl·∙lules	
   sense	
   marcar,	
   com	
   a	
   control	
  

d’autofluorescència,	
   i	
   cèl·∙lules	
   incubades	
   només	
   amb	
   l’anticòs	
   secundari.	
   Aquest	
   darrer	
  

control	
  servia	
  per	
  fixar	
  els	
  settings	
  de	
  l’instrument	
  per	
  a	
  cada	
  experiment.	
  Els	
  valors	
  de	
  MFI	
  

del	
  control	
  negatiu	
  es	
  van	
  restar	
  dels	
  valors	
  de	
  MFI	
  de	
  cada	
  anticòs	
  per	
  a	
  cada	
  línia	
  cel·∙lular.	
  

Per	
  tal	
  de	
  comparar	
  dades	
  de	
  diferents	
  experiments,	
  es	
  van	
  normalitzar	
  tots	
  els	
  valors	
  pels	
  

de	
  la	
  línia	
  parental	
  (435-­‐P	
  o	
  231,	
  segons	
  l’experiment).	
  

	
  

6. ANÀLISIS	
  METABÒLICS	
  
	
  

6.1. ESPECTROSCÒPIA	
  RAMAN	
  	
  	
  	
  	
  
	
  

	
   Per	
  a	
  l’anàlisi	
  d’àcids	
  grassos	
  es	
  va	
  utilitzar	
  la	
  tècnica	
  d’espectroscòpia	
  Raman	
  (RS)	
  en	
  

col·∙laboració	
   amb	
   el	
   grup	
   del	
   Dr.	
   Petrov	
   (ICFO).	
   RS	
   és	
   una	
   tècnica	
   òptica	
   que	
   utilitza	
   la	
  

dispersió	
  inelàstica	
  de	
  fotons	
  per	
  tal	
  de	
  descriure	
  enllaços	
  moleculars	
  específics	
  (Freudiger	
  et	
  

al.,	
   2008).	
   Quan	
   una	
  mostra	
   s’il·∙lumina	
   amb	
   un	
   feix	
   òptic,	
   una	
   petita	
   porció	
   de	
   fotons	
   es	
  

dispersa	
  de	
  forma	
  inelàstica	
  degut	
  als	
  enllaços	
  intramoleculars	
  presents.	
  Quan	
  això	
  succeeix,	
  

un	
   fotó	
   cedeix	
   energia	
   a,	
   o	
   bé	
   rep	
   energia	
   de	
   la	
   molècula,	
   produint	
   un	
   canvi	
   en	
   l’estat	
  

vibracional	
  d’aquesta.	
  Quan	
  el	
  fotó	
  s’escapa	
  de	
  la	
  mostra	
  presenta	
  un	
  nivell	
  energètic	
  alterat	
  

i,	
  per	
  tant,	
  una	
  longitud	
  d’ona	
  alterada.	
  Aquest	
  canvi	
  energètic	
  es	
  coneix	
  com	
  a	
  Raman	
  shift	
  i	
  

és	
   específic	
   de	
   cada	
   tipus	
   d’enllaç	
   químic;	
   així,	
   cada	
   molècula	
   té	
   el	
   seu	
   propi	
   espectre	
  

Raman,	
  un	
  gràfic	
  on	
  es	
  representa	
   la	
   intensitat	
  del	
  Raman	
  shift	
   com	
  a	
   funció	
  directa	
  de	
   la	
  

composició	
  molecular	
  del	
  material	
  que	
  s’està	
  estudiant.	
  	
  

	
   El	
   Raman	
   és	
   una	
   tècnica	
   no-­‐destructiva	
   que	
   no	
   necessita	
   cap	
   tipus	
   de	
   tinció	
   i	
   que	
  

permet	
   l’anàlisi	
  directe	
  de	
  mostres	
  biològiques	
   tant	
   in	
   vitro	
   com	
  ex	
  vivo	
   (Min	
  et	
  al.,	
  2011;	
  

Popp	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Aquestes	
   característiques	
   la	
   fan	
   una	
   tècnica	
   ideal	
   per	
   a	
   múltiples	
  

aplicacions	
  biomèdiques,	
  com	
  en	
  el	
  camp	
  del	
  càncer,	
  degut	
  a	
   la	
  seva	
  habilitat	
  per	
  detectar	
  

DNA/RNA,	
  proteïnes	
  o	
  lípids	
  i	
  que,	
  per	
  tant,	
  permet	
  el	
  seguiment	
  de	
  canvis	
  cel·∙lulars.	
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   Les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  sembrar	
  en	
  plaques	
  de	
  Petri	
  que	
  contenien	
  un	
  cobreobjectes	
  #0	
  i,	
  

després	
  de	
  48h	
  en	
  medi	
  amb	
  glucosa	
  o	
  sense	
  (4.5	
  o	
  0	
  mg/ml,	
  respectivament)	
  es	
  van	
  fixar	
  en	
  

PFA	
  4%	
  com	
  ja	
  s’ha	
  descrit	
  a	
  la	
  secció	
  5B.1	
  i	
  	
  es	
  van	
  mantenir	
  en	
  PBS	
  1X	
  per	
  l’anàlisi.	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
  13.	
  Esquema	
  de	
  microscopi	
  Raman	
  i	
  d’espectre	
  obtingut.	
  Esquerra:	
  Microscopi	
  Raman	
  InVia	
  (Renishaw)	
  
amb	
  un	
  feix	
  laser	
  de	
  514nm	
  centrat	
  en	
  un	
  objectiu	
  de	
  60X	
  i	
  9mW	
  de	
  potència.	
  	
  Dreta:	
  Exemple	
  d’espectres	
  crus	
  
mostrant	
  les	
  bandes	
  de	
  TFA	
  (2853	
  cm-­‐1)	
  i	
  TUFA	
  (3015	
  cm-­‐1)	
  en	
  dues	
  poblacions	
  de	
  cèl·∙lules	
  435P.	
  	
  

	
  

	
   El	
   sistema	
  Raman	
  utilitzat	
  és	
  un	
   inVia	
  Renishaw	
  (Apply	
   Innovation,	
  Gloucestershire,	
  

UK)	
  amb	
  un	
  làser	
  de	
  514	
  nm	
  que	
  produeix	
  un	
  feix	
  d’excitació	
  d’aproximadament	
  10	
  mW	
  de	
  

potència.	
  Aquest	
   làser	
   s’enfoca	
  a	
   la	
  mostra	
  amb	
  un	
  microscopi	
  que	
   té	
  un	
  objectiu	
  de	
  60X	
  

(Edmund,	
  York,	
  UK)	
  i	
  utilitza	
  una	
  configuració	
  backscatter.	
  Les	
  mesures	
  es	
  van	
  realitzar	
  en	
  la	
  

regió	
  citoplasmàtica	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  i	
  també	
  fora	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  (PBS	
  1X),	
  com	
  a	
  control	
  de	
  que	
  

les	
   mesures	
   no	
   presentaven	
   interferències.	
   L’espectre	
   Raman	
   es	
   va	
   enregistrar	
   en	
   un	
  

dispositiu	
   CCD	
   (charge-­‐coupled	
   device)	
   que	
   funciona	
   com	
   a	
   detector	
   (Renishaw	
   RenCam).	
  

L’espectre	
  enregistrat	
  s’analitza	
  posteriorment	
  amb	
  el	
  programa	
  Renishaw	
  WiRE	
  que	
  permet	
  

fixar	
  els	
  paràmetres	
  d’interès.	
  	
  

	
   Als	
   espectres	
   obtinguts	
   se’ls	
   va	
   restar	
   el	
   fons	
   amb	
   el	
   programa	
   Labview	
   segons	
   el	
  

mètode	
  establert	
  (Mikhailyuk	
  and	
  Razzhivin,	
  2003)	
  i	
  es	
  van	
  realitzar	
  els	
  Gaussian	
  fits	
  per	
  a	
  la	
  

banda	
   de	
   TFA	
   (2853	
   cm-­‐1)	
   o	
   TUFA	
   (3015	
   cm-­‐1)	
   amb	
   el	
   programa	
  Matlab	
   (Freudiger	
   et	
   al.,	
  

2008).	
  Aquesta	
  tècnica	
  espectroscòpica	
  va	
  permetre	
  la	
  quantificació	
  d‘àcids	
  grassos	
  totals	
  o	
  

Total	
  Fatty	
  Acids	
  (TFA)	
  i	
  d’àcids	
  grassos	
  insaturats	
  totals	
  o	
  Total	
  Unsaturated	
  FA	
  (TUFA)	
  en	
  el	
  

citoplasma.	
  La	
  quantificació	
  es	
  va	
  realitzar	
  utilitzant	
  l’alçada	
  de	
  la	
  banda.	
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4.5	
  h	
  en	
  un	
  incubador	
  a	
  37ºC	
  sense	
  CO2.	
  Durant	
  aquest	
  temps,	
  el	
  CO2	
  produit	
  en	
  l’oxidació	
  

passa	
  a	
  través	
  dels	
   forats	
  del	
  parafilm	
   impregnant	
  el	
  Whatman	
  en	
  reaccionar	
  amb	
  el	
  KOH.	
  

Per	
   avaluar	
   les	
   possibles	
   fugues	
   de	
   gas	
   a	
   través	
   del	
   sistema,	
   en	
   cada	
   experiment	
   es	
  

col·∙loquen	
   pous	
   sense	
   mescla	
   radioactiva	
   i	
   es	
   compta	
   la	
   radioactivitat	
   adherida	
   al	
   paper	
  

Whatman.	
   Si	
   apareix	
   una	
  quantitat	
   significativa	
   de	
   radioactivitat,	
   l’experiment	
   es	
   descarta	
  

degut	
  a	
  la	
  presència	
  de	
  difusió	
  de	
  gas	
  entre	
  pous.	
  	
  

	
   Passat	
   el	
   temps	
   d’incubació,	
   es	
   van	
   injectar	
   a	
   través	
   del	
   parafilm	
   100	
   µl	
   d’àcid	
  

perclòric	
   40%	
   i	
   ràpidament	
  es	
   va	
   col·∙locar	
  una	
  altra	
  peça	
  de	
  parafilm	
   sobre	
  el	
   pou	
   i	
   es	
   va	
  

ajustar.	
   D’aquesta	
   manera,	
   el	
   CO2	
   que	
   comença	
   a	
   desprendre’s	
   no	
   s’escapa	
   pel	
   forat	
  

realitzat	
  amb	
  la	
  xeringa.	
  Es	
  torna	
  a	
  col·∙locar	
   la	
  tapa	
   i	
  es	
  deixa	
  tota	
   la	
  nit	
  perquè	
  tot	
  el	
  CO2	
  

quedi	
  atrapat	
  al	
  paper.	
  Degut	
  a	
  l’acció	
  de	
  l’àcid	
  perclòric	
  cal	
  posar	
  pous	
  extres	
  en	
  els	
  que	
  no	
  

es	
  realitzi	
  l’oxidació	
  i	
  que	
  serveixen	
  per	
  a	
  la	
  determinació	
  de	
  la	
  concentració	
  proteica.	
  	
  

	
   Al	
  dia	
  següent,	
  la	
  peça	
  de	
  paper	
  Whatman	
  es	
  va	
  col·∙locar	
  en	
  vials	
  amb	
  5	
  ml	
  de	
  líquid	
  

de	
  centelleig	
  i	
  es	
  van	
  comptar	
  durant	
  1	
  min.	
  Per	
  a	
  cada	
  línia	
  cel·∙lular,	
  es	
  va	
  incloure	
  un	
  pou	
  

per	
  a	
  la	
  quantificació	
  de	
  la	
  concentració	
  de	
  proteïna;	
  així,	
  les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  recollir	
  amb	
  250	
  

µl	
  de	
  tampó	
  de	
  llisi	
  i	
  es	
  van	
  quantificar	
  com	
  ja	
  s’ha	
  descrit	
  (Apartat	
  4B).	
  	
  

	
   Els	
  resultats	
  s’expressen	
  com:	
  

nmol	
  palmitat	
  x	
  mg-­‐1	
  prot	
  x	
  h-­‐1	
  =	
  (cpm	
  mostra-­‐cpm	
  blanc)	
  x	
  125	
  /	
  (cpm	
  totals	
  x	
  mg	
  prot	
  x	
  h)	
  

	
   on	
  125	
  són	
  els	
  nmols	
  de	
  palmimtat	
  per	
  pou,	
  cpm	
  totals	
  són	
  les	
  comptes	
  resultants	
  de	
  

comptar	
  directament	
  50	
  µl	
  de	
  palmitat	
  radioactiu	
  utilitzat	
  per	
  pou	
  i	
  h	
  és	
  el	
  temps	
  d’incubació	
  

en	
  hores.	
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7. EXPERIMENTACIÓ	
  IN	
  VIVO	
  
	
  

7.1. MANTENIMENT	
  ANIMAL	
  
	
  

	
   Per	
  als	
  experiments	
   in	
  vivo	
  es	
  van	
  utilitzar	
  ratolins	
  SPF	
  (animals	
  lliures	
  de	
  patògens)	
  

del	
  tipus	
  NOD/SCID	
  (Charles	
  River).	
  Tots	
  els	
  animals	
  eren	
  femelles	
  amb	
  un	
  pes	
  entre	
  22	
  i	
  25	
  

g.	
   Els	
   animals	
  es	
   van	
  mantenir	
  estabulats	
  en	
  gàbies	
  apilades	
  en	
  un	
   rack	
   individual	
   ventilat	
  

tipus	
   IIL	
   (IVC)	
   de	
   la	
   casa	
   Allentown	
   que	
   compleix	
   la	
   normativa	
   vigent.	
   Els	
   ratolins	
   es	
   van	
  

mantenir	
  en	
  gàbies	
  amb	
  menjar	
  i	
  beguda	
  ad	
  libitum	
  a	
  una	
  temperatura	
  de	
  20-­‐22	
  ºC,	
  humitat	
  

relativa	
  del	
  60-­‐70%	
  i	
  amb	
  cicles	
  llum/foscor	
  de	
  12h,	
  a	
  l’estabulari	
  de	
  l’IDIBELL.	
  La	
  neteja	
  de	
  

les	
   gàbies	
   així	
   com	
   la	
   revisió	
   veterinària	
   es	
   va	
   realitzar	
   de	
  manera	
   setmanal	
   i	
   complint	
   la	
  

normativa	
   establerta	
   per	
   la	
   AAALAC	
   (Association	
   for	
   Assessment	
   and	
   Acreditation	
   of	
  

Laboratory	
  Animal	
  Care	
  International).	
  	
  

	
  

7.2. INDUCCIÓ	
  DE	
  METÀSTASIS	
  ÒSSIES	
  	
  
	
  

	
   Les	
  cèl·∙lules	
  shERp57BO2C21,	
  shERp57BO2C32	
  i	
  shBO2/GFPCT4	
  (n=7	
  per	
  a	
  cada	
  línia)	
  

es	
   van	
   injectar	
   en	
   la	
   vena	
   de	
   la	
   cua	
   amb	
   una	
   xeringa	
   d’insulina	
   i	
   agulla	
   de	
   30G	
   a	
   una	
  

concentració	
  de	
  1x106	
  cèl·∙lules	
  en	
  0.10	
  ml	
  HBSS.	
  El	
  seguiment	
  de	
  les	
  metàstasis	
  òssies	
  es	
  va	
  

realitzar	
  per	
  bioluminescència	
  com	
  es	
  detalla	
  a	
  l’apartat	
  7C.	
  

	
   A	
  temps	
  final	
  de	
  l’experiment,	
  els	
  animals	
  es	
  van	
  sacrificar	
  i	
  es	
  van	
  preservar	
  ossos	
  i	
  

pulmons	
  tal	
   i	
  com	
  s’explica	
  a	
   l’apartat	
  8A.	
  L’experiment	
  es	
  va	
  realitzar	
  sota	
   l’aprovació	
  del	
  

comitè	
  ètic	
  d’experimentació	
  amb	
  animals.	
  	
  

	
  

7.3. SEGUIMENT	
  DE	
  METÀSTASIS	
  ÒSSIES	
  	
  
	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  valorar	
  la	
  capacitat	
  metastàtica	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  transfectades,	
  es	
  va	
  realitzar	
  

el	
   seguiment	
  mitjançant	
   la	
  mesura	
   no	
   invasiva	
   de	
   bioluminescència	
   (BLI).	
   Aquesta	
   tècnica	
  

permet	
   el	
   monitoratge	
   del	
   creixement	
   cel·∙lular	
   a	
   través	
   d’una	
   reacció	
   catalitzada	
   per	
   la	
  

Luciferasa	
  en	
  la	
  qual	
  s’alliberen	
  fotons.	
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7.3.1. Obtenció	
  d’imatges	
  de	
  bioluminescència	
  
	
  

	
   Els	
   animals	
   es	
   van	
   controlar	
   fins	
   a	
   l’aparició	
   de	
   símptomes	
   de	
  metàstasis	
   cada	
   3-­‐4	
  

dies	
  i	
  un	
  cop	
  detectades	
  les	
  metàstasis,	
  el	
  seguiment	
  es	
  va	
  fer	
  de	
  manera	
  setmanal.	
  	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  fer	
  el	
  seguiment	
  de	
  les	
  metàstasis,	
  es	
  va	
  administrar	
  als	
  ratolins	
  el	
  substrat	
  

de	
   la	
   luciferasa,	
   la	
   luciferina,	
   abans	
  de	
  cada	
  mesura	
   (Caliper,	
  150	
  mg/kg	
  en	
  PBS1X).	
  5	
  min	
  

després	
  de	
  la	
  injecció,	
  els	
  ratolins	
  s’anestesiaven	
  amb	
  una	
  mescla	
  d’O2	
  (2.0	
  L/min)	
  i	
  isofluorà	
  

(4.0	
  L/min	
  durant	
  la	
  inducció,	
  2.0	
  L/min	
  durant	
  la	
  obtenció	
  d’imatges).	
  L’aparell	
  de	
  medició	
  

està	
  unit	
  al	
  sistema	
  d’anestèsia	
  que	
  permet	
  prendre	
  la	
  imatge	
  del	
  ratolí	
  controlant	
  també	
  la	
  

temperatura	
  dins	
  l’aparell.	
  	
  Per	
  tant,	
  un	
  cop	
  adormits,	
  els	
  ratolins	
  es	
  col·∙locaven	
  boca	
  amunt	
  

sobre	
  la	
  plataforma	
  de	
  l’aparell	
  de	
  mesura	
  de	
  BLI	
  (LI4	
  Ivis	
  Lumina	
  XR,	
  Caliper).	
  Les	
  mesures	
  

es	
  feien	
  a	
  cos	
  sencer	
  de	
  l’animal.	
  Totes	
  les	
  imatges	
  es	
  van	
  prendre	
  aproximadament	
  a	
  partir	
  

dels	
  10	
  minuts	
  posteriors	
  a	
  la	
  injecció	
  de	
  la	
  luciferina,	
  temps	
  on	
  el	
  senyal	
  és	
  màxim.	
  

	
   Inicialment	
  es	
  prenia	
  una	
   imatge	
   fotogràfica	
  de	
   referència	
  que	
   servia	
  per	
  validar	
   la	
  

posició	
  de	
  l’animal.	
  A	
  continuació,	
  sense	
  moure	
  l’animal,	
  es	
  prenia	
  la	
  imatge	
  bioluminescent	
  

durant	
   3	
   minuts	
   en	
   condicions	
   d’alta	
   sensibilitat	
   de	
   detecció	
   (small	
   binning).	
   D’aquesta	
  

manera	
  s’aconsegueix	
  augmentar	
  la	
  relació	
  senyal/soroll	
  per	
  a	
  cada	
  píxel.	
  	
  

	
  

7.3.2. Anàlisi	
  i	
  quantificació	
  de	
  la	
  bioluminescència	
  
	
  

	
   Previ	
  a	
  l’experiment	
  amb	
  animals,	
  es	
  va	
  mesurar	
  la	
  bioluminescència	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  

les	
  línies	
  cel·∙lulars	
  in	
  vitro.	
  Per	
  això	
  es	
  van	
  fer	
  rectes	
  de	
  regressió	
  sembrant	
  	
  500,	
  1000,	
  2500,	
  

5000	
  cèl·∙lules	
  i	
  mesurant	
  els	
  nivells	
  de	
  BLI.	
  Per	
  a	
  l’anàlisi	
  in	
  vitro,	
  la	
  concentració	
  de	
  luciferina	
  

requerida	
  és	
  de	
  150	
  µg/ml	
  en	
  Medi	
  Complet.	
  Les	
  imatges	
  es	
  van	
  prendre	
  a	
  temps	
  curts	
  (15,	
  

30,	
  45	
  i	
  60s)	
  després	
  d’una	
  breu	
  incubació	
  de	
  5	
  min.	
  	
  

	
   Per	
  a	
  l’anàlisi	
   i	
  quantificació	
  de	
  les	
  imatges	
  es	
  va	
  utilitzar	
  el	
  software	
  d’anàlisi	
  Living	
  

Image	
   4.0	
   (Caliper).	
   Les	
   dades	
   finals	
   es	
   van	
   expressar	
   com	
   a	
   regressió	
   lineal	
   dels	
   ph/s	
  

detectats	
  en	
  front	
  del	
  nombre	
  de	
  cèl·∙lules.	
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   Pel	
  que	
  fa	
  a	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  de	
  BLI	
  en	
  animals,	
  es	
  van	
  delimitar	
  regions	
  d’igual	
  

àrea	
  (ROI,	
  region	
  of	
  interest)	
  englobant	
  les	
  potes	
  dels	
  animals	
  i	
  es	
  va	
  quantificar	
  la	
  intensitats	
  

del	
  senyal	
  en	
  aquestes	
  regions.	
  Tots	
  els	
  paràmetres	
  d’ajust	
  de	
  la	
  càmera,	
  temps	
  d’exposició,	
  

distància	
  entre	
   la	
   lent	
   i	
  els	
  animals	
   i	
   llindar	
  de	
  quantificació	
  es	
  va	
  mantenir	
  constant	
  per	
  a	
  

totes	
  les	
  imatges.	
  Com	
  que	
  les	
  àrees	
  o	
  ROIs	
  delimitats	
  eren	
  iguals	
  per	
  a	
  tots	
  els	
  animals,	
  es	
  

va	
  utilitzar	
  per	
  a	
  la	
  quantificació	
  el	
  paràmetre	
  Flux	
  Total	
  de	
  Fotons.	
  	
  

	
   Els	
  valors	
  de	
  luminescència	
  es	
  van	
  dividir	
  per	
  1000	
  i	
  es	
  va	
  aplicar	
  el	
  log10.	
  Degut	
  a	
  les	
  

diferències	
   intrínseques	
  en	
  BLI	
  entre	
   línies,	
  es	
  va	
  normalitzar	
   la	
   llum	
  emesa	
  pel	
  nombre	
  de	
  

cèl·∙lules	
   utilitzant	
   la	
   corba	
   de	
   regressió	
   in	
   vitro	
   descrita	
   anteriorment.	
   D’aquesta	
  manera,	
  

finalment	
  es	
  va	
   representar	
  el	
   logaritme	
  del	
  nombre	
  de	
  cèl·∙lules	
   (mitjana	
  dels	
  animals	
  del	
  

grup)	
   en	
   front	
   del	
   temps	
   després	
   de	
   la	
   injecció.	
   Les	
   comparacions	
   estadístiques	
   es	
   van	
  

establir	
  sempre	
  comparant	
  cada	
  un	
  dels	
  clons	
  amb	
  les	
  cèl·∙lules	
  control	
  (proba	
  T	
  student).	
  

	
  

7.3.3. Radiografia	
  de	
  metàstasis	
  òssies	
  
	
  

	
   Les	
   lesions	
   osteolítiques	
   es	
   van	
   seguir	
   per	
   radiografia	
   amb	
   el	
  mateix	
   aparell	
   en	
   la	
  

regió	
   inferior	
  de	
   l’animal.	
  Només	
  es	
   van	
   fer	
  dues	
  mesures,	
   a	
  dia	
  45	
   i	
   a	
  dia	
  54.	
   Les	
   lesions	
  

osteolítiques	
  es	
  van	
  identificar	
  com	
  a	
  regions	
  no	
  brillants	
  en	
   l’os.	
  Finalment,	
  els	
  animals	
  es	
  

van	
  sacrificar	
  a	
  dia	
  67	
  i	
  els	
  teixits	
  (ossos	
  i	
  pulmons)	
  es	
  van	
  preservar	
  tal	
  i	
  com	
  s’explica	
  a	
  la	
  

secció	
  8.A.	
  	
  

	
  

8. HISTOLOGIA	
  
	
  

8.1. PRESERVACIÓ	
  DE	
  TEIXITS	
  	
  
	
   Després	
  de	
   la	
  necròpsia,	
   i	
  previ	
  a	
  qualsevol	
  tipus	
  de	
  tinció,	
  els	
  teixits	
  experimentals	
  

(pulmons)	
   es	
   van	
   fixar	
   en	
   formaldehid	
   4%	
   tota	
   la	
   nit.	
   Pel	
   cas	
   de	
   les	
   potes	
   dels	
   animals,	
   i	
  

abans	
  de	
   la	
   inclusió	
  en	
  parafina,	
  el	
  ossos	
  van	
  ser	
   tractats	
  amb	
  HNO3	
  al	
  5%	
  durant	
  24h.	
  Els	
  

ossos	
  es	
  van	
  col·∙locar	
  en	
  càpsules	
  adients	
   i	
   es	
  van	
   rentar	
  durant	
  1h	
  amb	
  aigua	
  corrent	
  de	
  

l’aixeta	
  per	
  eliminar	
  els	
  excessos	
  d’àcid.	
  Finalment,	
  es	
  van	
  incloure	
  en	
  parafina.	
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8.2. HEMATOXILINA-­‐EOSINA	
  	
  
	
  

	
   Seccions	
  de	
  4	
  μM	
  de	
  gruix	
  es	
  van	
  desparafinar	
  i	
  hidratar	
  (Xilol	
  100%	
  10	
  min	
  (3	
  cops),	
  

Etanol	
  100%	
  5	
  min	
   (3	
  cops),	
  Etanol	
  96%	
  5	
  min	
   (3	
  cops),	
  Etanol	
  70%	
  5	
  min	
   (2	
  cops)	
   i	
  aigua	
  

destil·∙lada	
   (5	
   min))	
   i	
   es	
   van	
   tenyir	
   amb	
   Hematoxilina	
   (Sigma	
   MHS32)	
   durant	
   uns	
   4	
   min	
  

aturant	
  la	
  tinció	
  amb	
  aigua	
  de	
  l’aixeta	
  (5	
  min).	
  A	
  continuació,	
  es	
  va	
  procedir	
  a	
  la	
  tinció	
  amb	
  

Eosina	
  (Sigma	
  HT110232)	
  entre	
  1.5-­‐2.5	
  min	
  i	
  es	
  va	
  fer	
  un	
  rentat	
  ràpid	
  en	
  aigua	
  per	
  aturar	
  la	
  

reacció.	
   Les	
   seccions	
   es	
   van	
   deshidratar	
   (Etanol	
   70%	
   5	
   min,	
   Etanol	
   96%	
   5	
   min	
   (3	
   cops),	
  

Ethanol	
  100%	
  5	
  min	
  (3	
  cops),	
  Xilol	
  100%	
  10	
  min))	
  i	
  es	
  van	
  muntar	
  en	
  DPX	
  (BDH	
  UN1307).	
  Les	
  

mostres	
   es	
   van	
   visualitzar	
   en	
   un	
   microscopi	
   d’epifluorescència	
   Nikon	
   80i/Nikon	
   Ds-­‐Ri1	
  

controlat	
  pel	
  software	
  Nis-­‐Elements	
  (Br).	
  

	
  

8.3. IMMUNOHISTOQUÍMICA	
  	
  	
  	
  	
  
	
  

	
   Les	
  tincions	
  immunològiques	
  es	
  van	
  portar	
  a	
  terme	
  en	
  seccions	
  de	
  4	
  μM	
  parafinades.	
  

En	
   primer	
   lloc,	
   les	
   seccions	
   es	
   van	
   desparafinar	
   i	
   rehidratar,	
   com	
   es	
   detalla	
   en	
   la	
   secció	
  

anterior.	
  Per	
  al	
  desemmascarament	
  de	
  l’antigen,	
  les	
  mostres	
  es	
  van	
  bullir	
  7	
  min	
  en	
  una	
  olla	
  a	
  

pressió	
  en	
  tampó	
  citrat	
  sòdic	
  (10	
  mM,	
  pH=6).	
  Després	
  de	
  refredar-­‐se	
  a	
  temperatura	
  ambient	
  

en	
   la	
   mateixa	
   solució	
   (20	
   min),	
   es	
   van	
   rentar	
   5	
   min	
   amb	
   aigua	
   destil·∙lada.	
   Per	
   tal	
   de	
  

desactivar	
  les	
  peroxidases	
  endògenes,	
  les	
  mostres	
  es	
  van	
  incubar	
  10	
  min	
  en	
  H202	
  al	
  6%	
  (v/v).	
  

A	
   continuació	
   es	
   van	
   rentar	
   en	
   aigua	
   destil·∙lada	
   (5	
  min)	
   i	
   es	
   van	
   permeabilitzar	
   amb	
   una	
  

solució	
  0.1%	
  tween	
  20	
  en	
  PBS	
  1X	
  (10	
  min).	
  Les	
  mostres	
  es	
  van	
  bloquejar	
  durant	
  2	
  h	
  a	
  4ºC	
  en	
  

una	
  cambra	
  humida	
  i	
  a	
  les	
  fosques	
  amb	
  la	
  solució	
  adequada	
  (PBS	
  1X-­‐Tween	
  0.1%	
  amb	
  BSA	
  al	
  

3%)	
   i	
   a	
   continuació	
   es	
   va	
   rentar	
   amb	
   PBS	
   1X-­‐Tween	
   0.1%	
   durant	
   10	
   min	
   (2	
   cops).	
   La	
  

incubació	
   amb	
  els	
   anticossos	
   primaris	
   adients	
   (TAULA	
  9)	
   es	
   va	
   realitzar	
   durant	
   16h	
   a	
   4ºC.	
  

Després	
  d’un	
  rentat	
  amb	
  PBS	
  1X-­‐Tween	
  0.1%	
  (10	
  min),	
  es	
  va	
  incubar	
  amb	
  l’anticòs	
  secundari	
  

biotinilat	
  corresponent	
  (kit	
  DakoCytomation	
  LSAB+system	
  HRP	
  K0690).	
  Es	
  va	
  fer	
  un	
  rentat	
  i	
  

es	
  va	
  revelar	
  amb	
  un	
  kit	
  que	
  conté	
  diaminobenzidina	
  com	
  a	
  substrat	
  (Dako	
  DAB+Chromogen,	
  

DAB+Substrate	
  buffer	
  K3468).	
  La	
  reacció	
  es	
  va	
  aturar	
  submergint	
  en	
  una	
  cubeta	
  amb	
  aigua.	
  

Per	
   acabar,	
   es	
   va	
   realitzar	
   una	
   contratinció	
   amb	
   Hematoxilina,	
   es	
   va	
   deshidratar	
   i	
   es	
   va	
  

muntar	
  amb	
  DPX	
  (veure	
  secció	
  anterior).	
  	
  



MATERIAL	
  I	
  MÈTODES	
  
	
  

	
  	
  
109	
  

	
  
	
   	
  

	
   Les	
  mostres	
  es	
   van	
  visualitzar	
  en	
  un	
  microscopi	
  d’epifluorescència	
  Nikon	
  80i/Nikon	
  

Ds-­‐Ri1	
  controlat	
  pel	
  software	
  Nis-­‐Elements	
  (Br).	
  Com	
  a	
  control	
  negatiu	
  de	
  la	
  tècnica	
  s’utilitza	
  

una	
  mostra	
  que	
  no	
  ha	
  estat	
  incubada	
  amb	
  anticòs	
  primari.	
  

	
  

9. ANÀLISI	
  ESTADÍSTICA	
  
	
  

	
   En	
  el	
  cas	
  de	
  l’experimentació	
  in	
  vitro,	
  tots	
  els	
  experiments	
  es	
  van	
  fer	
  com	
  a	
  mínim	
  3	
  

cops	
   i	
   els	
   resultats	
   de	
   supervivència	
   cel·∙lular	
   en	
   diferents	
   condicions	
   metabòliques,	
  

d’oxidació	
   d’àcid	
   gras	
   i	
   quantificació	
   dels	
  WB	
   es	
   representen	
   com	
   a	
  mitjana	
   ±	
   error	
   típic	
  

(SEM).	
   En	
   totes	
   les	
   ocasions	
   es	
   va	
   aplicar	
   la	
   prova	
   T	
   (Excel)	
   per	
   tal	
   de	
   determinar	
   les	
  

diferències	
  significatives.	
  Es	
  va	
  considerar	
  com	
  a	
  significatiu	
  el	
  p-­‐valor	
  inferior	
  o	
  igual	
  a	
  0.05.	
  	
  

	
   En	
  el	
   cas	
  dels	
  experiments	
   in	
   vivo,	
   també	
  es	
   va	
  aplicar	
   la	
  prova	
  T	
   comparant	
   cada	
  

clon	
  de	
  silenciació	
  respecte	
  el	
  control	
  i	
  es	
  va	
  considerar	
  el	
  mateix	
  llindar	
  de	
  significació.	
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Anticòs	
   Casa	
  comercial	
   IF/IHC	
   WB	
   Citometria	
  
ERp57	
   ACris,	
  Germany	
   1/400,	
  

1/1000	
  
1/2000	
   1/300	
  

HLA	
  I,	
  clone	
  MEM-­‐147	
   ExBio,	
  Praha,	
  Czech	
  Republic	
   1/200	
   1/100	
   1/200	
  
alpha-­‐tubulin,	
  clone	
  B-­‐5-­‐1-­‐

2	
  
Sigma,	
  Saint	
  Louis,	
  Missouri	
   	
   1/10000	
   	
  

beta-­‐tubulin,	
  clone	
  H-­‐235	
   Santa	
  Cruz	
  Biotechnology,	
  
Santa	
  Cruz,	
  CA	
  

	
   1/500	
   	
  

beta-­‐actin	
   Abcam,	
  Cambridge,	
  UK	
   	
   1/50000	
   	
  
Vimentin,	
  clone	
  RV	
  202	
   Abcam	
   	
   1/500	
   	
  
Stathmin	
  1,	
  C-­‐terminus	
   Sigma	
   1/500	
   1/500	
   	
  
CD3	
  PE,	
  clone	
  UCHT1	
   BD	
  Biosciences,	
  San	
  José,	
  CA	
   	
   	
   20µl/test	
  
CD56	
  FITC,	
  clone	
  MEM-­‐

188	
   BioLegend,	
  San	
  Diego,	
  CA	
   	
  
	
  

20	
  µl/test	
  

PCNA,	
  clone	
  PC10	
   Santa	
  Cruz	
  Biotechnology	
   1/50	
   	
   	
  
Caspase	
  3	
   Cell	
  Signaling	
   1/200	
   	
   	
  

W6/32,	
  anti	
  HLA-­‐ABC	
   	
  (Barnstable	
  CJ	
  et	
  al	
  1978)	
  	
   *	
   	
   	
  

L-­‐368,	
  anti	
  	
  β2m	
   (Lampson	
  LA	
  et	
  al	
  1983,	
  López-­‐
Nevot	
  MA	
  1986)	
   *	
  

	
   	
  

1082C5,	
  anti	
  HLA-­‐A	
  locus	
   (Lozano	
  F	
  et	
  al	
  1989)	
   *	
   	
   	
  
42-­‐IB5,	
  anti	
  HLA-­‐B	
  locus	
   (Lozano	
  F	
  et	
  al	
  1990)	
   *	
   	
   	
  
HC-­‐10,	
  anti	
  HLA-­‐BC	
  free	
  

heavy	
  chain	
   (Stam	
  NJ	
  et	
  al	
  1990)	
   *	
  
	
   	
  

SRF-­‐8,	
  anti	
  HLA-­‐Bw6	
   (Radka	
  SF	
  et	
  al	
  1982)	
   *	
   	
   	
  
LC3	
   MBL,	
  Woburn	
  MA	
   	
   1/2000	
   	
  

ACOT7	
   Abcam	
   	
   1/1000	
   	
  
SREBP1c	
   Abcam	
   	
   1/500	
   	
  
LXRα	
   PPMX,	
  Tokyo,	
  Japan	
   	
   1/1000	
   	
  
Mfn1	
   Santa	
  Cruz	
   	
   1/1000	
   	
  
Mfn2	
   Abcam	
   	
   1/1000	
   	
  
VDAC	
   Abcam	
   	
   1/5000	
   	
  

Peroxidase	
  conjugated	
  
anti-­‐rabbit	
  secondary	
  Ab	
   Amersham	
   	
  

	
  
1/2000	
  

	
  

Peroxidase	
  conjugated	
  
Antimouse	
  secondary	
  Ab	
  

Pierce,	
  Perbio	
  Science	
  Ltd.,	
  
Cheshire,	
  U.K	
   	
  

	
  
1/2000	
  

	
  

Alexa	
  Fluor®	
  555	
  anti-­‐
rabbit	
   Invitrogen	
   1/1000	
  

	
   	
  

Alexa	
  Fluor®	
  488	
  anti-­‐
mouse	
   Invitrogen	
   1/500	
   	
   1/500	
  

Alexa	
  Fluor®	
  647	
  anti-­‐
rabbit	
   Invitrogen	
   	
   	
   1/2000	
  

	
  

TAULA	
  9:	
  Anticossos	
  utilitzats
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1. Causa-­‐efecte	
  de	
   la	
  proteïna	
  regulada	
  per	
  glucosa	
  ERp57	
  com	
  a	
  txaperona	
  

multifuncional	
  en	
  la	
  metàstasi	
  òssia.	
  

	
  

	
   ERp57,	
   també	
   coneguda	
   com	
   PDIA3,	
   GRP58,	
   Erp60	
   o	
   Erp61,	
   és	
   una	
   tiol	
  

oxidoreductasa	
   de	
   la	
   família	
   de	
   les	
   disulfur	
   isomerases.	
   És	
   una	
   txaperona	
   responsable	
   del	
  

correcte	
  plegament	
  de	
  noves	
  glicoproteïnes	
  sintetitzades	
  al	
  Reticle	
  Endoplasmàtic	
  (RE)	
  i	
  s’ha	
  

descrit	
  com	
  a	
  peça	
  clau	
  en	
  l’ensamblatge	
  del	
  Complex	
  Major	
  d’Histocompatibilitat	
  tipus	
  I	
  en	
  

la	
  ruta	
  endògena	
  de	
  presentació	
  d’antigen	
  (Turano	
  et	
  al.,	
  2011).	
  ERp57	
  és	
  necessària	
  tant	
  en	
  

estadis	
   inicials	
   del	
   plegament	
   (amb	
   funció	
   catalítica)	
   com	
   en	
   estadis	
   finals	
   de	
   càrrega	
  

d’antigen,	
   amb	
   funció	
   estructural	
   dins	
   el	
   complex	
   conegut	
   com	
   Complex	
   de	
   Càrrega	
   de	
  

Pèptid	
  o	
  PLC	
  (Coe	
  et	
  al.,	
  2010).	
  El	
  paper	
  d’ERp57	
  en	
  càncer	
  ha	
  estat	
  poc	
  explorat,	
  amb	
  rols	
  

oposats	
  en	
  diferents	
  tipus	
  de	
  tumors	
  (Leys	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Liao	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

	
   L’expressió	
  diferencial	
  d’ERp57,	
  augmentada	
  en	
  cèl·∙lules	
  altament	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  

respecte	
  les	
  cèl·∙lules	
  parentals,	
  identificava	
  ERp57	
  com	
  un	
  dels	
  reguladors	
  principals	
  en	
  una	
  

xarxa	
  d’interacció	
  proteica	
  de	
  metàstasi	
  òssia.	
  Aquest	
  fet	
  suggeria	
  que	
  ERp57	
  podia	
  ser	
  una	
  

proteïna	
   cabdal	
   en	
   el	
   creixement	
   òrgan-­‐específic	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   de	
   càncer	
   de	
  mama	
  amb	
  

habilitat	
  per	
  créixer	
  a	
  l’os.	
  La	
  disposició	
  central	
  en	
  el	
  network	
  d’interacció	
  proteïna-­‐proteïna	
  

era	
   indicativa	
   de	
   que	
   la	
   seva	
   funció	
   estava	
   associada	
   a	
   varies	
   estructures	
   intracel·∙lulars	
  

(veure	
   apartat	
   Antecedents)	
   com	
   proteïnes	
   de	
   sistema	
   immune	
   (HLA	
   I,	
   infraexpressat),	
   i	
  

citoesquelet	
  i	
  adhesió	
  (vimentina,	
  infraexpressada).	
  	
  

	
  

1.1. Identificar	
   el	
   paper	
   d’ERp57	
   com	
   a	
   regulador	
   principal	
   d’una	
   xarxa	
   d’interacció	
  

proteica	
  integrant	
  la	
  funció	
  de	
  sistema	
  immune	
  i	
  citoesquelet	
  

	
   La	
   xarxa	
   d’interacció	
   proteica	
   de	
   la	
   metàstasi	
   òssia	
   mostrava	
   una	
   infraexpressió	
   de	
  

molècules	
   d’HLA	
   I	
   associades	
   a	
   una	
   sobre-­‐expressió	
   d’ERp57.	
   En	
   primer	
   lloc,	
   vam	
   voler	
  

confirmar	
  aquestes	
  dades	
  amb	
  una	
  tècnica	
  alternativa,	
  utilitzant	
  el	
  model	
  cel·∙lular	
  emprat	
  per	
  

a	
  la	
  comparació	
  per	
  2DE-­‐DIGE:	
  el	
  model	
  de	
  metàstasi	
  òssia	
  MDA-­‐MB-­‐231-­‐BO2	
  (BO2)	
  i	
  la	
  línia	
  

parental	
  de	
  la	
  qual	
  derivava,	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  (231).	
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Vam	
  analitzar	
  per	
  WB	
  l’expressió	
  d’ERp57	
  i	
  HLA	
  I	
  en	
  extractes	
  totals	
  de	
  proteïna	
  de	
  les	
  línies	
  

231	
   i	
   BO2.	
   ERp57	
   se	
   sobre-­‐expressava	
   en	
  BO2	
   fins	
   a	
   nivells	
   de	
   gairebé	
  el	
   doble	
   comparat	
  

amb	
  la	
  linia	
  parental	
  (Figura	
  14A).	
  Per	
  a	
  l’anàlisi	
  d’expressió	
  d’HLA	
  I	
  per	
  WB	
  es	
  va	
  utilitzar	
  un	
  

anticòs	
  que	
  només	
   reconeix	
  HLA-­‐B	
   i	
  HLA-­‐C,	
  de	
  manera	
   similar	
   al	
  W6/32.	
  Aquestes	
   formes	
  

d’HLA	
   I	
   es	
   trobaven	
   infra-­‐expressades	
   en	
   BO2	
   en	
   comparació	
   amb	
   231	
   (Figura	
   14A),	
  

demostrant	
  la	
  relació	
  inversa	
  entre	
  HLA	
  I	
  i	
  ERp57.	
  

	
   L’expressió	
   d’ERp57	
   i	
   HLA	
   I	
   també	
   es	
   va	
   validar	
   per	
   IF.	
   La	
   tinció	
   contra	
   ERp57	
  

mostrava	
  una	
  clara	
  sobreexpressió	
  de	
   la	
  proteïna	
  en	
  BO2	
  comparat	
  amb	
  231	
   (Figura	
  14B).	
  

Per	
   tal	
   d’examinar	
   la	
   distribució	
   i	
   expressió	
   d’HLA	
   I,	
   es	
   van	
   realitzar	
   tincions	
   en	
   dues	
  

condicions:	
   permeabilitzant	
   (HLA	
   intracel·∙lular	
   o	
   iHLA	
   I)	
   i	
   sense	
   permeabilitzar	
   (HLA	
   de	
  

membrana	
  o	
  mHLA	
  I)	
  les	
  cèl·∙lules.	
  En	
  ambdues	
  condicions,	
  les	
  cèl·∙lules	
  BO2	
  presentaven	
  una	
  

infraexpressió	
  d’HLA	
  I	
  en	
  comparació	
  amb	
  231	
  (Figura	
  14B).	
  	
  

	
   Finalment,	
   per	
   tal	
   d’observar	
   l’expressió	
   d’HLA	
   I	
   per	
   immunocitoquímica,	
   es	
   van	
  

utilitzar	
   anticossos	
   contra	
   les	
   dues	
   subunitats	
   (Figura	
   14C):	
   contra	
   la	
   cadena	
   pesada,	
  

representada	
   aquí	
   com	
   els	
   subtipus	
   A,	
   B	
   i	
   C	
   (HLA-­‐ABC)	
   i	
   contra	
   la	
   beta2-­‐microglobulina	
  

(β2m).	
  Les	
  tincions	
  revelaven	
  una	
  infra-­‐expressió	
  dels	
  dos	
  components	
  del	
  HLA	
  I	
  en	
  BO2	
  vs.	
  

231.	
  La	
  detecció	
  d’altres	
  subtipus	
  d’HLA	
  I	
  (A,	
  B,	
  BC	
  intracel·∙lular),	
  també	
  infraexpressats	
  de	
  

manera	
   general,	
   confirmava	
   les	
   dades	
   genòmiques	
   (Figura	
   10)	
   i	
   demostrava	
   que	
   la	
  

disminució	
  en	
  els	
  nivells	
  d’HLA	
  I	
  es	
  donava	
  de	
  forma	
  generalitzada	
  en	
  BO2	
  vs	
  231	
  (Santana-­‐

Codina	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  



� � � � � � � � � �
�

��
EE4�

�
� �

�


 u	
   E,U� -­‐ ßz� � Fncugu� er � cúr Tq,r ggup� eú� � qHX� u� � � � � 
 � r F � cU� còFuU� er � l r LngLUgu� DgguU� � � V� btl � cU� gr RU� còFuU� è,u	
   uFUc� er �

vnFvr , � er � l Ul U� 1Vh-­‐ 3z� 1� 3� � � � XL t csI � � � , Wç � -­‐� � � � � 
 � BR� ee-­‐àI cà� cLcI eà'� � à� vI � n RàpsI s� eI � BRt à-­‐cI c� u, c-­‐XI � BR� eRà�

EI t BRà� -­‐� Rà� vI � t L sn I e-­‐cí I s� XI BI � , sLcR3t I � , Re� XL t csLe� BR� XNssRSI � 9I Xc-­‐t I γ'� 1� 3� 
 
 � XL t csI � � � , Wç � 9� eR/I � y � WWWγ� -­‐� � � � �


 � 9� eR/I � y � wQQγ'� � I � c-­‐t X-­‐g � Bò� � , Wç � Rà� vI � sRI e-­‐cí I s� Rt � XL t B-­‐X-­‐L t à� BR� , Rsn RI E-­‐e-­‐cí I X-­‐g � 9� s-­‐cg � +:; “ γ'� � � � � 
 � Rà� vI �

BRcRXcI s� Rt � n Rn EsI t I � 9n � � � � 
 γ� àRt àR� , Rsn RI E-­‐e-­‐cí I s� eRà� XVeKepeRà� L � -­‐t csI XReKepeI s� 9-­‐� � � � 
 γ:� , Rsn RI E-­‐e-­‐cí I t c� 9w+/γ'�

1� 3� 
 n n pt LX-­‐cLmp4n -­‐XI � 9w+/γ� XL t csI � eI � XI BRt I � , RàI BI � 9� � � )� � � γ� -­‐� eI � XI BRt I � ERcI ); )n -­‐XsLSeLEpe-­‐t I � 9β; n γ� BR�

� � � � 
 � Rt � eRà� e4t -­‐Rà� � � ; � -­‐� ; %6'� � I � mpI t c-­‐U-­‐XI X-­‐g � Rà� vI � sRI e-­‐cí I s� àRSL t à� Re� àRSoRt c� Xs-­‐cRs-­‐è� I ecI n Rt c� , Là-­‐c-­‐p� 9”””γ:� �

n -­‐cPN� 9””γ� -­‐� , LX� , Là-­‐c-­‐p� 9”γ� mpI t � Re� n I sXI cSR� XReKepeI s� RsI � Uep-­‐/� , Rsu� Rt XI sI � àp, Rs-­‐Ls� I e� XL t csLe� t RSI c-­‐p:� L t �

t L sn I en Rt c� àòpc-­‐e-­‐cí I � àRspn � t L )-­‐n n pt R� Rt � eeLX� BòI t c-­‐Xuà� Rà, RX4U-­‐X'�

�

� I� sReIX -­‐g , sLcR-­‐XI -­‐t vRsàI� Rt csR� àLEsR)R/, sRàà-­‐g� Bò� � , Wç -­‐� -­‐t UsI )R/, sRàà-­‐g� Bò� � � � 
 � Rt � �

XVeKepeRà� mpR� n RcIà cI c-­‐cí Rt � I� Là:� t L � àòMIv -­‐I � csLEIc � Rt � IecsRà� t Rcf Lsaà� Bò-­‐t cRsIXX-­‐g� , sLcR3t I )

, sLcR3t I� It I e-­‐cí It c� vIs -­‐It cà� n RcIà cNc-­‐mpRà� I� , pen g� 9� csRà-­‐t S� Rc� Ie':� ; +6; γ� -­‐� XRsvRee� 9� Is c-­‐t � Rc�

Ie':� ; ++QI γ'� � mpRàcI� -­‐B-­‐Là-­‐t XsNà-­‐I� BR� eRà� XVeKepeRà� mpR� n RcIà cIc -­‐cí Rt � I� Là� Rà� vI� vIe-­‐BIs � Rt � pt �

RàcpB-­‐� BR� X-­‐cLn Rcs-­‐I� BR� Uep/:� L t � vIn � It Ie-­‐cí I s� eòR/, sRàà-­‐g� BòImpRàcRà� , sLcR3t Rà� BR� n It RsI�



RESULTATS	
  
	
  

	
  	
  
116	
  

	
  
	
   	
  

semi-­‐quantitativa	
  en	
  altres	
  línies	
  de	
  metàstasi	
  de	
  càncer	
  de	
  mama.	
  Com	
  a	
  models	
  cel·∙lulars,	
  

es	
  van	
  utilitzar	
  la	
  línia	
  parental	
  231	
  amb	
  la	
  seva	
  variant	
  metastàtica	
  a	
  os	
  BO2	
  i	
  la	
  línia	
  MDA-­‐

MB-­‐435	
  (435-­‐P)	
  i	
  les	
  seves	
  variants	
  metastàtiques	
  a	
  cervell	
  (435-­‐Br1),	
  fetge	
  (435-­‐Lv1),	
  pulmó	
  

(435-­‐L3)	
  i	
  os	
  (435-­‐B1).	
  	
  

	
   La	
  línia	
  de	
  metàstasi	
  òssia	
  BO2	
  expressava	
  uns	
  nivells	
  més	
  baixos	
  d’HLA	
  I	
  intracel·∙lular	
  

i	
   en	
   membrana	
   que	
   la	
   línia	
   parental	
   231	
   (Figura	
   15,	
   esquerra).	
   El	
   mateix	
   fenomen	
  

s’observava	
   en	
   una	
   altra	
   línia	
   de	
   metàstasi	
   òssia,	
   435-­‐B1,	
   en	
   comparació	
   amb	
   la	
   seva	
  

corresponent	
   línia	
   parental	
   435-­‐P,	
   descartant	
   possibles	
   atribucions	
   a	
   la	
   característica	
  

genètica	
  intrínseca	
  de	
  la	
  línia	
  cel·∙lular	
  (Figura	
  15,	
  dreta).	
  Es	
  va	
  calcular	
  un	
  índex	
  de	
  retenció	
  

d’HLA	
   I	
   dividint	
   els	
   valors	
   d’HLA	
   I	
   intracel·∙lular	
   pels	
   de	
  membrana,	
   i	
   vam	
   observar	
   que	
   el	
  

percentatge	
  d’HLA	
  I	
  retingut	
  en	
  la	
  linia	
  BO2	
  i	
  435-­‐B1	
  era	
  un	
  60-­‐80%	
  major	
  que	
  en	
  les	
  seves	
  

respectives	
  parentals	
  (231	
  i	
  435-­‐P).	
  Aquest	
  fenotip	
  de	
  retenció	
  d’HLA	
  I	
  estava	
  associat	
  a	
  uns	
  

nivells	
   d’ERp57	
  més	
   elevats	
   (Figura	
   15,	
   abaix)	
   en	
   les	
   línies	
  metastàtiques	
   a	
   os	
   que	
   en	
   les	
  

línies	
  parentals	
  (66%	
  més	
  en	
  BO2	
  que	
  en	
  231	
  i	
  41%	
  més	
  en	
  435-­‐B1	
  que	
  en	
  435-­‐P).	
  

	
   Per	
  veure	
  si	
  aquest	
  fenomen	
  era	
  específic	
  de	
  metàstasi	
  òssia,	
  vam	
  comparar	
  aquest	
  

anàlisi	
  amb	
  l’anàlisi	
  d’altres	
  variants	
  metastàtiques	
  derivades	
  de	
  435-­‐P	
  (Figura	
  15,	
  dreta).	
  La	
  

línia	
  metastàtica	
  a	
  cervell,	
  435-­‐Br1,	
  presentava	
  uns	
  nivells	
  d’HLA	
  I	
   i	
  ERp57	
  similars	
  a	
  435-­‐P.	
  

En	
   les	
   línies	
   de	
   pulmó	
   (435-­‐L3)	
   i	
   fetge	
   (435-­‐Lv1)	
   s’observava	
   una	
   disminució	
   en	
   els	
   nivells	
  

d’iHLA	
   I	
   i	
  mHLA	
   I	
   comparat	
   amb	
  435-­‐P,	
  però	
  el	
   fenotip	
   retentiu	
  només	
  apareixia	
   a	
   la	
   línia	
  

435-­‐Lv1.	
  Tal	
  i	
  com	
  vèiem	
  pel	
  cas	
  de	
  metàstasi	
  òssia,	
  el	
  fenomen	
  de	
  retenció	
  s’associava	
  a	
  uns	
  

nivells	
   més	
   elevats	
   d’ERp57	
   (15%	
   més	
   en	
   435-­‐Lv1	
   que	
   435-­‐P).	
   Aquests	
   experiments	
  

mostraven	
   que	
   el	
   fenotip	
   sobre-­‐expressió	
   d’ERp57-­‐retenció	
   d’HLA	
   I	
   apareixia	
   en	
   diverses	
  

línies	
  de	
  metàstasi	
  òssia	
  independentment	
  del	
  fons	
  genètic	
  però	
  que	
  no	
  era	
  exclusiu,	
  ja	
  que	
  

també	
  es	
  trobava	
  en	
  metàstasi	
  hepàtica.	
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   Aquest	
  fenomen	
  era	
  particularment	
  interessant	
  ja	
  que	
  la	
  Tapasina	
  és	
  la	
  única	
  de	
  les	
  

proteïnes	
   analitzades	
   que	
   interacciona	
   de	
   manera	
   directa	
   amb	
   ERp57	
   en	
   el	
   Complex	
   de	
  

Càrrega	
   de	
   Pèptid	
   (Dong	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Tapasina	
   participa	
   en	
   el	
   control	
   de	
   qualitat	
   de	
   les	
  

molècules	
   d’HLA	
   I,	
   restringint	
   el	
   transport	
   a	
   la	
  membrana	
   de	
  molècules	
   HLA	
   I	
   carregades	
  

amb	
   un	
   antigen	
   poc	
   estable.	
   Així,	
   si	
   una	
   molècula	
   d’HLA	
   I	
   no	
   està	
   ben	
   carregada,	
  

s’empaqueta	
  en	
  vesícules	
  COP-­‐I	
  i	
  s’inicia	
  el	
  transport	
  retrògrad	
  de	
  Golgi	
  a	
  Reticle,	
  on	
  es	
  torna	
  

a	
  carregar	
  un	
  altre	
  antigen.	
  El	
  procés	
  es	
  repeteix	
  fins	
  que	
  el	
  pèptid	
  és	
  el	
  de	
  més	
  afinitat	
  i	
  pot	
  

vehiculitzar-­‐se	
   fins	
   la	
   seva	
   localització	
   funcional	
   a	
   la	
   membrana	
   cel·∙lular	
   (Paulsson	
   et	
   al.,	
  

2002).	
  

	
   La	
   línia	
   BO2	
   presentava	
   un	
   fenotip	
   combinat	
   d’infra-­‐expressió	
   de	
   molècules	
   de	
   la	
  

APM	
   i	
   d’HLA	
   I,	
   que	
   provocaria	
   una	
   caiguda	
   en	
   els	
   nivells	
   de	
   la	
   proteïna	
   especialment	
   en	
  

membrana.	
  Els	
  baixos	
  nivells	
  de	
  Tapasina	
  podrien	
  malmetre	
  el	
  control	
  de	
  qualitat	
  de	
  l’HLA	
  I,	
  

provocant	
  una	
  retenció	
  en	
  Golgi	
  que	
  evitaria	
  l’expressió	
  defectuosa	
  a	
  la	
  membrana.	
  Malgrat	
  

que	
  la	
  silenciació	
  d’ERp57	
  no	
  modificava	
  la	
  transcripció	
  d’HLA	
  I,	
  és	
  probable	
  que	
  millorés	
  el	
  

procés	
   de	
   càrrega	
   antigènica	
   degut	
   a	
   l’augment	
   en	
   els	
   nivells	
   de	
   Tapasina.	
   Això	
   explicaria	
  

l’augment	
  d’HLA	
  I	
  en	
  membrana	
  i	
  la	
  menor	
  retenció	
  en	
  Golgi.	
  

	
   ERp57,	
   a	
   part	
   d’estar	
   relacionada	
   amb	
   funció	
   immune,	
   apareixia	
   en	
   la	
   xarxa	
  

d’interacció	
   vinculada	
   a	
   proteïnes	
   de	
   citosquelet	
   i	
   adhesió	
   com	
   citoqueratines,	
   tubulines,	
  

cadherina	
  o	
  vimentina	
  (Figura	
  10).	
  La	
  relació	
  d’ERp57	
  amb	
  el	
  citoesquelet	
  s’ha	
  descrit	
  en	
  els	
  

darrers	
   anys	
   com	
   un	
   mecanisme	
   de	
   resistència	
   a	
   Paclitaxel	
   en	
   càncer	
   d’ovari	
   (Cicchillitti,	
  

2009;	
  Hishiya,	
  2008).	
  ERp57	
  formaria	
  un	
  complex	
  nuclear	
  amb	
  β-­‐actina	
  o	
  vimentina,	
  exercint	
  

un	
   control	
   redox	
   sobre	
   el	
   plegament	
   de	
   TUBB3	
   i	
   mediant	
   la	
   correcta	
   associació	
   dels	
  

microtúbuls	
  al	
  cinetocor	
  (Cicchillitti	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

	
   Els	
   processos	
   requerits	
   per	
   a	
   la	
   metàstasi	
   de	
   cèl·∙lules	
   epitelials	
   del	
   tumor	
   primari	
  

necessiten	
  de	
  la	
  Transició	
  Epiteli	
  Mesènquima	
  (TEM),	
  un	
  fenomen	
  que	
  es	
  caracteritza	
  per	
  un	
  

augment	
   en	
   la	
   vimentina	
   entre	
   d’altres	
   marcadors	
   mesenquimals	
   (Polyak	
   and	
   Weinberg,	
  

2009)	
   i	
   que	
   afavoreixen	
   la	
   motilitat	
   cel·∙lular.	
   Aquest	
   procés	
   es	
   reverteix	
   en	
   la	
   Transició	
  

Mesènquima	
  Epiteli	
  (TME),	
  quan	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  colonitzen	
  el	
  nou	
  òrgan	
  diana.	
  	
  

	
   En	
  conseqüència,	
  vam	
  analitzar	
  els	
  nivells	
  d’expressió	
  de	
  vimentina	
  en	
  231	
  i	
  BO2.	
  Les	
  

dades	
   proteòmiques	
   indicaven	
   que	
   la	
   vimentina	
   apareixia	
   sobreexpressada	
   en	
   231	
   i	
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1.2. 	
   Demostrar	
  la	
  importància	
  d’ERp57	
  en	
  el	
  procés	
  de	
  metàstasi	
  òssia.	
  

	
   	
  

Per	
   tal	
   d’analitzar	
   el	
   paper	
   d’ERp57	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   de	
   la	
   metàstasi	
   òssia,	
   es	
   va	
  

silenciar	
  aquesta	
  proteïna	
  amb	
  un	
  shRNA	
  en	
  cèl·∙lules	
  BO2	
  que	
  expressaven	
  luciferasa	
  i	
  eGFP	
  

(Figura	
  11	
  i	
  12).	
  Es	
  van	
  seleccionar	
  dos	
  clons	
  de	
  shERp57	
  (sh21	
  i	
  sh32)	
  i	
  un	
  control	
  (ct4),	
  que	
  

es	
  van	
  analitzar	
  per	
  WB	
   i	
   IF	
   (Figura	
  21A	
   i	
  B).	
   L’anàlisi	
  per	
  WB	
  es	
  va	
   realitzar	
  per	
  a	
  3	
   clons	
  

(sh25,	
  sh21	
  i	
  sh32),	
  un	
  control	
  (ct4),	
  i	
  les	
  dues	
  línies	
  231	
  i	
  BO2	
  (Figura	
  21A).	
  El	
  ct4	
  presentava	
  

uns	
  nivells	
  d’ERp57	
  similars	
  a	
  la	
  línia	
  BO2.	
  La	
  silenciació	
  d’ERp57	
  provocava	
  una	
  caiguda	
  en	
  

l’expressió	
   de	
   la	
   proteïna	
   en	
   els	
   clons	
   comparat	
   amb	
   el	
   ct4	
   o	
   BO2.	
   Per	
   una	
   altra	
   banda,	
  

l’anàlisi	
  d’expressió	
  d’HLA	
  I	
  mostrava	
  diferències	
  en	
  modificar	
  ERp57.	
  El	
  ct4	
  presentava	
  uns	
  

nivells	
  d’HLA	
  I	
  similars	
  als	
  de	
  BO2	
  mentre	
  que	
  els	
  clons	
  shERp57	
  presentaven	
  un	
  augment	
  en	
  

HLA	
  I	
  fins	
  a	
  nivells	
  similars	
  als	
  de	
  la	
  línia	
  parental	
  231	
  (Figura	
  21A).	
  	
  

	
   Per	
  tal	
  de	
  validar	
  els	
  canvis	
  en	
  distribució	
  d’HLA	
  I	
  observats	
  en	
  la	
  silenciació	
  transient,	
  

vam	
  analitzar	
  ERp57	
  i	
  HLA	
  I	
  per	
   IF.	
  La	
  silenciació	
  d’ERp57	
  es	
  confirmava	
  en	
  els	
  clons	
  sh21	
  i	
  

sh32	
  en	
  comparació	
  amb	
  el	
  control	
  ct4.	
  L’anàlisi	
  del	
  HLA	
   I	
  de	
  membrana	
  en	
  condicions	
  no	
  

permeabilitzants,	
   mostrava	
   que	
   tal	
   i	
   com	
   havíem	
   vist	
   en	
   la	
   silenciació	
   transient,	
   la	
  

infraexpressió	
  d’ERp57	
  s’associava	
  a	
  un	
  augment	
  en	
  mHLA	
  I	
  (Figura	
  21B).	
  	
  

	
   Previ	
  a	
   la	
   injecció	
   in	
  vivo,	
   vam	
  caracteritzar	
   in	
  vitro	
   l’eficiència	
  de	
  bioluminescència	
  

dels	
  clons	
  i	
  control	
  seleccionats	
  (Figura	
  21C).	
  Es	
  van	
  establir	
  rectes	
  de	
  regressió	
  representant	
  

la	
   bioluminescència	
   (ph/s)	
   vs.	
   el	
   nombre	
   cel·∙lular.	
   Aquest	
   anàlisi	
   va	
   confirmar	
   que	
   la	
  

correlació	
  entre	
  ambdós	
  paràmetres	
  era	
  de	
  tipus	
  lineal	
  (r2=0.993-­‐0.999).	
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   Tots	
  aquests	
  resultats	
  posaven	
  de	
  manifest	
  que	
  la	
  sobre-­‐expressió	
  d’ERp57	
  afavoria	
  

el	
  procés	
  metastàtic	
  a	
  os	
  indicant	
  dos	
  mecanismes	
  diferents	
  que	
  podien	
  ser	
  complementaris:	
  

1)	
   reorganitzant	
   el	
   citosquelet	
   de	
  manera	
   que	
   fos	
  més	
   eficient	
   l’establiment	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
  

metastàtica	
   a	
   l’os,	
   i	
   2)	
   desregulant	
   el	
   reconeixement	
   immunològic	
   a	
   través	
   de	
   l’	
   infra-­‐

expressió	
  de	
  molècules	
  d’HLA	
  I	
  en	
  la	
  membrana	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques,	
   la	
  qual	
  cosa	
  

podria	
  induir	
  una	
  evasió	
  de	
  la	
  resposta	
  immune.	
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2. Caracteritzar	
   els	
   components	
   metabòlics	
   associats	
   al	
   procés	
   òrgan-­‐

específic	
  de	
  la	
  metàstasis	
  del	
  càncer	
  de	
  mama.	
  

	
  

	
   L’os	
  es	
  un	
  òrgan	
  hipòxic	
  amb	
  uns	
  nivells	
  de	
  glucosa	
  baixos,	
  a	
  diferencia	
  del	
  pulmó	
  i	
  el	
  

cervell	
  (Stresing	
  et	
  al.,	
  2012).	
  La	
  relació	
  causa-­‐efecte	
  de	
  la	
  sobrexpressió	
  d’ERp57	
  i	
  l’habilitat	
  

metastàtica	
  a	
  os,	
  juntament	
  amb	
  el	
  fet	
  de	
  constatar	
  que	
  la	
  seva	
  expressió	
  era	
  susceptible	
  de	
  

modificar-­‐se	
   pels	
   nivells	
   de	
   glucosa	
   extra-­‐cel·∙lulars,	
   va	
   suscitar	
   la	
   hipòtesi	
   de	
   que	
   el	
  

metabolisme	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  os	
  havia	
  de	
  ser	
  diferent	
  del	
  metabolisme	
  de	
  

les	
  cèl·∙lules	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  pulmó	
  o	
  cervell.	
  

	
   En	
  aquest	
  sentit,	
   l’entorn	
  hipòxic	
  de	
   l’os	
  podria	
  afavorir	
   la	
  sobre-­‐expressió	
  d’ERp57	
  

donada	
  la	
  relació	
  directa	
  que	
  existeix	
  entre	
  ambdós	
  factors	
  (Xu	
  et	
  al.,	
  2009),	
  condicionant	
  la	
  

selecció	
  del	
  fenotip	
  metastàtic	
  amb	
  una	
  millor	
  adaptació.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  el	
  pulmó	
  és	
  

propens	
  a	
  la	
  creació	
  d’estrès	
  oxidatiu	
  i	
  requeriria	
  de	
  proteïnes	
  com	
  la	
  PRDX2	
  per	
  fer	
  front	
  a	
  

aquest	
  insult	
  (Stresing	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Vam	
  plantejar	
  la	
  hipòtesi	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  

necessiten	
  d’una	
  adaptació	
  metabòlica	
  per	
   tal	
   de	
   sobreviure	
  en	
  el	
  microentorn	
  de	
   l’òrgan	
  

diana	
  i	
  alhora	
  que	
  el	
  metabolisme	
  podria	
  actuar	
  com	
  un	
  factor	
  de	
  selecció	
  òrgan-­‐específic.	
  	
  

	
   Otto	
   Warburg	
   va	
   descriure	
   al	
   1956	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   amb	
   alts	
   índex	
  

proliferatius	
  presentaven	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  glicòlisi	
  fins	
  i	
  tot	
  en	
  presència	
  d’oxigen,	
  el	
  que	
  es	
  

coneix	
   com	
   l’efecte	
   Warburg.	
   En	
   conseqüència,	
   la	
   concentració	
   d’àcid	
   làctic	
   augmenta,	
  

acidificant	
  el	
  microentorn	
  (Warburg,	
  1956).	
  Aquest	
  tipus	
  de	
  metabolisme	
  és	
  menys	
  eficient	
  

que	
  el	
  que	
  es	
   realitza	
  a	
  partir	
  de	
   l’acetil-­‐CoA	
  en	
  el	
  mitocondri.	
   Tot	
   i	
  que	
   inicialment	
  es	
  va	
  

relacionar	
  amb	
  defectes	
  mitocondrials	
  (Gillies	
  et	
  al.,	
  2008),	
  estudis	
  recents	
  demostren	
  que	
  el	
  

mitocondri	
  no	
  sol	
  presentar	
  defectes	
  en	
  la	
  majoria	
  de	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  (Vander	
  Heiden	
  et	
  

al.,	
  2009).	
  

	
   En	
  primer	
  lloc,	
  vam	
  analitzar	
  la	
  susceptibilitat	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  als	
  nivells	
  

de	
   glucosa	
   del	
   medi	
   com	
   un	
   indicatiu	
   de	
   la	
   influència	
   del	
   microentorn	
   en	
   la	
   diversitat	
  

metastàtica.	
   Per	
   això	
   vam	
   mesurar	
   la	
   supervivència	
   cel·∙lular	
   cultivant	
   les	
   variants	
  

metastàtiques	
  a	
  os	
  (435-­‐B1),	
  pulmó	
  (435-­‐L3)	
   i	
  cervell	
   (435-­‐Br1)	
  en	
  presència	
  (4.5	
  mg/ml)	
  o	
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absència	
  (0	
  mg/ml)	
  d’aquest	
  nutrient	
  (Figura	
  24).	
  La	
  línia	
  parental	
  (435-­‐P)	
  es	
  va	
  incloure	
  en	
  

l’estudi	
  com	
  a	
  control	
  del	
  fons	
  genètic	
  comú	
  a	
  totes	
  les	
  variants.	
  	
  

	
   Els	
   resultats	
   van	
   posar	
   de	
   manifest	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   435-­‐P	
   eren	
   especialment	
  

sensibles	
   a	
   la	
   deprivació	
   de	
   glucosa,	
   suggerint	
   un	
   metabolisme	
   glicolític	
   molt	
   dependent	
  

d’aquest	
   nutrient.	
   A	
   48h	
   en	
   hipoglucèmia,	
   la	
   línia	
   metastàtica	
   a	
   cervell	
   presentava	
   una	
  

supervivència	
  superior	
  en	
  front	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  435-­‐P	
  (p<0.001).	
  En	
  contrast,	
  435-­‐L3	
  i	
  435-­‐B1	
  

no	
  mostraven	
  diferencies	
  significatives	
  respecte	
  a	
  la	
  línia	
  parental.	
  	
  

	
   En	
   els	
   experiments	
   en	
   els	
   que	
   l’estarvació	
   de	
   glucosa	
   es	
   mantenia	
   72h,	
   la	
  

supervivència	
  es	
  reduïa	
  en	
  totes	
  les	
  variants	
  metastàtiques	
  a	
  la	
  meitat	
  respecte	
  les	
  mateixes	
  

condicions	
  a	
  48h.	
  La	
  línia	
  parental	
  era	
  més	
  sensible	
  a	
  la	
  deprivació	
  de	
  glucosa	
  i	
  la	
  viabilitat	
  es	
  

veia	
  reduïda	
  un	
  75%	
  a	
  les	
  72	
  h	
  respecte	
  les	
  48h.	
  Totes	
  les	
  línies	
  metastàtiques	
  presentaven	
  

una	
   supervivència	
   superior	
   a	
   la	
   línia	
   parental,	
   tant	
   la	
   de	
   pulmó	
   (p<0.01)	
   com	
   la	
   d’os	
  

(p<0.001),	
  essent	
  la	
  de	
  cervell	
  la	
  que	
  més	
  sobrevivia,	
  respecte	
  435P	
  (p<1E-­‐05)	
  i	
  respecte	
  	
  os	
  

(p=0.001).	
  

	
   Donat	
   que	
   la	
   línia	
   435-­‐P	
   era	
   la	
   línia	
   més	
   sensible	
   a	
   la	
   deprivació	
   de	
   glucosa,	
   els	
  

resultats	
   suggerien	
   que	
   la	
   dependència	
   de	
   glucosa	
   és	
   un	
   fet	
   associat	
   a	
   l’habilitat	
   de	
   les	
  

cèl·∙lules	
  metastàtiques,	
  essent	
  la	
  variant	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  la	
  que	
  te	
  un	
  metabolisme	
  més	
  

independent	
  d’aquest	
  nutrient.	
  	
  

Igualment,	
   les	
   diferències	
   observades	
   entre	
   les	
   variants	
  metastàtiques	
   respecte	
   a	
   la	
  

supervivència	
  cel·∙lular	
  en	
  condicions	
  de	
  deprivació	
  de	
  glucosa,	
  suggerien	
  que	
  aquestes	
  tenien	
  

característiques	
  específiques	
  a	
  nivell	
  metabòlic.	
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2.2. Estudiar	
  el	
  perfil	
  metabòlic	
  característic	
  de	
  las	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques.	
  

	
  

	
   Les	
   diferències	
   en	
   composició	
   lipídica	
   han	
   estat	
   àmpliament	
   relacionades	
   amb	
   la	
  

tumorigenicitat.	
  Estudis	
  en	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  de	
  mama	
  forçades	
  a	
  sobreexpressar	
  FASN	
  han	
  

mostrat	
   que	
   l’augment	
   en	
   la	
   síntesi	
   lipídica	
   es	
   relaciona	
   amb	
   el	
   procés	
   de	
   transformació	
  

oncogènica	
   a	
   través	
   d’una	
   major	
   proliferació,	
   activació	
   de	
   HER1/HER2	
   i	
   resistència	
   a	
   cis-­‐

platin	
   (Vazquez-­‐Martin	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Per	
   una	
   altra	
   banda,	
   la	
   transformació	
   tumoral	
   (per	
  

inducció	
  de	
  Src	
  en	
  cèl·∙lules	
  3T3)	
  provoca	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  síntesi	
  lipídica	
  i	
  es	
  relaciona	
  amb	
  

l’augment	
   en	
   la	
   formació	
   d’invadopodia	
   i	
   la	
   secreció	
   de	
   metal·∙loproteases	
   (Scott	
   et	
   al.,	
  

2012).	
   Finalment,	
   el	
   nostre	
   grup	
   també	
   ha	
   relacionat	
   l’aparició	
   d’un	
   fenotip	
   lipídic	
   en	
  

cèl·∙lules	
   de	
   càncer	
   de	
   mama	
   amb	
   l’augment	
   en	
   gens	
   de	
   la	
   TEM	
   i	
   amb	
   major	
   capacitat	
  

metastàtica	
  (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
   Per	
   constatar	
   les	
   diferències	
   observades	
   a	
   nivell	
   metabòlic	
   en	
   les	
   variants	
  

metastàtiques,	
   vam	
   analitzar-­‐ne	
   el	
   contingut	
   lipídic	
  mitjançant	
   una	
   tècnica	
   fluorescent,	
   la	
  

tinció	
   per	
   Nile	
   Red	
   (Figura	
   27).	
   Aquesta	
   tècnica	
   permet	
   la	
   visualització	
   de	
   lípids	
   en	
   dues	
  

regions	
   de	
   l’espectre:	
   en	
   el	
   vermell	
   s’observen	
   els	
   lípids	
  més	
   hidrofílics	
   (com	
   fosfolípids),	
  

mentre	
  que	
  els	
   lípids	
  més	
  hidrofòbics	
  produeixen	
  un	
  viratge	
  cap	
  al	
  groc	
  	
  (Greenspan	
  et	
  al.,	
  

1985)	
  (Diaz	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

	
   La	
   tinció	
   amb	
   Nile	
   Red	
   en	
   condicions	
   basals	
   de	
   glucosa	
   (4.5	
   mg/ml)	
   mostrava	
   un	
  

augment	
  en	
  els	
  nivells	
  de	
  fosfolípids	
  de	
  les	
  variants	
  metastàtiques	
  respecte	
  la	
  línia	
  parental	
  

(Figura	
  27,	
  superior).	
  

	
   Es	
  va	
  realitzar	
  el	
  mateix	
  anàlisi	
  en	
  condicions	
  de	
  deprivació	
  de	
  glucosa	
  (0	
  mg/ml)	
  i	
  en	
  

aquest	
  cas	
  ens	
  vam	
  interessar	
  pels	
  canvis	
  que	
  es	
  produien	
  en	
  el	
  contingut	
  de	
  lipid	
  droplets,	
  

que	
   funcionen	
   com	
   a	
   reserva	
   energètica	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   (Beckman,	
   2006).	
   L’estarvació	
   de	
  

glucosa	
   provocava	
   una	
   disminució	
   en	
   els	
   lipid	
   droplets	
   de	
   les	
   línies	
   de	
   cervell	
   i	
   pulmó	
  

únicament,	
  com	
  mostra	
  l’ampliació	
  del	
  requadre	
  interior	
  (Figura	
  27).	
  	
  

	
  

	
  



� � � � � � � � � �
�

��
E: 6�

�
� �

�


 u	
   E,U� VXz� � èFLuF	
   EL� cuqòeuv� euar ,r FvuUc� r F � RU,uUFLg� l r LUgLnLuí Er g� er � cU� còFuU� ßhH2� z� 
 n I cSRà� BR� UepLsRàXVt X-­‐I �

BR� eI � c-­‐t X-­‐g � I n E� � -­‐eR� � RB� 9w+/γ� Rt � XL t B-­‐X-­‐L t à� BR� , sRàVt X-­‐I � 9”:� w'W� n S(n eγ� -­‐� I EàVt X-­‐I � 9):� +� n S(n eγ� BR� SepXLàI '�

� -­‐eR� � RB� Rn Rc� Rt � eI � sRS-­‐g � BRe� vRsn Ree� mpI t � àòI ààLX-­‐I � I � ULàULe4, -­‐Bà� -­‐� XI , � I e� SsLX:� mpI t � àòI ààLX-­‐I � I � e4, -­‐Bà�

M-­‐BsLUuE-­‐Xà'� � e� sRmpI BsR� n LàcsI � eI � àp, Rs, Là-­‐X-­‐g � BRe� XI t I e� vRsn Ree� -­‐� Re� vRsB:� n LàcsI t c� Reà� e-­‐, -­‐B� BsL , eRcà� Rt � SsLX'�

� 4t -­‐Rà� I t I e-­‐cí I BRàè� � κw%W)� :� � sκw%W)� s6� L � XRsvRee:� � vκw%W)� v6� L � URcSR:� � %κw%W)� %� L � , pen g:� � κw%W)� 6� L � L à'�

�

� � Rs� cI e� BR� XI sIX cRs-­‐cí Is � eRà� B-­‐URsVt X-­‐Rà� n RcIE ue-­‐mpRà� LEàRsvIB Rà:� Rà� vI� pc-­‐e-­‐cí Is �

eòRà, RXcsLàXu, -­‐I� � In It � 9� � γ� Rt � XLeKeIE LsIX -­‐g� In E� Re� Ssp, � BRe� � s'� � RcsLv� 9
 � 
 � γ'� � mpRàcI�

cVXt -­‐XI � MI� RàcIc � pc-­‐e-­‐cí I BI� In E� B-­‐vRsàRà� I, e-­‐XI X-­‐Lt à� E-­‐LeuS-­‐mpRà� , Rs� I� eI� BRcRXX-­‐g� BR�

� � � ( � � � :� , sLcR3t Rà� L � e4, -­‐Bà� -­‐� , Rsn Rc� eòIt Ne-­‐à-­‐� BR� n LàcsRà� BR� n It RsI� t L � -­‐t vI à-­‐vI � 9
 sRpB-­‐SRs�

Rc� Ie':� ; ++Qz� � -­‐t � Rc� Ie':� ; +66γ'� � Rsn Rc� eòLEcRt X-­‐g� BòRà, RXcsRà� Bò-­‐t cRt à-­‐cIc � BRe� àRt éIe� tcy�

t Ln EsR� BòLt I� 9Xn )6γ:� L t � XIB I� , -­‐X� Rà� , Lc� Ià àLX-­‐Is � I� pt � c-­‐, pà� BòRt eeIA � mp4n -­‐X� B-­‐URsRt c� 9� -­‐t � Rc�

Ie':� ; +66z� � L , , � Rc� Ie':� ; +66γ'� � -­‐/4:� , Rsn Rc� eI� BRcRXX-­‐g� -­‐� àRn -­‐)mpIt c-­‐U-­‐XI X-­‐g� BR� B-­‐vRsàRà�

n LeVXpeRà� 9vRpsR� n I cRs-­‐Ie� -­‐� n VcLBRà:� I, Is cIc � ≥γ'� �

� � à� vI� Rn , sIs � Re� à-­‐àcRn I� BRe� � In I t � -­‐� eòIt Ne-­‐à-­‐� BR� eRà� EIt BRà� Bò� X-­‐B� � sIà � � L cIe� L � � 
 � �

9; QW%� Xn )6γ� -­‐� Bò� X-­‐B� � sI à� � L cIe� 
 t àIc psIc � L � � � 
 � � 9%+6W� Xn )6γ� , Rs� I� eI � àRn -­‐)mpIt c-­‐U-­‐XI X-­‐g� BR� eRà�

B-­‐URsVt X-­‐Rà� e-­‐, 4B-­‐mpRà'�

� � I� mpI t c-­‐U-­‐XI X-­‐g� BR� eòIeAIB I� BR� eI� EIt BI� � 
 � � 9
 -­‐SpsI� ; Q� γ� vI� n LàcsI s� mpR� eI� e4t -­‐I �

, I sRt cIe� Rà� àpEB-­‐v-­‐B-­‐I� Rt � BpRà� , LEeIX -­‐Lt à� àRSLt à� Re� XLt c-­‐t Spc� BòNX-­‐Bà� SsI ààLà'� � I � àRt à-­‐E-­‐e-­‐cIc �

BR� eI � cVXt -­‐XI � , Rsn Rc-­‐I� B-­‐URsRt X-­‐Is � Rt csR� pt I� , LEeIX -­‐g� � 6:� In E� pt à� t -­‐vReeà� e-­‐, 4B-­‐Xà� ReRvI cà:� -­‐�

pt I� � ; :� In E� pt à� t -­‐vReeà� e-­‐, 4B-­‐Xà� -­‐t URs-­‐Lsà'� � I� , LEeI X-­‐g� � 6� XLssRà, Lt -­‐I� Ie� wç“ � BR� eRà� XVeKepeRà�

w%W)� � In E� pt I� -­‐t cRt à-­‐cI c� BR� EIt BI� � 
 � � WQW� á� ; 6'≥� -­‐� eI � , LEeIX -­‐g� � ; � XLsRà, Lt -­‐I� Ie� W%“ � BR� eRà�

XVeKepeRà� w%W)� � I n E� pt I� -­‐t cRt à-­‐cI c� BR� EIt BI� BR� ; 6%� á� w+� 9, =� +'++++6γ'� � I� BR, s-­‐vIX -­‐g� BR�



RESULTATS	
  
	
  

	
  	
  
137	
  

	
  
	
   	
  

glucosa	
  provocava	
  una	
  caiguda	
  en	
   la	
  quantitat	
  de	
  TFA	
  en	
   la	
  població	
  P1	
  mentre	
  que	
  no	
  es	
  

produien	
  canvis	
  en	
  la	
  població	
  P2.	
  	
  

	
   Pel	
  que	
  fa	
  a	
  les	
  metàstasis,	
  les	
  variants	
  metastàtiques	
  a	
  cervell	
  i	
  pulmó	
  presentaven	
  

uns	
  nivells	
  més	
  elevats	
  de	
  TFA	
  que	
  la	
  població	
  P2.	
  En	
  condicions	
  de	
  deprivació	
  de	
  glucosa,	
  Br	
  

i	
  L3	
  es	
  comportaven	
  com	
  P1,	
  amb	
  una	
  disminució	
  en	
  els	
  nivells	
  de	
  TFA	
  que	
  podria	
  ser	
  deguda	
  

al	
  consum.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  B1	
  i	
  Lv1	
  es	
  comportaven	
  com	
  P2,	
  amb	
  uns	
  nivells	
  inferiors	
  de	
  

TFA	
  i	
  sense	
  canvis	
  en	
  els	
  nivells	
  lipídics	
  al	
  retirar	
  glucosa	
  (Figura	
  28A).	
  	
  

	
   Aquests	
   resultats	
   indicaven	
  que,	
   assumint	
   la	
   heterogeneïtat	
   de	
   la	
   línia	
   parental,	
   es	
  

podien	
   distingir	
   dues	
   subpoblacions	
   segons	
   els	
   nivells	
   d’àcids	
   grassos	
   totals.	
   Aquestes	
  

poblacions	
  podrien	
  ser	
  les	
  predecessores	
  de	
  les	
  diferents	
  metàstasis:	
  una	
  més	
  (P1,	
  com	
  435-­‐

Br1)	
  i	
  una	
  menys	
  lipogènica	
  (P2,	
  com	
  435-­‐B1).	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  observàvem	
  de	
  nou	
  una	
  

composició	
   lipídica	
   similar	
   entre	
   la	
   variant	
   metastàtica	
   a	
   pulmó	
   i	
   la	
   de	
   cervell	
   en	
  

contraposició	
  a	
  la	
  variant	
  metastàtica	
  a	
  os,	
  tal	
  i	
  com	
  suggerien	
  les	
  dades	
  d’expressió	
  de	
  gens	
  

de	
  síntesi	
  analitzats	
  anteriorment	
  (Figura	
  25).	
  	
  

La	
   síntesi	
   lipídica	
   indueix	
   un	
   augment	
   en	
   el	
   percentatge	
   d’àcids	
   grassos	
   saturats	
  

(Schug	
   et	
   al.,	
   2012)	
   i	
   la	
   presència	
   de	
   més	
   àcids	
   grassos	
   saturats	
   s’ha	
   relacionat	
   amb	
  

malignitat	
  ((Hilvo	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Rysman	
  et	
  al.,	
  2010),	
  migració	
  i	
  invasió	
  (Scott	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Així	
  

doncs,	
   una	
   ratio	
   baixa	
   TUFA/TFA,	
   l’anomenat	
   fenotip	
   lipogènic,	
   s’ha	
   proposat	
   com	
   a	
  

marcador	
  molecular	
  per	
  aquests	
  tumor	
  agressius	
  (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Vam	
  calcular	
  la	
  relació	
  

TUFA/TFA	
  per	
  tal	
  de	
  conèixer	
  l’índex	
  d’insaturació	
  (Figura	
  28B).	
  	
  

	
   La	
   subpoblació	
   P1	
   presentava	
   uns	
   nivells	
   d’insaturació	
   (TUFA)	
   menors	
   que	
   la	
  

subpoblació	
  P2.	
  Aquests	
  resultats	
  es	
  corresponen	
  de	
  manera	
  inversa	
  amb	
  els	
  nivells	
  de	
  TFA,	
  

ja	
  que	
   l’augment	
  en	
  àcids	
  grassos	
  provoca	
  un	
  augment	
  en	
  el	
  percentatge	
  de	
  saturats	
   i	
  per	
  

tant,	
  una	
  caiguda	
  en	
  els	
  TUFA	
  (Figura	
  28B).	
  

	
   Les	
   cèl·∙lules	
  metastàtiques	
   a	
   cervell	
   i	
   pulmó	
  mostraven	
  uns	
   nivells	
   de	
   TUFA	
  baixos	
  

(per	
  tant,	
  un	
  major	
  grau	
  d’àcids	
  grassos	
  saturats),	
  de	
  nou	
  amb	
  un	
  comportament	
  similar	
  a	
  

P1.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  P2,	
  B1	
  i	
  Lv1	
  eren	
  les	
  poblacions	
  amb	
  major	
  TUFA,	
  en	
  acord	
  amb	
  la	
  

menor	
  quantitat	
  de	
  TFA	
  (Figura	
  28B).	
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   � � � � � � � � tC. 1� � � � � r� r� � � � � � i � . t � �
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procés	
  oxidatiu,	
  es	
  trobava	
  sobreexpressada	
  en	
  metàstasi	
  cerebral	
  (Figura	
  26).	
  Les	
  cèl·∙lules	
  

metastàtiques	
  a	
  cervell	
  solen	
  restar	
  latents	
  per	
  llargs	
  períodes	
  de	
  temps	
  (Gewirtz,	
  2009);	
  per	
  

tant,	
   les	
  cèl·∙lules	
  capaces	
  de	
  sobreviure	
  han	
  de	
  poder	
  suportar	
   insults	
  metabòlics	
   imposats	
  

durant	
  llargs	
  periodes	
  de	
  temps	
  (Singh	
  et	
  al.,	
  2012)	
  i	
  alts	
  nivells	
  d’estrès	
  oxidatiu	
  (Singh	
  et	
  al.,	
  

2012;	
  Spitz	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

	
   Per	
   posar	
   de	
  manifest	
   aquesta	
   hipòtesi,	
   vam	
   analitzar	
   la	
   supervivència	
   cel·∙lular	
   en	
  

presència	
  d’etomoxir,	
  un	
  inhibidor	
  del	
  transportador	
  carnitina	
  palmitoïltransferasa	
  I,	
  també	
  

conegut	
  com	
  CPT1,	
  que	
  facilita	
  la	
  internalització	
  d’àcids	
  grassos	
  en	
  el	
  mitocondri	
  (Samudio	
  et	
  

al.,	
  2010).	
  

	
   S’ha	
  descrit	
  que	
  les	
  cèlules	
  tumorals	
  per	
  tal	
  de	
  mantenir	
  els	
  nivells	
  d’ATP	
  transformen	
  

el	
  piruvat	
  en	
  lactat	
  (Samudio	
  et	
  al.,	
  2010),	
  fet	
  que	
  s’interpreta	
  com	
  una	
  mesura	
  adaptativa	
  

de	
   la	
   cèl·∙lula	
   quan	
   no	
   pot	
   oxidar	
   lípids	
   en	
   el	
   mitocondri.	
   Sospitant	
   que	
   la	
   presència	
   de	
  

glucosa	
  en	
  el	
  medi	
  podia	
  afavorir	
  el	
  seu	
  ús	
  en	
  detriment	
  de	
  l’oxidació	
  lipídica,	
  vam	
  realitzar	
  

l’experiment	
   en	
   condicions	
   de	
   deprivació	
   de	
   glucosa	
   i	
   piruvat,	
   mantenint	
   la	
   concentració	
  

habitual	
  de	
  glutamina	
  i	
  sèrum,	
  de	
  2	
  mM	
  i	
  10%,	
  respectivament.	
  	
  

En	
  les	
  condicions	
  d’estarvació	
  de	
  glucosa	
  durant	
  48h,	
  s’obtenien	
  resultats	
  coincidents	
  

amb	
   una	
   major	
   supervivència	
   de	
   la	
   línia	
   metastàtica	
   a	
   cervell	
   en	
   comparació	
   amb	
   435-­‐P	
  

(Figura	
   34A,	
   barres	
   grises).	
   La	
   retirada	
   de	
   glucosa	
   combinada	
   amb	
   etomoxir	
   (Figura	
   34A),	
  

mostrava	
   a	
   les	
   48h	
   una	
   disminució	
   específica	
   en	
   la	
   supervivència	
   de	
   la	
   línia	
   de	
  metàstasi	
  

cerebral	
  435-­‐Br1	
  respecte	
  a	
  la	
  retirada	
  de	
  glucosa	
  (p=0.002).	
  Aquesta	
  variant	
  sobrevivia	
  més	
  

que	
  la	
  resta	
  de	
  metàstasis	
  (p<0.05)	
  en	
  deprivació	
  de	
  glucosa.	
  La	
  combinació	
  amb	
  etomoxir	
  

no	
  produïa	
  canvis	
  significatius	
  en	
  la	
  supervivència	
  de	
  les	
  metàstasis	
  a	
  pulmó	
  i	
  os	
  respecte	
  les	
  

condicions	
  de	
  no	
  glucosa.	
  

A	
   72h	
   en	
   hipoglucèmia	
   (Figura	
   34B),	
   la	
   línia	
   metastàtica	
   a	
   cervell	
   presentava	
   una	
  

supervivència	
  superior	
  en	
  front	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  435-­‐P	
  (p<0.001)	
  i	
  la	
  combinació	
  amb	
  etomoxir	
  

reduïa	
   la	
  supervivència	
  més	
  d’un	
  50%	
  respecte	
   les	
  condicions	
  sense	
  glucosa	
  (p=2E-­‐05).	
  Les	
  

diferències	
  en	
  supervivència	
  entre	
  435-­‐Br1	
  i	
  les	
  altres	
  metàstasis	
  es	
  reduïen.	
  La	
  combinació	
  

d’etomoxir	
   i	
   retirada	
  de	
  glucosa,	
  provocava	
  una	
  disminució	
  en	
   la	
  supervivència	
  en	
  435-­‐Br1	
  

però	
  també	
  en	
  435-­‐L3	
  (p=0.006),	
  confirmant	
  la	
  semblança	
  entre	
  aquestes	
  línies	
  respecte	
  el	
  

seu	
  comportament	
  metabòlic	
  depenent	
  de	
  lípids	
  (Figura	
  34B).	
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La	
   beta-­‐oxidació	
   s’inicia	
   amb	
   l’entrada	
   d’àcids	
   grassos	
   a	
   la	
   cèl·∙lula	
   a	
   través	
   de	
  

transportadors	
  de	
  membrana.	
  Un	
  cop	
  dins,	
  la	
  fatty	
  acyl-­‐CoA	
  synthase	
  (FACS)	
  afegeix	
  un	
  grup	
  

CoA,	
  formant	
  acil-­‐CoA	
  de	
  cadena	
  llarga.	
  A	
  continuació,	
  el	
  CPT-­‐1	
  converteix	
  aquests	
  acil-­‐CoAs	
  

en	
   acilcarnitina,	
   que	
   entra	
   a	
   través	
   de	
   la	
   membrana	
   mitocondrial	
   interna	
   mitjaçant	
   la	
  

translocasa	
   de	
   carnitina	
   (CAT).	
   El	
   CPT2	
   de	
   la	
   membrana	
   mitocondrial	
   interna	
   converteix	
  

l’acilcarnitia	
   en	
   acil-­‐CoA.	
   L’Acil-­‐CoA	
   entra	
   en	
   la	
   ß-­‐oxidació,	
   resultant	
   en	
   la	
   producció	
   d’un	
  

Acetil-­‐CoA	
  per	
  cada	
  cicle	
  (Extret	
  de	
  The	
  AOCS	
  Lipid	
  Library).	
  Aquest	
  Acetil-­‐CoA	
  pot	
  entrar	
  en	
  

el	
   cicle	
  de	
  Krebs	
   i	
   cadena	
   respiratòria,	
  produint	
  ATP,	
   	
  poder	
   reductor	
   i	
  CO2,	
  que	
  mesurem	
  

radioactivament	
  (Collins	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

El	
  càlcul	
  dels	
  nmols	
  de	
  palmitat	
  transformats	
  a	
  CO2	
  (Figura	
  36A),	
  va	
  posar	
  de	
  manifest	
  

que	
  en	
  presència	
  de	
  glucosa	
  en	
  el	
  medi	
  (barres	
  negres),	
  les	
  cèl·∙lules	
  435-­‐Br	
  presentaven	
  un	
  

augment	
  significatiu	
  en	
  l’ús	
  de	
  lípids	
  comparat	
  amb	
  la	
  línia	
  parental	
  (p=0.005).	
  En	
  contrast,	
  

les	
  línies	
  metastàtiques	
  B1	
  i	
  V5,	
  no	
  presentaven	
  canvis	
  en	
  l’oxidació	
  respecte	
  435-­‐P.	
  	
  

	
  El	
   cultiu	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   en	
   condicions	
   d’estarvació	
   de	
   glucosa	
   (barres	
   blanques)	
  

induïa	
  la	
  ß-­‐oxidació	
  en	
  la	
  línia	
  435-­‐P	
  (Figura	
  36A).	
  Aquest	
  inducció	
  era	
  més	
  important	
  en	
  la	
  

resta	
   de	
   línies	
   metastàtiques,	
   tot	
   i	
   que	
   no	
   significativa.	
   Únicament	
   la	
   línia	
   435-­‐Br1	
  

presentava	
  una	
  augment	
  significatiu	
  en	
  la	
  producció	
  de	
  CO2	
  respecte	
  435-­‐P	
  (p=0.01).	
  	
  

	
   Ja	
  que	
  els	
   nivells	
   basal	
   d’oxidació	
  de	
  CO2	
  no	
  eren	
   iguals	
   per	
   a	
   totes	
   les	
   línies,	
   vam	
  

calcular	
   l’augment	
   net	
   en	
   oxidació	
   restant	
   els	
   valors	
   de	
   CO2	
   produït	
   a	
   0	
   mM	
   de	
   glucosa	
  

menys	
  els	
  produïts	
  a	
  5	
  mM	
  (Figura	
  36B).	
  L’augment	
  en	
  oxidació	
  de	
  la	
  línia	
  parental	
  era	
  de	
  1.5	
  

en	
   deprivació	
   de	
   glucosa	
   vs.	
   condicions	
   basals.	
   La	
   línia	
   435-­‐Br1	
   induïa	
   un	
   augment	
  

significatiu	
   de	
   l’oxidació	
   que	
   doblava	
   el	
   de	
   la	
   parental	
   (p=0.006).	
   La	
   resta	
   de	
   línies	
  

metastàtiques	
   mostraven	
   una	
   relació	
   similar	
   a	
   les	
   cèl·∙lules	
   de	
   cervell,	
   amb	
   diferències	
  

significatives	
  respecte	
  435-­‐P:	
  B,	
  p=0.006	
  i	
  V5,	
  p=0.01.	
  	
  

Aquest	
  experiment	
  demostrava	
  que	
  totes	
  les	
  línies	
  metastàtiques	
  podien	
  respondre	
  

a	
   la	
  deprivació	
  de	
  glucosa	
  oxidant	
  àcid	
  gras	
   saturat	
  a	
   temps	
  curts	
   i	
  que	
  probablement,	
   les	
  

diferències	
   en	
   supervivència	
   en	
   aquestes	
   condicions	
   no	
   eren	
   degudes	
   a	
   defectes	
  

mitocondrials.	
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�
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IecsRà� IecRst It XRà� n RcI Eue-­‐mpRà� 9� csRà-­‐t S� Rc� Ie':� ; +6; γ'�

� L t R-­‐/RBLsà� mpR� eòI pcLUNS-­‐I� , Lc� IX cpI s� XLn � pt � n RXIt -­‐àn R� , sL )àp, Rsv-­‐vVt X-­‐I � Rt � Re�
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XVeKepeRà� n RcIà cNc-­‐mpRà� I � eI� n It XI� BR� t pcs-­‐Rt cà'�

�
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2.4. Analitzar	
  el	
  paper	
  de	
  l’autofàgia	
  en	
  la	
  patogènesi	
  de	
  la	
  metàstasi	
  	
  

L’autofàgia	
   és	
   un	
   mecanisme	
   que	
   pot	
   actuar	
   de	
   forma	
   contradictòria	
   suprimint	
   la	
  

iniciació	
   tumoral	
   o	
   promovent	
   el	
   creixement	
   en	
   càncers	
   establerts	
   (Kenific	
   et	
   al.,	
   2010;	
  

White,	
  2012).	
  En	
  la	
  seva	
  vessant	
  pro-­‐supervivència,	
  l’autofàgia	
  alleugera	
  l’estrès	
  produït	
  (per	
  

exemple,	
  per	
  restricció	
  de	
  nutrients)	
  afavorint	
   la	
  degradació	
  de	
  proteïnes	
  malplegades.	
  Per	
  

una	
   altra	
   banda,	
   la	
   degradació	
   de	
   proteïnes	
   i	
   membranes	
   dona	
   lloc	
   a	
   intermediaris	
   com	
  

aminoàcids	
   o	
   àcids	
   grassos	
   que	
   es	
   poden	
   utilitzar	
   en	
   el	
   cicle	
   de	
   Krebs	
   en	
   el	
   mitocondri	
  

(Clarke	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
   Fins	
  ara,	
  es	
  considerava	
  que	
  la	
  mobilització	
  de	
  lípids	
  des	
  dels	
  lipid	
  droplets	
  era	
  funció	
  

exclusiva	
   de	
   les	
   lipases.	
   Aquestes	
   proteïnes	
   hidrolitzen	
   triglicèrids	
   per	
   donar	
   àcids	
   grassos	
  

processables	
   en	
   la	
   beta-­‐oxidació	
   mitocondrial	
   per	
   produir	
   energia.	
   Però	
   nous	
   estudis	
  

impliquen	
   a	
   l’autofàgia	
   en	
   aquest	
   procés,	
   en	
   el	
   que	
   es	
   coneix	
   com	
   lipofàgia	
   (Singh	
   and	
  

Cuervo,	
   2012)	
   que	
   consisteix	
   en	
   la	
   nucleació	
   dels	
   droplets	
   en	
   autofagosomes	
   i	
   la	
   seva	
  

degradació	
   als	
   lisosomes,	
   on	
   s’obtindrien	
   àcids	
   grassos	
   de	
   cadena	
   curta,	
   útils	
   per	
   a	
   la	
  

producció	
  d’energia	
  en	
  el	
  mitocondri	
  (Czaja,	
  2010;	
  Liu	
  and	
  Czaja,	
  2013).	
  Estudis	
  recents	
  fins	
  i	
  

tot	
  suggereixen	
  que	
  l’autofàgia	
  pot	
  proporcionar	
  components	
  més	
  eficients	
  energèticament	
  

com	
  àcids	
  grassos	
  lliures	
  (Singh	
  and	
  Cuervo,	
  2012)	
  

	
   Degut	
   a	
   la	
   resistència	
   a	
   la	
   deprivació	
   de	
   glucosa	
   i	
   a	
   l’augment	
   en	
   el	
   metabolisme	
  

lipídic	
   i	
   oxidatiu	
   observat	
   en	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   a	
   cervell,	
   ens	
   vam	
   proposar	
  

d’analitzar	
   el	
   fenomen	
   de	
   l’autofàgia	
   com	
   a	
   possible	
   mecanisme	
   pro-­‐supervivència	
   en	
  

aquestes	
  línies.	
  

	
   Les	
  cèl·∙lules	
  435-­‐P,	
  435-­‐Br1	
  i	
  435-­‐BrV5	
  es	
  van	
  cultivar	
  en	
  condicions	
  basals	
  de	
  glucosa	
  

(4.5	
  mg/ml)	
  i	
  es	
  van	
  tractar	
  amb	
  bafilomicina,	
  un	
  inhibidor	
  específic	
  de	
  la	
  ATPasa	
  de	
  protons	
  

vacuolar.	
  Aquest	
   tractament	
   inhibeix	
   l’autofàgia	
  en	
  el	
  pas	
   final	
  de	
   fusió	
  de	
   l’autofagosoma	
  

amb	
  el	
  lisosoma	
  (Klionsky	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
   Es	
  va	
  analitzar	
  una	
  corba	
  de	
  temps,	
   recollint	
  extractes	
  proteics	
  a	
  0,	
  3,	
  6,	
  9	
   i	
  24h	
  de	
  

tractament	
  (20	
  nM).	
  La	
  bafilomicina	
   indueix	
  un	
  acúmul	
  de	
  LC3	
   II	
  en	
   les	
  cèlules,	
   la	
  proteïna	
  

que	
  envolta	
   l’autofagosoma.	
   (Yamamoto	
  et	
  al.,	
  1998).	
   La	
  quantificació	
  de	
   l’autofàgia	
  es	
  va	
  

realitzar	
  mesurant	
  l’acumulació	
  de	
  LC3-­‐II	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  per	
  WB	
  (Klionsky	
  et	
  al.,	
  2012).	
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basals	
   i	
   en	
   condiccions	
   de	
   restricció	
   de	
   nutrients,	
   especialment	
   en	
   la	
   línia	
   metastàtica	
   a	
  

cervell.	
  	
  

L’autofàgia	
   pot	
   afavorir	
   la	
   supervivència	
   en	
  diferents	
   passos	
   del	
   procés	
  metastàtic:	
  

durant	
   la	
   circulació	
   proporciona	
   resistència	
   a	
   l’anoikis,	
   durant	
   l’establiment	
   i	
   adaptació	
   al	
  

nou	
   microentorn	
   permet	
   a	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   disseminades	
   (DTCs)	
   sobreviure	
   a	
   la	
  

dormancy	
  o	
  quiescència,	
  i	
  finalment,	
  promou	
  el	
  creixement	
  de	
  la	
  macrometàstasi	
  permetent	
  

sobrepassar	
  l’estrès	
  del	
  creixement	
  tumoral	
  en	
  un	
  microentorn	
  estrany	
  (Kenific	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Totes	
  aquestes	
  funcions,	
  unides	
  a	
  la	
  capacitat	
  de	
  degradar	
  proteïnes	
  malplegades	
  i	
  produir	
  

intermediaris	
  per	
  al	
  cicle	
  de	
  Krebs	
  (Clarke	
  et	
  al.,	
  2012)	
  presenten	
  l’autofàgia	
  com	
  un	
  possible	
  

mecanismes	
  imprescindible	
  per	
  a	
  l’èxit	
  de	
  la	
  metàstasi	
  cerebral.	
  Particularment	
  la	
  metàstasi	
  

cerebral	
   es	
   veuria	
   beneficiada	
   d’aquesta	
   funció	
   quan	
   la	
   disponibilitat	
   de	
   glucosa	
   està	
  

limitada,	
   suggerint	
   un	
   bescanvi	
   cap	
   a	
  mecanismes	
   d’obtenció	
   d’energia	
   alternatius,	
   on	
   els	
  

lípids	
  tindrien	
  un	
  paper	
  rellevant.	
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2.5. Analitzar	
   la	
   contribució	
   de	
   la	
   funció	
   i	
   dinàmica	
   mitocondrial	
   a	
   la	
   versatilitat	
  

metabòlica	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques.	
  	
  

	
  

El	
  mitocondri	
  és	
  un	
  orgànul	
  clau	
  a	
   l’hora	
  de	
  delimitar	
  el	
  metabolisme	
  cel·∙lular	
   i	
  pot	
  

actuar	
  com	
  a	
  regulador	
  de	
  la	
  modulació	
  energètica	
  global	
  (Nunnari	
  and	
  Suomalainen,	
  2012).	
  

La	
   funció	
  mitocondrial	
  és	
  essencial	
  perquè	
   les	
  cèl·∙lules	
   tumorals	
  compensin	
   les	
  alteracions	
  

bioenergètiques	
  que	
  presenten,	
  algunes	
  cap	
  a	
  més	
  glicolítiques	
  i	
  altres	
  cap	
  a	
  més	
  oxidatives	
  

(Wallace,	
  2012).	
  En	
  front	
  d’un	
  requeriment	
  elevat	
  d’ATP,	
  la	
  cèl·∙lula	
  ho	
  pot	
  contrarestar	
  amb	
  

un	
  augment	
  en	
  la	
  massa	
  mitocondrial	
  i	
  una	
  inducció	
  de	
  la	
  fosforilació	
  oxidativa	
  	
  (Nunnari	
  and	
  

Suomalainen,	
  2012).	
  

	
   Ja	
   que	
   la	
   morfologia	
   i	
   dinàmica	
   mitocondrial	
   juguen	
   un	
   paper	
   important	
   en	
   la	
  

regulació	
  metabòlica	
  i	
  es	
  consideren	
  un	
  indicador	
  de	
  l’activitat	
  d’aquest	
  orgànul	
  (Song	
  et	
  al.,	
  

2008),	
  ens	
  vam	
  plantejar	
  analitzar	
  aquestes	
  funcions	
  en	
  les	
  variants	
  metastàtiques.	
  

Inicialment	
   vam	
   utilitzar	
   una	
   tinció	
   específica	
   de	
   mitocondris,	
   Mitotracker	
   Green	
  

(Figura	
   39)	
   per	
   observar	
   la	
   morfologia	
   mitocondrial	
   en	
   les	
   diferents	
   línies.	
   La	
   línia	
   435-­‐P	
  

presentava	
   uns	
   mitocondris	
   fragmentats	
   distribuïts	
   perinuclearment,	
   a	
   més	
   d’una	
   baixa	
  

intensitat	
   de	
   marcatge	
   que	
   suggeria	
   una	
   massa	
   mitocondrial	
   reduïda.	
   En	
   la	
   variant	
  

metastàtica	
   a	
   cervell	
   435-­‐Br1	
   s’observava	
  una	
  distribució	
  de	
  mitocondris	
   per	
   tot	
   el	
   citosol	
  

(tot	
   i	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   són	
  més	
   arrodonides	
   que	
   la	
   resta),	
   amb	
   un	
   fenotip	
   una	
  mica	
  més	
  

elongat	
   que	
   435-­‐P,	
   que	
   augmenta	
   en	
   les	
   cèl·∙lules	
   BrV5	
   que	
   presentava	
   uns	
   mitocondris	
  

encara	
  més	
  elongats	
  i	
   interconnectats	
  que	
  435-­‐Br1,	
  distribuïts	
  al	
   llarg	
  del	
  citosol	
  i	
  amb	
  una	
  

intensitat	
  de	
  marcatge	
  molt	
  elevat.	
  	
  

	
   A	
  diferència	
  de	
  la	
  línia	
  435-­‐Br1,	
  la	
  variant	
  metastàtica	
  a	
  pulmó	
  presentava	
  un	
  fenotip	
  

elongat	
   i	
   amb	
  mitocondris	
   distribuïts	
   al	
   llarg	
   del	
   citosol	
   fins	
   a	
   l’extrem	
   de	
   la	
   cèl·∙lula,	
  més	
  

proper	
  a	
  V5	
  tot	
  i	
  que	
  amb	
  menys	
  interconnexió	
  i	
  elongació.	
  Finalment	
  la	
  línia	
  435-­‐B1	
  també	
  

presentava	
  un	
  fenotip	
  intermig	
  pel	
  que	
  fa	
  a	
  elongació	
  i	
  distribució	
  en	
  el	
  citosol,	
  més	
  similar	
  a	
  

435-­‐Br1	
  (Figura	
  39).	
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   L’expressió	
  de	
  Mfn1	
  era	
  particularment	
  baixa	
  en	
   la	
   línia	
  parental	
  però	
   també	
  en	
   la	
  

variant	
   metastàtica	
   a	
   cervell,	
   435-­‐Br1,	
   i	
   os,	
   435-­‐B1.	
   Mfn1	
   apareixia	
   diferencialment	
  

augmentada	
   en	
   435-­‐L3	
   (p=0.002)	
   i	
   435-­‐B1	
   (p=0.03)	
   respecte	
   435-­‐P	
   (Figura	
   41),	
   coincidint	
  

amb	
   la	
  morfologia	
   observada	
   en	
   la	
   figura	
   39.	
   L’anàlisi	
   d’expressió	
   de	
  Mfn2	
  mostrava	
   una	
  

sobreexpressió	
   d’aquesta	
  proteïna	
   en	
   les	
   variants	
  metastàtiques	
  de	
   cervell	
   en	
   comparació	
  

amb	
  la	
  línia	
  parental	
  (p<0.05).	
  La	
  resta	
  de	
  variants	
  metastàtiques	
  no	
  mostraven	
  diferències	
  

significatives	
   respecte	
   435-­‐P.	
   Aquest	
   fenomen	
   és	
   especialment	
   interessant	
   ja	
   que	
   Mfn2	
  

s’encarrega	
  de	
  posar	
  en	
  contacte	
  reticle	
  i	
  mitocondri	
  afectant	
  així	
  a	
  l’homeòstasi	
  del	
  Ca2+	
  i	
  a	
  

fenòmens	
   metabòlics,	
   com	
   l’oxidació	
   de	
   glucosa	
   i	
   el	
   cicle	
   de	
   Krebs.	
   Cèl·∙lules	
   on	
   aquesta	
  

proteïna	
  no	
  s’expressa	
  veuen	
  aquesta	
  activitat	
  reduïda	
  i	
  la	
  compensen	
  amb	
  un	
  augment	
  en	
  

la	
  velocitat	
  de	
  captació	
  de	
  glucosa	
  i	
  glucòlisi	
  (Zorzano	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

	
   Finalment,	
  ens	
  vam	
  interessar	
  per	
  la	
  quantitat	
  de	
  mitocondris	
  presents	
  en	
  cada	
  línia	
  

cel·∙lular.	
   Per	
   això,	
   vam	
   avaluar	
   per	
   WB	
   la	
   massa	
   mitocondrial,	
   que	
   es	
   pot	
   considerar	
  

proporcional	
   a	
   l’expressió	
   de	
   la	
   porina	
   o	
   VDAC	
   (Voltage-­‐dependent	
   annion	
   channels),	
   un	
  

canal	
  iònic	
  situat	
  a	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  externa	
  (Sebastian	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Zorzano	
  et	
  al.,	
  

2010)	
  que	
  a	
  més	
  és	
  responsable	
  de	
   l’entrada	
  d’àcids	
  grassos	
  de	
  cadena	
   llarga	
   i	
  curta	
  en	
  el	
  

mitocondri	
  (Lemasters	
  and	
  Holmuhamedov,	
  2006).	
  	
  

L’anàlisi	
  de	
  VDAC	
  per	
  WB,	
  mostrava	
  uns	
  nivells	
  baixos	
  d’aquesta	
  proteïna	
  en	
  la	
  línia	
  

parental.	
  L’expressió	
  augmentava	
  progressivament	
  en	
  les	
  variants	
  metastàtiques	
  de	
  cervell,	
  

435-­‐Br1	
   i	
  V5	
  (Figura	
  41,	
  barres	
  negres),	
  de	
  manera	
  significativa	
  en	
  comparació	
  amb	
  la	
   línia	
  

parental	
   (p<0.001	
   i	
   p<0.01,	
   respectivament).	
   La	
   variant	
   metastàtica	
   a	
   os	
   presentava	
   un	
  

lleuger	
  augment	
  en	
  VDAC	
  respecte	
  435-­‐P	
  (p<0.05),	
  amb	
  uns	
  nivells	
  similars	
  als	
  de	
  435-­‐Br1.	
  

Finalment,	
   la	
   variant	
   metastàtica	
   a	
   pulmó	
   presentava	
   una	
   baixa	
   expressió	
   d’aquesta	
  

proteïna,	
  fins	
  i	
  tot	
  per	
  sota	
  de	
  la	
  línia	
  parental	
  (p<0.01).	
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1. Relació	
  causal	
  entre	
  l’expressió	
  d’ERp57	
  i	
  la	
  metàstasi	
  òssia	
  

	
  

El	
   reticle	
   endoplàsmic	
   (RE)	
   és	
   la	
   llar	
   d'una	
   gran	
   varietat	
   de	
   xaperones	
   que	
  

interaccionen	
  per	
   propiciar	
   el	
   plegament	
   correcte	
   d'altres	
   proteïnes.	
   L'ensamblatge	
   de	
   les	
  

cadenes	
  multimèriques	
  de	
  proteïnes	
  és	
  crucial	
  perquè	
  puguin	
  secretar-­‐se	
  de	
  forma	
  correcta.	
  

La	
  complexitat	
  del	
  sistema	
  depèn	
  de	
  la	
  interacció	
  de	
  les	
  xaperones	
  amb	
  lectines	
  unides	
  a	
  la	
  

membrana	
  del	
  RE	
  com	
  la	
  calnexina	
  (CNX)	
  i	
  el	
  seu	
  homòleg	
  soluble,	
  la	
  calreticulina	
  (CRT),	
  que	
  

funcionen	
   conjuntament	
   en	
   el	
   processament	
   amb	
   els	
   enzims	
   glucosidasa	
   I	
   i	
   II,	
   que	
  

constitueixen	
  un	
  punt	
  de	
  control	
  de	
  qualitat,	
   i	
   la	
  glucosiltransferasa	
   (UGT1),	
  que	
   facilita	
  el	
  

plegament	
   de	
   les	
   glicoproteïnes	
   formades	
   (Moremen	
   and	
   Molinari,	
   2006).	
   El	
   RE	
   allotja	
  

també	
  un	
  conjunt	
  de	
  proteïnes	
  regulades	
  per	
  glucosa	
  (GRP),	
  homòlogues	
  a	
  les	
  proteínes	
  de	
  

xoc	
   tèrmic	
   citoplasmàtiques	
  HSP90/HSP70,	
  GRP94/GRP78,	
   respectivament,	
   conformant	
   un	
  

complex	
  de	
  multixaperones.	
  

En	
  aquest	
  context	
   i	
   funcionant	
   tant	
  en	
  tàndem	
  com	
   independentment	
  dels	
  sistemes	
  

de	
  lectina	
  i	
  GRP,	
  es	
  troba	
  ERp57	
  (GRP58,	
  ERp60,	
  ERp61,	
  PDI-­‐Q2,	
  Pdia3	
  o	
  1,25D3-­‐MARRS)	
  que	
  

pertany	
  a	
  la	
  família	
  de	
  la	
  Protein	
  Disulfide	
  Isomerase	
  (PDI).	
  És	
  una	
  oxidoreductasa	
  del	
  lumen	
  

del	
  RE	
  que	
  catalitza	
  l’enllaç	
  disulfur	
  de	
  les	
  noves	
  glicoproteïnes	
  a	
  través	
  de	
  la	
  seva	
  interacció	
  

amb	
   CRT	
   i	
   CNX.	
   PDIA2,	
   ERp72	
   i	
   PDIA6	
   actuen	
   sota	
   els	
   auspicis	
   d’aquest	
   complex	
   multi-­‐

xaperona	
   amb	
   funcions	
   reguladores	
   del	
   RE	
   (Appenzeller-­‐Herzog	
   and	
   Ellgaard,	
   2008;	
  

Maattanen	
  et	
   al.,	
   2006;	
  Meunier	
   et	
   al.,	
   2002).	
   ERp57	
  participa	
   en	
  el	
   control	
   de	
  qualitat	
   de	
  

noves	
  glicoproteïnes	
  sintetitzades	
  i	
  és	
  un	
  component	
  del	
  complex	
  de	
  càrrega	
  de	
  pèptid	
  (PLC)	
  

de	
   les	
  molècules	
  HLA	
   I	
   (Dong	
   et	
   al.,	
   2009).	
   ERp57	
   també	
   s’ha	
   localitzat	
   fora	
   del	
   reticle,	
   en	
  

nucli,	
  citoplasma	
  i	
  superfície	
  cel·∙lular	
  	
  (Turano	
  et	
  al.,	
  2011)	
  	
  

Fins	
   ara	
   no	
   s’havia	
   descrit	
   el	
   paper	
   fonamental	
   que	
   té	
   la	
   ERp57	
   en	
   la	
   regulació	
   de	
  

processos	
  complexos	
  com	
  la	
  colonització metastàtica,	
  reprogramant	
  el	
  procés	
  de	
  la	
  TEM	
  per	
  

induir	
   l’anomenat	
  procés	
   transició	
  mesènquima-­‐epiteli	
   (TME)	
  que	
   facilita	
   l’ancoratge	
  de	
   les	
  

cèl·∙lules	
  a	
   l’òrgan	
  diana	
   (Li	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Les	
  nostres	
  dades	
   indiquen	
  que	
   la	
   sobre-­‐expressió	
  

d’ERp57	
   s’associa	
  a	
   caigudes	
  en	
  els	
  nivells	
  de	
  vimentina.	
   Per	
  una	
  altra	
  banda,	
   la	
   silenciació	
  

d’ERp57	
   pot	
   reorganitzar	
   la	
   vimentina	
   i	
   distribuir-­‐la	
   perinuclearment,	
   conformant	
  

protuberàncies	
   reminiscents	
   de	
   la	
   condensació	
   de	
  microtúbuls,	
   necessàries	
   per	
   l’adquisició	
  

d’un	
   fenotip	
   més	
   mòbil.	
   Així,	
   és	
   probable	
   que	
   la	
   sobre-­‐expressió	
   d’ERp57	
   s’assocïi	
   a	
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l’adquisició	
  de	
  trets	
  necessaris	
  per	
  l’ancoratge	
  i	
  l’arraigament	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  

l’os	
  (Santana-­‐Codina	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

L’aclaparadora	
  complexitat	
  de	
   la	
  colonització	
  en	
   la	
  metàstasi	
  òssia	
  es	
  veu	
   facilitada	
  

no	
  només	
  per	
  aquest	
  fet,	
  sinó	
  també	
  perquè	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  que	
  han	
  difós	
  amb	
  èxit,	
  la	
  sobre-­‐

expressió	
  d’ERp57	
  repercutirà	
  en	
  l’habilitat	
  per	
  controlar	
  l’activitat	
  redox	
  intra	
  i	
  extracel·∙lular	
  

a	
   través	
   de	
   la	
   seva	
   capacitat	
   reductasa	
   depenent	
   de	
   tiol	
   (Hirano	
   et	
   al.,	
   1995).	
   Aquesta	
  

habilitat	
  permet	
  la	
  seva	
  funció	
  com	
  a	
  sensor	
  redox	
  per	
  tal	
  d’adaptar	
   les	
  cèl·∙lules	
  als	
   insults	
  

oxidatius	
  (Grillo	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

Durant	
  el	
  procés	
  oncogènic,	
  algunes	
  regions	
  del	
  tumor	
  experimenten	
  hipòxia	
  i	
  estrès	
  

metabòlic	
   (Pan	
   and	
   Mak,	
   2007).	
   Aquest	
   fet	
   propicia	
   una	
   transformació	
   metabòlica	
   en	
   la	
  

cèl·∙lula	
  tumoral	
  amb	
  l’objectiu	
  de	
  mantenir	
  els	
  nivells	
  bioenergètics,	
  que	
  es	
  caracteritza	
  per	
  

un	
  augment	
  en	
   la	
  glicòlisi	
   	
   (Brown	
  and	
  Wilson,	
  2004;	
  Shaw,	
  2006).	
  La	
  glicòlisi	
  és	
  un	
  procés	
  

bioenergètic	
   poc	
   eficient	
   per	
   la	
   producció	
   d’ATP	
   en	
   comparació	
   amb	
   els	
   mecanismes	
  

fisiològics	
   oxidatius	
   (Hsu	
   and	
   Sabatini,	
   2008).	
   Warburg	
   justificava	
   aquesta	
   predominança	
  

amb	
  l’existència	
  de	
  defectes	
  mitocondrials	
  que	
  resultarien	
  en	
  un	
  augment	
  compensatori	
  del	
  

flux	
  glicolític	
   (Warburg,	
  1956)	
  tot	
   i	
  que	
  diversos	
  autors	
  han	
  demostrat	
  que	
  moltes	
  cèl·∙lules	
  

tumorals	
  proliferants	
  no	
  presenten	
  defectes	
  en	
  el	
  metabolisme	
  oxidatiu	
  oxidatiu	
   (Moreno-­‐

Sanchez	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Sotgia	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

El	
   microentorn	
   ossi	
   es	
   caracteritza	
   per	
   baixos	
   nivells	
   de	
   glucosa	
   i	
   un	
   ambient	
  

d’hipòxia	
  (Stresing	
  et	
  al.,	
  2012),	
  fenòmens	
  que	
  indueixen	
  la	
  UPR	
  (Elanchezhian	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

ERp57	
  o	
  GRP58	
  és	
  una	
  proteïna	
  regulada	
  per	
  glucosa,	
  i	
  com	
  a	
  tal,	
  la	
  seva	
  expressió	
  s’indueix	
  

quan	
  els	
  nivells	
  de	
  glucosa	
  del	
  microentorn	
  són	
  baixos	
  (Lee,	
  1981).	
  Degut	
  a	
  la	
  importància	
  de	
  

la	
   hipòxia	
   en	
   el	
   microentorn	
   ossi	
   i	
   al	
   paper	
   de	
   HIF-­‐1	
   en	
   la	
   promoció	
   de	
   la	
   glicòlisi	
  

(Deberardinis	
   et	
   al.,	
   2008),	
   era	
  esperable	
  un	
   fenotip	
   clàssicament	
  Warburg	
  en	
   les	
   cèl·∙lules	
  

que	
  metastatitzen	
  a	
  os.	
   Tant	
  els	
   resultats	
  de	
  deprivació	
  de	
  glucosa	
   com	
  els	
  de	
  morfologia	
  

mitocondrial	
   suggereixen	
   que	
   aquestes	
   cèl·∙lules	
   podrien	
   dependre	
   de	
   la	
   fosforilació	
  

oxidativa.	
  

Existeixen	
   molt	
   pocs	
   estudis	
   en	
   la	
   literatura	
   sobre	
   metabolisme	
   glicolític	
   en	
   el	
  

microentorn	
  ossi	
  i	
  encara	
  menys	
  en	
  càncer	
  de	
  mama.	
  D’entre	
  ells,	
  un	
  estudi	
  metabolòmic	
  en	
  

metàstasi	
  òssia	
  de	
  càncer	
  de	
  pròstata	
  descriu	
  una	
  elevada	
  presència	
  d’aminoàcids,	
  colesterol,	
  

àcid	
  cítric	
  o	
  fumarat	
  comparat	
  amb	
  el	
  tumor	
  primari	
  o	
  altres	
  metàstasis	
  òssies	
  (Thysell	
  et	
  al.,	
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2010),	
  suggerint	
  la	
  possibilitat	
  del	
  metabolisme	
  oxidatiu	
  en	
  un	
  microentorn	
  tan	
  restrictiu.	
  La	
  

sobre-­‐expressió	
   d’ERp57	
   en	
   metàstasis	
   òssia	
   està	
   en	
   concordança	
   amb	
   estudis	
   previs	
   que	
  

mostren	
  una	
  relació	
  inversa	
  entre	
  els	
  nivells	
  d’ERp57	
  i	
  els	
  nivells	
  d’oxigen	
  (Xu	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Xu	
  

i	
   col.	
   descriuen	
   que	
   cèl·∙lules	
   que	
   sobre-­‐expressen	
   ERp57	
   tenen	
   tendència	
   a	
   la	
   mort	
   per	
  

apoptosi	
  en	
  ambients	
  hiperòxics.	
  Així,	
  la	
  seva	
  sobre-­‐expressió	
  en	
  ambients	
  hipòxics	
  (com	
  l’os)	
  

afavoriria	
   la	
   supervivència.	
   Per	
   tot	
   això,	
   la	
   presència	
   d’ERp57	
   permetria	
   el	
   creixement	
  

metastàtic	
  òrgan-­‐específic	
  en	
  l’os,	
  tal	
  i	
  com	
  mostren	
  els	
  nostres	
  experiments	
  in	
  vivo.	
  En	
  canvi,	
  

altres	
  òrgans	
  com	
  el	
  pulmó	
  es	
  veuen	
  invadits	
  per	
  cèl·∙lules	
  amb	
  unes	
  característiques	
  d’oxido-­‐

reducció	
  diferents	
  que	
  no	
  suporten	
  un	
  creixement	
  sostingut	
  a	
  l’os	
  (Stresing	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

La	
  combinació	
  de	
  l’espectroscòpia	
  de	
  Raman	
  (RS)	
  amb	
  tècniques	
  d’anàlisi	
  multivariat	
  

ens	
   ha	
   proporcionat	
   un	
   mètode	
   quantitatiu	
   poderós	
   per	
   a	
   la	
   discriminació	
   de	
   fenotips	
  

metastàtics,	
  basant-­‐nos	
  en	
   les	
  seves	
  característiques	
  metabòliques	
   (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  L’ús	
  

del	
   RS	
   ens	
   ha	
   permès	
   distingir	
   un	
   fenotip	
   lipídic	
   associat	
   a	
   la	
   òrgan-­‐especificitat	
   de	
   la	
  

metàstasi,	
  ja	
  sigui	
  per	
  un	
  augment	
  o	
  disminució	
  de	
  certs	
  metabòlits.	
  Així,	
  espectres	
  adquirits	
  

en	
  el	
  rang	
  2820-­‐3030	
  cm-­‐1,	
  on	
  trobem	
  les	
  bandes	
  dels	
  TFA	
  (2845	
  cm-­‐1)	
  i	
  els	
  TUFA	
  (3015	
  cm-­‐1)	
  

permeten	
  la	
  distinció	
  de	
  cèl·∙lules	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  amb	
  capacitat	
  per	
  metastatitzar	
  a	
  l’os	
  

de	
  altres	
  amb	
  capacitat	
  per	
  a	
  metastatitzar	
  a	
  cervell	
  o	
  pulmó.	
  	
  	
  

L’augment	
   en	
   la	
   síntesi	
   de	
   molècules	
   o	
   la	
   capacitat	
   de	
   fer	
   front	
   als	
   requeriments	
  

energètics	
   són	
   claus	
   per	
   a	
   la	
   progressió	
   tumoral	
   i	
  metastàtica	
   (Deberardinis	
   et	
   al.,	
   2008)	
   i	
  

mantenen	
  a	
   la	
  cèl·∙lula	
  en	
  un	
  estat	
  perpetu	
  de	
  demanda	
  energètica.	
  Aquests	
  processos,	
  que	
  

poden	
  ser	
   induïts	
  pel	
  microentorn,	
  generen	
  estrès	
  metabòlic	
  (Mathew	
  and	
  White,	
  2011).	
  La	
  

correcta	
  adaptació	
  a	
  l’estrès	
  en	
  la	
  iniciació	
  i	
  progressió	
  tumoral	
  que	
  desencadena	
  la	
  metàstasi	
  

depenen	
   de	
   l’activació	
   de	
   rutes	
   que	
   promoguin	
   el	
   benestar	
   cel·∙lular.	
   Aquesta	
   idea,	
   s’ha	
  

anomenat	
  “non-­‐oncogene	
  addiction”	
  (Luo	
  et	
  al.,	
  2009)	
  i	
  es	
  podria	
  resumir	
  com	
  l’activació	
  del	
  

fenotip	
   d’estrès	
   del	
   càncer	
   (metabòlic,	
   proteotòxic,	
   oxidatiu	
   o	
   mitòtic).	
   Luo	
   incorpora	
  

recentment	
  aquest	
  procés	
  als	
  hallmarks	
   del	
   càncer	
   (Luo	
  et	
  al.,	
  2009),	
   junt	
  a	
   la	
  evasió	
  de	
   la	
  

resposta	
  immune	
  (Kroemer	
  and	
  Pouyssegur,	
  2008).	
  	
  

Una	
  de	
   les	
   funcions	
  més	
  destacables	
  d’ERp57	
  en	
  el	
  citosol	
  és	
   la	
  seva	
  participació	
  en	
  

l’ensamblatge	
   i	
   activació	
   de	
   mTORC1	
   a	
   través	
   de	
   la	
   seva	
   interacció	
   amb	
   mTOR	
   (Ramirez-­‐

Rangel	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Aquest	
  regulador	
  de	
   la	
  síntesi	
  proteica	
  acobla	
   la	
  sensibilitat	
  a	
  nutrients	
  

amb	
  el	
  creixement	
  cel·∙lular	
  i	
  el	
  càncer	
  (Hsieh	
  et	
  al.,	
  2012).	
  A	
  més,	
  el	
  paper	
  que	
  té	
  ERp57	
  en	
  la	
  

modulació	
  de	
  la	
  senyalització	
  de	
  STAT3	
  també	
  contribuiria	
  a	
  un	
  estat	
  tumoral	
  avançat	
  (Coe	
  et	
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al.,	
  2010;	
  Guo	
  et	
  al.,	
  2002).	
  S’ha	
  descrit	
  la	
  seva	
  interacció	
  a	
  nivell	
  proteic	
  en	
  membrana,	
  des	
  

d’on	
   ERp57	
   podria	
   regular	
   la	
   fosforilació	
   de	
   STAT3,	
   en	
   el	
   nucli,	
   mediant	
   la	
   resposta	
  

transcripcional	
  de	
  STAT3	
  afavorint	
  la	
  unió	
  STAT3-­‐DNA,	
  i	
  en	
  el	
  citosol	
  (Chichiarelli	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Però	
  altres	
  autors	
  apunten	
  a	
  una	
  regulació	
  negativa	
  des	
  del	
  lumen	
  del	
  RE	
  a	
  través	
  del	
  complex	
  

ERp57-­‐CRT,	
  tot	
  i	
  que	
  el	
  mecanisme	
  concret	
  no	
  s’ha	
  definit	
  (Coe	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Guo	
  et	
  al.,	
  2002)	
  

La	
  plasticitat	
  metabòlica	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  tumorals	
  es	
  revela	
  com	
  un	
  fenomen	
  bàsic	
  en	
  

la	
  consecució	
  de	
   la	
  metàstasis	
  clínica.	
  Hem	
  constatat	
  que	
  gens	
  vinculats	
  a	
   la	
  reprogramació	
  

del	
  (Ogino	
  et	
  al.,	
  2006)	
  donar	
  suport	
  al	
  creixement	
  i	
  la	
  proliferació	
  cel·∙lular	
  a	
  os,	
  indicant	
  que	
  

entre	
  el	
  conjunt	
  de	
  gens	
  que	
  defineixen	
  la	
  malignitat,	
  les	
  GRPs	
  tenen	
  funcions	
  primordials	
  en	
  

el	
  procés	
  metastàtic.	
  El	
  que	
  podem	
  concloure	
  es	
  que	
  ERp57	
   indueix	
  atributs	
  diferents	
  a	
   les	
  

cèl·∙lules	
   de	
   càncer	
   de	
   mama,	
   funcionalment	
   importants	
   pel	
   desenvolupament	
   de	
   la	
  

metàstasis	
  òssia	
  i	
  podria	
  ser	
  un	
  distintiu	
  fenotípic	
  essencial.	
  	
  	
  

Si	
  el	
  primer	
  atribut	
  de	
   la	
  sobre-­‐expressió	
  d’ERp57	
  consisteix	
  en	
   la	
  reprogramació	
  del	
  

metabolisme	
  energètic	
  donant	
  suport	
  al	
  creixement	
  i	
  la	
  proliferació	
  cel·∙lular	
  a	
  l’os,	
  la	
  segona	
  

implicaria	
   l'evasió	
   activa	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   de	
   l'atac	
   i	
   eliminació	
   per	
   les	
   cèl·∙lules	
  

immunes,	
  conseqüència	
  de	
  l’ineficaç	
  plegament	
  de	
  molècules	
  HLA	
  I	
  que	
  dificulta	
  el	
  transport	
  

a	
  membrana	
  i	
  afavoreix	
  la	
  retenció	
  en	
  Golgi.	
  	
  

La	
   pèrdua	
   total	
   o	
   selectiva	
   d’HLA	
   I	
   és	
   un	
   dels	
   mecanismes	
   d’escapada	
   del	
   sistema	
  

immune	
  més	
  freqüent	
  en	
  tumors	
  experimentals	
  i	
  espontanis	
  (Algarra	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Garrido	
  et	
  

al.,	
  1993;	
  Rodriguez	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Aquest	
  procés	
  facilita	
  l’arribada	
  i	
  colonització	
  del	
  nou	
  òrgan.	
  

Per	
  aquest	
  motiu,	
  la	
  infraexpressió	
  d’HLA	
  I	
  es	
  considera	
  un	
  factor	
  de	
  mal	
  pronòstic	
  (Ogino	
  et	
  

al.,	
  2006;	
  Tanaka	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Watson	
  et	
  al.,	
  2006).	
  A	
  més,	
  la	
  supressió	
  d’HLA	
  I	
  afecta	
  la	
  funció	
  

de	
  la	
  cèl·∙lula	
  independentment	
  del	
  sistema	
  immune	
  i	
  s’associa	
  a	
  l’activació	
  anormal	
  de	
  p53	
  i	
  

estrès	
  de	
  reticle,	
  conferint	
  avantatges	
  per	
  a	
  la	
  supervivència	
  (Sabapathy	
  and	
  Nam,	
  2008).	
  

En	
   les	
   cèl·∙lules	
   que	
   metastatitzen	
   a	
   os	
   la	
   sobre-­‐expressio	
   d’ERp57	
   s’associa	
   a	
   la	
  

retenció	
  de	
  les	
  cadenes	
  de	
  HLA	
  I,	
  dificultant	
  la	
  seva	
  expressió	
  a	
  nivell	
  de	
  la	
  membrana	
  de	
  la	
  

cèl·∙lula.	
   La	
   detecció	
   d’aquestes	
   proteïnes	
   en	
   dos	
   models	
   de	
   càncer	
   de	
   mama	
   i	
   la	
   seva	
  

metàstasi	
  òssia	
  confirma	
  aquesta	
  relació	
  i	
  posa	
  de	
  manifest	
  l’òrgan-­‐especificitat	
  del	
  fenomen.	
  

En	
   consonància	
  amb	
  aquest	
   resultats,	
  dades	
  proteòmiques	
  han	
  confirmat	
   la	
   infra-­‐expressió	
  

d’HLA	
  I	
  en	
  la	
  membrana	
  de	
  cèl·∙ules	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  os	
  (Kischel	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

ERp57	
  participa	
  en	
  diverses	
  fases	
  del	
  plegament	
  del	
  HLA	
  I.	
  En	
  una	
  primera	
  etapa,	
  junt	
  

a	
   Calreticulina	
   i	
   Calnexina,	
   participa	
   en	
   la	
   formació	
   dels	
   ponts	
   disulfur	
   del	
   nou	
   HLA	
   I.	
   A	
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continuació	
  forma	
  un	
  pont	
  disulfur	
  amb	
  Tapasina,	
  i	
  aquest	
  dímer	
  s’encarrega	
  de	
  l’edició	
  del	
  

repertori	
  peptídic	
  que	
  s’uneix	
  a	
  HLA	
  I.	
  En	
  aquest	
  darrer	
  pas,	
  ERp57	
  no	
  té	
  un	
  paper	
  redox	
  sinó	
  

estructural	
  (Peaper	
  and	
  Cresswell,	
  2008).	
  

Les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  BO2	
  presenten	
  un	
  fenotip	
  combinat	
  de	
  disminució	
  en	
  

la	
  síntesis	
  de	
  les	
  cadenes	
  pesada	
  i	
  lleugera	
  d’HLA	
  I,	
  així	
  com	
  una	
  infraexpressió	
  de	
  proteïnes	
  

de	
  la	
  Maquinària	
  de	
  Processament	
  Antigènic	
  o	
  APM.	
  La	
  pèrdua	
  d’ERp57	
  i	
  altres	
  proteïnes	
  de	
  

l’APM	
  s’ha	
  associat	
  en	
  la	
  literatura	
  amb	
  grau	
  tumoral,	
  metàstasi	
  a	
  node	
  limfàtic	
  i	
  profunditat	
  

d’invasió	
  en	
  carcinoma	
  escamós	
  d’esòfag	
  (Ayshamgul	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

	
   A	
  part	
  d’aquesta	
  infraexpressió	
  d’HLA	
  I,	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  (BO2	
  i	
  435-­‐B1)	
  

presenten	
   una	
   major	
   retenció	
   d’HLA	
   I	
   que	
   la	
   línia	
   parental.	
   Aquesta	
   retenció	
   es	
   dona	
  

principalment	
  en	
  el	
  Golgi,	
  no	
  en	
  el	
  RE,	
  fet	
  que	
  suggereix	
  un	
  defecte	
  en	
  el	
  transport	
  d’HLA	
  I.	
  La	
  

silenciació	
  d’ERp57	
  provoca	
  una	
   translació	
  de	
   les	
  molècules	
   retingudes	
  cap	
  a	
   la	
  membrana,	
  

sense	
   afectar	
   els	
   nivells	
   de	
   transcripció	
   d’HLA	
   I.	
   Aquesta	
   silenciació	
   sí	
   que	
   produeix	
   canvis	
  

transcripcionals	
  en	
  Tapasina,	
  una	
  de	
  les	
  proteïnes	
  de	
  la	
  APM.	
  

	
   La	
   tapasina	
   participa	
   en	
   el	
   control	
   de	
   qualitat	
   de	
   l’HLA	
   I	
   amb	
   diverses	
   funcions:	
  

estabilitzant	
   i	
  retenint-­‐lo	
  en	
  el	
  reticle,	
  editant	
  el	
  repertori	
  peptídic	
  per	
  tal	
  de	
  seleccionar	
  els	
  

pèptids	
  d’alta	
  afinitat	
   (Wearsch	
  and	
  Cresswell,	
  2007)	
   i	
   restringint	
  el	
   transport	
  de	
  molècules	
  

tipus	
  I	
  sense	
  pèptid	
  més	
  enllà	
  del	
  cis-­‐Golgi	
  (Hansen	
  and	
  Bouvier,	
  2009).	
  També	
  funciona	
  com	
  

un	
  receptor	
  de	
  càrrega,	
  mediant	
  el	
  packaging	
  de	
  molècules	
  HLA	
  I	
  inestables	
  en	
  vesícules	
  COP-­‐

I	
  per	
  al	
  transport	
  retrògrad	
  del	
  Golgi	
  al	
  RE	
  (Paulsson	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

	
   La	
   infraexpressió	
   de	
   molècules	
   de	
   la	
   APM,	
   com	
   TAP,	
   s’han	
   associat	
   a	
   una	
   menor	
  

presència	
   d’HLA	
   I	
   en	
   membrana	
   (Chapman	
   and	
   Williams,	
   2010)	
   degut	
   a	
   defectes	
   en	
   el	
  

processament	
   antigènic.	
   Entre	
   aquestes	
   proteïnes,	
   Tapasina	
   segresta	
   entre	
   el	
   15-­‐80%	
  

d’ERp57	
   total,	
   independentment	
   de	
   les	
   txaperones	
   calnexina	
   i	
   calreticulina	
   (Wearsch	
   and	
  

Cresswell,	
  2007).	
  Això	
  suggereix	
  que	
  la	
  seva	
  interacció	
  covalent	
  afecta	
  l’estabilitat	
  del	
  PLC	
  i	
  el	
  

reclutament	
  de	
  molècules	
  d’HLA	
  I	
  però	
  a	
  més,	
  que	
  baixos	
  nivells	
  d’ERp57	
  són	
  suficients	
  per	
  al	
  

bon	
  funcionament	
  del	
  complex.	
  Inicialment	
  es	
  creia	
  que	
  ERp57	
  podia	
  tenir	
  un	
  paper	
  oxidatiu	
  

dins	
   el	
   PLC	
   (Dick	
   et	
   al.,	
   2002)	
   però	
   l’estat	
   redox	
   del	
  HLA	
   I	
   no	
   es	
   veu	
   afectat	
   per	
   ERp57	
   en	
  

cèl·∙lules	
   B	
   deficients	
   en	
   aquesta	
   proteïna.	
   La	
   resolució	
   de	
   l’estructura	
   del	
   dímer	
   ERp57-­‐

Tapasina	
   va	
   aclarir	
   que	
   la	
   funció	
   d’ERp57	
   és	
   estructural,	
   augmentant	
   el	
   reclutament	
   de	
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molècules	
  d’HLA	
  I	
  associades	
  a	
  Calreticulina	
  més	
  que	
  mediant	
  l’estat	
  redox	
  de	
  les	
  molècules	
  

tipus	
  I	
  (Garbi	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Peaper	
  et	
  al.,	
  2005)	
  

	
   Ja	
  que	
  el	
  complex	
  disulfur	
  que	
  ERp57	
  forma	
  amb	
  tapasina	
  és	
  estable,	
  els	
  complexos	
  

covalents	
   ERp57-­‐tapasina	
   podrien	
   complicar	
   la	
   sortida	
   de	
   molècules	
   HLA	
   I	
   (Chapman	
   and	
  

Williams,	
  2010).	
  El	
  fenotip	
  BO2	
  és	
  compatible	
  amb	
  defectes	
  en	
  el	
  plegament	
  d’HLA	
  I	
  i	
  càrrega	
  

d’antigen,	
  que	
  disposarien	
  les	
  proteïnes	
  malplegades	
  per	
  a	
  retrotranslocació	
  i	
  degradació	
  en	
  

el	
  RE	
  (Rutkevich	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Aquest	
  fet	
  seria	
  responsable	
  de	
  la	
  retenció	
  general	
  d’HLA	
  I	
  en	
  el	
  

RE	
   i	
   compartiments	
  post-­‐RE	
  degut	
  a	
   la	
  càrrega	
  d’antígens	
  de	
  baixa	
  afinitat.	
  Així,	
   la	
   retenció	
  

d’HLA	
   I	
   en	
   Golgi	
   es	
   pot	
   associar	
   a	
   una	
   infraexpressió	
   de	
   tapasina.	
   La	
   silenciació	
   d’ERp57	
  

provoca	
  un	
  augment	
  en	
  els	
  nivells	
  d’aquesta	
  proteïna,	
  millorant	
  el	
  transport	
  retrògrad	
  a	
  RE,	
  

afavorint	
  la	
  càrrega	
  de	
  l’antigen	
  més	
  afí	
  i	
  millorant	
  l’export	
  a	
  membrana.	
  	
  

En	
   relació	
  amb	
  el	
  paper	
  d’ERp57	
  en	
   la	
   resposta	
  a	
   l’estrès	
  de	
  RE,	
   l’activació	
  d’ATF6	
   i	
  

XBP-­‐1	
  disminueix	
  els	
  nivells	
  d’HLA	
  I	
  en	
  membrana	
  sense	
  afectar	
  la	
  seva	
  expressió	
  (de	
  Almeida	
  

et	
  al.,	
  2007),	
  fenomen	
  visible	
  en	
  els	
  nostre	
  model.	
  En	
  aquest	
  sentit,	
  Granados	
  i	
  col·∙laboradors	
  	
  

mostraven	
  com	
  l’estrès	
  de	
  reticle,	
  una	
  característica	
  comuna	
  en	
  cèl·∙lules	
  infectades	
  per	
  virus	
  i	
  

en	
  cèl·∙lules	
  malignes,	
  proporcionava	
  vies	
  per	
  a	
  l’escapada	
  de	
  la	
  resposta	
  immune	
  adaptativa	
  

(Granados	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Igualment	
  s’ha	
  descrit	
  una	
  relació	
  entre	
  la	
  sortida	
  de	
  molècules	
  del	
  RE	
  

i	
  la	
  UPR,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  modulació	
  dels	
  nivells	
  de	
  proteïnes	
  de	
  càrrega,	
  indicant	
  que	
  la	
  resposta	
  

a	
  estrès	
  afecta	
  el	
   tràfic	
  des	
  de	
   i	
  mes	
  enllà	
  del	
  RE	
   (Nyfeler	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Sato	
  et	
  al.,	
  2002).	
  El	
  

temps	
  de	
  retenció	
  del	
  HLA	
  I	
  en	
  el	
  RE	
  és	
  proporcional	
  a	
  l’optimització	
  de	
  la	
  càrrega	
  peptídica	
  

(Lewis	
   and	
   Elliott,	
   1998);	
   així,	
   la	
   sortida	
   prematura	
   (cap	
   a	
  Golgi)	
   és	
   indicatiu	
   d’una	
   càrrega	
  

inapropiada,	
   hipòtesi	
   que	
   dona	
   força	
   a	
   la	
   marcada	
   retenció	
   en	
   Golgi	
   que	
   observem	
   en	
   el	
  

model	
  BO2.	
  

	
   El	
  RE,	
  es	
  presenta	
  com	
  a	
  cruïlla	
  de	
  dos	
  processos	
  fonamentals:	
  la	
  UPR	
  i	
  la	
  presentació	
  

d’antigen	
   a	
   l’HLA	
   I.	
   Aquest	
   fet	
   es	
   demostra	
   en	
   induir	
   la	
   UPR	
   per	
   tunicamicina,	
   palmitat	
   o	
  

estarvació	
  de	
  glucosa,	
  que	
  provoca	
  una	
  inhibició	
  de	
  mTOR	
  aturant	
  la	
  síntesi	
  proteica	
  (Hollien	
  

and	
  Weissman,	
  2006).	
  Però	
  es	
  produeix	
  una	
  disminució	
  diferencial	
  en	
  mHLA	
  I	
  respecte	
  altres	
  

glicoproteïnes	
   de	
  membrana,	
   sense	
   afectar	
   els	
   nivells	
   d’HLA	
   I	
   totals.	
   En	
   conseqüència,	
   els	
  

autors	
  defensen	
  una	
  retenció	
  d’HLA	
  I	
  degut	
  a	
  defectes	
  en	
  la	
  presentació	
  antigènica	
  (Falagas	
  

and	
  Kompoti,	
  2006;	
  Shaikh	
  et	
  al.,	
  2008).	
   	
  

La	
  modulació	
   dels	
   nivells	
   d’ERp57	
   podria	
   ser	
   un	
   dels	
  mecanismes	
   per	
   re-­‐establir	
   la	
  

resposta	
  immune	
  antitumoral	
  afavorint	
  l’efecte	
  de	
  la	
  quimioteràpia	
  i	
  sensibilitzant	
  la	
  cèl·∙lula	
  a	
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senyals	
   citotòxiques,	
   en	
   la	
   prevenció	
   de	
   la	
   metàstasi	
   òssia,.	
   Molt	
   recentment,	
   Ricci	
   i	
  

col·∙laboradors	
   han	
   descrit	
   que	
   la	
   inhibició	
   de	
   la	
   glicòlisi	
   (2-­‐DG)	
   en	
   combinació	
   amb	
   agents	
  

citotòxics	
  provoca	
  un	
  augment	
  en	
   la	
  resposta	
  anti-­‐tumoral	
  en	
  ratolins	
   immuno-­‐competents.	
  

Aquest	
  fenomen	
  és	
  mediat	
  per	
  l’exposició	
  d’ERp57/CRT	
  en	
  la	
  membrana	
  cel·∙lular,	
  que	
  activa	
  

la	
  resposta	
  de	
  cèl·∙lules	
  T	
  (Beneteau	
  et	
  al.,	
  2012).	
  ERp57	
  no	
  té	
  funció	
  immunogènica	
  per	
  se	
  en	
  

la	
  membrana	
  però	
   facilita	
   l’externalització	
  de	
   la	
  CRT,	
  proteïna	
  responsable	
  de	
   l’activació	
  de	
  

les	
  cèl·∙lules	
  dendrítiques	
  (Obeid,	
  2008).	
  	
  

Una	
   característica	
   dels	
   tumors	
   sòlids	
   és	
   la	
   seva	
   capacitat	
   de	
   dividir-­‐se	
   de	
   forma	
  

agressiva	
   i	
   de	
   disseminar	
   en	
   condicions	
   d’estarvació	
   de	
   nutrients	
   i	
   reduïda	
   disponibilitat	
  

d’oxigen	
  (Feldman	
  et	
  al.,	
  2005).	
  El	
  procés	
  metastàtic	
   imposa	
  altres	
  factors	
   limitants	
  com	
  la	
  

capacitat	
   de	
   sobreviure	
   a	
   l’anoikis,	
   l’extravasació	
   i	
   la	
   supervivència	
   en	
   un	
   microentorn	
  

advers.	
  Aquests	
  processos	
  activen	
  rutes	
  de	
  senyalització	
  d’estrès	
  i	
  en	
  molts	
  casos,	
  forcen	
  un	
  

estat	
   de	
   latència	
   que	
   permet	
   la	
   supervivència	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   aïllada	
   (Ranganathan	
   et	
   al.,	
  

2006).	
   La	
   resistència	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   a	
   tots	
   aquests	
   estressants	
   comporta	
   un	
  

mecanisme	
  de	
  supervivència	
  per	
   fer	
   front	
  als	
   insults	
  del	
  microentorn,	
   tant	
  en	
  fases	
   inicials	
  

com	
  tardanes	
  del	
  desenvolupament	
  metastàtic.	
  	
  

	
  	
   El	
  RE	
  es	
  un	
  òrgan	
  cabdal	
  en	
  la	
  compensació	
  de	
  l’estrès.	
  L’anomenat	
  estrès	
  de	
  reticle	
  

(SRE)	
   s’origina	
   per	
   la	
   disrupció	
   en	
   la	
   capacitat	
   de	
   plegament	
   proteic	
   del	
   RE,	
   fet	
   que	
  

desencadena	
  l’activació	
  d’un	
  sistema	
  de	
  senyalització	
  molt	
  conservat	
  que	
  intenta	
  restaurar	
  

l’homeòstasi	
  (Eletto	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Aquesta	
  resposta	
  es	
  tradueix	
  en	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  síntesi	
  

de	
  proteïnes	
  específiques	
  amb	
  funció	
  protectora	
  en	
  un	
  intent	
  d’equilibrar	
  el	
  sistema.	
  Quan	
  

l’estímul	
  és	
   	
  shock	
  tèrmic	
  o	
   la	
   inflamació,	
  són	
  les	
  HSPs	
   les	
  que	
  se	
  sobre-­‐expressen,	
  mentre	
  

que,	
   com	
   hem	
   apuntat	
   al	
   començament,	
   en	
   condicions	
   de	
   deprivació	
   de	
   glucosa,	
   son	
   les	
  

GRPs,	
  les	
  que	
  s’indueixen,	
  per	
  depleció	
  de	
  Ca2+	
  del	
  reticle,	
  bloqueig	
  de	
  la	
  glicosilació,	
  en	
  un	
  

entorn	
   reductor,	
   per	
   inhibició	
   del	
   proteasoma	
   i	
   sobre-­‐expressió	
   de	
   proteïnes	
  malplegades	
  

(Yang	
  and	
  Li,	
  2005),	
  fenomen	
  conegut	
  com	
  UPR.	
  	
  

L’expressió	
  de	
  GRPs	
  es	
  considera	
  un	
  marcador	
  de	
  la	
  resposta	
  a	
  UPR	
  que	
  desencadena	
  

l’activació	
  de	
  tres	
  rutes	
  de	
  senyalització:	
  Ire1,	
  ATF6	
  i	
  PERK,	
  per	
  tal	
  d’induir	
  la	
  sobre-­‐expressió	
  

de	
  txaperones,	
  l’atenuació	
  de	
  la	
  síntesi	
  proteica	
  i	
  l’acceleració	
  de	
  la	
  degradació	
  de	
  proteïnes	
  

malplegades.	
  Si	
  aquests	
  mecanismes	
  fracassen,	
  la	
  cèl·∙lula	
  mor	
  per	
  apoptosi	
  (Lee,	
  2001),	
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   Es	
  coneix	
   l’important	
  paper	
  de	
   les	
  GRP	
  com	
  participants	
  en	
   la	
  resposta	
  cel·∙lular	
  per	
  

superar	
   l’estrès	
  metabòlic	
   i	
  alguns	
  aspectes	
  de	
  com	
  la	
  seva	
  desregulació	
  contribueix	
  en	
  els	
  

processos	
   malignes.	
   GRP78	
   és	
   imprescindible	
   per	
   al	
   creixement	
   tumoral,	
   participant	
   en	
  

proliferació,	
   supervivència	
   (Lee,	
   2007;	
   Li	
   and	
   Lee,	
   2006;	
  Wang	
   et	
   al.,	
   2009)	
   i	
   angiogènesi	
  

(Dong	
  et	
   al.,	
   2011).	
  GRP78	
   se	
   sobre-­‐expressa	
  en	
   càncer	
  de	
  mama,	
  pulmó,	
   fetge	
   i	
   pròstata	
  

correlacionant	
  amb	
  malignitat,	
  metàstasi	
  i	
  resistència	
  a	
  drogues	
  (Li	
  and	
  Lee,	
  2006).	
  La	
  sobre-­‐

expressió	
  de	
  GRP78	
  en	
  metàstasis	
  protegeix	
  la	
  cèl·∙lula	
  de	
  microentorns	
  adversos	
  i	
  afecta	
  la	
  

motilitat	
  cel·∙lular	
  (Ramsay	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
   GRP94,	
   l’homòleg	
   reticular	
   de	
   HSP90,	
   afavoreix	
   la	
   transformació	
   cel·∙lular,	
   la	
  

tumorigènesi	
  i	
  la	
  resistència	
  a	
  raigs	
  X	
  mentre	
  que	
  la	
  seva	
  infraexpressió	
  produeix	
  sensibilitat	
  

a	
   etopòsid	
   (Fu	
   and	
   Lee,	
   2006;	
   Lee,	
   2001).	
   Destaca	
   el	
   seu	
   paper	
   en	
   immunitat	
   ja	
   que	
   pot	
  

associar-­‐se	
   a	
   pèptids	
   antigènics	
   tumorals	
   en	
   el	
   RE.	
   Aquests	
   complexes	
   són	
   capturats	
   per	
  

cèl·∙lules	
   presentadores	
   d’antigen,	
   que	
   alhora	
   presenten	
   els	
   pèptids	
   a	
   HLA	
   I	
   i	
   medien	
   la	
  

resposta	
   immune	
  anti-­‐tumoral.	
  D’aquí	
   la	
   importància	
  de	
  GRP94	
  en	
  el	
  camp	
  de	
   les	
  vacunes	
  

anti-­‐tumorals	
  (Fu	
  and	
  Lee,	
  2006;	
  Lee,	
  2001).	
  	
  Globalment,	
   les	
   dades	
   d’aquest	
   experiments	
  

junt	
  amb	
  altres	
  obtingudes	
  pel	
  grup,	
  indiquen	
  la	
  importancia	
  que	
  tenen	
  aquestes	
  proteïnes	
  

en	
   el	
   proces	
   òrgan-­‐específic	
   de	
   la	
  metàstasi.	
   Recentment	
   hem	
   reportat	
   que	
   el	
   fenotip	
   de	
  

resistència	
   a	
   SRE	
   vindria	
   representat	
   per	
   la	
   sobre-­‐expressió	
   de	
   GRP94	
   en	
   la	
   metàstasis	
  

cerebral	
  i	
  en	
  els	
  tumors	
  de	
  mama	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  cervell,	
  essent	
  un	
  biomarcador	
  del	
  risc	
  

que	
   les	
   pacients	
   puguin	
   desenvolupar	
   metàstasis	
   cerebral	
   i	
   un	
   indicador	
   de	
   teràpies	
  

adreçades	
  a	
  aquesta	
  proteïna	
  (Sanz-­‐Pamplona	
  et	
  al.,	
  2011).	
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2. Reprogramació	
   del	
   metabolisme	
   energètic	
   i	
   òrgan-­‐especificitat	
   de	
   la	
  

metàstasi	
  

	
  

Durant	
   la	
   disseminació	
  metastàtica,	
   diversos	
   processos	
   actuen	
   com	
  a	
   coll	
   d’ampolla	
  

contribuint	
   a	
   la	
   selecció	
   metastàtica,	
   entre	
   ells	
   l’arribada	
   al	
   nou	
   òrgan	
   i	
   la	
   capacitat	
   de	
  

proliferació	
  en	
  el	
  nou	
  microentorn	
  (Eckhardt	
  et	
  al.,	
  2012).	
  El	
  creixement	
  metastàtic	
  requereix	
  

d’una	
  re-­‐estructuració	
  del	
  metabolisme	
  de	
   la	
  cèl·∙lula	
  per	
   tal	
  de	
   respondre	
  als	
   requeriments	
  

bioenergètics	
  i	
  biosintètics	
  exigits	
  en	
  un	
  entorn	
  aliè	
  al	
  d’origen.	
  

Diferents	
  subtipus	
  tumorals	
  pateixen	
  alteracions	
  bioenergètiques,	
  algunes	
  cap	
  a	
  més	
  

glicolítiques	
   i	
  altres	
  cap	
  a	
  més	
  oxidatives.	
  Aquesta	
  context	
  específic	
  de	
  teixit	
   invalida	
  que	
  hi	
  

pugui	
   haver	
   una	
   única	
   transició	
   comuna	
   en	
   tots	
   els	
   tipus	
   de	
   càncer	
   tal	
   i	
   com	
   va	
   proposar	
  

Warburg	
   (Wallace,	
   2012).	
   Aplicant	
   aquest	
   concepte	
   a	
   la	
   metàstasi,	
   els	
   nostres	
   resultats	
  

suggereixen	
   que	
   les	
  metàstasis	
   de	
   càncer	
   de	
  mama	
   són	
   en	
   general	
   més	
   oxidatives	
   que	
   el	
  

tumor	
  primari.	
  Tanmateix,	
  l’arribada	
  i	
  establiment	
  en	
  el	
  nou	
  microentorn	
  poden	
  primar	
  unes	
  

funcions	
   metabòliques	
   de	
   manera	
   òrgan-­‐específica,	
   com	
   demostren	
   els	
   anàlisis	
  

espectroscòpics	
  amb	
  Raman,	
  que	
  ha	
  resultat	
  una	
  tècnica	
  utilísima	
  en	
  els	
  estudis	
  metabòlics	
  

de	
  les	
  cèl·∙lules	
  (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  	
  

En	
  general,	
  els	
  espectres	
  de	
  Raman	
  de	
  mostres	
  biològiques	
  són	
  molt	
  complexes,	
  i	
  les	
  

dades	
   espectroscòpiques	
   requereixen	
   un	
   processament	
   matemàtic.	
   Les	
   tècniques	
  

multivariants	
   redueixen	
   la	
   dimensionalitat	
   de	
   les	
   dades	
   espectrals	
   i	
   permeten	
   l’extracció	
  

d’informació	
   menys	
   complexa	
   i	
   més	
   objectiva	
   (Lieber	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Pichardo-­‐Molina	
   et	
   al.,	
  

2007).	
  L’anàlisi	
  de	
  la	
  composició	
  lipídica	
  de	
  cèl·∙lules	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  utilitzant	
  el	
  Principal	
  

Component	
   Analysis	
   (PCA)	
   ja	
   descrit	
   (Jackson,	
   1991),	
   ha	
   permès	
   identificar	
   un	
   fenotip	
  

lipogènic	
  característic	
  de	
   les	
  cèl·∙lules	
  que	
  metastatitzen	
  a	
  cervell,	
  en	
  base	
  a	
   l’anàlisi	
  d’àcids	
  

grassos	
   saturats	
   i	
   insaturats	
   (Freudiger	
   et	
   al.,	
   2008)	
   que	
   les	
   diferencia	
   de	
   la	
   resta	
   de	
  

metàstasis	
  per	
  un	
  augment	
  en	
  els	
  nivells	
  de	
  TFA	
  i	
  d’àcids	
  grassos	
  saturats.	
  Per	
  tant,	
  obtenir	
  

perfils	
   espectroscòpics	
   diferencials	
   de	
   poblacions	
   metastàtiques	
   segons	
   el	
   seu	
   contingut	
  

lipídic	
   i	
   segons	
  el	
  percentatge	
  d’acids	
   grassos	
   insaturats,	
   segrega	
  el	
   fenotip	
  metastàtic	
   a	
  os	
  

respecte	
  del	
  fenotip	
  amb	
  més	
  similituds	
  com	
  cervell	
  i	
  pulmó	
  (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

Els	
   resultats	
  obtinguts	
  en	
   les	
   cèl·∙lules	
  parentals	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  concorden	
  amb	
  

les	
  característiques	
  del	
  fenotip	
  glicolític,	
  amb	
  una	
  alta	
  sensibilitat	
  a	
  la	
  deprivació	
  de	
  glucosa,	
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menor	
   síntesi	
   i	
   degradació	
   lipídica,	
   i	
   menor	
   càrrega	
   mitocondrial	
   (veure	
   apartat	
   4).	
   Una	
  

explicació	
  per	
  a	
  l’ús	
  primordial	
  de	
  glucosa	
  en	
  el	
  tumor	
  primari	
  és	
  que	
  tot	
  i	
  produir	
  menys	
  ATP	
  

a	
   través	
  de	
   la	
   glicòlisi,	
   si	
   el	
   flux	
  és	
   ràpid,	
   el	
   percentatge	
  d’ATP	
  produït	
  pot	
   superar	
  el	
  de	
   la	
  

fosforilació	
  oxidativa.	
  Addicionalment	
  es	
  produeixen	
  intermediaris	
  necessaris	
  per	
  a	
   les	
  rutes	
  

de	
   síntesi	
   (riboses	
   per	
   nucleòtids,	
   glicerol	
   i	
   citrat	
   per	
   lípids),	
   i	
   NADPH	
   a	
   través	
   de	
   la	
   ruta	
  

pentosa	
  fosfat	
  (DeBerardinis	
  and	
  Cheng,	
  2010;	
  Deberardinis	
  et	
  al.,	
  2008).	
  En	
  conseqüència,	
  el	
  

metabolisme	
  glicolític	
  afavoriria	
  tant	
   la	
  biosíntesis	
  de	
  noves	
  molècules	
  com	
  el	
  manteniment	
  

de	
  les	
  necessitats	
  bioenergètiques	
  tumorals	
  (DeBerardinis	
  and	
  Thompson,	
  2012).	
  

Estudis	
   transcriptòmics	
   previs	
   (Landemaine	
   et	
   al.,	
   2008)	
   han	
   estat	
   d’utilitat	
   per	
  

identificar	
   en	
   les	
   metàstasis	
   cerebrals	
   provinents	
   de	
   càncer	
   de	
   mama,	
   un	
   augment	
   en	
  

proteïnes	
   de	
   síntesi	
   lipídica	
   com	
   SREBP-­‐1	
   o	
   LXRα	
   que	
   podrien	
   ser	
   responsables	
   de	
  

l’acumulació	
  de	
  lípids	
  observada	
  mitjançant	
  el	
  Raman.	
  

LXRα	
  actua	
  de	
   forma	
  sinèrgica	
  amb	
  SREBP-­‐1c,	
   induint	
   la	
  seva	
  transcripció	
   i	
   també	
   la	
  

directa	
  transcripció	
  d’ACC	
  i	
  ACLY	
  (Maxwell	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Okazaki	
  et	
  al.,	
  2010).	
  SREBP-­‐1	
  és	
  diana	
  

de	
  les	
  rutes	
  PI3K/Akt	
  i	
  MAPK	
  (Muñoz-­‐Pinedo	
  C	
  et	
  al,	
  2011)	
  i	
  és	
  un	
  dels	
  reguladors	
  principals	
  

de	
  la	
  síntesi	
  lipídica,	
  ja	
  que	
  activa	
  gens	
  pro-­‐síntesi	
  com	
  FASN,	
  ACC	
  o	
  ACLY	
  (Shaw	
  and	
  Cantley,	
  

2012).	
  Addicionalment,	
  les	
  nostres	
  dades	
  transcriptòmiques	
  apuntaven	
  a	
  la	
   	
  sobre-­‐expressió	
  

d’altres	
   proteïnes	
   involucrades	
   en	
   síntesi	
   lipídica	
   com	
   Ethanolamine-­‐Phosphate	
  

Cytidyltransferase	
  i	
  el	
  transportador	
  de	
  citrat-­‐malat.	
  	
  

L’augment	
   en	
   la	
   síntesi	
   lipídica,	
   a	
   través	
   de	
   proteïnes	
   com	
   FASN,	
   es	
   considera	
   un	
  

element	
  de	
  mal	
  pronòstic	
  en	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Kuhajda	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Flavin	
  et	
  al.,	
  2010)	
  ja	
  que	
  

participa	
   en	
   la	
   resistència	
   a	
   teràpia	
   (Menendez	
   et	
   al.,	
   2004;	
  Warmoes	
   et	
   al.,	
   2013)	
   i	
   en	
   la	
  

capacitat	
  metastàtica	
  i	
  d’invasió	
  (Scott	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Nieva	
  et	
  al.,	
  2012)	
   	
  	
  

Però	
  no	
  només	
  és	
  important	
  la	
  quantitat	
  sinó	
  també	
  la	
  composició	
  lipídica.	
  Ja	
  que	
  el	
  

palmitat	
  és	
  el	
  producte	
   final	
  de	
   la	
   lipogènesi	
  de	
  novo,	
  un	
  augment	
  en	
   la	
  síntesi	
  provoca	
  un	
  

canvi	
  en	
   la	
  proporció	
  d’àcids	
  grassos	
   saturats	
   i	
   insaturats,	
  afavorint	
   l’augment	
  dels	
   saturats	
  

(Swinnen	
   et	
   al.,	
   2006).	
   L’anàlisi	
   d’aquesta	
   característica	
   en	
   les	
   línies	
   metastàtiques	
   ho	
  

confirma,	
  ja	
  que	
  les	
  línies	
  amb	
  un	
  fenotip	
  lipogènic	
  (435-­‐Br1	
  i	
  435-­‐L3)	
  presenten	
  un	
  augment	
  

en	
  el	
  contingut	
  d’àcids	
  grassos	
  saturats	
  que	
  no	
  es	
  troba	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os.	
  

És	
   conegut	
  que	
  els	
   àcids	
   grassos	
   saturats	
   en	
   la	
  membrana	
   cel·∙lular	
   actuen	
   com	
  una	
  

pel·∙lícula	
  protectora	
  contra	
   insults	
   com	
  espècies	
   reactives	
  d’oxigen	
   (ROS)	
  o	
   incorporació	
  de	
  

quimioterapèutics	
  (Rysman	
  et	
  al.,	
  2010),	
  a	
  més	
  d’afavorir	
  la	
  migració	
  i	
  la	
  invasió	
  (Scott	
  et	
  al.,	
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2012)	
  (Nieva	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Aquestes	
  darreres	
  característiques	
  tenen	
  a	
  veure	
  amb	
  l’agregació	
  

de	
  fosfolípids	
  saturats	
  en	
  els	
  lipid	
  rafts	
  de	
  membrana	
  (Scott	
  et	
  al.,	
  2012).	
   	
  

L’acumulació	
  de	
   colesterol	
   s’ha	
   relacionat	
   amb	
  el	
   desenvolupament	
  d’altres	
   càncers	
  

com	
  el	
  de	
  pròstata	
  (Krycer	
  and	
  Brown,	
  2013)	
  i	
  les	
  seves	
  metàstasis	
  òssies	
  associades	
  (Thysell	
  

et	
  al.,	
  2010)	
  però	
  no	
  s’ha	
  descrit	
  quin	
  paper	
  podria	
  tenir	
  en	
  la	
  metàstasi	
  cerebral	
  de	
  càncer	
  de	
  

mama.	
  El	
  colesterol,	
  junt	
  amb	
  els	
  esfingolípids	
  i	
  àcids	
  grassos	
  saturats,	
  és	
  un	
  component	
  dels	
  

lipid	
  rafts,	
  regions	
  de	
  membrana	
  amb	
  una	
  menor	
  fluïdesa	
  i	
  resistència	
  a	
  detergents	
  no	
  iònics	
  

(Pike,	
  2009).	
  L’enriquiment	
  en	
  colesterol	
  dels	
   rafts	
  coordina	
  processos	
  com	
   l’augment	
  en	
   la	
  

transducció	
  de	
  senyals,	
   tràfic	
  vesicular	
   i	
  migració	
  cel·∙lular	
   (Staubach	
  and	
  Hanisch,	
  2011),	
  en	
  

l’activació	
  de	
  JNK	
  (Holzer	
  et	
  al.,	
  2011)	
  i	
  en	
  l’angiogènesi	
  del	
  càncer	
  de	
  mama,	
  ja	
  que	
  afavoreix	
  

l’acció	
  d’uPAR	
  i	
  MMP9	
  (Raghu	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   a	
   cervell	
   presenten	
   també	
   un	
   augment	
   en	
   el	
   colesterol	
  

lliure.	
   El	
   creuament	
   de	
   la	
   BHE	
   és	
   probablement	
   un	
   dels	
   elements	
   òrgan-­‐específics	
   més	
  

destacats	
  en	
  la	
  metàstasi	
  cerebral,	
  ja	
  que	
  és	
  una	
  estructura	
  compacta	
  que	
  dificulta	
  la	
  invasió	
  

(Irmisch	
  and	
  Huelsken,	
  2013)	
  i	
  requereix	
  de	
  l’expressió	
  de	
  metal·∙loproteases	
  que	
  permetin	
  la	
  

seva	
  desorganització	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2009).	
  És	
  necessari	
  un	
  estudi	
  en	
  profunditat	
  del	
  possible	
  rol	
  

que	
  pot	
  tenir	
  l’enriquiment	
  en	
  colesterol	
  i	
  àcids	
  grassos	
  saturats	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  

a	
  cervell	
  en	
  la	
  secreció	
  de	
  MMPs	
  i	
  el	
  creuament	
  de	
  la	
  BHE.	
  

Al	
   contrari	
   del	
   que	
   passa	
   a	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   a	
   os,	
   que	
   pràcticament	
   no	
  

pateixen	
  canvis	
  lipídics	
  durant	
  l’estarvació,	
  la	
  retirada	
  de	
  glucosa	
  disminueix	
  els	
  nivells	
  d’àcids	
  

grassos	
  de	
  la	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
   i	
  pulmó.	
  Aquest	
  fet	
  es	
  tradueix	
  en	
  una	
  caiguda	
  en	
  la	
  

quantitat	
  de	
   lipid	
  droplets	
  observats.	
  Els	
   lipid	
  droplets	
  s’han	
  descrit	
  com	
  magatzems	
  lipídics	
  

per	
  a	
  posterior	
  ß-­‐oxidació,	
  biogènesi	
  de	
  membranes	
   i	
   fins	
   i	
   tot	
  senyalització	
   (den	
  Hartigh	
  et	
  

al.,	
   2010).	
   Els	
   experiments	
   d’oxidació	
   de	
   palmitat	
   radioactiu	
   confirmen	
   una	
  major	
   oxidació	
  

lipídica	
  en	
  la	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  cervell	
  que	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os.	
  En	
  deprivació	
  

de	
   glucosa,	
   totes	
   les	
   línies	
   responen	
   amb	
   un	
   augment	
   en	
   l’oxidació,	
   però	
   de	
   manera	
  

diferencial	
   en	
   les	
   línies	
  metastàtiques	
   vs.	
   la	
   línia	
   parental.	
   Aquests	
   resultats	
   estan	
   d’acord	
  

amb	
   els	
   experiments	
   de	
   supervivència	
   en	
   aquestes	
   condicions,	
   suggerint	
   la	
   importància	
  

d’aquest	
  procés	
  en	
  l’adaptació	
  a	
  l’estrès	
  metabòlic.	
  	
  	
  

Hem	
  demostrat	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  són	
  capaces	
  d’induir	
  l’oxidació	
  de	
  

palmitat	
  però	
  el	
   tractament	
  amb	
  etomoxir,	
  un	
   inhibidor	
  de	
   l’oxidació	
   lipídica	
   (Carracedo	
  et	
  

al.,	
   2013;	
   Pike	
   et	
   al.,	
   2011;	
   Samudio	
   et	
   al.,	
   2010),	
   no	
   provoca	
   canvis	
   significatius	
   en	
   la	
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supervivència	
  en	
  deprivació	
  de	
  glucosa,	
  mentre	
  que	
  l’etomoxir	
  sí	
  provoca	
  una	
  disminució	
  en	
  

la	
   viabilitat	
  de	
   les	
   cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
   cervell	
   i	
   pulmó	
  a	
   temps	
   llargs.	
   Per	
   tant,	
   tot	
   i	
   la	
  

capacitat	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  d’oxidar	
  àcids	
  grassos	
  a	
  temps	
  curts,	
  cal	
  tenir	
  en	
  compte	
  la	
  presència	
  

d’altres	
  factors	
  amb	
  impacte	
  a	
  temps	
  llargs,	
  com	
  l’expressió	
  de	
  proteïnes	
  antiapoptòtiques	
  o	
  

de	
  detoxificació	
  cel·∙lular	
  o	
  fins	
  i	
  tot	
  la	
  quantitat	
  de	
  lípids	
  en	
  reserva	
  que	
  contingui	
  cada	
  cèl·∙lula	
  

(més	
  baixos	
  en	
  os)	
  i	
  dels	
  quals	
  pugui	
  fer	
  ús.	
  

	
   Així,	
  a	
  part	
  del	
  seu	
  paper	
  estructural,	
  els	
  àcids	
  grassos	
  també	
  són	
  elements	
  claus	
  en	
  la	
  

bioenergètica	
  cel·∙lular.	
  Estudis	
  recents	
  suggereixen	
  reconsiderar	
  el	
  paper	
  de	
  l’oxidació	
  d’àcid	
  

gras	
  en	
  el	
  procés	
  tumoral	
  (Hirsch	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Liu,	
  2006;	
  Swinnen	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Yamashita	
  et	
  al.,	
  

2000)	
   ja	
   que	
   proporciona	
   plasticitat	
   a	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   produint	
   ATP	
   i	
   NADPH,	
   eliminant	
  

lípids	
   citotòxics,	
   inhibint	
   rutes	
   pro-­‐apoptòtiques	
   i	
   aportant	
   intermediaris	
   metabòlics	
   pel	
  

creixement	
  cel·∙lular	
  (Carracedo	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

	
   La	
  sobre-­‐expressió	
  en	
  metàstasis	
  cerebral	
  de	
  pacients	
  de	
  l’enzim	
  Acil-­‐CoA	
  tiosterasa	
  7	
  

(ACOT7),	
  una	
  proteïna	
  que	
  catalitza	
  la	
  hidròlisi	
  d’enllaços	
  tioèster	
  d’Acil-­‐CoA,	
  alliberant	
  àcids	
  

grassos	
  no	
  esterificats	
  i	
  coenzim	
  A	
  al	
  citosol	
  suggereix	
  la	
  seva	
  implicació	
  en	
  el	
  fenotip	
  lipídic	
  

de	
  les	
  cèl·∙lules.	
  ACOT7	
  actua	
  com	
  a	
  reguladora	
  del	
  balanç	
  entre	
  síntesi/degradació	
  lipídica	
  i	
  la	
  

seva	
   absència	
   es	
   relaciona	
   amb	
   defectes	
   en	
   l’oxidació	
   d’àcid	
   gras	
   (Kirkby	
   et	
   al.,	
   2010;	
  

Swarbrick	
  et	
  al.,	
  2011).	
  El	
  paper	
  d’ACOT7	
  és	
  important	
  en	
  el	
  cervell	
  (neurones)	
  ja	
  que	
  la	
  seva	
  

expressió	
  evita	
  la	
  neurodegeneració.	
  També	
  té	
  un	
  rol	
  en	
  inflamació	
  ja	
  que	
  pot	
  alliberar	
  àcid	
  

araquidònic	
  provinent	
  de	
  fosfolípids	
  per	
  a	
  la	
  posterior	
  síntesi	
  de	
  prostaglandines	
  (Kirkby	
  et	
  al.,	
  

2010;	
  Swarbrick	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

	
   Les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   a	
   cervell	
   tenen	
   les	
   mateixes	
   capacitats	
   oxidatives	
   però	
  

l’augment	
  lipídic	
  podria	
  afavorir	
  l’ús	
  d’aquest	
  nutrient	
  en	
  condicions	
  restrictives.	
  Els	
  resultats	
  

estan	
  en	
  concordança	
  amb	
  estudis	
  previs	
  in	
  vivo	
  amb	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  cervell	
  (Chen	
  

et	
  al.,	
  2007a)	
   i	
  en	
  models	
  animals	
  de	
  glioblastoma	
  (Marin-­‐Valencia	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  concret,	
  

els	
  resultats	
  de	
  Chen	
  (2007)	
  descriuen	
  un	
  augment	
  en	
  el	
  metabolisme	
  oxidatiu	
  en	
  la	
  metàstasi	
  

cerebral.	
   Els	
   autors	
   van	
   injectar	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   circulants	
   de	
   pacients	
   en	
   ratolí	
   i	
   les	
   van	
  

recuperar	
   del	
   cervell	
   dels	
   animals.	
   L’anàlisi	
   proteòmic	
   d’aquestes	
   cèl·∙lules	
   vs.	
   les	
   cèl·∙lules	
  

parentals,	
  posava	
  de	
  manifest	
  un	
  augment	
  específic	
  de	
  proteïnes	
   involucrades	
  en	
   l’oxidació	
  

de	
  glucosa	
  (glicòlisi	
  i	
  cicle	
  de	
  Krebs),	
  ruta	
  pentosa	
  fosfat	
  (producció	
  de	
  NADPH	
  per	
  a	
  la	
  síntesi	
  

lipídica)	
   i	
  beta-­‐oxidació.	
  Aquestes	
  dades,	
  en	
  acord	
  amb	
  les	
  nostres,	
  ressalten	
   la	
   importància	
  

del	
  metabolisme	
  oxidatiu	
   en	
   l’adaptació	
  metabòlica	
   al	
  microentorn	
   cerebral,	
   suggerint	
   una	
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predominança	
   de	
   rutes	
   metabòliques	
   comunes	
   en	
  metàstasis	
   cerebrals	
   de	
   diferent	
   origen	
  

tumoral.	
  

En	
   el	
   sentit	
   de	
   l’òrgan-­‐especificitat,	
   és	
   notable	
   el	
   paral·∙lelisme	
   observat	
   entre	
   la	
  

metàstasi	
   cerebral	
   i	
   pulmonar	
   en	
   molts	
   dels	
   aspectes	
   metabòlics	
   analitzats.	
   El	
   grup	
   de	
  

Massagué	
   va	
   descriure	
   un	
   solapament	
   en	
   diversos	
   gens	
   d’aquestes	
   dues	
   metàstasis,	
   en	
  

contrapartida	
  a	
  la	
  metàstasi	
  òssia	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Degut	
  a	
  que	
  aquests	
  perfils	
  d’expressió	
  

s’havien	
  realitzat	
  amb	
  línies	
  claudin-­‐low,	
  altres	
  autors	
  han	
  definit	
  una	
  tendència	
  en	
  tumors	
  

claudin-­‐low,	
  basal-­‐like	
  i	
  TN	
  per	
  metastatitzar	
  preferencialment	
  a	
  cervell/pulmó	
  (Harrell	
  et	
  al.,	
  

2012).	
   El	
   grup	
   de	
   Perou	
   descriu	
   en	
   aquest	
   mateix	
   article	
   una	
   relació	
   entre	
   l’índex	
   de	
  

diferenciació	
   cel·∙lular	
   i	
   els	
   subtipus	
  de	
   càncer	
  de	
  mama,	
  des	
  dels	
  menys	
  diferenciats,	
   com	
  

claudin-­‐low,	
   basal-­‐like	
   o	
   HER2+,	
   fins	
   als	
   més	
   diferenciats,	
   com	
   luminal	
   B	
   i	
   A	
   (Prat	
   et	
   al.,	
  

2010).	
   Altres	
   autors	
   han	
   identificat	
   trets	
   de	
   cèl·∙lules	
   mare	
   embrionàries	
   en	
   cèl·∙lules	
   poc	
  

diferenciades	
   (Ben-­‐Porath	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Ja	
   que	
   els	
   tumors	
  menys	
   diferenciats	
   són	
   els	
   que	
  

metastatitzen	
  preferencialment	
  a	
  cervell	
  i	
  pulmó,	
  els	
  autors	
  descriuen	
  un	
  solapament	
  en	
  els	
  

perfils	
  d’expressió	
  d’aquestes	
  metàstasis	
  amb	
  els	
  de	
  cèl·∙lules	
  mare	
  embrionàries	
   i	
   cèl·∙lules	
  

tumorals	
  iniciadores,	
  que	
  no	
  es	
  dona	
  en	
  os	
  (Harrell	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

La	
   lipogènesi	
   mediada	
   per	
   SREBP-­‐1,	
   s’ha	
   descrit	
   com	
   un	
   requisit	
   indispensable	
   per	
   a	
  

l’establiment	
   del	
   carcinoma	
   ductal	
   infiltrant	
   i	
   aquesta	
   funció	
   es	
   troba	
   augmentada	
   en	
   les	
  

CSCs	
  (CD44+/CD24-­‐)	
  aïllades	
  de	
  tumors	
  de	
  mama	
  (Pandey	
  et	
  al.,	
  2012).	
  La	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  

os	
   presenta	
   uns	
   nivells	
   de	
   síntesi	
   lipídica	
   inferiors	
   als	
   observats	
   en	
   cervell	
   o	
   pulmó,	
   que	
  

concorda	
  amb	
  les	
  dades	
  anteriors.	
  Per	
  tant,	
  la	
  síntesi	
  lipídica	
  es	
  podria	
  relacionar	
  amb	
  alguns	
  

dels	
   trets	
   descrits	
   en	
   l’article	
   de	
   Harrell,	
   ja	
   que	
   afavoreix	
   la	
  migració	
   (Raghu	
   et	
   al.,	
   2010)	
  

(Staubach	
   and	
   Hanisch,	
   2011;	
   Scott	
   et	
   al.,	
   2012)	
   i	
   la	
   proliferació	
   (Vazquez-­‐Martin	
   et	
   al.,	
  

2008).	
  Moltes	
  d’aquestes	
  característiques	
  s’han	
  observat	
  també	
  en	
  metàstasis	
  cerebrals	
  de	
  

diferent	
  origen,	
  com	
  les	
  de	
  melanoma,	
  suggerint	
  que	
   l’expressió	
  de	
  gens	
  en	
  resposta	
  a	
   les	
  

condicions	
   òrgan-­‐específques	
   podrien	
   ser	
  més	
   importants	
   que	
   l’expressió	
   de	
   gens	
   des	
   del	
  

tumor	
  primari.	
  En	
  aquest	
  sentit	
  prendria	
  força	
   la	
  hipòtesi	
  que	
   les	
  metàstasis	
  cerebrals	
   i	
  de	
  

pulmó	
   tenen	
  en	
  comú	
   la	
   restricció	
  de	
  creuar	
  barreres	
  molt	
   compactes,	
  que	
  podrien	
   ser	
  el	
  

factor	
  determinant	
  en	
  la	
  selecció	
  del	
  fenotip.	
  

En	
  el	
  model	
  metastàtic	
  a	
  cervell	
  convergeixen	
  dos	
  fenòmens	
  claus	
  per	
  a	
  la	
  malignitat	
  

tumoral:	
   la	
   lipogènesi	
   i	
   l’habilitat	
   per	
   utilitzar	
   aquests	
   lípids,	
   dues	
   idees	
   que	
   sempre	
   s’han	
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descrit	
  com	
  antagòniques	
  i	
  que	
  no	
  podien	
  coexistir	
  (Carracedo	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  Aquest	
  concepte	
  

necessita	
  ser	
  revisat,	
  ja	
  que	
  ambdós	
  processos	
  són	
  fonamentals	
  per	
  a	
  la	
  proliferació	
  cel·∙lular.	
  

Alguns	
  autors	
  hipotetitzen	
  que	
  la	
  producció	
  d’acetil-­‐CoA	
  per	
  beta-­‐oxidació	
  podria	
  servir	
  com	
  

a	
  precursor	
  en	
  la	
  síntesi	
  lipídica,	
  de	
  manera	
  que	
  un	
  procés	
  podria	
  alimentar	
  l’altre	
  (Caro	
  et	
  al.,	
  

2012).	
  En	
  condicions	
  basals,	
  la	
  glucosa	
  s’utilitzaria	
  per	
  establir	
  un	
  reservori	
  lipídic	
  en	
  el	
  model	
  

de	
  metàstasi	
  cerebral	
   i,	
  tenint	
  en	
  compte	
  els	
  augments	
  basals	
  en	
  beta-­‐oxidació,	
  el	
  fenomen	
  

descrit	
   podria	
  donar-­‐se	
  de	
  manera	
  espontània,	
   establint	
  una	
  mena	
  de	
   cercle	
   viciós.	
  Durant	
  

períodes	
   d’estarvació	
   de	
   nutrients,	
   els	
   lípids	
   s’utilitzarien	
   per	
   produir	
   energia	
   en	
   la	
   beta-­‐

oxidació.	
  	
  	
  

	
  

	
  

	
  

3. Contribució	
  de	
  l’autofàgia	
  en	
  l’adaptació	
  metabòlica	
  òrgan-­‐especifica	
  	
  

	
  

Havent	
  constatat	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  adapten	
  el	
  seu	
  metabolisme,	
  fent-­‐lo	
  

afí	
  a	
  les	
  necessitats	
  i	
  característiques	
  del	
  microentorn	
  de	
  l’òrgan	
  diana,	
  hem	
  observat	
  que	
  les	
  

cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  no	
  sempre	
  utilitzen	
  preferentment	
   la	
  glucosa	
  a	
  través	
  de	
   la	
  glicòlisi	
  

aeròbica.	
   De	
   fet,	
   un	
   recent	
   anàlisis	
   metabolòmic	
   ha	
   reportat	
   que	
   cèl·∙lules	
   humanes	
   de	
  

carcinoma	
  de	
  colon	
  i	
  càncer	
  gàstric	
  mostraven	
  nivells	
  baixos	
  de	
  glucosa,	
  	
  augments	
  de	
  lactat	
  

i	
  productes	
  intermediaris	
  de	
  la	
  glicòlisi.	
  Addicionalment,	
  l’acumulació	
  d’aminoàcids	
  excepte	
  

de	
   glutamina	
   suggerien	
   l’autofàgia	
   acoblada	
   a	
   glutaminòlisi	
   com	
   una	
   font	
   energètica	
  

important	
  	
  (Hirayama	
  et	
  al.,	
  2009)	
  

És	
   ben	
   conegut	
   que	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   tenen	
   més	
   necessitat	
   d’energia	
   i	
  

carboni/nitrogen	
   per	
   la	
   producció	
   de	
   biomassa	
   degut	
   a	
   l’augment	
   proliferatiu,	
   que	
  

aconsegueixen	
  principalment	
  a	
  través	
  del	
  metabolisme.	
  Un	
  important	
  proveïdor	
  de	
  substrats	
  

energètics	
   en	
   condicions	
   d’estrès	
   és	
   l’autofàgia,	
   funció	
   cel·∙lular	
   capaç	
   de	
   mantenir	
   el	
  

metabolisme	
   sota	
  unes	
   condicions	
   d’extrema	
  demanda	
   (Mizushima,	
   2007;	
   Rabinowitz	
   and	
  

White,	
  2010).	
  

L’autofàgia	
   és	
   un	
   dels	
   mecanismes	
   claus	
   en	
   la	
   resistència	
   a	
   l’estrès.	
   Consisteix	
   en	
  

l’embolcallament	
   de	
   fraccions	
   del	
   citoplasma	
   per	
   part	
   d’una	
   membrana	
   d’aïllament.	
   La	
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formació	
   d’un	
   orgànul	
   de	
   doble	
   membrana	
   (autofagosoma)	
   propicia	
   la	
   fusió	
   amb	
   el	
  

lisosoma,	
  resultant	
  en	
  la	
  degradació	
  de	
  les	
  proteïnes	
  i	
  orgànuls	
  segrestats	
  (Debnath,	
  2011).	
  

Molecularment,	
  es	
  caracteritza	
  per	
  augments	
  en	
  el	
  tall	
  de	
  microtubule-­‐associated	
  protein	
  1	
  

light	
  chain	
  3	
  (LC3)	
  i	
  menor	
  acumulació	
  de	
  p62	
  (Klionsky	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Els	
  nostres	
  resultats	
  mostren	
  augments	
  en	
  els	
  nivells	
  d’autofàgia	
  basal	
  en	
  les	
  cèl·∙lules	
  

metastàtiques	
  a	
   cervell	
   en	
   comparació	
  amb	
   la	
   línia	
  parental.	
   L’autofàgia	
  basal	
   constitutiva	
  

participa	
  en	
  el	
  control	
  de	
  qualitat	
  de	
  proteïnes	
  i	
  orgànuls,	
  exercint	
  una	
  funció	
  homeostàtica	
  

(Mizushima	
   and	
   Komatsu,	
   2011).	
   En	
   conseqüència,	
   actua	
   en	
   paral·∙lel	
   amb	
   el	
   sistema	
   de	
  

degradació	
   de	
   la	
   ubiquitina-­‐proteosoma	
   per	
   evitar	
   l’acumulació	
   de	
   proteïnes	
   agregades	
   i	
  

poliubiquitinades	
   (Mathew	
   et	
   al.,	
   2007).	
   El	
   cervell	
   destaca	
   com	
   un	
   òrgan	
   amb	
   alts	
   nivells	
  

d’autofàgia	
   basal;	
   la	
   seva	
   inhibició	
   per	
   deleció	
   d’Atg5	
   o	
   Atg7	
   provoca	
   l’acumulació	
   de	
  

proteïnes	
  poliubiquitinades	
  i	
  degeneració	
  neuronal	
  (Komatsu	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Els	
  nivells	
  basals	
  

d’autofàgia	
  en	
  cervell	
   són	
  suficients	
  per	
  al	
   control	
  de	
  qualitat	
   i	
  degradació	
  de	
  proteïnes	
   ja	
  

que	
  l’estarvació	
  no	
  en	
  provoca	
  un	
  augment	
  (Kohli	
  and	
  Roth,	
  2010)	
  	
  

La	
   deprivació	
   de	
   nutrients	
   o	
   factors	
   de	
   creixement	
   és	
   un	
   regulador	
   fisiològic	
   de	
  

l’autofàgia	
   que	
   indueix	
   aquest	
   procés	
   per	
   inhibició	
   de	
   mTOR	
   (Choi	
   et	
   al.,	
   2013).	
   És	
  

imprescindible	
   pel	
   desenvolupament	
   embrionari	
   ja	
   que	
   ratolins	
   deficients	
   en	
   Atg5	
   no	
  

superen	
   el	
   període	
   neonatal,	
   durant	
   el	
   qual	
   els	
   teixits	
   pateixen	
   depleció	
   d’aminoàcids	
   i	
  

insuficiència	
   metabòlica	
   (Kuma	
   et	
   al.,	
   2004).	
   En	
   tumors	
   sotmesos	
   a	
   estrès	
   metabòlic,	
   la	
  

capacitat	
  catabòlica	
  de	
  l’autofàgia	
  pot	
  mantenir	
  la	
  viabilitat	
  cel·∙lular	
  degut	
  al	
  seu	
  rol	
  com	
  a	
  

font	
  de	
  reserva	
  energètica	
  i	
  en	
  la	
  degradació	
  de	
  proteïnes	
  o	
  orgànuls	
  danyats,	
  que	
  controla	
  

el	
  dany	
  cel·∙lular	
  (Mathew	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  	
  

L’autofàgia	
   s’ha	
   descrit	
   com	
   un	
   procés	
   ambigu	
   que	
   pot	
   actuar	
   com	
   a	
   promotor	
   o	
  

supressor	
  tumoral	
  segons	
  l’estadi	
  del	
  procés	
  oncogènic	
  (Mathew	
  and	
  White,	
  2011)	
  .	
  Estudis	
  

en	
   models	
   pre-­‐clínics	
   mostren	
   que	
   en	
   fases	
   inicials	
   de	
   la	
   tumorigènesi	
   pot	
   actuar	
   com	
   a	
  

supressor	
   tumoral	
   (Debnath,	
   2011),	
   ja	
   que	
   la	
   pèrdua	
   de	
   Beclin	
   1	
   o	
   ATG6	
   és	
   freqüent	
   en	
  

càncer	
  de	
  mama,	
  ovari	
  i	
  pròstata	
  (Aita	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Liang	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

En	
   general,	
   el	
   procés	
   autofàgic	
   és	
   protector	
   en	
   estadis	
   metastàtics	
   inicials	
   com	
  

l’intravasació,	
  supervivència	
  en	
  el	
  torrent	
  sanguini	
   i	
  extravasació,	
  així	
  com	
  en	
  l’adaptació	
  al	
  

nou	
   microentorn	
   (Kenific	
   et	
   al.,	
   2010).	
   L’autofàgia	
   és	
   un	
   mecanisme	
   que	
   promou	
   la	
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supervivència	
  i	
  l’adaptació	
  metabòlica	
  a	
  l’estrès	
  per	
  deprivació	
  de	
  nutrients	
  (Debnath,	
  2011),	
  

activació	
   d’oncogens	
   o	
   insult	
   terapèutic,	
   fenòmens	
   que	
   promouen	
   la	
   dormancy	
   i	
   la	
  

resistència	
  tumoral	
  (Mathew	
  and	
  White,	
  2011).	
  La	
  dormancy	
  és	
  un	
  procés	
  reversible	
  que	
  es	
  

caracteritza	
   per	
   una	
   aturada	
   en	
   la	
   proliferació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   durant	
   periodes	
  

variables	
  de	
  temps	
  i	
  que	
  se	
  sol	
  donar	
  freqüentment	
  en	
  metàstasi	
  cerebral	
  (Gewirtz,	
  2009).	
  

L’autofàgia	
   basal	
   observada	
   en	
   aquestes	
   cèl·∙lules	
   podria	
   ser	
   un	
   mecanisme	
   candidat	
   a	
  

explicar	
  aquests	
  fenòmens.	
  	
  

En	
   les	
   línies	
   metastàtiques	
   derivades	
   de	
   435,	
   l’autofàgia	
   adquireix	
   un	
   paper	
   pro-­‐

supervivència	
   com	
   confirmen	
   els	
   experiments	
   amb	
   bafilomicina.	
   Les	
   diferències	
   en	
  

supervivència	
  observades	
  en	
  deprivació	
  de	
  glucosa,	
  mostren	
  que	
  la	
   inducció	
  d’autofàgia	
  és	
  

especialment	
  important	
  per	
  a	
  la	
  supervivència	
  de	
  la	
  metàstasi	
  cerebral	
  i	
  que	
  pot	
  suposar	
  un	
  

procés	
   imprescindible	
   en	
   l’adaptació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   a	
   l’estrès	
   metabòlic	
   imposat	
   pel	
  

microentorn.	
   Aquests	
   resultats	
   estarien	
   d’acord	
   amb	
   els	
   estudis	
   que	
   descriuen	
   que	
   la	
  

inhibició	
  de	
  l’autofàgia	
  per	
  pèrdua	
  de	
  Beclin	
  1	
  o	
  Atg5	
  disminueixen	
  la	
  supervivència	
  cel·∙lular,	
  

fins	
  i	
  tot	
  si	
  l’apoptosi	
  està	
  inactiva	
  (Mathew	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  	
  

En	
  el	
  sentit	
  bioenergètic,	
  existeix	
  un	
  tipus	
  d’autofàgia	
  que	
  permet	
  l’accés	
  als	
  dipòsits	
  

intracel·∙lular	
   de	
   lípids	
   (lipofàgia),	
   proporcionant	
   àcids	
   grassos	
   per	
   la	
   ß-­‐oxidació	
   i	
   cicle	
   de	
  

Krebs	
   (Rodriguez-­‐Navarro	
   and	
   Cuervo,	
   2010).	
   Defectes	
   en	
   l’autofàgia	
   poden	
   tenir	
   un	
   gran	
  

impacte	
  en	
  la	
  disponibilitat	
  de	
  substrats	
  per	
  al	
  mitocondri	
  i	
  la	
  seva	
  funció	
  (Singh	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

Degut	
  a	
   la	
   rellevància	
  del	
  metabolisme	
  oxidatiu	
  en	
   les	
   línies	
  de	
  metàstasi	
   cerebral,	
   caldria	
  

aprofundir	
  en	
  l’estudi	
  de	
  la	
  interacció	
  entre	
  l’autofàgia	
  i	
  el	
  metabolisme	
  lipídic.	
  

L’atac	
   de	
   l’autofàgia	
   amb	
   cloroquina	
   presenta	
   l’avantatge	
   que	
   aquest	
   fàrmac	
   pot	
  

creuar	
   la	
   BHE	
   per	
   simple	
   difusió	
   (Adelusi	
   and	
   Salako,	
   1982;	
   Adjene	
   and	
   Caxton-­‐Martins,	
  

2006)	
  però	
  els	
  efectes	
  que	
  pot	
   tenir	
   sobre	
  els	
   sistema	
  nerviós	
   central	
  han	
  de	
   ser	
  avaluats	
  

amb	
   delicadesa.	
   Molt	
   recentment	
   la	
   cloroquina	
   ha	
   provat	
   ser	
   útil	
   en	
   combinació	
   amb	
  

radioteràpia	
  per	
  al	
  tractament	
  de	
  pacients	
  amb	
  metàstasi	
  cerebral	
  (Eldredge	
  et	
  al.,	
  2012).	
  La	
  

inhibició	
  de	
  l’autofàgia	
  es	
  podria	
  perfilar	
  com	
  una	
  bona	
  diana	
  terapèutica	
  per	
  a	
  la	
  metàstasi	
  

cerebral,	
   sola	
   o	
   en	
   combinació	
   amb	
  drogues	
  que	
  provoquin	
  un	
   col·∙lapse	
  de	
   la	
   cèl·∙lula	
   per	
  

estrès	
  metabòlic	
  o	
  amb	
  altres	
  quimioteràpèutics	
  clàssics.	
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4. La	
   funció	
   i	
   dinàmica	
   mitocondrial	
   en	
   el	
   manteniment	
   del	
   metabolisme	
  

energètic.	
  

	
  

Les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   tenen	
   alteracions	
   en	
   els	
   mecanismes	
   d'autofàgia	
   que	
  

desencadenen	
  canvis	
  metabòlics	
  per	
  tal	
  d’afavorir	
  el	
  creixement	
  del	
  tumor.	
  L’objectiu	
  final	
  

del	
   procés	
   autofàgic	
   és	
   protegir	
   la	
   salut	
   mitocondrial	
   en	
   condicions	
   d’estrès	
   per	
   tal	
   de	
  

mantenir	
  la	
  homeòstasi	
  cel·∙lular,	
  ja	
  que	
  són	
  una	
  font	
  important	
  d’energia	
  i	
  de	
  ROS	
  (Wild	
  and	
  

Dikic,	
  2010).	
  Per	
  assolir	
  aquest	
  equilibri,	
  els	
  mitocondris	
  estan	
  sotmesos	
  a	
  múltiples	
  cicles	
  de	
  

fusió-­‐fissió	
  que	
  els	
  permet	
  mantenir	
  les	
  funcions	
  mitocondrials	
  de	
  forma	
  òptima.	
  En	
  aquest	
  

procés	
  intervenen	
  la	
  proteïna	
  PINK1	
  que	
  indueix	
  la	
  proteïna	
  d’ubiquitinació	
  Parkin1.	
  Aquest	
  

eix	
   controla	
   els	
   fenòmens	
   de	
   fusió/fissió	
   per	
   ubiquitinació	
   de	
   proteïnes	
   com	
   Mitofusina	
  

(Mfn)	
  o	
  	
  canals	
  d'anions	
  (VDAC1),	
  a	
  més	
  de	
  mediar	
  la	
  mitofàgia	
  (Gegg	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Twig	
  et	
  al.,	
  

2008).	
  

L’estudi	
  de	
  les	
  variants	
  metastàtiques	
  posa	
  de	
  manifest	
  que,	
  atenent	
  a	
  la	
  morfologia	
  

mitocondrial	
  podem	
  discriminar	
  dos	
  fenotips,	
  un	
  de	
  mitocondris	
   fragmentats	
  distribuïts	
  de	
  

forma	
   perinuclear	
   i	
   un	
   altre	
   on	
   mitocondris	
   elongats	
   segueixen	
   una	
   distribució	
  

citoplasmàtica.	
  Aquesta	
  elongació	
  és	
  pròpia	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  cervell	
  i	
  pulmó,	
  

mentre	
  que	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  tenen	
  uns	
  mitocondris	
  una	
  mica	
  més	
  arrodonits	
  i	
  

menys	
  massa	
  mitocondrial	
  que	
  la	
  línia	
  V5.	
  L’augment	
  en	
  la	
  massa	
  mitocondrial	
  en	
  les	
  línies	
  

metastàtiques	
   a	
   cervell	
   435-­‐Br1	
   i	
   V5	
   es	
   correspon	
   amb	
   una	
  major	
   oxidació	
   de	
   palmitat	
   i	
  

producció	
   de	
   CO2,	
   confirmant	
   la	
   relació	
   de	
   la	
   massa	
   mitocondrial	
   amb	
   augments	
   en	
   la	
  

fosforilació	
  oxidativa.	
  

La	
  línia	
  metastàtica	
  a	
  pulmó	
  presenta	
  un	
  fenotip	
  oxidatiu,	
  semblant	
  a	
  l’observat	
  en	
  la	
  

línia	
   de	
   cervell.	
   Tot	
   i	
   així,	
   el	
   nombre	
   de	
  mitocondris	
   és	
   notablement	
   inferior.	
   Per	
   tant,	
   en	
  

restricció	
  de	
  nutrients	
  és	
  possible	
  que	
  puguin	
  utilitzar	
  altres	
  substrats	
  com	
  àcids	
  grassos	
  però	
  

el	
   procés	
   oxidatiu	
   podria	
   ser	
   menys	
   eficient	
   degut	
   a	
   la	
   menor	
   quantitat	
   de	
   mitocondris.	
  

Caldria	
   avaluar	
   la	
   capacitat	
   respiratòria	
   d’aquestes	
   cèl·∙lules	
   per	
   comprovar	
   si	
   la	
   cadena	
   de	
  

transport	
  electrònic	
  és	
  plenament	
  funcional.	
  	
  

La	
  dinàmica	
  no	
  es	
  refereix	
  només	
  al	
  moviment	
  del	
  mitocondri	
  al	
  llarg	
  del	
  citoesquelet	
  

sinó	
  també	
  als	
  canvis	
  en	
  la	
  morfologia	
  mitocondrial	
  (Zorzano	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Aquests	
  fenòmens	
  

són	
   controlats	
   per	
   GTPases	
   relacionades	
   amb	
   dinamina	
   que	
   remodelen	
   les	
   membranes	
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mitocondrials.	
   La	
   divisió	
   mitocondrial	
   és	
   regulada	
   per	
   Dynamin-­‐related	
   protein	
   1	
   (Drp1),	
  

mentre	
  que	
  la	
  fusió	
  requereix	
  de	
  dues	
  famílies	
  dynamin-­‐like,	
  MFN1/MFN2	
  i	
  Opa1	
  (Nunnari	
  

and	
  Suomalainen,	
  2012;	
  Zhao	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Les	
  línies	
  metastàtiques,	
  especialment	
  la	
  línia	
  de	
  metàstasi	
  cerebral	
  V5,	
  presenten	
  en	
  

general	
  uns	
  mitocondris	
  més	
  fusionats	
  i	
  elongats,	
  amb	
  màxima	
  interconnectivitat	
  comparat	
  

amb	
   la	
   línia	
   parental.	
   Aquestes	
   característiques	
   estan	
   en	
   concordança	
   amb	
   l’augment	
   en	
  

l’expressió	
  de	
  Mfn1	
  però	
  especialment	
  en	
  Mfn2.	
  Aquests	
  trets	
  s’observen	
  també	
  en	
  435-­‐Br	
  

tot	
   i	
   que	
   en	
   menor	
   mesura,	
   indicant	
   la	
   importància	
   d’aquest	
   fenotip	
   en	
   el	
   procés	
  

d’especialització	
  de	
  la	
  metàstasi	
  cerebral.	
  

Associat	
   al	
   fenotip	
   amb	
   una	
   morfologia	
   de	
   mitocondris	
   fissionats,	
   com	
   són	
   les	
  	
  

cèl·∙lules	
  parentals	
  435-­‐P,	
  hem	
  trobat	
  nivells	
  baixos	
  de	
  Mfn1	
  i	
  2	
  així	
  com	
  de	
  VDAC.	
  	
  

Els	
  mitocondris	
  són	
  orgànuls	
  que	
  actuen	
  com	
  a	
  centres	
  de	
  senyalització	
  metabòlica	
  ja	
  

que	
   acullen	
   els	
   complexes	
   de	
   la	
   cadena	
   respiratòria	
   i	
   participen	
   en	
   la	
   producció	
   d’ATP	
  

(Nunnari	
   and	
  Suomalainen,	
   2012).	
   Igualment,	
   allotgen	
  parts	
  de	
   les	
   rutes	
  biosintètiques	
  de	
  

pirimidines	
   i	
   àcids	
  grassos,	
   regulen	
  els	
  nivells	
  de	
  Ca2+	
   i	
   la	
   iniciació	
  de	
   l’apoptosi.	
  Canvis	
  en	
  

aquests	
  paràmetres	
  poden	
  afectar	
  rutes	
  de	
  síntesi	
  o	
  transducció	
  de	
  senyals	
  provocant	
  el	
  pas	
  

de	
  cèl·∙lula	
  quiescent	
  i	
  diferenciada	
  a	
  un	
  estat	
  proliferatiu	
  (Wallace,	
  2012).	
  

Per	
   tant,	
   el	
   mitocondri	
   és	
   un	
   regulador	
   de	
   la	
   modulació	
   energètica	
   global.	
   En	
  

condicions	
  fisiològiques,	
  requeriments	
  de	
  nivells	
  elevats	
  d’ATP	
  provoquen	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  

massa	
  mitocondrial	
   i	
   una	
   inducció	
   de	
   la	
   fosforilació	
   oxidativa	
   (Nunnari	
   and	
   Suomalainen,	
  

2012).	
  

La	
   determinació	
   de	
   la	
  massa	
  mitocondrial	
   es	
   va	
   realitzar	
   per	
   anàlisi	
   d’expressió	
   de	
  

VDAC,	
  el	
  primer	
  transportador	
  mitocondrial	
  per	
  on	
  els	
  ésters	
  d’àcid	
  gras	
  àcil-­‐CoA	
  passen	
  a	
  

l’espai	
  intermembrana.	
  Aquí	
  es	
  converteixen	
  en	
  acil	
  carnitina	
  gracies	
  al	
  CPT-­‐1	
  i	
  entren	
  en	
  la	
  

matriu	
  mitocondrial	
  a	
  través	
  del	
  transportador	
  de	
  carnitina	
  (Lemasters	
  and	
  Holmuhamedov,	
  

2006).	
   La	
   implicació	
  de	
  VDAC	
  en	
   l’oxidació	
   lipídica	
  és	
  un	
   fenomen	
   reconegut	
   ja	
  que	
  el	
   seu	
  

bloqueig	
  inhibeix	
   la	
  beta-­‐oxidació	
  d’àcids	
  grassos	
  de	
  cadena	
  llarga	
  i	
  mitja,	
  sense	
  afectar	
  els	
  

de	
  cadena	
  curta.	
  Per	
  una	
  altra	
  banda,	
  participa	
  en	
  l’entrada	
  al	
  mitocondri	
  d’altres	
  metabòlits	
  

com	
  NADH,	
  piruvat,	
  malat,	
  succinat	
  o	
  colesterol	
  (Shoshan-­‐Barmatz	
  and	
  Mizrachi,	
  2012).	
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   Però	
  VDAC	
  és	
  important	
  en	
  altres	
  passos	
  del	
  procés	
  tumoral.	
  S’ha	
  descrit	
  que	
  Bcl-­‐2	
  i	
  

CPT-­‐1	
  formen	
  un	
  complex	
  en	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  (Paumen	
  et	
  al.,	
  1997)	
  en	
  el	
  qual	
  es	
  

localitza	
  també	
  VDAC	
  (Thupari	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Així,	
  VDAC	
  pot	
  actuar	
  com	
  a	
  punt	
  d’ancoratge	
  de	
  

proteïnes	
   com	
  hexokinasa,	
   c-­‐Raf,	
   creatina	
   quinasa	
   o	
  mtHSP70.	
   En	
   el	
   cas	
   concret	
   de	
   Bcl-­‐2	
   i	
  

hexokinasa,	
   VDAC	
   adquireix	
   un	
   rol	
   en	
   la	
   regulació	
   de	
   l’apoptosi	
   (Shoshan-­‐Barmatz	
   and	
  

Mizrachi,	
  2012)	
  que	
  es	
  ratifica	
  amb	
  la	
  seva	
  presència	
  en	
  el	
  canal	
  d’alliberació	
  de	
  citocrom	
  C	
  

(Granville	
  and	
  Gottlieb,	
  2003)	
  

La	
  sobre-­‐expressió	
  de	
  VDAC	
  en	
  diversos	
  tumors,	
   interaccionant	
  amb	
  proteïnes	
  anti-­‐

apoptòtiques,	
  mediant	
  el	
  transport	
  de	
  colesterol	
  i	
  mediant	
  l’acció	
  de	
  fàrmacs	
  com	
  Cis-­‐platin	
  

o	
   17-­‐AAG,	
   apunten	
   a	
   aquesta	
   proteïna	
   com	
   una	
   diana	
   terapèutica	
   interessant	
   per	
   al	
  

tractament	
  de	
  tumors	
  (Maldonado	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Shoshan-­‐Barmatz	
  and	
  Mizrachi,	
  2012).	
  

	
   Mfn1	
  i	
  Mfn2	
  tenen	
  un	
  63%	
  d’identitat	
  i	
  regulen	
  la	
  fusió	
  en	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  

externa.	
   Són	
   proteïnes	
   imprescindibles	
   per	
   al	
   desenvolupament	
   embrionari	
   (Chen	
   et	
   al.,	
  

2003),	
  especialment	
  Mfn2	
  que	
  té	
  un	
  paper	
  clau	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  cerebel	
  (Chen	
  et	
  

al.,	
  2007b).	
  Mfn1	
  se	
  sobre-­‐expressa	
  en	
  condicions	
  de	
  restricció	
  calòrica	
  en	
  cervell,	
  cor,	
  fetge	
  

o	
  teixit	
  adipós	
  (Zorzano	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
   Mfn2	
   es	
   troba	
   en	
   el	
   mitocondri	
   però	
   també	
   s’ha	
   localitzat	
   en	
   el	
   RE,	
   controlant	
  

morfologia	
  reticular	
  i	
  afavorint	
  el	
  contacte	
  amb	
  el	
  mitocondri	
  (de	
  Brito	
  and	
  Scorrano,	
  2008).	
  

L’augment	
   en	
   fusió	
   (Mfn2)	
   s’ha	
   relacionat	
   amb	
   augments	
   en	
   oxidació	
   de	
   glucosa	
   i	
   lípids	
  

(Liesa	
  et	
  al.,	
  2009),	
  consum	
  d’oxigen	
  i	
   inhibició	
  d’apoptosi,	
  a	
  més	
  de	
  protegir	
  el	
  mitocondri	
  

de	
   la	
   seva	
  degradació	
  en	
  el	
  procés	
  autofàgic	
   (Zorzano	
  et	
  al.,	
  2010).	
   La	
   silenciació	
  de	
  Mfn2	
  

provoca	
   una	
   disminució	
   en	
   els	
   fenòmens	
   anteriors,	
   en	
   el	
   potencial	
   de	
   membrana	
  

mitocondrial,	
   i	
   en	
   l’activitat	
   dels	
   complexes	
   respiratoris.	
   Aquesta	
   reducció	
   en	
   el	
   cicle	
   de	
  

Krebs	
   i	
   la	
   cadena	
  de	
   transport	
  electrònic	
  provoca	
  una	
  compensació	
  per	
  part	
  de	
   la	
   cèl·∙lula,	
  

resultant	
  en	
  un	
  augment	
  de	
  la	
  captació	
  de	
  glucosa,	
  de	
  la	
  glicòlisi	
   i	
  en	
  una	
  menor	
  síntesi	
  de	
  

glicogen	
  (Zorzano	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
   La	
   implicació	
   d’aquests	
   fenòmens	
   en	
   càncer	
   esdevé	
   des	
   del	
   punt	
   que	
   defectes	
   en	
  

fusió	
   o	
   fissió	
   promouen	
   l’acumulació	
   de	
  mitocondris	
   disfuncionals,	
   una	
  manera	
   d’explicar	
  

per	
   què	
   les	
   cèl·∙lules	
   tumorals	
   utilitzarien	
   la	
   glucòlisi	
   primordialment	
   com	
   a	
   mètode	
   de	
  

generació	
  d’ATP	
  (Grandemange	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
   Existeixen	
  pocs	
  estudis	
  que	
  relacionin	
  aquestes	
  proteïnes	
  amb	
  el	
  procés	
  metastàtic.	
  

L’anàlisi	
  de	
  línies	
  humanes	
  de	
  carcinoma	
  de	
  pulmó	
  revela	
  un	
  augment	
  en	
  Drp1	
  i	
  una	
  caiguda	
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en	
  Mfn2	
  comparat	
  amb	
  el	
   teixit	
  normal	
   (Rehman	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  aquest	
  sentit,	
  Drp1	
  s’ha	
  

trobat	
  sobre-­‐expressada	
   i	
  Mfn1	
   infraexpressada	
  en	
  carcinoma	
  de	
  mama	
   invasiu	
  humà	
   i	
  en	
  

metàstasi	
   a	
   node	
   limfàtic,	
   associat	
   a	
   una	
   presència	
   de	
   mitocondris	
   més	
   fragmentats	
   en	
  

cèl·∙lules	
  amb	
  habilitat	
  metastàtica	
  (Zhao	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Aquest	
  fet	
  permetria	
   la	
  redistribució	
  

mitocondrial	
   cap	
  a	
   lamel·∙lipodies	
  del	
   front	
   invasiu,	
  pas	
   crític	
  per	
  a	
   la	
  migració	
   i	
   invasió	
  en	
  

resposta	
  a	
  gradients	
  quemoatraients	
  (Zhao	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Els	
  autors	
  proposen	
  Drp1	
  com	
  una	
  

nova	
  diana	
  per	
  a	
  la	
  supressió	
  de	
  la	
  metàstasi	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Zhao	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
   Per	
   una	
   altra	
   banda,	
   l’alta	
   interconnectivitat	
   afecta	
   el	
   transport	
   electrònic	
  

augmentant	
  l’eficiència	
  de	
  la	
  fosforilació	
  oxidativa;	
  així,	
  una	
  xarxa	
  mitocondrial	
  connectada	
  

produeix	
  alts	
  nivells	
  d’ATP	
  (Otera	
  and	
  Mihara,	
  2012).	
  Aquestes	
  idees	
  estan	
  d’acord	
  amb	
  els	
  

resultats	
  obtinguts	
  en	
  l’oxidació	
  de	
  palmitat,	
  més	
  elevada	
  en	
  V5	
  que	
  435-­‐P.	
  	
  

La	
   sobre-­‐expressió	
   de	
   Mfn2	
   podria	
   ser	
   imprescindible	
   per	
   superar	
   els	
   passos	
  

necessaris	
   per	
   a	
   l’arribada	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   metastàtica	
   al	
   cervell	
   i	
   l’adaptació	
   a	
   l’estrès	
  

metabòlic	
  del	
  microentorn.	
  Aquestes	
  dades	
  són	
  recolzades	
  per	
  l’evidència	
  que	
  l’exposició	
  de	
  

cèl·∙lules	
  en	
  cultiu	
  a	
  diversos	
  estressants	
  (UV,	
  deprivació	
  de	
  nutrients)	
  indueix	
  la	
  fusió,	
  ja	
  que	
  

la	
   formació	
   d’orgànuls	
   interconnectats	
   pot	
   tamponar	
   estressos	
   transients	
   millorant	
   la	
  

supervivència	
  cel·∙lular	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2003).	
  El	
  paper	
  de	
  Mfn2	
  en	
  fosforilació	
  oxidativa	
  apunta	
  

a	
  aquesta	
  proteïna	
  com	
  a	
  un	
  des	
  responsables	
  del	
  switch	
  metabòlic	
  que	
  observem	
  del	
  tumor	
  

primari	
  (glicolític)	
  a	
  la	
  metàstasi	
  (oxidatiu).	
  	
  

	
  

	
  

5. Paper	
  de	
  les	
  eines	
  bioinformàtiques	
  en	
  l’obtenció	
  de	
  dades	
  biològiques	
  

	
  

L’avanç	
   en	
   tècniques	
  high-­‐throughput	
   ha	
   permès	
   l’obtenció	
   de	
   grans	
   quantitats	
   de	
  

dades	
  sobre	
  diferents	
  tumors	
  (Pe'er	
  and	
  Hacohen,	
  2011).	
  La	
  integració	
  de	
  xarxes	
  proteiques	
  

amb	
   dades	
   genòmiques	
   suposa	
   una	
   bona	
   eina	
   per	
   a	
   la	
   predicció	
   de	
   gens	
   involucrats	
   en	
  

càncer	
  (Aragues	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Reeves	
  et	
  al.,	
  2009).	
   	
  

Tot	
  i	
  la	
  gran	
  quantitat	
  d’estudis	
  en	
  càncer,	
  no	
  es	
  coneixen	
  amb	
  detall	
  els	
  mecanismes	
  

moleculars	
  responsables	
  de	
  l’especialització	
  metastàtica	
  del	
  càncer	
  de	
  mama	
  (Nguyen	
  et	
  al.,	
  

2009).	
   Per	
   aquest	
   motiu,	
   el	
   nostre	
   grup	
   ha	
   fet	
   ús	
   de	
   les	
   xarxes	
   d’interacció	
   per	
   tal	
  



DISCUSSIÓ	
  
	
  

	
  	
  
181	
  

	
  
	
   	
  

d’identificar	
  mecanismes	
  moleculars	
  que	
  medien	
  en	
  el	
  procés	
  de	
   l’òrgan-­‐especificitat	
  de	
   la	
  

metàstasi.	
   Estudis	
   previs	
   del	
   grup	
   havien	
   aprofundit	
   en	
   el	
   descobriment	
   de	
   molècules	
  

importants	
   en	
  el	
   desenvolupament	
  de	
   la	
  metàstasi	
   òrgan-­‐específica	
  de	
  pulmó	
   (Stresing	
   et	
  

al.,	
  2012),	
  de	
  fetge	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  2008b;	
  Sanz-­‐Pamplona	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Stresing	
  et	
  al.,	
  2012)	
  i	
  

de	
  cervell	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  2008a).	
  

En	
  aquest	
  estudi,	
  hem	
  partit	
  de	
  l’estudi	
  diferencial	
  de	
  proteïnes	
  que	
  participen	
  en	
  el	
  

creixement	
  òrgan-­‐específic	
  de	
   la	
  metàstasi	
  òssia	
  del	
  càncer	
  de	
  mama.	
  L’eina	
  bioinformàtica	
  

utilitzada	
   ha	
   estat	
   el	
   programa	
   BIANA	
   (Garcia-­‐Garcia	
   et	
   al.,	
   2010),	
   que	
   facilita	
   la	
   creació	
   i	
  

l’anàlisi	
   de	
   xarxes	
   d’interaccions	
   proteiques	
   a	
   partir	
   de	
   diverses	
   bases	
   de	
   dades	
   públiques.	
  

BIANA	
   ha	
   permès	
   la	
   integració	
   de	
   dades	
   genòmiques	
   i	
   proteòmiques	
   a	
   través	
   d’una	
   xarxa	
  

d’interacció	
  proteica.	
  	
  

L’estructuració	
  de	
  la	
   informació	
  en	
  xarxes	
  és	
  un	
  primer	
  pas	
  cap	
  a	
   la	
   identificació	
  de	
  

molècules	
   però	
   cal	
   la	
   priorització	
   de	
   funcions	
   o	
   de	
   proteïnes	
   concretes	
   segons	
   la	
   seva	
  

importància.	
  	
  

Existeix	
  una	
  alta	
  probabilitat	
  que	
  un	
  gen	
   implicat	
   en	
   càncer	
  ocupi	
  un	
   lloc	
   amb	
  alta	
  

centralitat	
   funcional	
   i	
   topològica	
  com	
  a	
  nucli	
  en	
   la	
  xarxa	
   (Kar	
  et	
  al.,	
  2009),	
  degut	
  a	
   la	
  gran	
  

quantitat	
  d’interaccions	
  i	
  rutes	
  en	
  les	
  que	
  sol	
  participar.	
  Aquesta	
  és	
  la	
  base	
  del	
  GUILD	
  (Guney	
  

E,	
  en	
  preparació)	
  una	
  altra	
  eina	
  bioinformàtica	
  que	
  permet	
  la	
  priorització	
  de	
  molècules	
  de	
  la	
  

xarxa.	
  El	
  gen	
  codificant	
  per	
  ERp57	
  apareixia	
  amb	
   la	
  mitjana	
  més	
  elevat	
  entre	
   les	
  proteïnes	
  

arrels	
  i	
  interaccionant	
  amb	
  més	
  gens	
  diferencialment	
  expressats.	
  La	
  importància	
  d’ERp57	
  en	
  

el	
  desenvolupament	
  de	
  la	
  metàstasi	
  òssia	
  es	
  va	
  validar	
  a	
  nivell	
  funcional	
  tant	
  in	
  vitro	
  com	
  in	
  

vivo,	
   demostrant	
   la	
   importància	
   de	
   l’ús	
   d’eines	
   integratives	
   en	
   la	
   priorització	
   de	
   dades	
  

transcriptòmiques	
  i	
  genòmiques.	
  	
  

L’evolució	
  de	
   la	
  genòmica	
   i	
   la	
  proteòmica	
  ha	
  permès	
   l’obtenció	
  de	
  grans	
  quantitats	
  

de	
   dades	
   que	
   requereixen	
   d’un	
   correcte	
   processament	
   per	
   al	
   seu	
   estudi	
   (Aragues	
   et	
   al.,	
  

2008;	
  Reeves	
  et	
  al.,	
  2009).	
  En	
  el	
  context	
  del	
  càncer	
  de	
  mama,	
  l’anàlisi	
  integratiu	
  representa	
  

una	
  eina	
  robusta	
  per	
  a	
  la	
  identificació	
  de	
  noves	
  dianes	
  terapèutiques	
  i	
  marcadors	
  moleculars	
  

amb	
   potencial	
   pronòstic	
   i	
   predictiu.	
   La	
   integració	
   de	
   les	
   tecnologies	
   “omics”	
   facilita	
   la	
  

identificació	
  de	
  nous	
  biomarcadors	
  tumorals	
  per	
  al	
  diagnostic	
  precoç	
  (Trape	
  and	
  Gonzalez-­‐

Angulo,	
  2012).	
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Addicionalment,	
  permet	
  el	
  tractament	
  personalitzat	
  de	
  pacients	
  i	
  el	
  monitoratge	
  de	
  

la	
   resposta	
   o	
   resistència	
   a	
   fàrmacs,	
   augmentant	
   l’eficàcia	
   terapèutica	
   i	
   retrassant	
   la	
  

progressió	
  tumoral	
  (Gonzalez-­‐Angulo	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Per	
   concloure,	
   la	
   combinació	
   d’eines	
   bioinformàtiques	
   (GUILD,	
   xarxes	
   d’interacció)	
  

permeten	
   dilucidar	
   el	
   rol	
   d’ERp57	
   com	
   a	
   mediador	
   del	
   procés	
   metastàtic	
   a	
   os	
   regulant	
  

fenòmens	
   immunogènics.	
  Els	
  nostres	
   resultats	
  mostren	
  que	
   les	
   cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  os	
  

presenten	
   nivells	
   més	
   baixos	
   d’HLA	
   I	
   en	
   membrana	
   degut	
   a	
   una	
   disminució	
   general	
   de	
   la	
  

transcripció	
   de	
   molècules	
   HLA	
   I	
   i	
   a	
   una	
   acumulació	
   additiva	
   en	
   compartiments	
   post-­‐RE.	
  

Aquest	
  fenomen	
  podria	
  estar	
  associat	
  a	
  la	
  inducció	
  d’una	
  resposta	
  d’SRE	
  conseqüència	
  de	
  la	
  

pressió	
  selectiva	
  exercida	
  pel	
  microentorn.	
  Un	
  aprofundiment	
  en	
   l’estudi	
  d’aquest	
   fenomen	
  

ens	
  ha	
  portat	
  a	
  evidenciar	
  les	
  diferències	
  existents	
  en	
  el	
  perfil	
  bioenergètic	
  de	
  les	
  metàstasis	
  a	
  

os	
   vs.	
   cervell/pulmó,	
   indicant	
   que	
   el	
   metabolisme	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   és	
  

imprescindible	
   en	
   el	
   procés	
   de	
   selecció/adaptació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   al	
  microentorn	
   de	
  

l’òrgan	
  diana.	
  

	
  

	
  

6. Expectatives	
  de	
  futur	
  

	
  

Aquest	
  treball	
  analitza	
  una	
  de	
  les	
  funcions	
  cel·∙lulars	
  crítiques	
  per	
  l’establiment	
  de	
  la	
  

metàstasis:	
   l’adaptació/selecció	
   metabòlica	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   com	
   a	
   conseqüència	
   de	
   les	
  

condicions	
  imposades	
  pel	
  microentorn	
  de	
  l’òrgan	
  diana	
  (Deberardinis	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Hem	
   demostrat	
   com	
   els	
   nivells	
   de	
   glucosa	
   del	
   microentorn	
   poden	
   modular	
   la	
  

resposta	
   a	
   estrès	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   que	
   metastatitza	
   en	
   l’os,	
   augmentant	
   en	
   l’expressió	
   de	
  

proteïnes	
  GRP	
  com	
  ERp57.	
  Aquest	
  procés	
  té	
  com	
  a	
  conseqüència	
  la	
  regulació	
  immunològica	
  i	
  

del	
  citoesquelet	
  de	
  la	
  cèl·∙lula,	
  característiques	
  imprescindibles	
  per	
  a	
  l’establiment	
  tumoral	
  i	
  

metastàtic	
   (Hanahan	
   and	
   Weinberg,	
   2000;	
   Hanahan	
   and	
   Weinberg,	
   2011).	
   Els	
   processos	
  

iniciats	
  en	
  l’adaptació	
  metabòlica	
  de	
  la	
  metàstasi	
  òssia	
  són	
  diferents	
  dels	
  que	
  es	
  donen	
  en	
  la	
  

metàstasi	
  cerebral,	
  on	
  destaca	
  un	
  augment	
  en	
  la	
  síntesi	
  lipídica	
  i	
  en	
  el	
  metabolisme	
  oxidatiu.	
  

Resten	
   diverses	
   qüestions	
   per	
   resoldre	
   sobre	
   la	
   importància	
   d’aquests	
   fenòmens	
   en	
  

l’arribada	
   a	
   l’òrgan	
   secundari,	
   l’establiment	
   i	
   la	
   proliferació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   metastàtica	
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cerebral.	
  

	
   L’augment	
  en	
   fosfolípids	
   i	
   colesterol	
  observats	
  en	
   la	
  membrana	
  de	
   les	
  cèl·∙lules	
  que	
  

metastatitzen	
  a	
  cervell	
  suggereixen	
  un	
  enriquiment	
  en	
  lipid	
  rafts.	
  La	
  relació	
  establerta	
  entre	
  

els	
   augments	
   de	
   colesterol	
   en	
   els	
   rafts	
   i	
   la	
   secreció	
   de	
   MMPs/migració	
   (Raghu	
   et	
   al.,	
  

2010)reclamen	
  un	
  estudi	
  imminent	
  de	
  la	
  participació	
  d’aquests	
  processos	
  en	
  el	
  trencament	
  

de	
   la	
   BHE,	
   un	
   dels	
   passos	
   limitants	
   de	
   l’establiment	
   de	
   la	
   metàstasi	
   cerebral.	
   En	
   aquest	
  

sentit,	
   hem	
   posat	
   a	
   punt	
   un	
   model	
   de	
   BHE	
   in	
   vitro	
   (Bos	
   et	
   al.,	
   2009)	
   per	
   analitzar	
   la	
  

importància	
  d’aquest	
  fenomen.	
  

Addicionalment,	
   calen	
   estudis	
   in	
   vivo	
   per	
   demostrar	
   l’efecte	
   anti-­‐metastàtic	
  

d’algunes	
   de	
   les	
   dianes	
   metabòliques	
   mencionades	
   en	
   l’apartat	
   anterior.	
   La	
   complexitat	
  

d’establir	
   models	
   animals	
   de	
   metàstasi	
   cerebral	
   dificulta	
   aquests	
   experiments.	
   La	
  

inconveniència	
  dels	
  models	
  subcutanis,	
  que	
  no	
  permeten	
  l’estudi	
  de	
  l’efecte	
  del	
  microentorn	
  

cerebral,	
  així	
  com	
  dels	
  xenografts,	
  que	
  obvien	
  el	
  pas	
  de	
  la	
  BHE,	
  requereixen	
  l’ús	
  de	
  models	
  

de	
   metàstasis	
   cerebrals	
   per	
   injecció	
   intra-­‐carotidia	
   (Martinez-­‐Aranda	
   et	
   al.,	
   2013),	
   per	
   a	
  

l’avaluació	
  de	
  l’evolució	
  metastàtica	
  després	
  del	
  tractament.	
  

	
   Existeixen	
  molts	
  pocs	
  estudis	
  que	
  relacionin	
   les	
  proteïnes	
  de	
  dinàmica	
  mitocondrial	
  

amb	
  la	
  funcionalitat	
  mitocondrial	
  en	
  la	
  metàstasi.	
  Els	
  nostres	
  resultats	
  destaquen	
  el	
  paper	
  de	
  

la	
  Mfn2	
  i	
  la	
  fusió	
  mitocondrial	
  en	
  el	
  fenotip	
  metastàtic	
  cerebral.	
  Seria	
  interessant	
  modificar	
  

l’expressió	
  d’aquestes	
  proteïnes	
  i	
  analitzar	
  l’efecte	
  sobre	
  l’òrgan-­‐especificitat	
  de	
  la	
  metàstasi	
  

de	
  càncer	
  de	
  mama.	
  	
  

Finalment,	
   cal	
  definir	
  amb	
  precisió	
  el	
  paper	
  de	
   l’autofàgia	
  en	
   la	
  metàstasi	
   cerebral.	
  

Aquest	
  fenomen	
  podria	
  col·∙locar-­‐se	
  en	
  la	
  cruïlla	
  de	
  dos	
  processos	
  fonamentals	
  per	
  a	
  l’èxit	
  de	
  

l’establiment	
  metastàtic	
  al	
  cervell:	
   la	
  superació	
  de	
  l’estrès	
   i	
   l’aport	
  d’intermediaris	
  pel	
  cicle	
  

de	
  Krebs	
   (Clarke	
  et	
   al.,	
   2012).	
  Dades	
  prèvies	
  del	
   grup	
  descriuen	
  un	
  augment	
  en	
  proteïnes	
  

d’estrès	
  de	
  reticle	
  en	
  la	
  metàstasi	
  cerebral	
  (Sanz-­‐Pamplona	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Les	
  nostres	
  dades	
  

suggereixen	
   la	
   importància	
   de	
   l’autofàgia	
   en	
   la	
   supervivència	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   metastàtica	
  

cerebral.	
   Addicionalment,	
   la	
   latència	
   metastàtica	
   és	
   un	
   fenomen	
   predominant	
   en	
   aquest	
  

tipus	
   de	
  metàstasi	
   i	
   caldria	
   definir	
   la	
   rellevància	
   de	
   l’autofàgia	
   com	
  a	
  mediadora	
   d’aquest	
  

procés.	
  Finalment,	
   ja	
  que	
   inhibidors	
  de	
   l’autofàgia	
  com	
  la	
  cloroquina	
  poden	
  creuar	
   la	
  BHE,	
  

serien	
   imprescindibles	
   estudis	
   in	
   vivo	
   per	
   avaluar	
   l’èxit	
   d’aquesta	
   teràpia,	
   sola	
   o	
   en	
  

combinació	
  amb	
  altres	
  quimioterapèutics.	
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1-­‐ La	
   relació	
   causal	
   entre	
   l’expressió	
   d’ERp57	
   i	
   l’activitat	
   metastàtica	
   a	
   os	
   posa	
   de	
  

manifest	
  el	
  paper	
  de	
  les	
  proteïnes	
  regulades	
  per	
  glucosa	
  en	
  la	
  progressió	
  metastàtica	
  

del	
  càncer	
  de	
  mama	
  .	
  

	
  

2-­‐ ERp57	
  actua	
  com	
  un	
  distribuïdor	
  de	
  diferents	
   funcions	
  bàsiques	
  per	
  a	
   la	
  progressió	
  

maligna	
  entre	
   les	
  que	
  destaquen	
   la	
   reprogramació	
  del	
  procés	
  de	
   la	
   transició	
  epiteli	
  

mesènquima	
   (TEM),	
   per	
   induir	
   l’anomenat	
   procés	
   transició	
   mesènquima-­‐epiteli	
  

(TME)	
   que	
   facilita	
   l’ancoratge	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   a	
   l’òrgan	
   diana,	
   la	
   reprogramació	
  

metabòlica	
  i	
  la	
  disminució	
  de	
  molècules	
  de	
  reconeixement	
  immunitari	
  que	
  dificulta	
  la	
  

resposta	
  antitumoral.	
  

	
  

3-­‐ ERp57	
  participa	
  en	
  la	
  re-­‐estructuració	
  del	
  citoesquelet	
  a	
  través	
  de	
  la	
  re-­‐organització	
  

de	
  la	
  vimentina.	
  Aquest	
  fet	
  té	
  implicacions	
  en	
  el	
  procés	
  de	
  la	
  transició	
  mesènquima-­‐

epiteli,	
  fonamental	
  per	
  a	
  l’establiment	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  metastàtica	
  en	
  el	
  nou	
  òrgan.	
  

	
  

4-­‐ La	
   sobrexpressió	
   d’ERp57	
   afecta	
   a	
   nivell	
   transcripcional	
   l’expressió	
   de	
   Tapasina,	
  

dificulta	
   el	
   transport	
   de	
   molècules	
   d’HLA	
   I	
   a	
   la	
   membrana	
   cel·∙lular	
   i	
   afavoreix	
   la	
  

retenció	
  en	
  el	
  Golgi,	
  mediant	
  l’anergia	
  tumoral	
  i	
  l’evasió	
  de	
  la	
  resposta	
  immune.	
  

	
  

5-­‐ L’augment	
   d’ERp57	
   intervé	
   en	
   la	
   reprogramació	
   metabòlica	
   en	
   un	
   microentorn	
  

hipòxic	
  i	
  amb	
  baixos	
  nivells	
  de	
  glucosa	
  com	
  l’os.	
  Pel	
  contrari,	
  la	
  seva	
  expressió	
  no	
  es	
  

rellevant	
  per	
  l’establiment	
  de	
  metàstasis	
  en	
  el	
  pulmó,	
  un	
  microentorn	
  hiperòxic.	
  

	
  

6-­‐ Les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  presenten	
  en	
  general	
  un	
  metabolisme	
  més	
  oxidatiu	
  que	
  el	
  

tumor	
  primari.	
  

	
  

7-­‐ Les	
   diferències	
   existents	
   en	
   el	
   perfil	
   bioenergètic	
   de	
   les	
   metàstasis	
   a	
   os	
   vs.	
  

cervell/pulmó,	
   indiquen	
   que	
   el	
   metabolisme	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   metastàtiques	
   és	
  

imprescindible	
   en	
   el	
   procés	
   de	
   selecció/adaptació	
   de	
   la	
   cèl·∙lula	
   tumoral	
   al	
  

microentorn	
  de	
  l’òrgan	
  diana.	
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8-­‐ 	
  L’ús	
  del	
  RS	
  ens	
  ha	
  permès	
  distingir	
  un	
  fenotip	
  lipídic	
  associat	
  a	
  la	
  òrgan-­‐especificitat	
  

de	
  la	
  metàstasi	
  que	
  es	
  tradueix	
  en	
  un	
  augment	
  en	
  els	
  nivells	
  d’àcids	
  grassos	
  totals	
   i	
  

de	
  saturats	
  en	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  cervell	
  vs.	
  les	
  d’os.	
  	
  

	
  

9-­‐ El	
  mecanisme	
  d’autofàgia	
  actua	
  induint	
  supervivència	
  en	
  les	
  línies	
  metastàtiques	
  que	
  

presenten	
  un	
  fenotip	
   lipídic,	
  com	
  son	
  les	
  cèl·∙lules	
  metastàtiques	
  a	
  cervell,	
  suggerint	
  

un	
  paper	
  imprescindible	
  en	
  l’adaptació	
  de	
  la	
  cèl·∙lula	
  a	
  l’estrès	
  metabòlic	
  imposat	
  pel	
  

microentorn.	
   És	
   en	
   aquestes	
   cèl·∙lules	
   on	
   es	
   manifesta	
   un	
   augment	
   en	
   la	
   fusió	
   i	
  

l’interconnectivitat	
  mitocondrial.	
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Article	
  1:	
  
	
  
-­‐	
  A	
  transcriptome-­‐proteome	
  integrated	
  network	
  identifies	
  ERp57	
  as	
  a	
  hub	
  
that	
  mediates	
  bone	
  metastasis.	
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-­‐	
  The	
  lipid	
  phenotype	
  of	
  breast	
  cancer	
  cells	
  characterized	
  by	
  Raman	
  
microspectroscopy:	
  towards	
  a	
  stratification	
  of	
  malignancy.	
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