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13INTRODUCCIÓ

El neuroblastoma

EL CÀNCER EN ELS NENS 

Avui en dia el càncer és la principal malaltia causant de mortalitat infantil a Europa (Liu et al. 
2012). A Espanya es registren aproximadament 900 casos anuals de càncers pediàtrics, entre 
els quals cal destacar els neuroblastomes (RNTI-SEHOP 2013).  Aquesta neoplàsia és la quar-
ta més diagnosticada en pacients infantils, presenta una mortalitat elevada respecte al nom-
bre de casos diagnosticats, especialment en els tumors de risc elevat (RNTI-SEHOP 2013; 
Brodeur 2003) (figura 1). A causa de l’heterogeneïtat del seu decurs clínic, aquest tumor és 
avui en dia un repte complex per als oncòlegs i investigadors. 

Els tumors pediàtrics són un grup heterogeni de neoplàsies de derivació multifactorial 
que afecten els individus de 0 a 14 anys. Tot i que representen el 2% de tots els casos de 
càncer als països occidentals, aquests difereixen dels tumors adults per diversos motius. 
En primer lloc, les classes de tumors més observades són diferents: mentre en els adults 
predominen els carcinomes, els nens presenten una prevalença de càncers hematològics i 
del sistema nerviós. Les neoplàsies pediàtriques també semblen necessitar menys defectes 
en els processos de regulació cel·lular per arribar a un estat cancerigen, possiblement per-
què els teixits en desenvolupament es comporten de manera similar a les cèl·lules tumorals  
(Knudson 1992). Anàlisis de les mutacions i del patró d'edat d’incidència d’aquests tumors 
semblen indicar que són el resultat de defectes en l’embriogènesi i l’organogènesi, així com 
de canvis en el microambient on es troben, i no de la transformació oncogènica de les cè-
l·lules (Scotting et al. 2005). Per tant, podem considerar aquest grup de malalties com un 
desordre del programa de desenvolupament.

Figura 1. Estadístiques del Registre Nacional de Tumors Infantils 2005-1012. A) Nous casos de tumors infantils per grup 
diagnòstic registrats el 2012. B) Seguiment i supervivència a 3 i 5 anys del diagnòstic, per cohorts d’any d’incidència. Adaptat 
de RNTI-SEHOP 2013.

COHORTS 
D'INCIDÈNCIA    n

SUPERVIVÈNCIA

3 anys 5 anys

2005 - 2006 139 75 69

2005 - 2008 313 80 —

A B

I Leucèmies

II Limfomes

III Sistema Nerviós Central

IV Neuroblastomes 
i Sistema Nerviós Simpàtic
V Retinoblastomes

VI Tumors Renals

VII Tumors Hepàtics

VIII Tumors Òssis

IX Sarcomes de Teixits Tous 

X Tumors Germinals

XI Melanomes i Epitelials

XII Altres neoplàsies
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ORIGEN I DESENVOLUPAMENT DEL NEUROBLASTOMA

El neuroblastoma és un tumor sòlid de derivació embrional que sembla generar-se durant el 
període prenatal o a la primera infància (Maris 2010) a partir de cèl·lules de la cresta neural 
(De Preter et al. 2006). Aquesta és una estructura embrionària transitòria que es desenvo-
lupa al mateix temps que el tub neural (figura 2), formada per cèl·lules multipotents que do-
naran origen als melanòcits, les cèl·lules de Schwann, l’esquelet cranifacial i al llinatge simpà-
tic-adrenal (Cheung & Dyer 2013).

Es desconeix l’etiologia del neuroblastoma, però l’observació que els seus estadis clínics 
siguin un reflex de diferents estadis del desenvolupament del sistema nerviós autònom, fa 
pensar que la malaltia sigui deguda a errors en els mecanismes de control de la neurogè-
nesi (Nakagawara & Ohira 2004).  La incidència uniforme d'aquesta neoplàsia indica que 
els factors ambientals no juguen un rol important, sinó que el tumor podria originar-se per 
mutacions espontànies degudes a errors en la replicació del DNA (Brodeur 2003). Tot i que 
la major part dels tumors són esporàdics, un petit grup presenta una predisposició familiar 
que segueix un patró autosòmic-dominant associat a mutacions en els gens PHOX2B, ALK 
i en el locus 16p12-13 (Mosse et al. 2004; Mossé et al. 2008; Maris et al. 2002). Aquestes 
mutacions, així com altres associades al neuroblastoma, juguen un rol important en la ma-
nifestació clínica de la malaltia.

Figura 2. Maduració del llineatge simpàticoadrenal i desenvolupament del neuroblasatoma. Adaptat de Cheung & Dyer 2013.
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PRESENTACIÓ CLÍNICA I COMPORTAMENT BIOLÒGIC

Els neuroblastomes es diagnostiquen generalment quan un nen és portat al metge pels signes 
o símptomes que està tenint. Els símptomes primerencs de la malaltia són inespecífics, com 
diarrea, febre, hipertensió, taquicàrdia, enrogiment de la pell, sudació, malestar general o pèr-
dua de pes. Altres signes de la malaltia depenen principalment de la seu del tumor, i no apa-
reixen fins que aquest no ha arribat a una mida critica (American Cancer Society webpage). 
Tot i que es poden desenvolupar en qualsevol lloc del sistema nerviós simpàtic, en la major 
part dels casos de neuroblastoma, els tumors primaris es localitzen a la medul·la adrenal. Al-
tres localitzacions comuns són el coll, la part superior del pit i l’espinada (Maris 2010). Encara 
que existeix una superposició entre les diferents categories, podem dividir els neuroblastomes 
en tres escenaris clínics, segons el seu comportament: 

NEUROBLASTOMA LOCOREGIONAL:

Al voltant del 40% dels pacients diagnosticats amb neuroblastoma presenten aquest tipus 
de tumor, l’aspecte del qual pot anar des d’una petita massa tumoral a un embalum gran i lo-
calment invasiu (Maris et al. 2007). Segons la seva localització, aquests tumors poden causar 
símptomes relacionats amb la compressió dels òrgans adjacents, encara que les síndromes 
paraneoplàsiques siguin poc freqüents. Entre els signes més característics relacionats amb 
aquest fenomen, es troben la síndrome de Horner pels tumors de la zona cervical i la debili-
tat motora juntament amb pèrdua de sensibilitat pels tumors propers a les arrels dels nervis 
de la medul·la espinal (Plantaz et al. 1996; De Bernardi B et al. 2001).  Altres manifestacions 
clíniques comunes són la diarrea causada per la secreció del pèptid intestinal vasoactiu (Bour-
deaut et al. 2009) i la síndrome mioclònica, caracteritzada per un moviment ràpid dels ulls, 
atàxia i falta de coordinació, probablement a causa d’un dany a nivell del cervellet (Matthay et 
al. 2005). Tot i que aquests tumors responen bé a la quimioteràpia i a l’eliminació quirúrgica 
del tumor, molts dels casos presenten dèficits neurològics com a seqüela.  

MALALTIA METASTÀTICA: 

Més de la meitat dels pacients presenten metàstasis a regions distants del tumor primari, 
com a la medul·la òssia, el fetge i els nòduls limfàtics.  La invasió del sistema nerviós central 
no és comú, però pot succeir en un segon moment, degut a la progressió de la malaltia. 
Aquests nens presenten sovint una càrrega tumoral extensa que porta a la manifestació de 
múltiples símptomes fàcilment associables a la malaltia (Maris 2010). Entre els signes més 
comuns es troben les lesions subcutànies periorbitals (equimosi), degudes a l’alta freqüèn-
cia de metàstasi a l’os de la conca ocular, i exoftàlmia o proptosi (Smith et al. 2010). Sovint, 
també es troben símptomes associats a la insuficiència medul·lar o hipertensió deguda a 
l’augment de la renina (Maris et al. 2007). Els tumors metastàtics solen ser els més agres-
sius, a excepció del subgrup 4S.

Independentment de l’escenari clínic al qual pertanyen, els neuroblastomes presenten 
característiques biològiques úniques, principalment a causa de la seva derivació embrional. 
El comportament que més distingeix aquesta neoplàsia de les altres és la seva capacitat de 
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fer regressions  espontàniament (Brodeur 2003). Aquest procés, àmpliament observat du-
rant l’etapa embrionària, es caracteritza per la mort cel·lular massiva de les cèl·lules, abans 
que puguin finalitzar la seva diferenciació (Scotting et al. 2005). Tot i que aquesta caracte-
rística va ser descrita per la prima vegada el 1971 (D’Angio et al. 1971), encara no es coneix 
el mecanisme biològic darrere d’aquest fenomen. La manca d’anomalies genètiques sembla 
ser un requisit previ per al seu acompliment (Scotting et al. 2005).

Un altre fenomen àmpliament documentat és la maduració del tumor en cèl·lules diferencia-
des (Shimada et al. 1984). Histològicament, els neuroblastomes estan formats per dues po-
blacions de cèl·lules: les primeres de derivació neuronal i les altres de llinatge glial (Shimada 
et al. 2001). Aquesta variabilitat es reprodueix in vitro, on es poden trobar 3 tipus cel·lulars 
diferents en cultiu: les cèl·lules de tipus N (neuroblàstic), amb aparença de neuroblasts imma-
durs; les de tipus S (adherents al substrat), que s’assemblen als precursors de les cèl·lules de 
Schwann i dels melanòcits; i les cèl·lules de tipus I, que mostren característiques intermèdies 
entre les N i les S (Walton et al. 2004) (figura 3). Recentment s’ha suggerit que el nivell de di-
ferenciació en els neuroblastomes depèn del seu contingut de microRNAs: miR-124 i miR-506 
estan sobreexpressats en les cèl·lules diferenciades de neuroblastoma, mentre l’expressió de 
miR-375, probablement induïda per N-Myc, inhibeix la diferenciació cap a un fenotip neuronal 
(Samaraweera et al. 2014; Zhao et al. 2014).

Les característiques fenotípiques del neuroblastoma poden ser associades a diferències 
a nivell molecular entre el neuroblastoma i els teixits sans en desenvolupament. És per tant fo-
namental conèixer els diferents factors moleculars que poden influir en el decurs de la malaltia.

Figura 3. Micrografíes de diferents tipus de neuroblastoma magnificades (135x). A) Línia SK-N-CH de tipus N. B) Línia SH-
EP1 de tipus S. C) Línia SK-N-JD de tipus I. Adaptat de Walton et al. 2004.
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PATOGÈNESI MOLECULAR 

L’estudi dels mecanismes moleculars lligats al sistema nerviós ha conduït al descobriment 
d'anomalies en les vies encarregades de regular el seu desenvolupament. Molts d’aquests er-
rors, que poden manifestar-se a nivell genètic, epigenètic o transcripcional, també estan relaci-
onats amb els processos d'iniciació i manteniment del neuroblastoma (Cheung & Dyer 2013). 

L’amplificació del gen MYCN és l’aberració genètica més comunament associada a una 
prognosi negativa, trobant-se en el 20% dels casos de neuroblastoma (Schwab et al. 1985; 
Maris 2010; Brodeur et al. 1984).  El gen es localitza al cromosoma 2p24, tot i que l'amplifica-
ció ha sigut detectada per primera vegada en cossos extracromosòmics presents en les for-
mes més agressives del neuroblastoma (Schwab et al. 1984).  MYCN codifica per la proteïna 
N-Myc, que pertany a la família dels factors de transcripció Myc. Aquests activadors trans-
cripcionals poden portar al creixement i a la proliferació cel·lular incontrolada si els seus gens 
es troben amplificats (Schwab et al. 1983).  Com tots els membres d’aquesta família, N-Myc 
forma heterodimers amb la proteïna Max, activant la transcripció i promovent la supervivèn-
cia i la proliferació cel·lular durant la formació del sistema nerviós (Wenzel et al. 1991; Cheung 
& Dyer 2013).  El sentit de l’associació de l’amplificació del gen MYCN amb el fenotip agressiu 
de la malaltia no és ben conegut, però el seu rol d'inductor de la progressió del cicle cel·lular 
sembla ser-ne la causa (Schwab & Bishop 1988; Schweigerer et al. 1990).

Una altra anomalia genètica associada al fenotip agressiu del neuroblastoma és l’amplifi-
cació del braç llarg del cromosoma 17 (Brodeur 2003). La regió es troba amplificada en més de 
la meitat dels neuroblastomes (Plantaz et al. 1997),  donant un avantatge selectiu lligat al nom-
bre de còpies adquirides. S’ha proposat que el gen que codifica la survivina (BIRC5), un membre 
de les proteïnes inhibidores de l’apoptosi, confereix aquest efecte  (Islam et al. 2000; Guha & Al-
tieri 2009). El guany de còpies addicionals de 17q sol anar acompanyat de la pèrdua de 1p o 11q 
(Caron 1995; Attiyeh et al. 2005),  que es troben mutats en un 25% i 22% dels tumors primaris 
respectivament, i que denoten també una prognosi negativa (Maris et al. 2007).

En els pacients d'edat inferior a 2 anys, la ploïdia és un altre marcador cromosòmic amb 
capacitat prognòstica (Brodeur 2003).  L'index de DNA es pot separar en dues categories: 
hiperploïd (sovint triploïds) o propers a la diploïdia. Models genètics suggereixen que els er-
rors en l'aparell mitòtic dels tumors menys agressius portarien a adquirir cromosomes sen-
cers, mentre que els neuroblastomes malignes presenten defectes en l'estabilitat cromosòmi-
ca, generant translocacions i reordenaments en els cromosomes, sense alterar el seu nombre 
(Kaneko & Knudson 2000). 

El receptor Alk, una tirosina-quinasa que es troba associada a molts tipus diferents de 
tumors, també presenta una forta correlació amb el neuroblastoma (Mariño-Enríquez & Dal 
Cin 2013). Canvis en el gen ALK, ja sigui en el seu nombre de còpies o mutacions que porten 
a l’activació constitutiva d'aquesta cinasa, es troben en aproximadament un 15% dels tumors 
primaris (Maris 2010). La mutació d’aquest gen és una de les anomalies genètiques més fre-
qüents en el neuroblastoma familiar, juntament amb la pèrdua de funció del factor de trans-
cripció  codificat pel gen PHOX2B (Mossé et al. 2008; Mosse et al. 2004). 

És interessant que la pèrdua de TP53, una de les mutacions més associades a tumors 
agressius, no és freqüent en els neuroblastomes primaris (Brodeur 2003).  No obstant això, 
la inactivació funcional d'aquest factor de transcripció es troba sovint (Maris et al. 2007).  
S’han hipotetitzat diferents mecanismes de silenciació funcional de p53, com el segrest cito-
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plasmàtic o la repressió de p14ARF (Van Maerken et al. 2009).  Tot i així, la sobreexpressió o 
l’hiperfuncionament de MDM2 sembla ser el mecanisme més utilitzat en aquests tumors per 
inhibir la p53 (Petroni et al. 2012). 

No només les modificacions genètiques tenen un poder predictiu. Pel que fa a les mo-
dificacions epigenètiques, s’ha demostrat que molts gens oncosupressors es troben metilats, 
i per tant inactius transcripcionalment en el neuroblastoma (Hoebeeck et al. 2009).  Estudis 
realitzats en grups de pacients amb neuroblastomes de risc elevat suggereixen que el nivell de 
metilació està correlacionat amb un pitjor pronòstic (Alaminos et al. 2004).

En el cas de les modificacions a nivell transcripcional, s’han observat patrons anormals 
d'expressió en diferents tirosina quinases amb valor predictiu. Nivells elevats d’expressió de 
la TrkA, un receptor de membrana per a NGF, es correlacionen amb una prognosi favorable, 
fins i tot en tumors amb amplificació de MYCN (Nakagawara et al. 1993).  Tanmateix, la TrkB, 
un altre receptor de la mateixa família, sembla estar associat a una elevada angiogènesi i a la 
resistencia als tractaments (Eggert et al. 2000; Ho et al. 2002). 

Les diferències en el patró d’expressió d’aquestes anomalies, així com d’altres factors 
prognòstics, han portat a la comunitat mèdica internacional a crear diferents sistemes de 
classificació per individualitzar la severitat de la malaltia i decidir l’enfocament de la teràpia.
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CLASSIFICACIÓ DELS NEUROBLASTOMES

L’avaluació del perill que comporta el neuroblastoma depèn de diverses característiques clíni-
ques i biològiques. S’han realitzat molts estudis amb la finalitat de desenvolupar un algoritme 
capaç de classificar els diferents tipus de tumor segons el risc que comporten al pacient. La 
major part d’aquests sistemes de classificació combinen variables com l’edat del pacient, els 
marcadors genètics i la histologia del tumor. A continuació s’expliquen els procediments de 
classificació més utilitzats en clínica a l’hora d’estratificar la severitat del neuroblastoma.

CLASSIFICACIÓ PATOLÒGICA INTERNACIONAL DEL NEUROBLASTOMA (INPC): 

Basant-se en la classificació histopatològica de Shimada i col·laboradors (Shimada et al. 
1984), la INPC estableix 4 categories de neuroblastoma segons les característiques morfolò-
giques del tumor, la seva composició cel·lular, l’índex mitòtic i l’edat del pacient en el moment 
de la diagnosi. La taula 1 recapitula els paràmetres considerats en la segregació dels diferents 
grups (Shimada et al. 1999; Cheung & Cohn 2006).

▼  Taula 1: Esquema de classificació INPC	 Adaptat de (Shimada et al. 1999)

CLASSIFICACIÓ INPC CLASSIFICACIÓ 
SHIMADA ORIGINAL

GRUP PROGNÒSTIC

Neuroblastoma Tumor schwannoide, 
poc estroma

Poc estroma

FAVORABLE Favorable Favorable

<1,5 anys Poc diferenciat o en vies 
de diferenciació i MKI 
baix o intermedi

1,5-5 anys En vies de diferenciació i 
MKI baix

NO FAVORABLE No favorable No favorable

<1,5 anys Tumor indiferenciat i/o 
MKI alt

1,5-5 anys Tumor indiferenciat o 
poc diferenciat i/o MKI 
intermedi o alt

> 5 anys Tots els tumors

Ganglioneuroblastoma 
entremesclat

Tumor schwannoide, ric 
en estroma

Ric en estroma, 
entremesclat (favorable)

Favorable
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Ganglioneuroma Tumor schwannoide, 
majorment estroma

En procés de maduració Ben diferenciat 
(favorable)

Favorable

Madur Ganglioneuroma

Ganglioneuroblastoma 
nudular

Tumor schwannoide 
composat de tots els 
anteriors

Ric en estroma, nodular 
(no favorable)

No favorable

 
MKI: index mitòsi/cariorrexi

Tot i que aquest sistema d'estratificació proporciona pistes sobre la severitat del tumor, no 
considera altres factors pronòstics importants, com aberracions cromosòmiques específiques 
o sobreexpressió de gens claus per al manteniment de l’estat indiferenciat. Altres sistemes de 
classificació han incorporat el sistema de Shimada, juntament amb altres anomalies caracte-
rístiques dels neuroblastomes, per obtenir una prognosi més exacta.

SISTEMA DE CLASSIFICACIÓ INTERNACIONAL DELS NEUROBLASTOMES (INSS): 

Des de mitjans de la dècada dels 90, el mètode més utilitzat per classificar l’estadi i la pro-
gressió de la malaltia és el INSS (Brodeur et al. 1993). Aquest sistema va representar el primer 
pas cap a l'homogeneïtzació de l'estratificació de la malaltia a tot el món. L'INSS és un sistema 
d'anàlisi postoperatori que utilitza les dades obtingudes de la resecció quirúrgica per dividir 
els pacients en 5 estadis de risc, com se simplifica en la taula 2.  

▼  Taula 2: Esquema de classificació INSS 

 

GRUP PROGNÒSTIC DESCRIPCIÓ

1 Tumor localitzat amb escissió macroscòpica, amb o sense malaltia residual. Nòduls 
limfàtics ipsilaterals negatius microscòpicament pel tumor.

2A Tumor localitzat amb escissió macroscòpica incompleta; nòduls limfàtics ipsilaterals no 
adherents negatius microscòpicament pel tumor.

2B Tumor localitzat ambo sense  escissió macroscòpica completa, amb nòduls limfàtics 
ipsilaterals no adherents positius pel tumor. Els nòduls limfàtics contralaterals han de 
ser negatius pel tumor.

3 Tumor unilateral no operable infiltrat en la línia mitjana, amb o sense compromis 
dels nòduls limfàtics regionals; o tumor localitzat unilateral amb nòduls limfàtics 
contralaterals compromessos; o tumor en la línia mitjana amb extensió per infiltració 
(no operable) o per compromis dels nòduls limfàtics. 
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4 Qualsevol tumor primari amb disseminació a: nòduls limfàtics distants, os, mèdul·la 
ossia, fetge, pell i/o altres òrgans, a excepció dels tumors 4S.

4S Tumor primari localitzat similiar als tipus 1, 2A o 2B, amb disseminació limitada a la 
pell, fetge i/o mèdul·la espinal. Limitat a infants de menys de 12 mesos. El compromís 
medul·lar hauria de ser mínim (<10%). 

Malauradament, aquest sistema de separació dóna lloc a certa variabilitat en l’assignació 
de les diferents categories a causa de les diferències en l'estratègia quirúrgica en diferents 
països (Ikeda et al. 2002; Castleberry et al. 1994). Com a resultat dels avenços en el conei-
xement de la biologia i la genètica del neuroblastoma, una nova classificació que incorpora 
factors clínics i biològics addicionals a les categories de l'INSS va ser desenvolupada per 
facilitar l’assignació dels grups de risc.

Per facilitar la tasca de fer un pronòstic del decurs de la malaltia, diferents grups han 
col·laborat per elaborar una classificació que relacionés diferents característiques del tumor 
i del pacient amb la severitat de la prognosi.

SISTEMA DE CLASSIFICACIÓ INTERNACIONAL DELS NEUROBLASTOMES EN GRUPS 
DE RISC (INRGSS):

És un sistema de segregació preoperatòria que determina l'extensió de la malaltia mitjançant 
la presència o absència de metàstasis i factors de risc definits per tècniques d’imatge. L’anàlisi 
es pot realitzar abans de qualsevol tipus de tractament o cirurgia, detectant possibles factors 
de risc quirúrgics que podrien fer que l'extirpació total del tumor fos difícil o arriscada (Mon-
clair et al. 2009; Cohn et al. 2009). El INRGSS simplifica la classificació en 4 estadis: L1, L2, 
M i MS (Taula 3). Avui en dia, la majoria dels protocols internacionals estan incorporant l’ús 
d’aquest sistema de classificació en l'assignació del risc i, en conseqüència,  del tractament a 
utilitzar. Es preveu per tant la utilització de nomenclatures estandarditzades que contribuiran 
a uniformitzar l’estratificació del neuroblastoma i així facilitar la comparació dels assaigs clí-
nics duts a terme en diferents parts del món.

▼  Taula 3: Esquema de classificació INRGSS 	 Adaptat de (Cohn et al. 2009) 

 

ESTADI 
INRG

EDAT 
(mesos)

CATEGORIA 
HISTOLÒGICA

DIFERENCIACIÓ 
DEL TUMOR

MYCN 11Q 
MUTAT

PLOIDIA GRUP 
DE RISC

L1/L2 GN en maduració, 
GNB mixt

A Molt baix

L1 Qualsevol menys 
GN en maduració 
i GNB mixt

NA B Molt baix

A K Elevat
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L2 <18 Qualsevol menys 
GN en maduració 
i GNB mixt

NA No D Baix

Sí G Intermedi

>18 GNB nodular, NB En procés de 
diferenciació

NA No E Baix

NA Sí H Intermedi

Poc differenciat, 
no diferenciat

NA H Intermedi

A N Elevat

M <18 NA H F Baix

<12 NA D I Intermedi

12 a 18 NA D J Intermedi

<18 A O Alt

>18 P Alt

MS <18 NA No C Molt baix

Sí Q Alt

A R Alt

 
GN: ganglioneuroma; GNB: ganglioneuroblastoma; NA: No amplificat; A: amplificat; H: Hiperploide; D: Diploid
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TRACTAMENT

Actualment, les tècniques terapèutiques per tractar el neuroblastoma inclouen la cirurgia, la 
quimioteràpia, la radioteràpia i la immunoteràpia. L'heterogeneïtat biològica del neuroblasto-
ma ha portat a una diversificació en les estratègies terapèutiques, que depenen del grup de 
risc al qual pertany el tumor: la taula 4 resumeix els enfocaments terapèutics dels principals 
tipus de neuroblastoma segons la seva prognosi.  

▼  Taula 4: Tractament i probabilitat de supervivència segons la categoria prognòstica	 Adaptat de (Maris 2010) 
 

VARIABLE CATEGORIA PROGNÒSTICA*

Risc baix Risc intermedi Risc elevat Estadi 4S

Localització 
del tumor

Tumor localitzat Tumor localitzat 
amb invasió 
locoregional als 
nòduls limfàtics; 
metàstasis a la 
mèdul·la òssia en 
els nens >1 any

Metàstasis a la 
mèdul·la òssia i a l'os 
en nens >1 any

Metàstasis al 
fetge i la pell amb 
mínima invasió a la 
mèdul·la òssia en 
nens >1 any

Marcadors 
genètics

Guany de 
cromosomes 
sencers

Guany de 
cromosomes 
sencers

Aberracions 
cromosómiques 
segmentades

Guany de 
cromosomes 
sencers

Tractament Cirurgia** Quimioteràpia 
moderada i 
cirurgia**

Quimioteràpia 
intensiva, cirurgia, 
radioteràpia en el 
tumor primarii els 
llocs de metàstasi 
resistents. 
Quimioteràpia 
mieloabativa amb 
transplantaments 
autòlegs de 
cèl·lules estaminals 
hematopoiètiques; 
immunoteràpia amb 
agents anti-G

2

Cures de 
support***

Percentatge de 
supervivència

>98 90-95 40-50 >90

 
 
* Els pacients estan catalogats en grups pronòstics segons les pautes del Children's Oncology Group, on el nivell de risc 
està directament relacionat amb la possibilitat de morir degut a la malaltia. L'estadi 4S es considera separadament a 
causa del seu fenotip únic.
** La cirurgia es realitza per evitar lesions en les estructures circumdants i obtenir material per realitzar anàlisis 
moleculars. Molts tumors localitzats reverteixen sense necessitat de cirurgia. 
*** Baixes dosis de quimioteràpia, radioteràpia o ambdues es mantenen si hi ha risc de mort a causa de les metàstasis 
hepàtiques o de una hepatomegàlia massiva. 
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Tot i que els pacients amb la malaltia de risc baix i intermedi, així com els casos que pertanyen 
a la categoria 4S, necessiten enfocaments terapèutics poc agressius per arribar a tasses de 
supervivència altes, la majoria dels casos diagnosticats són de risc elevat. El règim quimio-
terapèutic d'inducció més utilitzat en aquests casos inclou quatre cicles de tractament amb 
dosis altes de cisplatí i etopòsid alternats amb tres cicles de vincristina, doxorubicina i ciclo-
fosfamida (Kushner et al. 1994). El topotecan ha estat inclòs recentment en la teràpia degut a 
la seva activitat antineoplàstica en casos de recidives (Simon et al. 2007), així com el tracta-
ment amb àcid retinoic en la fase de manteniment (Matthay et al. 2009). Malgrat la intensa 
teràpia doni una bona resposta inicial, reduint la dimensió del tumor i les cèl·lules metastàti-
ques circulants, un 50% dels pacients desenvolupen recidives amb pronòstic dolent (Maris 
2010). Aquest fenomen depèn de la sensibilitat a la quimioteràpia que presenten els diferents 
fenotips cel·lulars que composen el tumor. Habitualment les cèl·lules altament proliferants (ti-
pus N o I) són més proclius als agents apoptòtics i diferenciants, mentre que les de tipus S, 
que presenten una velocitat de duplicació més lenta, són més resistents (Chen et al. 2000; 
Mühlethaler-Mottet et al. 2008). Donada la capacitat que tenen totes les cèl·lules de neu-
roblastoma de desdiferenciar-se o transdiferenciar-se indistintament entre els tres fenotips, 
existeix sempre l’amenaça potencial que les cèl·lules resistents reconstitueixin el tumor amb 
factors de resistència a la teràpia (Ross et al. 1983). Cal encara desenvolupar una teràpia que 
elimini tots els tipus cel·lulars de neuroblastoma o que en previngui la seva desdiferenciació.

Un altre problema de les teràpies actuals és la manca de discerniment entre els teixits 
normals en desenvolupament i el teixit neoplàstic. L’efecte genotòxic dels fàrmacs utilitzats 
sobre els teixits immadurs crea seqüeles greus en els nens. Estudis sobre els efectes col·la-
terals del tractament demostren l’alta neurotoxicitat i nefrotoxicitat dels compostos, així 
com la pèrdua de la sensibilitat auditiva i de la funció de la medul·la òssia com a efectes se-
cundaris (Ganeshan & Schor 2011; Ruggiero et al. 2013). El descobriment de noves drogues 
amb toxicitat inferior, així com d’una finestra de sensibilitat major entre el tumor i els teixits 
normals és necessari per millorar la qualitat del tractament.
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Inhibidors de les 
histona desacetilases

ACETILACIÓ I CÀNCER

El càncer és generalment considerat una malaltia genètica, donada l’alta freqüència amb la 
qual es troben defectes en els gens que regulen l'homeòstasi cel·lular. No obstant això, les 
modificacions post-transcripcionals també juguen un rol clau en la iniciació dels processos 
tumorals, amb resultats diferents segons el context biològic (Dawson & Kouzarides 2012). 
Un dels mecanismes de regulació  post-transcripcional més estudiat és l’acetilació de pro-
teïnes, un procés dinàmic altament regulat per dos grups d’enzims: les histona acetiltrans-
ferases (HAT), encarregades de transferir un grup acetil del acetil coenzim A a un residu 
de lisina de la proteïna diana; i les histona desacetilades (HDAC), que compleixen la funció 
oposada, produint una lisina desacetilada i un ió acetat (Li & Zhu 2014). Aquestes últimes 
presenten una alta potencialitat com diana terapèutica per revertir modificacions epigenèti-
ques associades al càncer.
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LA FAMÍLIA DE LES HISTONA DESACETILASES 

Actualment, s’han identificat divuit enzims d’aquesta família en els mamífers, amb funcions 
només parcialment redundants (Marks 2010). 

Les HDAC se solen agrupar en quatre grups segons la seva estructura (Taula 5). 
Els enzims de classe I es troben en el nucli de les cèl·lules de tots els teixits, a excepció 

de la HDAC3, que també es troba al citoplasma. Presenten una estructura simple, amb una 
subunitat catalítica molt conservada i un C-terminal curt, i normalment fan part de comple-
xos multiproteics amb reguladors transcripcionals amb funció repressora, jugant un paper 
important en la silenciació de la transcripció (Li & Zhu 2014).

Les HDAC de classe II estan presents només en alguns teixits, on presenten funcions 
teixit-específiques. Les seves diferències estructurals i funcionals entre elles les divideixen 
en dos subgrups. El subgrup IIa està format per proteïnes més grans amb regions molt con-
servades d’enllaç per a factors de transcripció i xaperones que les transporten entre el nucli 
i el citoplasma. El subgrup IIb, en canvi, presenta proteïnes més petites amb una segona 
subunitat catalítica, encara que aquesta subunitat no sigui funcional en la HDAC10. Es loca-
litzen principalment al citoplasma (Marks 2010).

La HDAC11, únic membre de la classe IV, presenta analogies estructurals amb ambdu-
es classes I i II, sense mostrar una clara identitat per posar-la en un dels dos grups. Es troba 
principalment al nucli, on sembla regular la transcripció de IL-10, controlant així la immuni-
tat mitjançada per les cèl·lules T (Villagra et al. 2009).

Les classes I i II són considerades les “HDAC clàssiques” i presenten una homologia 
estructural als enzims RPD3 i HDA1 del llevat, respectivament. Juntament amb l’únic mem-
bre de la classe IV, aquestes HDACs utilitzen el Zn2+ com a cofactor en les seves reaccions. 
Els enzims Zn2+ dependents presenten un lloc actiu amb una estructura semblant que con-
sisteix en una butxaca cilíndrica formada per aminoàcids hidrofòbics i aromàtics. L’ió de 
zinc es troba al fons de la butxaca, on coordina juntament amb una molècula d’aigua, l’atac 
nucleòfil al carbonil de la lisina (Kristensen et al. 2009). 

La classe III de HDACs, anomenades sirtuïnes, són enzims NAD+ dependents anàlegs 
a la proteïna Sir2 del llevat (Bolden et al. 2006). Poden trobar-se en el nucli, el citoplasma i 
fins i tot en els mitocondris, i semblen estar relacionades principalment amb la regulació del 
metabolisme i la senescència (Finkel et al. 2009). 

Tot i que s’anomenen histona desacetilases, anàlisis filogenètics han demostrat que 
les HDACs van sorgir abans de les histones en l’evolució (Marks 2010). De fet, entre les 
proteïnes modificades per les HDACs trobem també tant proteïnes estructurals no històni-
ques de la cromatina com proteïnes citoplasmàtiques amb gran diversitat de funcions.



27INTRODUCCIÓ

▼  Taula 5: Classificació de les HDACs

ENZIM LOCALITZACIÓ CO-FACTOR HOMÒLEG EN LLEVAT

Classe I

HDAC1 Nucli Zn2+ RPD3

HDAC2 Nucli Zn2+ RPD3

HDAC3 Nucli, citoplasma i 
membranes

Zn2+ RPD3

HDAC8 Nucli Zn2+ RPD3

Classe IIa

HDAC4 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

HDAC5 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

HDAC7 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

HDAC9 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

Classe IIb

HDAC6 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

HDAC10 Nucli i citoplasma Zn2+ HDA1

Classe III

SIRT1 Nucli NAD+ SIR2

SIRT2 Citoplasma NAD+ SIR2

SIRT3 Nucli i mitocondris NAD+ SIR2

SIRT4 Mitocondris NAD+ SIR2

SIRT5 mitocondris NAD+ SIR2

SIRT6 Nucli NAD+ SIR2

SIRT7 Nucli NAD+ SIR2

Classe IV

HDAC11 Nucli Zn2+ Presenta 
característiques de les 
classes I i II
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SUBSTRATS DE LES HDACS

Les  HDAC són principalment conegudes pel seu paper en la regulació de la transcripció. En 
els eucariotes, el material genètic es troba empaquetat en el nucli, en unitats fonamentals 
anomenades nucleosomes (figura 4). Cada nucleosoma conté un fil d’aproximadament 146 
bases nitrogenades de DNA que s’emboliquen al voltant d’un octàmer format per dos parells 
de quatre proteïnes bàsiques (H2A, H2B, H3 i H4) anomenades histones (Kristensen et al. 
2009). L’acetilació de les histones va ser el primer mecanisme epigenètic de regulació de la 
transcripció identificat, i és un dels més ben caracteritzats: l’acetilació per part de les HAT 
d’un residu de lisina en el seu domini N-terminal, neutralitza la càrrega negativa del DNA. En 
conseqüència, es relaxa l’estructura de la cromatina, permetent l’accés dels factors de trans-
cripció. Les HDAC, en canvi, catalitzen la reacció oposada, portant a la condensació del DNA i 
a la repressió transcripcional (Bolden et al. 2006).

A més a més de les histones, es coneixen altres proteïnes que són dianes de les HDACs: 
estudis han demostrat que existeixen almenys 1750 proteïnes que presenten lisines acetila-
des, i que el 10% d’aquestes està subjecte a la regulació de les HDAC (Choudhary et al. 2009). 
Entre aquestes proteïnes trobem factors de transcripció i reguladors transcripcionals, xapero-
nes, proteïnes estructurals i mediadors de la inflamació que, de manera directa o indirecta, es-
tan relacionats amb el control de la proliferació, la diferenciació i la mort cel·lular (Marks & Xu 
2009). Errors en la regulació d’aquestes proteïnes per part de les HDAC pot fàcilment induir a 
la transformació tumoral de la cèl·lula, portant al desenvolupament del càncer. 

Figura 4. Modificacions epigenètiques de la cromatina. A l’esquerra s’esquematitza el promotor d’un gen actiu. L’acetilació de 
les codes històniques afavoreix l’estructura oberta de la cromatina, promovent l’enllaç del maquinari de transcripció. A la dreta 
s’il·lustra el promotor d’un gen silenciat. Les illes CpG metilades, juntament amb les MBDs, recluten les histona desacetilases. 
Aquestes treuen els grups acetil de les histones, tancant l’estructura cromatínica. Adaptat de Kristensen et al. 2009.

Desacetilasa histònica
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MECANISMES DE DESREGULACIÓ DE LES HDACS

Es coneixen tres mecanismes de desregulació de les HDACs que podrien portar al desenvolu-
pament del càncer:  les mutacions estructurals, els canvis  en la seva expressió i els errors en 
el reclutament d’aquests enzims en promotors específics.

Pel que fa les mutacions estructurals, aquestes semblen tenir una representació margi-
nal en  processos de transformació tumoral. Avui en dia s’han identificat només dues mutaci-
ons estructurals carcinogèniques: la primera, en l’enzim HDAC2, està associada als carcino-
mes causats per inestabilitat dels microsatèl·lits, o al càncer colorectal (Ropero et al. 2006). 
La segona mutació ha estat identificada en la HDAC4 expressada en cèl·lules de càncer de 
mama i de còlon rectal (Sjoblom et al. 2006). 

Les modificacions en el patró d’expressió de les HDACs estan molt més documentades. 
Les variacions en l’expressió de cadascuna d’aquestes proteïnes pot dependre del tipus de 
neoplàsia i el context cel·lular: la HDAC1 s’ha trobat sobreexpressada en el càncer de pròstata 
(Halkidou et al. 2004) i el càncer gàstric (Choi et al. 2001); la HDAC2 presenta sobreexpres-
sions en els tumors colorectals (Zhu et al. 2004), cervicals (Huang et al. 2005) i pancreàtics 
(Fritsche et al. 2009); variacions en els nivells de HDAC3 semblen induir el càncer de còlon 
(Wilson et al. 2006) i també regular la transició epiteli-mesènquima (Mani & Barton 2011); 
mentre l’expressió de la HDAC8 està relacionada amb els neuroblastomes de pitjor prognosi 
(Oehme et al. 2009). No només les desacetilases de classe I mostren funcions associades al 
càncer: la desacetilasa de classe IIa HDAC5 té un rol important en la repressió de l’angiogè-
nesi (Peixoto et al. 2012), mentre la HDAC6, que pertany a la classe IIb, està involucrada en 
els processos metastàtics a causa de la seva regulació de l’estabilitat del citoesquelet (Saka-
moto & Aldana-Masangkay 2011).

Finalment, les aberracions en el reclutament de les HDACs es poden deure princi-
palment a dos motius. El primer i millor documentat és l’associació d’aquests enzims amb 
proteïnes de fusió oncogèniques que interactuen amb el DNA, per exemple PML-RARα, PL-
FZ-RARα i AML1-ETO (Marks & Xu 2009).  Aquestes proteïnes es formen per translocacions 
cromosòmiques, i indueixen la leucèmia promielítica (PML) i la leucèmia promielítica aguda 
(AML) mitjançant el reclutament de complexos repressors on trobem les HDACs (Lin et al. 
2001). Els complexes reprimeixen constitutivament l’expressió de gens específics que regu-
len la diferenciació de les cèl·lules hematopoiètiques, afavorint la iniciació tumoral (Fenrick & 
Hiebert 1998). La segona modalitat de reclutament tumorigènic de les HDACs es deu a la so-
breexpressió de repressors transcripcionals. Pasquallucci i col·laboradors van demostrar que 
la sobreexpressió de BCL-6, una mutació freqüent en els limfomes grans de cèl·lules B, porta-
va a un reclutament aberrant de la HDAC2 i a la consegüent repressió de gens reguladors del 
creixement, com CDKNIA, que codifica la proteïna p21Waf1/Cip1 (Schneider et al. 2011).

Tot i que encara se sap poc sobre com les HDACs indueixen el desenvolupament tu-
moral, la seva correlació amb el càncer està àmpliament documentada. S’ha demostrat que 
la pèrdua global de l’acetilació de la lisina 16 en la histona H4, així com la desacetilació de la 
lisina 9 en la histona H3 de promotors que regulen gens oncosupressors poden contribuir al 
desenvolupament del càncer (Esteller 2007; Esteller 2008). Els nivells proteics de les HDACs 
solen ser més alts en les biòpsies de diferents teixits tumorals respecte a les biòpsies de tei-
xits control (Weichert 2009), i experiments de silenciació de les HDACs han demostrat la 
disminució de la supervivència en diverses línies tumorals (Marks & Xu 2009).
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HDACS EN EL NEUROBLASTOMA

Diferents membres de la família de les HDACs s’expressen de forma aberrant en el neuroblas-
toma (Witt et al. 2009). L’HDAC1 presenta nivells elevats de mRNA en aquest tumor, i la seva 
sobreexpressió sembla estar relacionada amb la resistència a diferents fàrmacs (Keshelava 
et al. 2007). HDAC1 té també un paper en l’oncogenicitat de N-Myc, amb qui forma un com-
plex repressor pel gen de la TG2 (Liu et al. 2007). De la mateixa manera, N-Myc interactua 
amb l’HDAC2, inhibint trascripcionalment el gen codificant el miR-183 i, mantenint així, l’estat 
tumoral (Lodrini et al. 2013). L’HDAC6 promou la interacció entre la proteïna proapoptòtica 
Bax i Ku70. HDAC6 manté l’estat desacetilat de Ku70, que permet el segrest de Bax i la inac-
tivació de l’apoptosi Bax-dependent (Subramanian et al. 2011). Una altra funció de la HDAC6 
sembla ser la regulació de l’activitat de la txaperona HSP90, mantenint el seu estat desacetilat 
i promovent la protecció de factors oncogènics, com el de la p53mut (Li et al. 2011). HDAC8 
també sembla tenir un rol important en el neuroblastoma, tot i que els seus mecanismes no 
han sigut encara identificats. HDAC8 està fortament associada amb la progressió del neuro-
blastoma, i la seva expressió és index d’un mal pronòstic (Oehme et al. 2009). Finalment, s’ha 
demostrat que la HDAC10 promou l’autofàgia protectora in vitro. 

Aquesta correlació amb la transformació tumoral fa de les HDACs una interessant 
diana farmacològica. Amb aquest propòsit, diferents inhibidors d’aquests enzims han sigut 
desenvolupats amb la finalitat d’utilitzar-los com agents anticancerígens.
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INHIBIDORS DE LES HDACS

Els inhibidors d’HDACs (HDIs) és un grup de fàrmacs que interfereixen amb l’activitat catalíti-
ca de les HDACs que utilitzen com a cofactor el zinc. Excloent excepcions contades, aquestes 
drogues presenten tres característiques estructurals comunes: una regió d’enllaç amb l’ió Zn2+ 
del centre actiu, una caputxa a la seva extremitat oposada que interacciona amb l’extrem del 
centre actiu, i una cadena hidrofòbica que connecta les dues regions anteriors. Tot i que els 
HDI de primera generació són molt hidrofòbics, els compostos més recents incorporen modi-
ficacions químiques que augmenten la seva solubilitat, millorant les seves propietats farmaco-
cinètiques (Marks 2010).

La interacció directa dels HDIs amb el situ actiu impedeixen l’acció catalítica de les 
HDAC sobre les seves dianes, produint l’augment tant d’histones com de proteïnes cito-
plasmàtiques acetilades  (figura 5). Aquesta variació en el  patró d’acetilació pot afectar 
l’estabilitat, la localització o la capacitat de formar enllaços proteïna-proteïna, causant així 
tant modificacions funcionals com alteracions en la transcripció i l’estabilitat cromosòmica 
(Marks & Xu 2009). L’increment en l’estat d’acetilació de les histones promou l’alteració 
d’un 2-20% del transcriptoma, induint d’igual manera la repressió i l’expressió dels gens 
diana (Bolden et al. 2006). Pel que fa a les proteïnes no històniques, la seva acetilació pot 
modificar tant la regulació de l’expressió gènica (Bereshchenko et al. 2002) com altres fun-
cions relacionades amb la carcinogènesi, entre elles la migració cel·lular, l’angiogènesi i la 
progressió del cicle cel·lular (Glozak et al. 2005). 

Figura 5. Estructura d’un àcid hidroxàmic lligat a un model de HDAC. Adaptat de Marks 2007

Centre actiu
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CLASSIFICACIÓ DELS HDI

Ja siguin d’origen natural o sintetitzats químicament, els HDIs poden classificar-se en 6 grups 
basant-se en les seves propietats químiques i estructurals: àcids grassos de cadena curta, 
àcids hidroxàmics, benzamidines, pèptids cíclics, quetones electrofíliques i altres (Taula 6). 
Tant la potència de cadascú dels fàrmacs com la seva especificitat, els nivells de toxicitat i els 
efectes biològics que desencadenen semblen dependre de diferències estructurals específi-
ques, i no del grup al qual pertanyen. 

▼  Taula 6: Classificació d’alguns dels HDIs més utilitzats

CLASSE COMPOST HDAC DIANA

Àcid Hidroxàmic TSA Classes I i II

SAHA Classes I, II i IV

Belinistat Classes I, II i IV

Oxamflatin N/A

Panobinostat Classes I, II i IV

CBHA N/A

Tubacina Classe Iib

Pèptids cíclics Romidepsina HDAC 1 i 2

Depsipèptid Classe I

Trapoxin A Classe I i IIa

Apicidina HDAC1 i 3

CHAPS Classe I

Benzamides Etinostat HDAC1, 2 i 3

Tacedinalina N/A

Àcids alifàtics Fenibutirrat Classe I i IIa

VPA Classe I i IIa

Pivanex N/A

Baceca Classe I

Savicol N/A

Quetones electrofíliques Trifluorometilquetona N/A

Altres Depudecina Classe I, II
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EFECTES BIOLÒGICS DELS HDI

Els efectes induïts pels HDIs són una conseqüència d’alteracions en els patrons d’acetilació. 
Aquests poden variar depenent del fàrmac emprat, del temps d’exposició i de les cèl·lules trac-
tades (Ungerstedt et al. 2005). Entre les moltes accions descrites pels HDIs podem trobar:

ATURADA DEL CICLE CEL·LULAR:

Els HDIs van ser descoberts per la seva capacitat d’induir la diferenciació, un efecte que va 
associat a l’aturada del cicle cel·lular en fase G1/S  (Marks et al. 2000). El bloqueig en fase G1 
es deu principalment a la transcripció p53-independent de p21WAF1/CIP1, induïda per l’aceti-
lació del seu promotor (Richon et al. 2000) i al decrement de proteïnes amb acció repressora 
sobre el seu promotor (Li & Wu 2004). Els HDIs també promouen l’augment de l’inhibidor 
del cicle cel·lular p27Kip1, tot i que la pujada dels nivells proteics sembla dependre de meca-
nismes post-transcripcionals (Chen & Faller 2005; Uehara et al. 2012). A més a més de l’in-
crement dels  nivells d’aquests inhibidors de les CDKs, els HDIs també indueixen la repressió 
de la ciclina D1 (Kim et al. 1999). Totes aquestes modificacions porten a la hipofosforilació de 
la pRb, bloquejant l’activitat transcripcional d'E2F1, un regulador de nombrosos gens impli-
cats en la progressió de la fase G1 i la transició G1/S (Polager & Ginsberg 2009). L’activació 
del punt de control G1/S pot ser també induïda per mecanismes independents del nivell de 
fosforilació de pRB. Un exemple és la repressió transcripcional d’alguns gens involucrats en la 
síntesi del DNA, com a la CTP sintasa o la timidilat sintasa (Glaser et al. 2003). La disminució 
d’aquests enzims inhibeix la progressió a la fase S del cicle cel·lular, contribuint així a l’aturada 
del cicle cel·lular en fase G1/S.

S’ha demostrat que a més del punt de control G1/S, els HDIs també poden activar 
el punt de control G2/M, tot i que a concentracions més elevades dels respectius HDIs 
(Marks & Xu 2009; Qiu et al. 2000). Aquesta activació sembla ser regulada tant a nivell 
d’anomalies del fus mitòtic, degudes a la degradació de les quinases Aurora A i B (Cha et 
al. 2009; Ishii et al. 2008), com a alteracions de l’abundància relativa de les ciclines E i A 
(Sambucetti et al. 1999; Kim et al. 1999).

INDUCCIÓ DE L’APOPTOSI:

Un gran nombre d’estudis independents corrobora el rol de l’apoptosi en la mort cel·lular indu-
ïda pels HDIs, ja sigui per via extrínseca o intrínseca. Pel que fa l’apoptosi extrínseca, els HDIs 
regulen l’expressió tant dels membres de la superfamília de receptors TNF com dels seus 
lligants en línies tumorals, però no en cèl·lules normals (Bolden et al. 2006). La necessitat 
d’activar la via dels receptors de mort és controvertida: només un estudi sembla indicar que 
juga un rol important en l’apoptosi induïda pels HDIs (Insinga et al. 2005). La via intrínseca, 
en canvi, sembla ser la causa principal de mort cel·lular. El mecanisme darrere l’activació de 
l’apoptosi mitocondrial no està del tot clar. Molts estudis han proposat que els HDIs alteren 
l’equilibri entre els gens pro i antiapoptòtics, provocant la resposta apoptòtica (Marks & Xu 
2009). Una altra hipòtesi sembla afavorir una inducció més directa, desencadenada pel punt 
de control del dany al DNA (Marks 2010). Aquesta via de transducció pot ser activada mitjan-
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çant la silenciació transcripcional de proteïnes implicades en la reparació del DNA, o bé a tra-
vés del dany oxidatiu causat per l’increment dels nivells d’espècies reactives d’oxigen (ROS) 
en resposta a la disminució dels enzims antioxidants (Frew et al. 2009). Cal destacar que els 
efectes proapoptòtics dels HDIs poden ser activats de manera dependent o independent de 
p53, probablement depenent del context cel·lular (Li & Zhu 2014).

ACTIVACIÓ DE L’AUTOFÀGIA: 

L’autofàgia és un procés de autodegradació dels components cel·lulars innecessaris o disfun-
cionals que utilitza el maquinari lisosomal (He & Klionsky 2009). El paper que juga aquest 
procés en el desenvolupament del càncer és controvertit, amb evidències que indiquen tant 
el seu rol tumorigènic com de oncosupressor (White & DiPaola 2009). S’ha demostrat que 
diferents HDIs indueixen l’activació d’aquesta via (Shao et al. 2004), possiblement mitjançant 
la inhibició de l’HDAC1 (Oh et al. 2008), l’acetilació de ATG3 (Yi et al. 2012), o l’activació de 
mTOR (Gammoh et al. 2012). 

INESTABILITAT CROMOSÒMICA:

Els HDIs provoquen l’acetilació aberrant de les histones que es localitzen en la regió peri-
cèntrica de l’heterocromatina, causant la pèrdua de la interacció amb les proteïnes que s’as-
socien amb la cromatina del centròmer (Robbins et al. 2005). També s’ha documentat la 
inducció de la degradació de les proteïnes Aurora A i B, dues quinases fonamentals per a la 
progressió de la prometafase (Zhang et al. 2008; Cha et al. 2009). En ambdós casos, s’ha 
observat que el tractament amb HDIs porta a una mitosi aberrant i a la mort cel·lular per 
catàstrofe mitòtica.

INHIBICIÓ DE L’ANGIOGÈNESI: 

La formació de nous vasos és essencial per proveir nutrients i facilitar el creixement tumoral. 
Els HDIs bloquegen l’angiogènesi mitjançant la baixada de la transcripció de factors que esti-
mulen aquest procés, com a HIF-1α, bFGF, TIE2, eNOS i VEGF (Bolden et al. 2006). Les fun-
cions dels HDIs no es limiten només a la repressió transcripcional.  HIF-1α, un dels principals 
factors transcripcionals darrera l’angiogènesi, és interromput també amb mecanismes postra-
duccionals. La inhibició de l’activitat catalítica de HDAC4 i HDAC6 en resposta als HDIs por-
ta a un augment en l’acetilació de la K532 de HIF-1α, marcant la proteïna per la degradació 
(Qian et al. 2006). La HDAC7 també regula els processos proangiogènics, formant un com-
plex amb HIF-1α per augmentar la seva capacitat transcripcional (Kato et al. 2004). La inhi-
bició d’aquest enzim podria portar a una disminució de l’activació transcripcional de HIF-1α.
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INHIBICIÓ DE LA MIGRACIÓ CEL·LULAR: 

S’ha demostrat que els HDIs incrementen la transcripció dels gens supressors de metàstasis 
al mateix temps que disminueixen els nivells de factors prometastàtics (Marks 2010). En par-
ticular, l’increment de E-caderina i la baixada del col·lagen de tipus I suprimeixen la transició 
epiteli-mesènquima (EMT) induïda per la TGF-B en diferents tumors (Yoshikawa et al. 2007; 
Kaimori et al. 2010). 

EFECTES IMMUNOLÒGICS:

La resposta immunitària antitumoral pot incentivar-se amb tres modalitats: modificant l’im-
munogenicitat de les cèl·lules tumorals per fer-les dianes més atractives, alterant l’activitat 
de les cèl·lules immunitàries, o incrementant la producció de citoquines. Els canvis induïts per 
les HDIs en el transcriptoma de cèl·lules tumorals, però no de cèl·lules sanes, porta a la trans-
cripció del complex major d'histocompatibilitat (MHC) de classe I, així com a l’increment de 
proteïnes co-estimulatòries com a CD40, CD80, CD86, ICAM1, MICA, MICB. Aquestes pro-
teïnes interactuen amb els immunoreceptors en la superfície de les cèl·lules T i NK, fomentant 
així la resposta immunitaria(Bolden et al. 2006). 

Malgrat els resultats prometedors tant en teràpies combinades com en protocols en els 
quals s’utilitza com únic agent terapèutic, la falta d’informació sobre els mecanismes exactes 
darrere dels efectes biològics dels HDIs fa que no puguin aconseguir plenament el seu màxim 
potencial com agents antineoplàsics. Tot i així, dues drogues han aconseguit ser aprovades 
per la FDA com teràpia per al tractament de neoplàsies hematològiques: la romidepsina i el 
SAHA (Bose et al. 2014).
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SAHA

L’àcid hidroxàmic de suberoilanilida (SAHA) és inhibidor antagonista no selectiu de les 
HDACs de classe I, II i IV, que indueix l’aturada del cicle cel·lular i la mort de diferents tipus de 
cèl·lules tumorals a concentracions de l’ordre micromolar (Marks 2007; Li & Zhu 2014). Els 
mecanismes darrere la seva acció antitumoral no s’han comprès del tot, però és molt probable 
que tant els seus efectes sobre l’expressió gènica com la regulació de proteïnes citosòliques 
juguin un paper important.

El SAHA és, juntament amb la romidepsina, l’únic àcid hidroxàmic que ha sigut apro-
vat per la FDA com a teràpia contra la leucèmia cutània de cèl·lules T (Mann et al. 2007). 
Malgrat que s’hagi demostrat la seva capacitat clínica en els càncers hematològics, els tu-
mors sòlids presenten més reticència a respondre favorablement en els assajos clínics, do-
nant resultats favorables principalment en tumors no tractats prèviament (Slingerland et 
al. 2013). Un dels problemes principals és la seva toxicitat, tot i que normalment és més 
baixa que la de molts agents quemioterapèutics utilitzats actualment en clínica (Tan et al. 
2010). Entre els efectes col·laterals més comuns es troben nàusees, vòmit, diarrea, anorèxia 
i fatiga. Malgrat l’aparició d’aquests efectes secundaris, al interrompre la teràpia solen ser 
reversibles (Marks 2010). Un altre problema que sorgeix és la resistència a la teràpia. Les 
vies subjacents no han sigut del tot elucidades, per tant la identificació dels marcadors de 
resistència podria portar a una millor explotació d’aquesta droga (Fantin & Richon 2007). 

Una manera per eludir aquests problemes i aprofitar el potencial oncosupressor del 
SAHA podria ser el seu ús en teràpies combinades amb altres fàrmacs. Nombrosos estudis 
preclínics i assaigs clínics demostren els avantatges d’utilitzar el SAHA en combinació amb 
agents terapèutics amb les més variades funcions (Bots & Johnstone 2009).

Figura 6. Estructura química de algunes molècules de la família dels àcids hidroxàmics. HNBA: bisacetamida hexametilene; 
SAHA: àcid hidroxàmic de suberoilanilida; TSA: tricostatina A. Adaptat de Marks, 2007.
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L’estrès ribosòmic

BIOGÈNESI DELS RIBOSOMES 

El ribosoma dels eucariotes és un complex ribonucliproteic format per dues subunitats: la 
subunitat 60S està formada pels rRNA 25S, 5,8S i 5S, més 46 proteïnes ribosòmiques (RPs); 
i la subunitat 40S està composta pel rRNA 18S i 33 RPs (Ben-Shem et al. 2010). La seva bio-
gènesi és una operació extraordinàriament complexa que coordina múltiples processos, sepa-
rats espacialment i regulats per mecanismes diferents (figura 7). 

SÍNTESI I PROCESSAMENT DEL rRNA: 

La biogènesi dels ribosomes comença amb la transcripció en el nuclèol d’un precursor de 
rRNA comú per les dues subunitats. La producció d’aquesta molècula requereix la formació 
d’un complex de preiniciació (PIC) en el promotor d’una de les nombroses còpies de rDNA, 
i la conseqüent transcripció del rRNA per la RNA polimerasa I (Quin et al. 2014). A mesura 
que es transcriu, al voltant de 70 petites ribonucleoproteïnes nucleolars (snoRNPs) modifi-
quen covalentment el rRNA mitjançant metilacions i pseudouridilacions (Montanaro et al. 
2012). Un dels esdeveniments clau de la maduració del rRNA és l’escissió del rRNA en el 
seu lloc A2, que pot ocórrer durant la transcripció o després que aquesta s’hagi completat. 
Aquest tall separa el filament de rRNA 20S, que anirà a formar part de la subunitat 40S, del 
rRNA 27S, que donarà lloc a dues de les tres espècies de rRNA de la subunitat 60S. Abans 
de sortir del nucli, el rRNA 27S serà tallat encara una altra vegada, generant els rRNAs 25S i 
7S. Aquest últim, així com el 20S de la subunitat ribosòmica petita, acabaran el seu proces-
sament al citoplasma per convertir-se, respectivament, en les formes de rRNA madur 5.8S i 
18S (Kressler et al. 2010).

Pel que fa el rRNA 5S, aquest és transcrit en el nucleoplasma per la RNA polimerasa 
III i, successivament, és importat al nuclèol per integrar-se en la subunitat pre-60S (Monta-
naro et al. 2012).

SÍNTESI DE LES PROTEÏNES RIBOSÒMIQUES:

El mRNA de les RPs és transcrit per la RNA polimerasa II en el nucli i, successivament, tra-
duït en el citoplasma pels ribosomes. Una vegada acabada la traducció proteica, les RPs són 
importades al nucli, on s’uniran amb el rRNA durant la seva transcripció (Bursać et al. 2012). 
Estudis han demostrat que les proteïnes ribosòmiques són produïdes en quantitats superiors 
a les necessàries i que l’equilibri dels diferents components ribosòmics és mantingut gràcies a 
la degradació de les proteïnes sobrants per part del proteosoma (Lam et al. 2007).
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FORMACIÓ I MADURACIÓ DE LES SUBUNITATS 60S I 40S:

Tot i que encara el mecanisme exacte d’aquest procés no està del tot definit, la formació 
d’ambdues subunitats ribosòmiques comença en el nuclèol, simultàniament a la transcripció 
del rRNA 47S (Thomson et al. 2013). Aquest procés es caracteritza per la reducció gradual 
dels factors associats a les pre-subunitats ribosòmiques, a mesura que aquestes es traslladen 
des del nuclèol al citoplasma. En aquest compartiment, les dues partícules preribosòmiques 
continuaran la seva maduració, que acabarà una vegada que tots els factors de maduració i 
d’exportació s’hagin dissociat de les dues subunitats (Kressler et al. 2010). 

La importància dels ribosomes en el manteniment i la proliferació de les cèl·lules fa que 
s’inverteixi una enorme quantitat d’energia en la seva producció. Més de 150 proteïnes no ribo-
sòmiques i al voltant de 70 snoRNAs estan involucrats en la producció d’aquests orgànuls ci-
toplasmàtics (Montanaro et al. 2012). Per tal de que aquest procés sigui regulat segons les ne-
cessitats de la cèl·lula, així com per garantir el seu correcte funcionament, s’ha desenvolupat un 
mecanisme de control que identifica els possibles errors i prevé l’aparició d’estats patològics.

Figura 7. Esquema de la biogènesi ribosòmica. El gen codificant pel rRNA 47S inclou el promotor, la regió transcrita i la seqüència 
terminadora. Els factors de transcripció basals que s’uneixen al promotor necessaris per a la transcripció del gen es troben en la 
part superior de la figura. ETS: regió transcrita externa; ITS: regió transcrita interna. Després de la transcripció, el precursor rRNA 
47S és modificat i processat, i el rRNA 18S madur és assemblat en la subunitat 40S del ribosoma. Els rRNA 5.8S, 18S, juntament 
amb el rRNA 5S, transcrit per la RNA polimerasa III, s’assemblen a la subunitat 60S. Les subunitats parcialment completes s’ex-
porten al citoplasma per constituir els ribosomes madurs. Adaptat de Montanaro et al. 2012.
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PUNT DE CONTROL DE L’ESTRÈS RIBOSÒMIC

En condicions fisiològiques, els nivells de p53 han de mantenir-se baixos per portar endavant el 
cicle cel·lular. Un dels principals mecanismes per conservar aquesta condició és la degradació 
proteosòmica de p53, induïda mitjançant l’addició de ubiqüitines del seu C-terminal. Tot i que 
s’han descobert molts enzims ubiqüitina lligasa capaços d’actuar sobre p53, el principal i més 
estudiat és el MDM2. Breument, la funció E3 ubiqüitina lligasa de MDM2 s’activa quan aquest 
enzim dimeritza amb MDMX, una altra proteïna de la mateixa família però sense activitat cata-
lítica. El complex MDM2/MDMX s’uneix a p53 i en promou l’exportació nuclear i la degradació 
proteosòmica, afegint-ne una o més ubiqüitines (Hock & Vousden 2014). En condicions d’es-
très cel·lular, diferents mecanismes de control poden bloquejar aquesta interacció, estabilitzant 
la p53. L’augment dels nivells de p53 porta a la transcripció de gens que indueixen l’aturada del 
cicle cel·lular o, si el dany és massa greu, a la mort de la cèl·lula (Carvajal & Manfredi 2013). 

Els primers indicis de que la biogènesi dels ribosomes controla el cicle cel·lular, van sor-
gir dels estudis realitzats en el laboratori del Dr. George Thomas. Utilitzant un model murí, es 
va demostrar que l’eliminació induïble del gen RPS6, causava l’aturada de la proliferació cel·lu-
lar en el fetge després d’una hepatectomia parcial (Volarevic et al. 2000). Successivament, 
diferents estudis van demostrar l’existència d’un punt de control que relacionava l’activació 
de p53 amb l’estrès ribosòmic. Aquest mecanisme responia o a variacions en la producció de 
diferents components dels ribosomes (Pestov et al. 2001; Sulic et al. 2005), o al bloqueig del 
tràfic de les proteïnes ribosòmiques entre el citoplasma i el nucli (Golomb et al. 2012).

Figura 8. Model de la regulació del complex L5/L11/5S. Adaptat de Donati et al. 2013.
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Avui en dia no hi ha un model únic i irrefutable que expliqui l’activació del punt de control de 
l’estrès ribosòmic. Un dels models més encertats proposa l’existència d’un complex pre-ribo-
sòmic “guardià”, format per les proteïnes RPL5 i RPL11, i el rRNA 5S (figura 8). En situacions 
d’homeòstasi proliferativa, aquest complex proteic s’uneix amb les altres RPs corresponents, 
per formar la subunitat 60S. Variacions en l’estequiometria dels diferents components del ri-
bosoma porta a l’activació del punt de control de l’estrès ribosòmic. Aquestes alteracions in-
dueixen al complex RPL5/RPL11/5S a interactuar amb MDM2, ja sigui en el citoplasma o en el 
nucli, inhibint la seva funció de E3 ubiqüitina lligasa sobre p53 (Donati et al. 2013).

Altres estudis han demostrat que la interacció de RPL11 amb MDM2 indueix l’ubiqüiti-
nazació i la degradació de MDMX. Aquesta degradació és necessària per a la total activació 
de p53 (Gilkes et al. 2006).

El punt de control de l’estrès ribosòmic també s’activa de manera independent a p53. 
En cèl·lules sense una proteïna p53 funcional, la inhibició de la biogènesi ribosòmica indueix 
l’aturada del cicle cel·lular. El motiu d’aquest fenomen sembla estar lligat a la funció estabilit-
zadora de MDM2 sobre el factor de transcripció E2F1, una proteïna clau en la progressió del 
cicle cel·lular. La interacció entre RPL11 i MDM2 impedeix a aquesta ùltima d’estabilitzar E2F1, 
disminuint els nivells cel·lulars d'aquesta proteïna (Donati et al. 2011). 

L’estrès ribosòmic també regula negativament la proliferació mitjançant un altre factor 
de transcripció clau del cicle cel·lular: c-Myc. En resposta a l’estrès ribosòmic, els nivells cito-
plasmàtics de RPL11 augmenten (Zhang & Lu 2009). La presència de RPL11 en el citoplasma 
porta a la seva interacció amb el 3’-UTR del mRNA de c-Myc. RPL11 interactua també amb 
el complex miR-24/miRISC, que inhibeix la traducció de nombrosos mRNAs, entre els quals 
es troba el mRNA de c-Myc (Lal et al. 2009). Així doncs, RPL11 afavoreix el reclutament del 
complex miR-24/miRISC al 3’-UTR del mRNA de c-Myc, provocant la reducció dels nivells 
proteics de c-Myc (Challagundla et al. 2011). 

En conclusió, la biogènesi ribosòmica és un mecanisme finament regulat per la cèl·lula 
de manera dependent i independent de p53. La importància d’aquest procés pel creixement i 
la proliferació cel·lular fa que sigui sovint diana de mutacions en les cèl·lules canceroses.
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LA BIOGÈNESI RIBOSÒMICA EN EL DESENVOLUPAMENT DEL CÀNCER

El primer indici que la biogènesi dels ribosomes podia tenir una correlació amb el càncer va 
ser l’observació que diferents tipus de cèl·lules tumorals presentaven un nombre major de nu-
clèols, o bé un nuclèol més gran (Quin et al. 2014). El nombre i la mida del nuclèol estan direc-
tament relacionats amb la biogènesi ribosòmica; per tant, s’ha formulat la hipòtesi que aquest 
mecanisme es veuria potenciat en el desenvolupament tumoral. Diferents estudis van il·lus-
trar com estadis cel·lulars preneoplàsics presentaven nuclèols hipertròfics i una taxa de bio-
gènesi ribosòmica més elevada en comparació a les cèl·lules sanes (Montanaro et al. 2012).

L’increment en la producció de ribosomes en les cèl·lules tumorals no sembla ser degut 
a mutacions de l’aparat transcripcional (Bywater et al. 2013), sinó a mutacions en els matei-
xos oncògens o oncosupressors que controlen el cicle cel·lular. El creixement de la cèl·lula és 
necessari per mantenir les seves dimensions després de la divisió (Thomas 2000), per tant 
no és d’estranyar que els mateixos factors regulin ambdós mecanismes. Moltes proteïnes 
implicades en la regulació del cicle cel·lular han estat associades a la inducció o repressió 
de la biogènesi ribosòmica (Grummt 2010; Quin et al. 2014). En particular, la família de 
factors de transcripció Myc sembla ser un dels factors clau involucrats en aquest procés. 
Aquestes proteïnes es troben sovint sobreexpressades en teixits tumorals (Kinzler et al. 
1986), a causa de la seva capacitat de regular factors que indueixen la proliferació (Patel et 
al. 2004) i de controlar la transcripció de les tres RNA polimerases (Boon et al. 2001; van 
Riggelen et al. 2010). Recentment, dos estudis independents van demostrar que gran part 
del poder tumorigènic de Myc és deu a la seva capacitat de potenciar la biogènesi ribo-
sòmica. Barna i col·laboradors van creuar ratolins heterozigots per RPL24 amb transgènics 
Eμ-Myc, els quals desenvolupaven limfomes de cèl·lules B a causa de la sobreexpressió del 
gen de c-Myc. Els ratolins presentaven un retard en l’inici del tumor respecte als ratolins 
que presentaven ambdues còpies de RPL24 (Barna et al. 2008). Per altra banda, Macias 
i col·laboradors van demostrar que la pèrdua de la interacció entre MDM2 i les proteïnes 
ribosòmiques RPL5 i RPL11 reduïa dràsticament els nivells de p53 i accelerava el desenvolu-
pament de limfoma en ratolins Eμ-Myc (Macias et al. 2010). Així doncs, la biogènesi ribo-
sòmica sembla tenir un rol important en el desenvolupament tumoral, almenys pels tumors 
dependents de Myc. Considerant que les proteïnes de la família de Myc es troben sobreex-
pressades aproximadament en el cinquanta per cent dels tumors (Dang 2012), l’increment 
de la producció de ribosomes no ha de ser subestimat. El protagonisme que aquesta via pot 
tenir en el desenvolupament tumoral porta a pensar que la seva inhibició seria una nova di-
ana a explotar en teràpies antineoplàsiques: si l’augment de la biogènesi dels ribosomes és 
una etapa crucial en el desenvolupament tumoral, la utilització de drogues que bloquegin la 
producció de ribosomes podria obstaculitzar-ne l’aparició.
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INHIBIDORS DE LA BIOGÈNESI DELS RIBOSOMES

La síntesi dels ribosomes com a diana per a la teràpia contra el càncer ha sigut ignorada du-
rant molt de temps perquè la producció de ribosomes és considerada necessària per al cor-
recte funcionament de totes les cèl·lules. Es pensava que el tractament amb agents que  ata-
quessin aquesta via no discriminaria entre cèl·lules tumorals i cèl·lules sanes proliferants. La  
reavaluació de la biogènesi ribosòmica com a diana terapèutica és deguda tant a l’actual com-
prensió del seu rol  en la transformació tumoral, com al descobriment del control que aquest 
mecanisme exerceix sobre l’activació de p53.

Una anàlisi dels diferents quimioteràpics actualment utilitzats en clínica va demostrar 
que bona part d’ells afectaven la biogènesi ribosòmica (Burger et al. 2010). Un d’aquests fàr-
macs és l’actinomicina D, un intercalant del DNA amb propietats antineoplàsiques utilitzat 
durant més de cinquanta anys en el tractament de tumors  embrionals o infantils (Metzger & 
Dome 2005; Raney et al. 2011; Aghajanian 2011; Miser et al. 2004). La droga inhibeix la sín-
tesi del RNA, intercalant-se en les regions del DNA riques en repeticions CG. Donat l’alt per-
centatge de repeticions CG en el rDNA, la RNA polimerasa I és la més sensible al tractament 
amb actinomicina D (Perry & Kelley 1970). Es va demostrar que dosis baixes d’actinomicina 
D, que afecten només la transcripció de la RNA polimerasa I, induïen l’apoptosi en cèl·lules 
d’adenocarcinoma de colon sense causar dany genotòxic, independentment de l’estatus de 
p53. D’altra banda, l’efecte en queratinocits normals era més moderat, causant només l’atu-
rada reversible del cicle cel·lular (Choong et al. 2009). L’ús de l’actinomicina D en la major 
part dels règims quimioterapèutics actuals està restringit, principalment per la seva toxicitat a 
dosis elevades (Mondick et al. 2008; Veal et al. 2003). L’ús d’aquesta droga a concentracions 
més baixes com, per exemple, les necessàries per inactivar només la RNA polimerasa I, podria 
superar aquest problema i portar nous beneficis en teràpies combinades.  

Recentment, la major comprensió de la biogènesi ribosòmica va portar al desenvo-
lupament d’una sèrie de molècules que inhibeixen específicament la RNA polimerasa I. Una 
d’aquestes drogues, la CX-3543, va presentar una bona resposta antitumoral en models mu-
rins de diferents tumors. Tot i que els resultats dels primers assajos clínics eren prometedors, 
va ser retirat per problemes de biodisponibilitat (Drygin et al. 2009; Balasubramanian et al. 
2011). Malgrat aquests problemes, els resultats obtinguts amb aquesta droga han obert el camí 
per la recerca d’altres drogues amb propietats similars, com la CX-5461 (Drygin et al. 2011).
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La via de p53

p53: EL GUARDIÀ DEL GENOMA

Els organismes pluricel·lulars necessiten eliminar les cèl·lules defectuoses dels seus teixits per 
mantenir el correcte funcionament dels seus òrgans. Per satisfer aquesta necessitat, l’evolució 
ha desenvolupat un sistema capaç de controlar la manutenció de les condicions apropiades 
per la correcta funció de les cèl·lules: la proteïna p53. Nombrosos estudis semblen indicar que 
la p53 és una de les principals barreres davant de la transformació tumoral. Aquesta proteïna 
es troba mutada aproximadament en el 50% dels tumors (Vogelstein et al. 2000) i, a més, 
molts tumors que presenten el gen p53 wild type tenen les seves funcions antitumorals inacti-
vades mitjançant altres mecanismes  (Brown et al. 2011).

La p53 és un factor de transcripció homotetramèric format per quatre polipèptids de 
400 residus. Cadascun dels monòmers és subdivisible en diferents dominis funcionals (fi-
gura 9). A l’extremitat N-terminal trobem el domini de transactivació (TAD), responsable 
de l’activació dels objectius transcripcionals de p53. El TAD és seguit per un domini ric en 
prolina que indueix la resposta de p53 al dany al DNA. En la regió central es localitza el 
domini d’unió del DNA (DBD), el senyal de localització nuclear (NLS), i el domini de tetra-
merització, que uneix els quatre monòmers gràcies a interaccions hidrofòbiques. Finalment, 
a l’extremitat C-terminal trobem el domini d’exportació nuclear (NES) i un domini bàsic 
d’interacció no específica al DNA que és àmpliament modificat  post-traduccionalment per 
les proteïnes que regulen l’activitat de p53 (Okorokov & Orlova 2009). 

En les cèl·lules amb la via de p53 intacta, la percepció d’un estímul lesiu per part d’una 
de les seves vies d’activació porta a l’estabilització d’aquest factor de transcripció. Actual-
ment, es coneixen múltiples mecanismes d’inducció de p53, entre els quals destaquen la 
fosforilació de p53 per part de les quinases ATM, ATR i DNA-PK en resposta al dany al DNA, 
la inducció de p14ARF per contrarestar l’estrès mitogènic, i l’activació del punt de control de 
la biogènesi ribosòmica (Bieging & Attardi 2012; Bursac et al. 2014). Qualsevol d’aquestes 
vies comportarà la modificació post-traduccional de p53, principalment mitjançant la fos-
forilació del TAD, l’acetilació del DBD i del seu C-terminal, o la inhibició de la ubiqüitinació, 
portant a la seva estabilització (Meek & Anderson 2009, Bursac et al. 2014). L’increment 
dels nivells cel·lulars de p53 donarà lloc a l’activació dels seus objectius transcripcionals i ci-
toplasmàtics, provocant l’aturada del cicle cel·lular, la senescència o l’apoptosi (Vousden & 
Prives 2009). L’elecció del mecanisme de resposta sembla dependre dels gens activats per 
p53, ja que no totes les dianes transcripcionals s’activen simultàniament. Així doncs, sembla 
que existeixen diferents sistemes que regulen l’activitat transcripcional de p53. En primer 
lloc, nivells cel·lulars elevats de p53 indueixen l’apoptosi, mentre que nivells  més baixos 
només aturen el cicle cel·lular (Kracikova et al. 2013). Els cofactors reclutats juntament amb 
la p53 també determinen el mecanisme de resposta activat. Per exemple, els cofactors de 
la família ASPP promouen l’associació de p53 als promotors pro-apoptótics, però no als de 
CDK1NA o MDM2 (Samuels-Lev et al. 2001). Les modificacions post-traduccionals de p53 
també determinen el patró dels gens activats per aquest factor de transcripció. L’acetilació 
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de la lisina 120 de p53 és una de les modificacions post-trsduccionals millor caracteritzades. 
Aquesta modificació indueix tant la localització de p53 en els promotors dels gens apoptòtics, 
com la seva localització mitocondrial, on influencia directament l’acció proapoptòtica de BAK 
(Sykes et al. 2006; Sykes et al. 2009). La fosforilació de la serina 46 també sembla afavorir la 
transcripció de factors pro-apoptòtics (Oda et al. 2000).

En condicions d’homeòstasi, la p53 és mantinguda a nivells cel·lulars mínims. Existei-
xen molts mecanismes que regulen negativament p53, com el control de la seva activitat 
transcripcional, la seva estabilitat i la seva localització. Tot i així, el principal inhibidor de p53 
és la E3 ubiqüitina lligasa MDM2 (Brown et al. 2011).

Figura 9. Esquema dels principals dominis funcionals de p53 i les seves modificacions post-traduccionals. Adaptat de Meek & 
Anderson 2009



45INTRODUCCIÓ

L’ONCOPROTEÏNA MDM2

L’ubiqüitina lligasa MDM2 és una oncoproteïna nuclear de 491 aminoàcids, coneguda princi-
palment per la seva funció inhibitòria sobre p53 (Nag et al. 2013). Existeixen nombrosos me-
canismes amb els quals aquesta proteïna contrarresta l’activitat de la p53. La proteïna MDM2 
s’associa, mitjançant una butxaca hidròfoba que es troba en el seu N-terminal, a tres residus lo-
calitzats en el TAD de p53, impedint la interacció de p53 amb els seus cofactors i el maquinari 
basal de transcripció (Brown et al. 2011). A nivells cel·lulars baixos, MDM2 causa la monoubi-
qüitinació de p53, estimulant la seva relocalització en el citoplasma gràcies a l’exhibició del seu 
senyal d’exportació nuclear. Aquesta modificació també disminueix la capacitat transactiva-
dora de p53, impedint l’acetilació de les lisines necessàries per a la seva funció transcripcional. 
Nivells cel·lulars més alts de MDM2 provoquen la poliubiqüitinació de p53, marcant-la per la 
degradació proteosòmica, reduint així els nivells cel·lulars de p53 (Hock & Vousden 2014). A 
més de la ubiqüitinació de p53, MDM2 pot modificar post-transcripcionalment les histones 
dels promotors activats per p53, causant la seva repressió (Minsky & Oren 2004). Finalment, 
MDM2 també pot reprimir l’activitat de p53 reclutant altres repressors transcripcionals, com 
HDAC1 i YY1 (Ito et al. 2002; Sui et al. 2004). Un esquema de la interacció entre MDM2 i 
p53, així com d’altres proteïnes involucrades en la regulació d’aquesta associació es presenta 
en la figura 10. L’equilibri entre MDM2 i p53 és finament regulat mitjançant un mecanisme de 
retroinhibició. El gen codificant la proteïna MDM2 presenta dos elements promotors: P1 i P2. 
Mentre P1 manté els nivells basals de MDM2, P2 és activat per p53. L’increment de MDM2 
porta a la degradació de p53, mantenint els seus nivells cel·lulars baixos, impedint així l’activa-
ció dels gens antiproliferants i apoptòtics que resulten lesius per les cèl·lules (Nag et al. 2013).

Figura 10. Proteïnes implicades en la regulació de la interacció entre p53 i MDM2.



46 INTRODUCCIÓ

MDM2 presenta també funcions independents a la regulació de p53 (Ganguli & Wasylyk 
2003). Es va demostrar que MDM2 pot regular la síntesi i reparació del DNA interactuant 
amb la DNA polimerasa ε (Asahara et al. 2003; Vlatkovic et al. 2000). També es va demos-
trar el seu rol en la degradació proteosòmica de la E-caderina (Yang et al. 2006), en el control 
de la via de pRb-E2F (Tang et al. 2012; Uchida et al. 2005) i en l’amplificació dels centrosomes 
(Carroll et al. 1999). A més, la possibilitat d’associació entre el domini RING de MDM2 i el 
RNA, ha portat al descobriment de la seva funció com a regulador de l’estabilitat del mRNA 
(Elenbaas et al. 1996; Zhou et al. 2011).

En resum, la proteïna MDM2 sembla tenir un rol important en la regulació de diferents 
processos involucrats tant en el cicle cel·lular com en l’apoptosi, de manera depenent o in-
dependent de p53. Donats els efectes d’aquesta oncoproteïna sobre la proliferació, la seva 
sobreexpressió i la seva amplificació gènica han estat relacionades amb la prognosi negati-
va de diferents tumors (Momand et al. 1998).

ROL DE LA PROTEÏNA MDM2 EN EL DESENVOLUPAMENT DEL NEUROBLASTOMA

Els tumors necessiten que una sèrie de mecanismes cel·lulars de control siguin abrogats per tal 
de permetre el seu desenvolupament. Una d’aquestes és l’activitat oncosupressora de la p53, 
que impedeix la proliferació descontrolada de les cèl·lules. Tot i que la mutació de p53 és el me-
canisme més comú d’inactivació d’aquest factor de transcripció en els càncers d’adults, la inci-
dència de mutacions en el gen de p53 és inferior al 2% en el moment de la diagnosi en els neu-
roblastomes (Vogan et al. 1993; Tweddle et al. 2001). Nombrosos estudis han demostrat com 
diferents modificacions en la via de MDM2 aconsegueixen anul·lar la funció oncosupressora de 
p53, portant a la transformació tumoral. L’amplificació de les seqüències del cromosoma 12q, 
on es troba el gen codificant la proteïna MDM2, han sigut descrites en tumors i en línies cel·lu-
lars de neuroblastoma que presenten l’amplificació del gen MYCN associada a l’atenuació de 
l’activitat transcripcional de p53 (Keshelava et al. 2001; Corvi et al. 1995; Van Roy et al. 1995). 
S’ha demostrat també que MDM2 és un objectiu transcripcional directe de N-Myc (Slack et 
al. 2005). L’associació entre aquestes dues oncoproteïnes suggereix un avantatge en el desen-
volupament del neuroblastoma en les cèl·lules que presenten la sobreexpressió d’aquests dos 
factors. L’expressió de MDM2 atenuaria la via de p53 en les cèl·lules, permetent l’evasió de 
l’apoptosi induïda per l’estrès oncogènic causat per la sobreexpressió de N-Myc. Aquesta rela-
ció explicaria també la baixa freqüència de mutacions observada en el gen TP53. 

Finalment, un estudi  realitzat per Bond i col·laboradors va proposar que la presència d’un  
polimorfisme, anomenat SNP309 i localitzat en el promotor de MDM2, augmentaria l’afini-
tat del promotor pel factor de transcripció Sp1. D’aixó en resultaria una major expressió de 
MDM2,i la propensió més gran a formar tumors (Bond et al. 2004). 
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INHIBIDORS DE MDM2: NUTLINA-3

La baixa percentual de mutacions de p53 en el neuroblastoma fa que la seva reactivació sigui 
una estratègia antitumoral a tenir en compte. Entre les diferents possibilitats, la inhibició se-
lectiva de la interacció entre p53 i MDM2 és una de les estratègies més rellevants per restau-
rar les funcions dependents d’aquest factor de transcripció. Existeixen tres modalitats per im-
pedir l’efecte inhibitori de MDM2: el bloqueig de l’expressió de MDM2, la reducció de la seva 
activitat ubiqüitina lligasa, i la inhibició de la seva interacció amb p53. Aquesta última estra-
tègia sembla ser la més afavorida des d’un punt de vista farmacològic. Els estudis inicials evi-
denciaren que es podia bloquejar la interacció entre p53 i MDM2 utilitzant pèptids curts com 
a agents inhibitoris (García-Echeverría et al. 2000). Això es deu al fet que l’enllaç entre p53 i 
MDM2 es forma mitjançant tres aminoàcids (F19, W23 i L26), localitzats en el TAD de p53, 
que es projecten en una butxaca hidrofòbica present en la superfície de la regió N-terminal de 
MDM2 (figura 9). El descobriment d’aquesta interacció va portar ràpidament a la síntesi dels 
primers antagonistes de MDM2 amb activitat inhibitòria in vivo: les nutlines. La nutlina-3, una 
molècula pertanyent a aquest grup de drogues, desplaça la p53 a concentracions nanomolars, 
demostrant així, una forta afinitat i una especificitat elevada per MDM2 en diferents línies 
tumorals. La seva interacció amb la butxaca hidrofòbica de MDM2 porta a l’estabilització de 
p53 i a la inducció de les diferents vies activades per aquest factor de transcripció (Vassilev et 
al. 2004a). Tot i que les nutlines van ser dissenyades inicialment per inhibir la interacció entre 
MDM2 i p53, s’han trobat nombroses activitats independents a aquesta funció a concentra-
cions més elevades. Això es deu, probablement, al fet que moltes proteïnes vinculades als 
processos tumorigens, presenten seqüències amminoacídiques similars a la regió d’interacció 
amb MDM2 de p53.  De fet, s’ha demostrat la interacció entre MDM2 i diferents proteïnes in-
volucrades en la progressió o la inhibició dels processos tumorals, com per exemple p73, E2F1 
o HIF1a (LaRusch et al. 2007; Ray et al. 2011).

Figura 11. Estructura i modalitat d’unió de la nutlina-3 a MDM2. A) Interpretació de la interacció de la butxaca hidrofòbica de 
MDM2 (zona violeta) amb la nutlina-3.  B) Primer pla de la interacció entre MDM2 i una molècula de la família de les nutlines, la 
nutlina-2 (zona còncava, verd; zones sobresortides, vermell), mostrant com el grup bromofenilic entra en la butxaca hidrofòbica. 
Adaptat de Brown et al. 2011 i Vassilev et al. 2004.
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La reactivació de la via de p53 és una estratègia terapèutica especialment atractiva per als 
tumors pediàtrics, ja que s’obtenen els beneficis dels efectes antitumorals de p53 sense pro-
vocar els danys genotòxics. Això suggereix una menor toxicitat en comparació a la majoria 
dels agents quimioteràpics utilitzats actualment. En el neuroblastoma, el tractament amb nut-
lina-3 provoca una ràpida acumulació de p53, així com una forta inducció dels objectius trans-
cripcionals d’aquesta proteïna, independentment del tipus cel·lular de les línies analitzades 
(Van Maerken et al. 2011).
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Objectius

Els neuroblastomes es caracteritzen per l’heterogeneïtat de les cèl·lules que els composen 
(Walton et al. 2004) i la capacitat de transdiferenciar entre els diferents fenotips cel·lulars 
(Ross et al. 1983). La freqüència de mutacions en el gen de p53 és molt baixa en el moment de 
la diagnosi, manifestant-se normalment només després del tractament inicial (Van Maerken 
et al. 2014). Aquestes característiques són les causes principals del fracàs dels tractaments 
actuals contra aquesta neoplàsia. L’objectiu d’aquesta tesi ha estat assajar noves estratègies 
terapèutiques que poguessin resultar eficaces contra tots els tipus cel·lulars, per tal d’evitar 
l’aparició de recidives. Basant-nos en els coneixements actuals sobre la malaltia i en estudis 
previs d’agents quimioterapèutics, hem decidit utilitzar dues drogues amb eficàcia clínica de-
mostrada. D’una banda, s’ha escollit el SAHA, un inhibidor inespecífic de les HDACs que ha 
demostrat la seva eficàcia independentment del context de p53. Per altra banda, s’ha selecci-
onat l’inhibidor de la transcripció actinomicina D, que ha demostrat ser més eficaç contra les 
cèl·lules que expressen p53. La nutlina-3 s’ha utilitzat com a control per verificar la repercus-
sió de p53 en l’efecte de l’actinomicina D.

L’efecte d’aquests compostos s’ha comprovat utilitzant-los per separat i conjuntament, 
per tal de determinar possibles interaccions entre els fàrmacs. L’objectiu de la tesi s’ha des-
glossat doncs en els següents objectius específics:

1. �Estudiar els efectes del tractament amb SAHA sobre diferents línies cel·lulars de neuro-
blastoma humà.

2. Estudiar els efectes de dosis baixes d’actinomicina D en línies cel·lulars de neuroblastoma.

3. �Comprovar fins a quin punt l’activació de p53 determina els efectes desencadenats per 
l’actinomicina D, comparant-los amb els efectes de la nutlina-3.

4. Assajar la interacció entre el SAHA i l’actinomicina D o la nutlina-3.
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1. Caracterització de les línies 
cel·lulars utilitzades

Les línies cel·lulars de neuroblastoma es subdivideixen en tres fenotips: les cèl·lules de tipus 
N s’assemblen a precursors de la línia neuronal, les de tipus S són semblants a les cèl·lules 
precursores glials, i les de tipus I mostren un fenotip intermedi menys diferenciat, semblant al 
d’una cèl·lula mare del sistema nerviós (Walton et al. 2004). En aquest treball s’han utilitzat 
cinc línies cel·lulars de neuroblastoma: dos de tipus N (SH-SY5Y i LA1-55n), una de tipus I 
(SK-N-JD) i dos de tipus S (SK-N-AS I SH-EP/Tet21N). Dues d’aquestes línies cel·lulars (LA1-
55n i SK-N-JD) presenten amplificacions del gen MYCN (Walton et al. 2004). Per determinar 
l’estadi de diferenciació de les línies cel·lulars utilitzades, s’ha realitzat una anàlisi preliminar 
dels nivells proteics de diferents marcadors de diferenciació neuronal. A més, s’han controlat 
els factors de transcripció E2F1, N-Myc i p53, així com la viabilitat cel·lular, per conèixer el po-
tencial proliferant i apoptòtic de cadascuna de les línies cel·lulars.

Els factors transcripcionals de la família Myc són proteïnes clau per la progressió del cicle 
cel·lular i el desenvolupament del càncer (Dang 2012). En particular, N-Myc sembla ser un dels 
principals factors d’inducció de la transformació neoplàsica en el neuroblastoma (Schwab et 
al. 1985). L’anàlisi de l’expressió de les proteïnes c-Myc i N-Myc mostra un patrò d’expressió 
diferent en totes les línies examinades. Les cèl·lules de tipus N SH-SY5Y i LA1-55n expres-

Figura 1.1: Caracterització de les línies cel·lulars de Neuroblastoma. A) Anàlisi de l’expressió proteica per Western blot. La figura 
mostra proteïnes associades amb la progressió del cicle cel·lular i la supervivència (N-Myc 67kDa, c-Myc 60kDa, E2F1 50kDa i 
p53 53kDa) i marcadors de diferents estadis de diferenciació neuronal (CgA 60kDa, NF-200 200kDa, TH 60kDa). B) Corbes de 
proliferació de les diferents línies de neuroblastoma. El gràfic representa el nombre de duplicacions ± S.E.M 
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sen respectivament c-Myc i N-Myc (figura 1.1A). SK-N-JD, la línia cel·lular de tipus I, expressa 
només la proteïna N-myc. La línia cel·lular SK-N-AS, pertanyent al fenotip S, presenta nivells 
detectables de proteïna c-Myc, però no de N-Myc. Finalment, la línia cel·lular SH-EP/Tet21N, 
que té el gen de N-Myc sota el control d’un promotor reprimible (Lutz et al. 1996), expressa 
N-Myc només en les cèl·lules cultivades sense tetraciclina. 

Els nivells proteics d’E2F1, un factor de transcripció clau en la regulació de la transició 
G1/S del cicle cel·lular (DeGregori et al. 1995), són més elevats en les cèl·lules SK-N-JD en 
comparació a les altres línies cel·lulars. L’expressió més elevada d’E2F1 correspon a l’estat 
menys diferenciat de les línies de tipus I (Palm et al. 2013; Walton et al. 2004).

Paral·lelament s’han controlat els nivells de la proteïna p53. Les línies SH-SY5Y, SK-N-
JD i SH-EP/Tet21N presenten la forma wild type de p53, mentre que la SK-N-AS expressa una 
isoforma de menor pes molecular. L’isoforma de p53 present en la línia cel·lular SK-N-AS ha 
estat caracteritzada en altres estudis, indicant que és incapaç d’induir la transcripció de p21 
(Nakamura et al. 2007). Finalment, l’expressió de p53 no s’ha detectat en la línia cel·lular LA1-
55n, com ja s’havia descrit anteriorment (Carr et al. 2006).

En darrer lloc, s’han analitzat tres paràmetres de diferenciació neuronal per determinar 
l’estadi de maduració de les línies examinades. La cromogranina A (CgA) és un marcador de 
diferenciació primerenca detectable al voltant de la tercera setmana de l’embriogènesi huma-
na, lligat a la desdiferenciació i al desenvolupament tumoral en teixits neuroendocrins (Taupe-
not et al. 1996). La proteïna del neurofilament 200 (NF-200) és un component del citoesque-
let i un marcador tardà de neurodiferenciació, que es troba present des de la vuitena setmana 
de gestació humana (Kleinert 1991). Finalment, la tirosina hidroxilasa (TH) és un marcador de 
les neurones catecolaminèrgiques (Kumer & Vrana 1996). Els tres marcadors neuronals s’han 
detectat en les cèl·lules LA1-55n: la CgA s’expressa a nivells elevats, mentre que l’expressió 
de NF-200 i la TH és menor. La línia SH-SY5Y presenta nivells detectables de NF-200, però 
no de CgA, suggerint un major estat de diferenciació en comparació a les cèl·lules LA1-55n. 
Convé destacar que aquestes cèl·lules no presenten nivells detectables de TH, tot i que s’ha 
demostrat que pertanyen al llinatge dopaminèrgic (Xie et al. 2010). Les cèl·lules SK-N-JD ex-
pressen els marcadors de diferenciació primerenca CgA i N-Myc, en conformitat amb el seu 
menor grau de diferenciació neuronal. D’altra banda, ambdues línies cel·lulars de tipus S no 
presenten nivells detectables de cap paràmetre de diferenciació neuronal, indicant que aques-
tes cèl·lules pertanyen a un altre llinatge. 

A més dels marcadors moleculars, s’ha avaluat la taxa de proliferació de les diferents 
línies utilitzades en aquest estudi. Els resultats demostren que les cèl·lules amb una expressió 
de N-Myc més elevada proliferen més ràpidament (Fig. 1.1B), suggerint una correlació entre 
l’expressió de N-Myc i la proliferació cel·lular.



57RESULTATS

2. Efecte del SAHA en línies 
de neuroblastoma humà

EL SAHA DISMINUEIX LA VIABILITAT EN CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA 

Els efectes de la inhibició de les desacetilases s’han estudiat emprant el SAHA, un àcid hi-
droxàmic actualment utilitzat com a teràpia per al tractament del limfoma cutani de cè-
l·lules T (Mann et al. 2007). Amb aquesta finalitat, s’ha avaluat l’efecte sobre la viabilitat 
de quatre línies cel·lulars de neuroblastoma. El tractament amb dosis creixents de SAHA 
durant 24 hores mostra que no tots els tipus cel·lulars presenten la mateixa sensibilitat al 
compost. La línia SK-N-JD resulta ser més sensible al tractament, mentre que les altres lí-
nies arribaven a una pèrdua màxima de viabilitat a una concentració de 2,5μM (figura 2.1A). 
Donats aquests resultats, es va decidir utilitzar aquesta dosi per als següents experiments.

Figura 2.1: El SAHA disminueix la viabilitat cel·lular de les diferents línies del neuroblastoma. Les línies cel·lulars de neuroblas-
toma es van tractar durant 24 hores amb diferents concentracions de SAHA. El nombre de cèl·lules viables es va determinar per 
MTS (SK-N-JD, LA1-55n i SH-SY5Y) o per tinció amb cristall violeta (SK-N-AS). Els valors representen el percentatge de cèl·lules 
viables en comparació al control ± S.E.M.
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L’anàlisi del tractament amb SAHA 2,5 μM durant períodes de temps més prolongats mostra 
una pèrdua de la viabilitat dependent del temps (figura 2.2). La reducció de la viabilitat és més 
lenta en les cèl·lules SH-SY5Y i SK-N-AS en comparació a les cèl·lules LA1-55n i SK-N-JD, sug-
gerint que la sensibilitat al SAHA pot dependre de l’expressió de N-Myc.

Figura 2.2: El SAHA disminueix la viabilitat cel·lular de les línies del neuroblastoma en funció del temps. Les cèl·lules de neuro-
blastoma es van tractar durant els temps indicats amb la dosi de SAHA 2,5 μM. El nombre de cèl·lules viables es va determinar 
per MTS (SH-SY5Y, LA1-55n i SK-N-JD) o tinció amb cristall violeta (SK-N-AS). Els valors representen el percentatge de cèl·lules 
viables respecte al control ± S.E.M. (*** p < 0.001 2way ANOVA + Tukey’s test).
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EL SAHA INDUEIX APOPTOSI I AUTOFÀGIA EN LÍNIES CEL·LULARS DE NEUROBLASTOMA

La pèrdua de la viabilitat causada pel tractament amb SAHA pot ser deguda tant a la dismi-
nució de factors de proliferació com a la inducció de diferents processos de mort cel·lular. Per 
tal d’investigar el mecanisme que hi ha darrera a l’efecte del SAHA sobre la viabilitat, s’ha ana-
litzat l’expressió de proteïnes relacionades amb el control del cicle cel·lular, la supervivència, 
l’apoptosi i l’autofàgia. Els resultats mostren una reducció dels nivells de N-Myc en les línies 
cel·lulars amb el gen MYCN amplificat (figura 2.3A). La quantificació del mRNA de N-Myc 

Figura 2.3: Efecte del SAHA sobre l’expressió de proteïnes i de mRNA. A) Anàlisi per Western blot de proteïnes associades a la 
proliferació cel·lular (N-myc, E2F1i p53), l’apoptosi (PARP-1) i l’autofàgia (LC3). L’anàlisi s’ha realitzat després de 24 hores d’incu-
bació amb SAHA 2,5 μM. La leupeptina (3,5 mg/ml) s’ha usat per corroborar que l’augment observat en LC3-II (banda baixa) es 
deu a un increment en el flux autofàgic. B) Anàlisi dels nivells relatius de mRNA per qRT-PCR en cèl·lules LA1-55n i SK-N-JD des-
prés de 6 hores de tractament amb SAHA 2,5 μM. Els valors representen el percentatge respecte al control no tractat ± S.E.M. 
(**p<0.01; ***p<0.001 ANOVA + Tukey’s test).
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mostra una disminució dels seus nivells en les cèl·lules LA1-55n i SK-N-JD (figura 2.3B), sug-
gerint que la disminució de la proteïna pot ser deguda a la reducció dels nivells de mRNA. 

El factor de transcripció p53 també disminueix els seus nivells en resposta al tracta-
ment en totes les línies que expressen aquesta proteïna. E2F1 també redueix els seus ni-
vells proteics en resposta al tractament amb SAHA en totes les línies cel·lulars, a excepció 
de la línia SH-SY5Y.

Finalment, s’ha investigat l’activació de dues vies relacionades amb la mort programa-
da: l’apoptosi i l’autofàgia (Ouyang et al. 2012). 

En el cas de l’apoptosi, s’ha examinat l’hidròlisi de la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 
(PARP-1). La figura 2.3A mostra com el tractament amb SAHA indueix l’activació de l’apoptosi 
en totes les línies cel·lulars examinades, determinant una resposta més consistent en les cèl·lu-
les amb sobreexpressió de N-Myc. A més, s´ha analitzat l’expressió de factors possiblement 
involucrats en el desencadenament de l’apoptosi en la línia cel·lular SK-N-JD. D’acord amb l’ac-
tivació de l’apoptosi, s’observa un augment en l’expressió de gens proapoptòtics com NOXA, 
PUMA i BAK, així com la disminució dels gens antiapoptòtics de la família Bcl-2. També s´ha 
observat un marcat augment del gen CDKN1A, que codifica la proteïna p21 (figura 2.4). 

Pel que fa l’autofàgia, s’ha analitzat la conversió de la forma lliure de la proteïna LC3 
(LC3-I) a la seva forma conjugada amb fosfatidiletanilamina (LC3-II). La forma lipidada és 
capaç d’unir-se a la membrana dels autofagosomes, activant el procés autofàgic (Mizushima 
et al. 2010). Els resultats mostren un augment de LC3-II en totes les línies (figura 2.3A). Per 
confirmar que l’augment de LC3-II és degut a una potenciació del flux autofàgic, hem utilitzat 
la leupeptina, un inhibidor d’endoproteases lisosomals que impedeix la degradació de LC3-II 
en l’autofagolisosoma (Haspel et al. 2011). L’augment de LC3-II observat en totes les línies cel·
lulars, ja sigui en presència o absència de leupeptina, indica una potenciació del mecanisme 
autofàgic independent de l’estat de N-Myc.

 

Figura 2.4: Perfil d’expressió de gens relacionats amb l’apoptosi modificats pel tractament amb SAHA. Les cèl·lules SK-N-
JD van incubar-se durant 24 hores amb SAHA 2,5 μM. L’expressió dels gens relacionats amb l’apoptosi va analitzar-se per 
RT-MLPA. Els resultats es mostren com a vegades d’inducció vers les cèl·lules no tractades. Els nivells de mRNA estan norma-
litzats per el gen PARN.
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L’APOPTOSI ÉS LA CAUSA DE LA MORT OBSERVADA EN RESPOSTA AL SAHA

Per determinar la contribució de l’apoptosi a la mort cel·lular induïda per SAHA, s’ha avaluat 
l’efecte d’aquesta droga en presència de l’inhibidor de caspases Oph-QVD. La inhibició de 
les caspases reverteix completament la proteòlisi de PARP-1, alhora que recupera la viabi-
litat en totes les línies cel·lulars, a excepció de la línia SK-N-AS (figura 2.5A). El tractament 
amb Oph-QVD no impedeix la reducció dels nivells de N-Myc en resposta a SAHA (figura 
2.5B), suggerint que aquest efecte no depèn de l’activació de les caspases. D’altra banda, 
el tractament conjunt amb SAHA i Oph-QVD augmenta els nivells de LC3-II (figura 2.5B). 
Aquest efecte es pot interpretar com una potenciació de l’autofàgia en resposta a la inhibi-
ció de l’apoptosi. Així doncs, l’apoptosi sembla ser el principal mecanisme de mort cel·lular 
activat en resposta al tractament amb SAHA.
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Figura 2.5: Efecte de la inhibició de les caspases en cèl·lules de neuroblastoma tractades amb SAHA. A) Gràfiques de viabi-
litat de les línies de neuroblastoma examinades front a SAHA 2,5 μM i Oph-QVD 20 μM durant diferents temps, mesurades 
per MTS (SK-N-JD, LA1-55n i SH-SY5Y) o per tinció amb cristall violeta (SK-N-AS). Els valors representen el percentatge de 
cèl·lules viables respecte al control ± S.E.M. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 2way ANOVA + Tukey’s test). B) Western blot de 
proteïnes associades al cicle cel·lular (N-myc), l’apoptosi (PARP-1) i l’autofàgia (LC3). Les quatre línies cel·lulars van ser trac-
tades amb 2,5 μM de SAHA, en presència o absència de Oph-QVD (20 μM), durant 24 hores.
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L’ACTIVACIÓ DE L’AUTOFÀGIA INDUÏDA PER SAHA NO DEPÈN DE LA VIA mTORC1

L’autofàgia és un procés catabòlic que preveu la degradació de components cel·lulars inneces-
saris o deteriorats mitjançant un sistema de vesícules anomenades autofagosomes (Hurley 
& Schulman 2014). Un dels sistemes reguladors de l’autofàgia més ben caracteritzat és la via 
de mTORC1. Aquest complex proteic inactiva la quinasa ULK1 mitjançant la seva fosforilació, 
impedint el desencadenament de l’autofàgia. La inhibició de mTORC1 portaria doncs a l’acti-
vació de l’autofàgia. Altres dianes directament fosforilades per mTORC1 són la proteïna d'unió 
al factor d'iniciació de la traducció eucariota (4E-BP1) i la quinasa de S6 p70 (S6K1), ambdues 
relacionades amb el creixement cel·lular i la síntesi proteica (Green & Levine 2014; Shen & 
Mizushima 2014). El control de mTORC1 sobre el metabolisme cel·lular determina l’equilibri 
entre anabolisme i catabolisme.

Amb l’objectiu de verificar si el SAHA inhibeix mTORC1, s’han analitzat els nivells de 
fosforilació de les proteïnes 4E-BP1 i S6K1 en la línia cel·lular LA1-55n (figura 2.6). El tracta-
ment amb SAHA disminueix els nivells d’aquestes proteïnes, però no el seu estat de fosforila-
ció. Aquests resultats indiquen que l’activitat de mTORC1 no es veu afectada pel tractament 
amb SAHA, suggerint que l’activació de l’autofàgia no depèn de la inactivació d’aquesta via.

Figura 2.6: La via de mTORC1 no està implicada en l’activació de l’autofàgia en resposta al tractament amb SAHA. Western 
blot de les diferents dianes de fosforiació del complex mTORC1. L’anàlisi s’ha realitzat en llisats de proteïnes totals extrets als 
temps indicat d’incubació amb SAHA 2,5 μM. 
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L’AUTOFÀGIA NO ÉS DETERMINANT EN L’EFECTE SOBRE LA VIABILITAT INDUÏT PER SAHA

Tot i que l’autofàgia s’ha associat amb la supervivència cel·lular, diferents estudis citen 
l’autofàgia com un mecanisme de mort cel·lular programada (Green & Levine 2014). Per 
determinar el paper de l’autofàgia en la resposta al SAHA, s’ha inhibit aquest mecanisme, 
disminuint els nivells de ATG7 mitjançant l’ús de siRNA. ATG7 és una proteïna crucial per 
a la fusió de l’autofagosoma amb el lisosoma, sense la qual el procés autofàgic no es pot 
dur a terme (Hurley & Schulman 2014). Tot i que s’ha assolit una disminució del 80% de la 
proteïna ATG7 (figura 2.7B), la pèrdua de viabilitat en resposta al tractament amb SAHA es 
manté (figura 2.7A). Així doncs, els resultats indiquen que l’autofàgia no és determinant en 
l’efecte sobre la viabilitat induït pel SAHA. 

Figura 2.7: L’autofàgia no té un paper determinant en la resposta al SAHA. Les cèl·lules SK-N-AS van ser incubades 24 hores 
amb siATG7 10nM, i successivament tractades per 24 o 48 hores amb SAHA 2,5 μM. A) Anàlisi de l’efecte sobre la viabilitat 
a 24 o 48 hores del tractament amb SAHA en cèl·lules amb o sense ATG7 silenciat, mesurat pel mètode de tinció amb cristall 
violeta. Els valors representen el percentatge de cèl·lules viables respecte al control ± S.E.M. B) Nivells proteics de ATG7 48 
hores després del tractament amb siATG7.



65RESULTATS

N-MYC DETERMINA UNA MAJOR SENSIBILITAT AL SAHA DEPENENT DE LA LÍNIA CEL·LULAR

La importància de N-myc en la biologia del neuroblastoma ha sigut àmpliament documen-
tada (Weiss et al. 1997; Burkhart et al. 2003; Jiang et al. 2011). 

Figura 2.8: Efecte de la sobreexpressió de N-Myc en cèl·lules SK-N-AS tractades amb SAHA. A) Corbes de proliferació de 
cèl·lules SK-N-AS infectades amb un vector de control o de sobreexpressió de N-myc (CMV-Mycn). Els valors representen el 
nombre de duplicacions ± S.E.M. (*** p <0,001 2way ANOVA + Tukey’s test). B) Gràfiques de viabilitat de les cèl·lules front a 
SAHA 2,5 μM durant els temps indicats, mesurades pel mètode de tinció amb cristall violeta. Els valors representen el percen-
tatge respecte al control no tractat ± S.E.M. (** p <0,01, *** p <0,001 2way ANOVA + Tukey’s test). C) Anàlisi de l’expressió 
proteica per Western blot 24 hores després del tractament amb SAHA 2,5 μM. 
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Per verificar si N-Myc juga un paper important en la resposta a SAHA, s’han utilitzat tres 
sistemes diferents: la sobreexpressió de N-Myc en cèl·lules amb nivells baixos d’aquesta 
proteïna (SK-N-AS), la silenciació de N-Myc en cèl·lules amb el gen MYCN amplificat (LA1-
55n), i la regulació dels nivells de transcripció d’un gen MYCN ectòpic mitjançant un promo-
tor reprimible (SH-EP/Tet21N). 

Figura 2.9: Efecte de la slenciació de N-Myc en cèl·lules LA1-55n tractades amb SAHA. A) Corbes de proliferació de cèl·lules 
LA1-55n infectades amb un vector de control o un vector inhibidor de l’expressió de N-Myc (shMycn). Els punts representen 
el nombre de duplicacions ± S.E.M. *** p <0,001 (2way ANOVA + Tukey’s test). B) Anàlisi de la viabilitat cel·lular després del 
tractament amb SAHA 2,5 μM durant 24 o 48 hores pel mètode MTS. Els valors representen el percentatge de cèl·lules via-
bles respecte al control ± S.E.M. (* p <0,05, *** p <0,001 2way ANOVA + Tukey’s test). C) Anàlisi de l’expressió proteica per 
Western blot 24 hores després del tractament amb SAHA 2,5 μM.
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Per començar, s’ha utilitzat la línia cel·lular SK-N-AS per estudiar l’efecte de la sobreexpressió 
de N-Myc en la resposta al SAHA. Els resultats mostren un augment en la taxa de prolife-
ració en les cèl·lules infectades amb el vector lentiviral de sobreexpressió de N-Myc (figura 
2.8A). Tot i això, la sobreexpressió de N-Myc no afecta la pèrdua de viabilitat ni l’activació de 
l’apoptosi induïdes en resposta al tractament amb SAHA (figura 2.8B i C). Cal destacar que les 
cèl·lules que sobreexpressen N-Myc no redueixen els seus nivells en resposta al tractament, a 
diferència de les línies cel·lulars amb sobreexpressió endògena (figura 2.8C). Això suggereix 
que l’expressió de N-Myc no està regulada per les HDACs en aquest context.

Figura 2.10: Efecte de la regulació transcripcional de N-Myc en cèl·lules SH-EP/Tet21N tractades amb SAHA. A) Corbes 
de proliferació de cèl·lules SH-EP/Tet21N cultivades amb o sense tetraciclina 1 μg/ml. Els valors representen el nombre de 
duplicacions ± S.E.M. (** p <0,01 2way ANOVA + Tukey’s test). B) Anàlisi de la viabilitat cel·lular després del tractament amb 
SAHA 2,5 μM durant 24 o 48 hores. Els valors representen el percentatge de cèl·lules viables respecte al control ± S.E.M. (*** 
p <0,001 2way ANOVA + Tukey’s test). C) Western blot de proteïnes associades al cicle cel·lular (N-Myc), l’apoptosi (PARP-1) 
i l’autofàgia (LC3). L’anàlisi es va realitzar després de 24 hores d’incubació amb SAHA 2,5 μM. D) Anàlisi dels nivells relatius 
de mRNA per qRT-PCR després dels temps indicats en cèl·lules tractades amb 2,5 μM de SAHA. Els valors representen el 
percentatge respecte al control no tractat ± S.E.M.
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Figura 2.11: Perfil d’expressió de gens relacionats amb l’apoptosi modificats pel tractament amb SAHA. Les cèl·lules van ser 
incubades durant 24 hores amb SAHA 2,5 μM, en presència (A) o absència (B) de tetraciclina 1 μg/ml. L’expressió dels gens 
relacionats amb l’apoptosi es va analitzar per RT-MLPA. Els resultats es mostren com a vagades d’inducció vers les cèl·lules no 
tractades. Els nivells de mRNA estan normalitzats per el gen PARN.
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En segon lloc, l’estudi de la silenciació de N-Myc s’ha fet en la línia cel·lular LA1-55n. Amb 
aquesta finalitat, les cèl·lules s’han infectat prèviament amb un vector lentiviral que expressa 
un short hairpin RNA (shRNA) que impedeix la traducció del mRNA de N-Myc. La silenciació 
de N-Myc amb aquest sistema ha disminuït els nivells cel·lulars de la proteïna en un 60%, 
reduint dràsticament la proliferació (figura 2.9A). La disminució dels nivells de N-Myc aug-
menta lleument la sensibilitat al tractament amb SAHA a 24 hores (figura 2.9B), indicant que 
la silenciació parcial de N-Myc potencia l’efecte del SAHA en aquesta línia cel·lular.

Finalment, s’ha estudiat l’efecte de la sobreexpressió de N-Myc i la seva repercussió 
sobre la resposta al SAHA en la línia cel·lular SH-EP/Tet21N. L’anàlisi de la taxa de proli-
feració mostra com la sobreexpressió de N-Myc augmenta la proliferació en aquesta línia 
cel·lular (figura 2.10A). Pel que fa al tractament amb SAHA, les cèl·lules que sobreexpressen 
N-Myc resulten més sensibles en comparació amb les cèl·lules sense nivells detectables 
d’aquesta proteïna (figura 2.10B). Com ja s’ha observat en les cèl·lules SK-N-AS, el tracta-
ment amb SAHA no redueix el mRNA ni la proteïna N-Myc (figura 2.10C-D). L’examen de la 
proteòlisi de PARP-1 indica un augment en la resposta apoptòtica al tractament amb SAHA 
quan es sobreexpressa N-Myc (figura 2.10C). Tot i això, el perfil d’expressió de factors invo-
lucrats en la via apoptótica no mostra variacions consistents entre les cèl·lules amb i sense 
sobreexpressió de N-Myc  (figura 2.11A i B).

En definitiva, els resultats obtinguts indiquen que N-Myc juga un paper important en 
la proliferació de les cèl·lules de neuroblastoma. La reducció dels nivells de N-Myc obser-
vada en les cèl·lules amb sobreexpressió endògena, però no exògena, suggereix que SAHA 
regula el contingut cel·lular d’aquesta proteïna a nivell transcripcional. Finalment, el paper 
de N-Myc en la resposta al SAHA sembla dependre de la línia cel·lular. 
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3. Efecte de l’Actinomicina D 
en línies de neuroblastoma humà

L’ACTINOMICINA D DISMINUEIX LA VIABILITAT EN CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA 

Els efectes de la inhibició de la RNA polimerasa I en cèl·lules de neuroblastoma s’han estudiat 
utilitzant l’Actinomicina D, un fàrmac emprat en clínica pel tractament de tumors embrionals 
i infantils (Metzger & Dome 2005; Aghajanian 2011; Miser et al. 2004). S’han utilitzat con-
centracions inferiors a 10nM, ja que s’ha demostrat que inhibeixen la RNA polimerasa I sense 
interferir amb l’activitat de les altres RNA polimerases (Perry & Kelley 1970). 

El tractament amb actinomicina D causa la pèrdua de viabilitat en totes les línies cel·lu-
lars examinades (figura 3.1). Tot i així, no tots els tipus cel·lulars mostren el mateix grau de 
sensibilitat al compost. Les línies cel·lulars SH-SY5Y i SK-N-JD, que expressen la forma wild 
type (wt) de la proteïna p53, redueixen la seva viabilitat més ràpidament i a concentracions 
menors. Per contra, les línies LA1-55n i SK-N-AS que, respectivament, no expressen la prote-
ïna p53 o no presenten una forma transcripcionalment activa, són menys sensibles al tracta-
ment. Aquestes diferències suggereixen que p53 és un factor determinant en la sensibilitat al 
tractament amb actinomicina D.
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Figura 3.1 L’actinomicina D disminueix la viabilitat cel·lular en el neuroblastoma. Les cèl·lules de neuroblastoma van ser trac-
tades durant 24 o 48 hores amb diferents concentracions d’actinomicina D. El nombre de cèl·lules viables es va determinar per 
MTS (SK-N-JD, LA1-55n i SH-SY5Y) o per tinció amb cristall violeta (SK-N-AS). Els valors representen el nombre de cèl·lules 
viables ± S.E.M. | La taula expressa els valors de ED

50
 a diferents temps en les línies cel·lulars examinades.

ESTAT DE TP53 LÍNIA CEL·LULAR ED50   24h ED50   48h

Wild type SH-SY5Y
SK-N-JD

2,83
1,23

1,41
0,36

Mutat SK-N-AS 
LA1-55n

31,3 
22,9

4,66 
2,2
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N-MYC SENSIBILITZA LES CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA AL TRACTAMENT AMB ACTINOMICINA D

La família de factors de transcripció Myc està íntimament relacionada amb la biogènesi ri-
bosòmica. Tant N-Myc com c-Myc regulen transcripcionalment les proteïnes ribosòmiques 
i nombrosos factors de maduració del ribosoma (Boon et al. 2001; van Riggelen et al. 2010). 
Pel que fa la proteïna c-Myc, s’ha demostrat una correlació entre la expressió de c-Myc i la 
sensibilitat a la inhibició de la biogènesi ribosòmica (Kim et al. 2011). Així doncs, s’ha formulat 
la hipòtesi de que N-Myc podria sensibilitzar les cèl·lules de neuroblatoma al tractament amb 
actinomicina D. Els resultats obtinguts suggereixen que, en un mateix context genètic de p53, 
existeix una correlació entre la sensibilitat al compost i la sobreexpressió de N-Myc (figura 
3.1). Per determinar el paper de N-Myc en la resposta al SAHA, s’ha avaluat l’efecte del trac-
tament sobre la viabilitat utilitzant la línia SH-EP/Tet21N, descrita anteriorment. El tractament 
amb diferents concentracions d'actinomicina D mostra que les cèl·lules que sobreexpressen 
N-Myc resulten ser més sensibles en comparació a les cèl·lules amb el promotor exogen silen-
ciat (figura 3.2). Aquests resultats suggereixen que N-Myc sensibilitza les cèl·lules al tracta-
ment amb actinomicina D.

Figura 3.2: N-Myc augmenta la sensibilitat al tractament amb actinomicina D. Anàlisi de la proliferació cel·lular en cèl·lules 
SH-EP/Tet21N cultivades en presència (MYCN-) o absència (MYCN+) de tetraciclina 1 μg/ml, mesurat pel mètode de tinció amb 
cristall violeta. Els anàlisis es van realitzar 24 o 48 hores després del tractament amb actinomicina D. Els resultats representen la 
mitjana dels triplicats ± S.E.M. | La taula expressa els valors de ED

50
 a diferents temps en les línies cel·lulars examinades.

ESTAT DE N-MYC ED50   24h ED50   48h

Amplificat 2,31 0,41

No amplificat 11,4 9,99
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L’ACTINOMICINA D INDUEIX LA PÈRDUA DE VIABILITAT MITJANÇANT MECANISMES DEPENDENTS

I INDEPENDENTS A L’APOPTOSI 

Estudis previs mostren com l’actinomicina D activa l’apoptosi únicament en cèl·lules que ex-
pressen p53 (Choong et al. 2009). Per tal d’investigar si l’apoptosi sensibilitzava les línies cel·
lulars en funció de p53, s’ha analitzat la proteòlisi de PARP-1en les línies SK-N-JD i LA1-55n. 

Estudis previs han demostrat que el tractament amb dosis baixes d’actinomicina D inhi-
beix la biogènesi ribosòmica, provocant la interacció del complex pre-ribosòmic RPL5/RPL11/
S5 RNA amb MDM2. Aquesta interacció impedeix la funció ubiqüitina lligasa de MDM2, 
estabilitzant p53 i activant el programa apoptòtic (Donati et al. 2013). D’acord amb aquest 
model, el tractament amb actinomicina D indueix la proteòlisi de PARP-1 en la línia cel·lular 
SK-N-JD (figura 3.3A). La proteòlisi de PARP-1 correlaciona amb l’augment dels nivells de p53 
i de les seves dianes transcripcionals MDM2 i p21. A més, s’ha observat una disminució en els 
nivells dels factors de transcripció E2F1 i N-Myc. La incubació simultània amb l’actinomicina D 
i l’inhibidor de caspases Oph-QVD reverteix tant l’efecte de l’actinomicina D sobre la viabilitat 
cel·lular (figura 3.4A) com la reducció dels nivells de E2F1 i N-Myc (figura 3.4C).

 Figura 3.3: Efecte de l’actinomicina D en diferents línies de neuroblastoma depèn de p53. Anàlisi per Western blot dels ni-
vells de diferents proteïnes associades a la proliferació, la supervivència i a processos de mort cel·lular al llarg del temps. Les 
línies cel·lulars SK-N-JD (A) i LA1-55n (B) van ser tractades amb actinomicina D 10nM durant els temps indicats. 
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En quant a la línia cel·lular LA1-55n, el tractament amb actinomicina D no hidrolitza PARP-1, 
suggerint que l’apoptosi no resulta activada (figura 3.3B). A més, s’observa la conversió de 
LC3-I a LC3-II, suggerint l’activació de l’autofàgia. Aquesta observació suggereix que l’autofàgia 
podria tenir un paper en la resposta al tractament amb actinomicina D en les cèl·lules que no 
expressen p53. A continuació, s’ha analitzat si la inhibició de les caspases revertia l’efecte cau-
sat per l’actinomicina D. A diferència dels resultats obtinguts en la línia SK-N-JD, el tractament 
simultani amb Oph-QVD no impedeix la pèrdua de viabilitat provocada per l’actinomicina D 
(figura 3.4C), suggerint que l’activació de les caspases no és responsable d’aquest fenomen.  

Recapitulant, els resultats obtinguts indiquen que la mort cel·lular observada en les 
cèl·lules SK-N-JD és deguda a l’activació de l’apoptosi dependent de p53. En les cèl·lules 
LA1-55n, en canvi, la reducció de la viabilitat no és deguda a l’activació de les caspases.

Figura 3.4: Inhibició de les caspases en cèl·lules de neuroblastoma tractades amb actinomicina D. A i B) Gràfiques de via-
bilitat de les línies SK-N-JD (A) i LA1-55n (B) tractades amb actinomicina D 10nM i Oph-QVD 20 μM durant diferent temps. 
Els resultats es van mesurar per MTS. Els valors representen el percentatge respecte al control no tractat ± S.E.M. (*p<0.05; 
***p<0.001 2way ANOVA + Tukey’s test). C i D) Anàlisi per Western blot dels nivells de proteïnes associades a la proliferació, 
la supervivència i a processos de mort cel·lular 24h després del tractament amb actinomicina D i Oph-QVD 20 μM. 
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L’ACTINOMICINA D INDUEIX CANVIS EN EL CICLE CEL·LULAR EN CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA 

Estudis realitzats en cèl·lules de càncer colorectal han demostrat com el tractament amb ac-
tinomicina D indueix tant l’apoptosi com l’aturada del cicle cel·lular (Choong et al. 2009). 
Els resultat obtinguts per citometria de flux confirmen com el tractament amb actinomici-
na D 10nM altera la progressió del cicle cel·lular en les dues línies cel·lulars utilitzades. Els 
resultats mostren com l’actinomicina D redueix la població de cèl·lules en fase G0/G1 en la 
línia cel·lular SK-N-JD, al mateix temps que augmenta la població de cèl·lules en G2/M (fi-
gura 3.5C i D). D’altra banda, s’observa també un augment de la població de cèl·lules en fase 
Sub-G1, indicant la fragmentació del DNA.

En la línia cel·lular LA1-55n, el tractament amb actinomicina D indueix l’acumulació de 
les cèl·lules en fase G0/G1 i la disminució de les cèl·lules en fase S (figura 3.5A i B), suggerint 
l’activació d'un punt de control del cicle cel·lular en fase G1. L’anàlisi mostra també un lleuger 
augment del pic sub-G1, indicant que el DNA també és fragmentat en aquesta línia cel·lular.

Figura 3.5: Efecte de l’actinomicina D sobre el cicle cel·lular de cèl·lules de neuroblastoma. A-B) Anàlisi del cicle cel·lular en 
la línia SK-N-JD després de 24 hores d’incubació amb el vehicle control (A) o actinomicina D 10nM (B). C-D) Anàlisi del cicle 
cel·lular en la línia LA1-55n després de 24 hores d’incubació amb el vehicle control (C) o actinomicina D 10nM (D). Els per-
centatges de G1, S i G2 són la fracció del total de cèl·lules diploides examinades. Les cèl·lules apoptòtiques s’han contat com el 
percentatge del nombre total d’esdeveniments. 
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4. Efecte de la Nutlina-3 
en línies de neuroblastoma humà

LA NUTLINA-3 DISMINUEIX LA VIABILITAT EN CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA 

Per comprovar fins a quin punt l’activació de p53 determina els efectes desencadenats per 
l’actinomicina D, s’han estudiat els efectes de la nutlina-3 sobre línies cel·lulars de neuroblas-
toma. Aquesta droga s’uneix al domini d’interacció amb p53 de MDM2, impedint-li exercir la 
seva funció reguladora sobre p53 (Vassilev et al. 2004). Donada l’especificitat de la nutlina-3 
(Tovar et al. 2006), els efectes desencadenats per aquesta podrien donar informació sobre la 
incidència de l’activació de p53 en la resposta a l’actinomicina D. Per començar, s’ha estudiat 

Figura 4.1 Efecte de la nutlina-3 sobre la viabilitat cel·lular en el neuroblastoma. Les cèl·lules de neuroblastoma van ser tractades 
durant 24 o 48 hores amb diferents concentracions de nutlina-3. El nombre de cèl·lules viables es va determinar per MTS (SK-N-
JD, LA1-55n i SH-SY5Y) o per tinció amb cristall violeta (SK-N-AS). Els valors representen el nombre de cèl·lules viables ± S.E.M.
La taula expressa els valors de ED

50
 a diferents temps en les línies cel·lulars examinades.

ESTAT DE TP53 LÍNIA CELL ED50   24h ED50   48h

Wild type SH-SY5Y
SK-N-JD

2,52 
4,91

2,6 
2,06

Mutat SK-N-AS 
LA1-55n

28,5 
51,2

23,2 
50,1
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l’efecte del tractament amb nutlina-3 sobre la viabilitat cel·lular en diferents línies cel·lulars de 
neuroblastoma. La nutlina-3 causa una disminució del nombre de cèl·lules en totes les línies 
cel·lulars examinades, tot i que no totes les línies presenten la mateixa sensibilitat a aquest 
fàrmac. Les línies SH-SY5Y i SK-N-JD mostren una pèrdua de viabilitat ja a concentracions de 
l’ordre 5 μM. D’altra banda, les línies LA1-55n i SK-N-AS responen al tractament a dosis molt 
més elevades (figura 4.1), confirmant la major sensibilitat de les cèl·lules que expressen una 
proteïna p53wt.

 

N-MYC SENSIBILITZA LES CÈL·LULES DE NEUROBLASTOMA AL TRACTAMENT AMB NUTLINA-3

Nombrosos estudis demostren com les proteïnes de la família Myc estan implicades en la 
transcripció de diferents factors que regulen la proteïna p53 (Bell et al. 2010). Així doncs, 
N-Myc podria sensibilitzar les cèl·lules al tractament amb nutlina-3. Per verificar aquesta hi-
pòtesi, s’ha analitzat l’efecte d’aquest compost en la línia cel·lular SH-EP/Tet21N, comparant 
el seu efecte en cèl·lules amb i sense sobreexpressió de N-Myc. Els resultats demostren com 
les cèl·lules que sobreexpressen N-Myc són més sensibles al tractament amb nutlina-3, en 
comparació a les cèl·lules sense sobreexpressió de N-Myc. Això suggereix que N-Myc contri-
bueix a la sensibilitat al tractament amb nutlina-3, de forma anàloga als resultats obtinguts en 
aquesta línia cel·lular per l’actinomicina D (figura 4.2).

Figura 4.2 N-Myc augmenta la sensibilitat al tractament amb nutlina-3. Anàlisi de la proliferació cel·lular en cèl·lules SH-EP/
Tet21N cultivades en presència (MYCN-) o absència (MYCN+) de tetraciclina 1 μg/ml, mesurat pel mètode de tinció amb 
cristall violeta. Els anàlisis es van realitzar 24 o 48 hores després del tractament amb nutlina-3. Els resultats representen la 
mitjana dels triplicats ± S.E.M. | La taula expressa els valors de ED

50
 a diferents temps en les línies cel·lulars examinades.

ESTAT DE N-MYC ED50   24h ED50   48h

Amplificat 4,02 1,06

No amplificat 58,4 2,6
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LA NUTLINA-3 INDUEIX LA MORT CEL·LULAR MITJANÇANT L’ACTIVACIÓ DE L’APOPTOSI EN LES

CÈL·LULES QUE EXPRESSEN p53

La proteïna p53 pot provocar l’aturada del cicle cel·lular o l’apoptosi depenent de l’estímul que 
indueix el seu augment (Wade et al. 2013). Per determinar el mecanisme causant de la pèrdua 
de viabilitat en les línies cel·lulars, s’ha analitzat l’efecte apoptòtic de la nutlina-3. Els resultats 
mostren que el tractament amb nutlina-3 10 μM indueix la proteòlisi de PARP-1 en la línia 
cel·lular SK-N-JD, indicant l’activació de l’apoptosi (figura 4.3A). El tractament també causa 
l’augment dels nivells de p53, MDM2 i p21, i la reducció dels nivells proteics d’E2F1 i N-Myc. 
Aquest resultats concorden amb els observats pel tractament amb actinomicina D, suggerint 
que l’activació de la via p53 determina els efectes causats per aquest compost.

La línia LA1-55n, que no expressa p53, no sembla activar l’apoptosi en resposta al 
tractament amb nutlina-3 10 μM (figura 4.3B). L’expressió de les proteïnes analitzades no 
sembla sofrir cap canvi significatiu, corroborant els resultats de l’anàlisi de la proliferació 
cel·lular (figura 4.1).

Figura 4.3: L’Efecte de la nutlina-3 en diferents línies de neuroblastoma depèn de l’estat de p53. Anàlisi per Western blot dels 
nivells de proteïnes associades a la proliferació, la supervivència i a processos de mort cel·lular al llarg del temps. Les línies 
cel·lulars SK-N-JD (A) i LA1-55n (B) van ser tractades amb nutlina-3 10 μM durant els temps indicats.
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A continuació, s’ha estudiat si la inhibició de les caspases podia revertir els efectes de la nutli-
na-3 en la línia SK-N-JD. El tractament conjunt amb nutlina-3 i l’inhibidor de caspases Oph-Q-
VD reverteix completament l’efecte del compost sobre la viabilitat cel·lular (figura 4.4A), 
així com la reducció dels nivells de E2F1 i N-Myc (figura 4.4C). D’altra banda, la línia cel·lular 
LA1-55n no mostra cap efecte sobre la viabilitat o l’expressió de les proteïnes examinades. 
Aquests resultats indiquen que la nutlina-3 indueix l’apoptosi de manera dependent de p53 
en les cèl·lules de neuroblastoma, de forma anàloga al tractament amb actinomicina D.

Figura 4.4: Efecte de la inhibició de les caspases en cèl·lules SK-N-JD i LA1-55n tractades amb nutlina-3. A i B) Gràfiques de 
viabilitat de les línies SK-N-JD (A) i LA1-55n (B) tractades amb nutlina-3 10 μM i Oph-QVD 20 μM durant diferents temps. Els 
resultats es van mesurar per MTS. Els valors representen el percentatge respecte al control no tractat ± S.E.M. (***p<0.001 
2way ANOVA + Tukey’s test). C i D) Anàlisi per Western blot dels nivells de proteïnes associades a la proliferació, la supervi-
vència i a processos de mort cel·lular 24h després del tractament amb nutlina-3 i Oph-QVD 20 μM.
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LA NUTLINA-3 INDUEIX L’ATURADA DEL CICLE CEL·LULAR EN CÈL·LULES QUE EXPRESSEN p53

Finalment, s’ha volgut comprovar l’efecte de la nutlina-3 en la progressió del cicle cel·lular de 
les línies de neuroblastoma. Amb aquesta finalitat, les línies SK-N-JD i LA1-55n s’han incubat 
amb la droga durant 24 hores, després de les quals s’han analitzat les diferents poblacions 
cel·lulars  per citometria de flux. 

Les cèl·lules SK-N-JD mostren una reducció de la població cel·lular en fase S i la conse-
qüent acumulació de cèl·lules en fase G0/G1 i G2/M (figura 4.5A i B), indicant l’aturada del 
cicle cel·lular (figura 4.3). Al contrari, la línia LA1-55n mostra menys variació en la distribució 
de les fases del cicle cel·lular (figura 4.C i D).

En definitiva, podem concloure que la nutlina-3 indueix l’apoptosi i l’aturada del cicle 
cel·lular en les cèl·lules de neuroblastoma que expressen p53. Les cèl·lules que no expressen 
aquesta proteïna, en canvi, no semblen ser sensibles al tractament a concentracions que re-
sulten letals per les cèl·lules amb expressió de p53.

Figura 4.5: Efecte de la nutlina-3 sobre el cicle cel·lular de cèl·lules de neuroblastoma. A-B) Anàlisi del cicle cel·lular en la 
línia SK-N-JD després de 24 hores d’incubació amb el vehicle control (A) o nutlina-3 10 μM (B). C-D) Anàlisi del cicle cel·lular 
en la línia LA1-55n després de 24 hores d’incubació amb el vehicle control (C) o nutlina-3 10 μM (D). Els percentatges de G1, 
S i G2 són la fracció del total de cèl·lules diploides examinades. Les cèl·lules apoptòtiques s’han contat com el percentatge del 
nombre total d’esdeveniments.
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5. Efecte de la combinació de SAHA 
amb actinomicina D i nutlina-3

LA COMBINACIÓ DE SAHA AMB ACTINOMICINA D O NUTLINA-3 POTENCIA L’EFECTE SOBRE

LA VIABILITAT CEL·LULAR 

Nombrosos assajos preclínics i clínics han proporcionat informació suficient per considerar 
el SAHA com a un potencial adjuvant en el tractament de diferents tumors, inclòs el neu-
roblastoma (Witt et al. 2012; Spiller et al. 2008; Kerl et al. 2013; Heinicke & Fulda 2014). El 
nostres resultats, juntament amb aquests antecedents, ens han portat a estudiar l’efecte del 
SAHA en combinació amb altres drogues. Amb aquest propòsit, s’ha comparat l’efecte del 
tractament amb SAHA en presència o absència de concentracions equivalents a l’ED50

 de 
l’actinomicina D. La combinació de drogues indueix una potenciació significativa en l’efecte 
sobre la viabilitat en comparació al tractament únicament amb SAHA, tant en les cèl·lules 
SK-N-JD com en la línia LA1-55n (figura 5.1). La combinació de SAHA amb nutlina-3 mostra 
un efecte similar en ambdues línies cel·lulars (figura 5.2).

LÍNIA CEL·LULAR ED50 SAHA (uM) ED50 SAHA + ActD (uM)

SK-N-JD 0.52 0.23

LA1-55n 0.66 0.31

 

Figura 5.1 L’actinomicina D potencia l’efecte del SAHA. A) Anàlisi de la viabilitat en cèl·lules SK-N-JD després de 48 hores 
de tractament amb concentracions creixents de SAHA en presència o absència d’actinomicina D 0,25nM. Els resultats es van 
mesurar per MTS. Els valors representen la mitjana dels triplicats ± S.E.M. B) Anàlisi de la viabilitat en cèl·lules LA1-55n des-
prés de 48 hores de tractament amb concentracions creixents de SAHA, en presència o absència d’actinomicina D 0,25nM. 
Els resultats es van mesurar per MTS. Els valors representen la mitjana dels triplicats ± S.E.M. | La taula expressa els valors de 
ED50

 a diferents temps en les línies cel·lulars examinades.
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LÍNIA CEL·LULAR ED50 SAHA (μM) ED50 SAHA + Nut3 (μM)

SK-N-JD 0.53 0.16

LA1-55n 0.66 0.38

EL SAHA ACTUA SINÈRGICAMENT AMB L’ACTINOMICINA D I LA NUTLINA-3 EN LES CÈL·LULES

DE NEUROBLASTOMA

El principal objectiu d’utilitzar combinacions de drogues és reduir les dosis utilitzades per 
tal d’aconseguir un efecte igual o major. Alhora, es disminueix la toxicitat deguda a efectes 
col·laterals. La potenciació de l’efecte sobre la viabilitat cel·lular al combinar el SAHA amb 
l’actinomicina D o la nutlina-3, prèviament descrit, suggereix una interacció positiva entre 
aquests fàrmacs. Per determinar el tipus d’interacció entre aquests compostos, s’han analitzat 
ambdues combinacions de drogues utilitzant el mètode de Chou-Talalay (Chou 2010). Aquest 
mètode, basat en la llei d’acció de masses, introdueix un paràmetre anomenat “índex de com-
binació” (CI). Aquesta constant és capaç de quantificar les tres possibles interaccions entre 
drogues: el sinergisme (CI<1), és a dir, la potenciació mútua de les drogues, l’addició (CI=1), i 
l’antagonisme (CI>1).

Figura 5.2 La nutlina-3 potencia l’efecte del SAHA. A) Anàlisi de la viabilitat en cèl·lules SK-N-JD després de 48 hores de 
tractament amb concentracions creixents de SAHA en presència o absència de nutlina-3 2,5 μM. Els resultats es van mesurar 
per MTS. Els valors representen la mitjana dels triplicats ± S.E.M. B) Anàlisi de la viabilitat en cèl·lules LA1-55n després de 48 
hores de tractament amb concentracions creixents de SAHA, en presència o absència de nutlina-3 50 μM. Els resultats es van 
mesurar per MTS. Els valors representen la mitjana dels triplicats ± S.E.M. | La taula expressa els valors de ED50

 a diferents 
temps en les línies cel·lulars examinades.
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L’exposició simultània al SAHA i a l’actinomicina D mostra un efecte sinèrgic sobre la viabilitat, 
tant en les cèl·lules que expressen p53 com en les cèl·lules que no expressen aquesta proteïna 
(figura 5.3A, B i C). La combinació de SAHA amb nutlina-3 també genera un efecte sinèrgic en 
ambdues línies cel·lulars examinades, tot i que l’efecte és més consistent (figura 5.3D, E i F).

Figura 5.3 El tractament combinat de SAHA amb actinomicina D o nutlina-3 té un efecte sinèrgic sobre les cèl·lules de neu-
roblastoma. A i B) Isobologrames de l’efecte de la combinació de SAHA amb l’actinomicina D sobre la viabilitat en cèl·lules 
SK-N-JD i LA1-55n. La viabilitat s’ha mesurat 48h després del tractament mitjançant el mètode de MTS. Les combinacions 
corresponen als punts situats sota la corresponent línia de l’additivitat, calculada per l’ED

50
 (blau), l’ED

75
 (vermell) i l’ED

90
 

(verd). C) Valors de l’índex de combinació a diferents EDs per ambdues línies cel·lulars tractades amb actinomicina D. D i 
E) Isobolograma de l’efecte de la combinació de SAHA amb la nutlina-3 sobre la viabilitat en cèl·lules SK-N-JD i LA1-55n. La 
viabilitat s’ha mesurat 48h després del tractament mitjançant el mètode de MTS. Les combinacions corresponen als punts 
situats sota la corresponent línia de l’additivitat calculada per l’ED50

 (blau), l’ED
75

 (vermell) i l’ED
90

 (verd). F) Valors de l’índex 
de combinació a diferents EDs per ambdues línies cel·lulars tractades amb nutlina-3.

A

B

C

D

E

F
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L’anàlisi per Western blot demostra com ambdues combinacions augmenten la proteòlisi de 
PARP-1 en les cèl·lules SK-N-JD, suggerint que l’ús simultani de SAHA amb actinomicina D o 
nutlina-3 potencia l’apoptosi (figura 5.4A). La potenciació de l’apoptosi en aquesta línia cel·lu-
lar no està relacionada amb un augment del factor de transcripció p53, tot i que s’observa un 
augment de la proteïna p21. 

La línia LA1-55n no sembla incrementar la inducció de l’apoptosi en resposta al tractament 
de SAHA amb nutlina-3, mentre que el tractament simultani de SAHA amb actinomicina D in-
dueix la degradació total de les proteïnes cel·lulars en les condicions analitzades (figura 5.4B). 

En conclusió, podem afirmar que la combinació de SAHA amb actinomicina D o nut-
lina-3 potencia sinèrgicament l’efecte sobre la viabilitat de les cèl·lules de neuroblastoma, 
independentment de l’estat de p53.

Figura 5.4 El sinergisme del tractament combinat de SAHA amb actinomicina D o nutlina-3 no depèn de p53. Anàlisi de 
l’expressió proteica de proteïnes associades a la proliferació, la supervivència i a processos de mort cel·lular 48 hores després 
del tractament A) La línia cel·lular SK-N-JD va ser tractada amb SAHA 0,25 μM, actinomicina D 0,25nM i nutlina-3 2,5 μM, 
corresponents al ED

50
 de cada droga. A) La línia cel·lular LA1-55n va ser tractada amb SAHA 1 μM, actinomicina D 2nM i nut-

lina-3 50 μM, corresponents al ED
50

 de cada droga.
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Discussió

El neuroblastoma és una de les neoplàsies infantils menys resoltes avui en dia. Aproxima-
dament el 50% dels casos diagnosticats són de risc elevat, requerint tractaments basats en 
una seqüència de quimioteràpia, cirurgia i radiació (Maris 2010). Més de la meitat dels paci-
ents desenvolupen recidives resistents al tractament, determinant una taxa de supervivència 
a llarg termini inferior al 40% (Van Roy et al. 2009). D’altra banda, l’agressivitat de la teràpia 
genera seqüeles greus i permanents relacionades amb problemes en el desenvolupament in-
fantil (Laverdière et al. 2005).  La carència d’una teràpia eficaç contra aquests tumors ens ha 
portat a investigar alternatives als tractaments actuals contra el neuroblastoma. 

En el present treball hem estudiat nous abordatges quimioteràpics del neuroblastoma, 
amb la finalitat d’acostar-nos a tractaments més eficaços i menys agressius. Els coneixe-
ments sobre teràpies actualment utilitzades pel tractament de diferents tipus de tumors 
indiquen que la potenciació de l’acetilació proteica i de l’activació de p53 poden ser una 
bona estratègia, poc assajada encara, en el neuroblastoma (Marks 2007; Van Maerken et 
al. 2014). Així doncs, hem estudiat l’eficàcia terapèutica de dos compostos: el SAHA i l’ac-
tinomicina D. A més, s’han comparat els efectes causats per l’actinomicina D i la nutlina-3 
per verificar la repercussió de p53 en l’efecte de l’actinomicina D. 

L’heterogeneïtat dels tumors neuroblàstics suposa una variabilitat en la resposta dels 
diferents tipus cel·lulars que composen el tumor, als tractaments farmacològics (Spengler 
et al. 1986). Conseqüentment, hem utilitzat com a model diferents línies de neuroblastoma 
humà per fer-nos una idea del comportament global del neuroblastoma davant dels com-
postos estudiats.

Aquest treball ha demostrat com el SAHA i l’actinomicina D disminueixen la viabilitat 
de totes les línies cel·lulars analitzades. El mecanisme i la potència d’aquest fenomen de-
penen tant del fàrmac utilitzat, com de la línia cel·lular examinada. Els resultats obtinguts 
demostren el potencial d’aquests compostos i de la seva combinació com a estratègia tera-
pèutica per al neuroblastoma.
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EFECTE DEL SAHA EN LES LÍNIES CEL·LULARS DE NEUROBLASTOMA 

Els resultats obtinguts mostren com el tractament amb SAHA redueix la viabilitat cel·lular 
en totes les línies de neuroblastoma analitzades. Tot i així, la pèrdua de viabilitat varia entre 
les línies examinades: mentre que les línies SH-SY5Y i SK-N-AS requereixen dosis i temps 
més llargs per respondre al tractament, la reducció de la viabilitat és més ràpida i consistent 
en les línies cel·lulars LA1-55n i SK-N-JD. La major taxa de proliferació en aquestes dues 
línies cel·lulars podria ser el factor de sensibilització davant del tractament amb SAHA.

El tractament amb SAHA activa l’apoptosi en totes les línies cel·lulars analitzades, tal 
com indica la proteòlisi de PARP-1. L’anàlisi del perfil d’expressió de gens pro- i antiapop-
tòtics, realitzada en la línia cel·lular SK-N-JD, corrobora els resultats obtinguts per Western 
blot: el SAHA augmenta els nivells de mRNA de gens proapoptòtics i antiproliferants, al-
hora que redueix l’mRNA dels factors antiapoptòtics. Tot i que s’observen alguns canvis en 
l’expressió dels gens analitzats que no concorden amb l’activació de l’apoptosi intrínseca, 
aquest procés depèn del balanç global dels membres pro- i antiapoptòtics de la família de 
proteïnes BH3 (Happo et al. 2012). 

L’apoptosi és el mecanisme principal que hi ha darrera la mort observada en resposta 
al tractament amb SAHA en gairebé totes les línies cel·lulars. La incubació simultània amb 
SAHA i l’inhibidor de caspases Oph-QVD ha mostrat la recuperació de la viabilitat en les lí-
nies SH-SY5Y, LA1-55n i SK-N-JD. Només la línia cel·lular SK-N-AS no ha revertit l’efecte del 
SAHA en resposta a la incubació conjunta amb Oph-QVD, indicant que altres mecanismes 
indueixen la mort cel·lular en aquesta línia, com la necrosi o l’autofàgia. 

A més de l’apoptosi, els resultats mostren que el tractament amb SAHA provoca l’ac-
tivació de l’autofàgia en totes les línies cel·lulars. L’autofàgia té la funció fisiològica d’elimi-
nar els components defectuosos de les cèl·lules, així com de compensar la disminució dels 
recursos nutritius. L’inici de l’autofàgia comença per la formació d’una doble membrana lipí-
dica, anomenada fagòfor, al voltant dels elements que han de ser eliminats. La nucleació 
d’aquesta membrana comporta la formació dels autofagosomes que, en fusionar-se amb 
els lisosomes, donen lloc a l’autofagolisosoma i a l’hidròlisi del seu contingut (Mariño et al. 
2014). L’activació de l’autofàgia en resposta al tractament amb HDIs ja ha sigut documen-
tada tant pel SAHA com per altres inhibidors de desacetilases (Shao et al. 2004; Francisco 
et al. 2011). Tot i així, el mecanisme que hi ha darrera l’activació l’autofàgia en resposta al 
SAHA no ha estat caracteritzat en el neuroblastoma. Un dels principals mecanismes d’in-
ducció d’aquesta via és la inactivació de mTORC1 (Gammoh et al. 2012). Aquest complex 
enzimàtic fosforila la quinasa ULK1, un dels factors d’inici de l’autofàgia, impedint així la 
formació del fagòfor. En la línia LA1-55n, s’ha comprovat que els nivells de fosforilació de 
4E-BP1 i S6K1, dues dianes de fosforilació de mTORC1 implicades en l’activació de la síntesi 
proteica, no canvien considerablement en resposta al SAHA. Aquest resultat suggereix que 
l’activitat quinasa de mTORC1 no disminueix en resposta al tractament amb SAHA i que, en 
conseqüència, la inducció de l’autofàgia en el nostre model no és causant de la inactivació 
de la via de mTORC1. Altres vies de senyalització descrites com a mecanismes reguladors 
de l’autofàgia, com la disminució dels nivells d’inositol o del cAMP, del Ca2+ intracel·lular, o 
el segrest de la Beclina-1 per part dels membres antiapoptòtics de la família Bcl-2, podrien 
ser-ne responsables (Sarkar 2013). 
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Una dada interessant que ha sorgit de la combinació del SAHA amb l’inhibidor de caspases 
Oph-QVD ha sigut que la inhibició de l’apoptosi augmentava els nivells cel·lulars de LC3-II, in-
dicant la potenciació en l’autofàgia. Les possibles interaccions entre l’apoptosi i l’autofàgia són 
moltes i semblen dependre tant del context cel·lular com de l’estímul al qual les cèl·lules estan 
sent sotmeses (Eisenberg-Lerner et al. 2009). Malgrat que l’autofàgia s’hagi considerat una 
resposta de supervivència a estímuls potencialment nocius per a la cèl·lula, altres estudis evi-
dencien el seu paper com a sistema de mort cel·lular programada en cèl·lules tumorals (White 
& DiPaola 2009). L’augment de l’autofàgia observat com a resposta al tractament simultani 
de SAHA i Oph-QVD podria, doncs, indicar l’activació d’una via de mort alternativa a l’apop-
tosi en el nostre sistema. Aquesta hipòtesi s’ha estudiat en la línia cel·lular SK-N-AS, l’ùnica 
que no va revertir la seva pèrdua de viabilitat en presència de SAHA i Oph-QVD. Els resultats 
obtinguts demostren que la inhibició de l’autofàgia no comporta canvis significatius en la pèr-
dua de viabilitat, indicant que, almenys en aquesta línia cel·lular, l’autofàgia induïda per SAHA 
no potencia la mort cel·lular.

És important remarcar que la mort cel·lular en resposta al SAHA succeeix indepen-
dentment de l’estat de p53, N-Myc o E2F1, suggerint que l’efecte de SAHA no depèn de cap 
d’aquestes vies de senyalització. 

Nombrosos estudis citen la sobreexpressió del factor de transcripció N-Myc com a 
element condicionant en el desenvolupament del neuroblastoma, així com la seva impor-
tància com a factor pronòstic (Schwab et al. 1985; Schweigerer et al. 1990; Monclair et al. 
2009). Aquesta proteïna es redueix dràsticament en resposta al SAHA en les cèl·lules amb 
el gen MYCN amplificat. De manera anàloga, els nivells de mRNA de N-Myc baixen ràpida-
ment en aquestes cèl·lules, mostrant una forta disminució ja al cap de sis hores de tracta-
ment. L’acetilació de les histones en la regió dels promotors és generalment considerada un 
senyal d’activació de la transcripció (Bolden et al. 2006), per tant, la reducció del mRNA de 
N-Myc podria ser deguda a altres mecanismes, com l’augment de la transcripció de repres-
sors transcripcionals o de miRNAs reguladors de l’expressió proteica.

L’amplificació del gen MYCN en les línies més sensibles al tractament ens ha fet for-
mular la hipòtesi que la major sensibilitat al SAHA es devia a la sobreexpressió de N-Myc. 
Nombrosos estudis han analitzat el paper d’aquest factor de transcripció en la sensibilit-
zació als agents quimioteràpics, sense donar una resposta conclusiva (Nesbit et al. 1998; 
Mühlethaler-Mottet et al. 2008). Les nostres anàlisis, realitzades en un context isogènic 
per minimitzar la incidència d’altres factors en els resultats obtinguts, ens han fet conclou-
re que l'efecte de N-Myc en la resposta a SAHA depèn de la línia cel·lular analitzada. Les 
cèl·lules SK-N-AS transfectades per sobreexpressar N-Myc, així com les cèl·lules LA1-55n 
amb N-Myc silenciat, no mostren grans canvis en la resposta al tractament amb SAHA. 
D’altra banda, les cèl·lules SH-EP/Tet21N, que presenten el gen codificant per N-Myc sota 
el control d’un promotor reprimible per tetraciclina, són considerablement més sensibles 
quan N-Myc es troba sobreexpressat. Tot i això, el tractament amb SAHA no disminueix 
l’expressió de N-Myc en les cèl·lules SH-EP/Tet21N amb sobreexpressió exògena de N-Myc. 
Possiblement, en aquesta construcció N-Myc està regulat per un promotor que no resulta 
afectat per la desacetilació induïda pel SAHA (Lutz et al. 1996). 

La dràstica reducció de N-Myc en resposta a la incubació amb SAHA en les línies 
amb el gen MYCN amplificat pot implicar la inhibició de vies regulades per aquesta proteï-
na. De fet, la sobreexpressió de N-Myc porta a l’expressió de diferents proteïnes i miRNAs 
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que indueixen la proliferació i inhibeixen la diferenciació (Alaminos et al. 2004; Galderisi 
et al. 1999). S’ha descrit com la disminució de N-Myc en línies de neuroblastoma amb el 
gen MYCN amplificat porta a la mort cel·lular, probablement mitjançant un mecanisme de 
dependència de les vies de supervivència i proliferació activades per aquest factor (Janard-
hanan et al. 2009). N-Myc tindria, doncs, la doble funció de promoure la proliferació i la 
malignitat, al mateix temps que sensibilitzaria les cèl·lules a l’apoptosi induïda per diferents 
agents quimioteràpics (Fulda et al. 1999; Petroni et al. 2011).

Un dels objectius d’aquest treball consistia en investigar si la inhibició de les histo-
na desacetilases amb SAHA podia ser efectiva per a reduir la viabilitat de les cèl·lules de 
neuroblastoma. Ens interessava especialment comprovar l’efecte del SAHA sobre els tipus 
cel·lulars N, S i I, i sobre les cèl·lules amb i sense sobreexpressió de N-Myc. Encara que les 
línies cel·lulars de tipus N i les cèl·lules amb sobreexpressió de N-Myc han semblat inici-
alment més sensibles al tractament amb SAHA, tots els tipus cel·lulars han vist reduïda la 
seva viabilitat.  Les cèl·lules que sobreexpressen N-Myc resulten més sensibles a l’efecte del 
SAHA. Això no sembla ser degut directament a la sobreexpressió d’aquest factor, sinó a la 
major taxa de proliferació en les línies cel·lulars amb N-Myc sobreexpressat. En general, les 
línies cel·lulars més proliferants són més sensibles a l’augment de l’acetilació proteica indu-
ïda pel SAHA. Així doncs, les cèl·lules de tipus I resulten força sensibles a l’efecte de SAHA, 
seguides per les cèl·lules de tipus N que sobreexpressen N-Myc. Les cèl·lules que no sobre-
expressen N-Myc i tenen una baixa proliferació, com poden ser les de tipus S, són les menys 
sensibles al tractament. Tot i així, aquest tipus cel·lular pot desdiferenciar-se i metastatitzar, 
motiu pel qual segueix sent un problema en el tractament del neuroblastoma. 

Tot i moure’ns en la limitació que imposen les línies cel·lulars establertes, podem con-
cloure que la utilització de SAHA redueix la viabilitat de tots els tipus cel·lulars presents en 
el neuroblastoma, tant si expressen N-Myc com si no.
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EFECTE DE L’ACTINOMICINA D SOBRE LA VIABILITAT DE LÍNIES CEL·LULARS DE NEUROBLASTOMA

Els ribosomes són indispensables per al creixement de la cèl·lula, entès com a l’augment 
en dimensió i components cel·lulars. Així mateix, el creixement de la cèl·lula és fonamental 
perquè la proliferació s'efectuï correctament (Conlon & Raff 1999). El manteniment d’una 
quantitat suficient de ribosomes resulta doncs indispensable per a la proliferació cel·lular.

Les cèl·lules tumorals presenten una alta taxa de proliferació, sustentada per la poten-
ciació de la biogènesi ribosòmica (Montanaro et al. 2012). Aquest augment permet l’adap-
tació als requeriments metabòlics de la cèl·lula tumoral. Basant-se en aquestes observaci-
ons, Drygin et al. van formular la hipòtesi que la inhibició de la transcripció del rRNA 47S 
podria ser el fonament d’una teràpia antitumoral no genotòxica. Els seus estudis,  realitzats 
en limfoma de cèl·lules B, van demostrar que inhibidors específics de la RNA polimerasa I 
presenten una citotoxicitat específica sobre les cèl·lules tumorals sense causar la mort de 
les cèl·lules B normals. Aquestes dades proporcionaren la primera evidència directa del po-
tencial terapèutic de la inhibició de la biogènesi ribosòmica (Drygin et al. 2009).

L’actinomicina D és un fàrmac àmpliament utilitzat a concentracions micromolars 
com a inhibidor inespecífic de les RNA polimerases. A concentracions baixes de l’ordre 
nanomolar, el seu efecte s’exerceix únicament sobre la RNA polimerasa I (Perry & Kelley 
1970). La conseqüent inhibició de la síntesi del rRNA 47S, el pas limitant de la biogènesi 
ribosòmica, porta a la supressió de la producció de ribosomes. 

Donades aquestes premisses, s’ha estudiat l’efecte de la inhibició de la transcripció 
RNA polimerasa I en línies cel·lulars de neuroblastoma. Com a inhibidor d’aquest enzim s’ha 
utilitzat l’actinomicina D a concentracions que no interfereixen amb l’activitat de les altres 
RNA polimerases. Els resultats obtinguts demostren que l’actinomicina D disminueix la vi-
abilitat en totes les línies tumorals examinades. Les línies que expressen la proteïna p53wt 
(SH-SY5Y i SK-N-JD) són més sensibles al tractament. En canvi, les línies cel·lulars que no 
expressen la forma wild type de p53 (SK-N-AS i LA1-55n), requereixen dosis més altes i 
temps més llargs per a mostrar un efecte sobre la viabilitat.

La pèrdua de viabilitat en la línia cel·lular SK-N-JD és deguda a l’activació de l’apoptosi, 
com suggereix  la proteòlisi de PARP-1. La inhibició farmacològica de les caspases reverteix par-
cialment la pèrdua de viabilitat, indicant la implicació d’altres mecanismes en aquest efecte. 

Un dels efectes del tractament amb concentracions baixes d’actinomicina D és l’atu-
rada del cicle cel·lular en fase G2 (Choong et al. 2009). L’examen del cicle cel·lular confirma 
aquestes observacions, indicant que a més de l’apoptosi, l’actinomicina D a baixes concen-
tracions indueix l’aturada del cicle cel·lular. Tot i així, l’anàlisi per citometria de flux no de-
tecta un augment consistent de la població cel·lular en fase sub-G1, en resposta al tracta-
ment amb actinomicina D. Aquesta discrepància podria ser deguda a que la fragmentació 
del DNA es detecta posteriorment a l’activitat de les caspases. La proteòlisi de PARP-1 és un 
signe de l’activació de les caspases, mentre que l’acumulació de cèl·lules en fase sub-G1 de-
nota l’activació de la deoxiribonucleasa CAD (Sakahira et al. 1998). Les caspases i la CAD 
no s’activen simultàniament, sent la fragmentació del DNA un marcador d’apoptosi tardana 
(Collins et al. 1997). Així doncs, els resultats obtinguts reflecteixen un estat apoptòtic pri-
merenc, sense una extensa fragmentació del DNA. 

L’anàlisi per Western blot mostra com el tractament amb actinomicina D en les cèl·lu-
les SK-N-JD modifica l’expressió de diverses proteïnes implicades en la regulació de la pro-
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liferació i l’apoptosi. En primer lloc, s’observa un augment dels nivells de les proteïnes p53 i 
p21. L’increment de p53 ha estat àmpliament descrit després del tractament amb actinomici-
na D (Montanaro et al. 2007; Choong et al. 2009), i s’ha relacionat amb la capacitat d’aquest 
compost d’induir l’estrès ribosòmic. En un estat d’homeòstasi cel·lular, tant el rRNA 47S com 
les proteïnes ribosòmiques estan compromesos a sintetitzar nous ribosomes (Thomson et 
al. 2013). La disminució dels nivells del rRNA 47S, causada per exemple pel tractament amb 
actinomicina D, crea un desequilibri en l’estequiometria dels diferents components del riboso-
ma. Això porta a l’acumulació de les proteïnes ribosòmiques lliures, la majoria de les quals són 
degradades pel proteosoma (Lam et al. 2007). Tot i així, dues proteïnes ribosòmiques, RPL5 
i RPL11, formen un complex pre-ribosòmic amb el rRNA 5S que les protegeix de la degrada-
ció (Bursać et al. 2012). Aquest complex interacciona i segresta MDM2. En conseqüència, la 
degradació de p53 s’inhibeix, augmentant els seus nivells proteics i, consegüentment, la seva 
activitat transcripcional (Bursac et al. 2014). Així doncs, els resultats obtinguts suggereixen 
que l’estrès ribosòmic seria la causa de l’activació de la via de transcripció de p53, alhora que 
p53 induiria l’apoptosi.

Una observació interessant és que el tractament amb actinomicina D incrementa els 
nivells de la proteïna MDM2. Aquesta proteïna forma un bucle de realimentació amb p53: 
p53 indueix la transcripció de MDM2, la qual estimula successivament la degradació de p53 
(Moll & Petrenko 2003). La inhibició de MDM2 per part de l’actinomicina D porta al tren-
cament d’aquest cicle, augmentant els nivells de p53 i, per tant, la transcripció de MDM2.

El tractament amb actinomicina D disminueix els nivells proteics dels factors trans-
cripcionals N-Myc i E2F1 en la línia cel·lular SK-N-JD. Aquest efecte es reverteix quan s’inhi-
beixen les caspases, indicant que aquestes proteases estan implicades en la regulació d’amb-
dós factors de transcripció. Ni N-Myc ni E2F1 presenten la seqüència de reconeixement per 
a la proteòlisi caspasa dependent, suggerint que les caspases no actuen directament sobre 
aquestes proteïnes (Lüthi & Martin 2007; Uniprot, human E2F1 webpage 2014; UniProt, hu-
man N-Myc webpage 2014). Entre les dianes de les caspases que promouen l’estabilitat de 
E2F1, trobem el complex acetiltransferasa CBP/pCAF i la proteïna pRB (Lüthi & Martin 2007). 
Per altra banda, E2F1 indueix la transcripció de N-Myc (Strieder & Lutz 2003). Així doncs, l’ac-
tivació de les caspases podria causar la proteòlisi dels factors que estabilitzen E2F1, portant a 
una baixada dels seus nivells i, consegüentment, de la transcripció de N-Myc. 

La sobreexpressió de N-Myc comporta una major pèrdua de viabilitat en cèl·lules amb 
un mateix context genètic de p53 (SH-EP/Tet21N), com a resposta a l’actinomicina D. La ma-
jor sensibilitat observada pot ser deguda al paper fonamental que juga N-Myc en la regula-
ció de la biogènesi ribosòmica. N-Myc i c-Myc són activadors de la transcripció de proteïnes 
ribosòmiques i de factors de maduració del ribosoma (Boon et al. 2001; van Riggelen et al. 
2010). A més a més, N-Myc regula l’expressió de p53 (Chen et al. 2010). L’increment de totes 
aquestes proteïnes en resposta a la sobreexpressió de N-Myc podria sensibilitzar les cèl·lules 
al tractament amb l’actinomicina D (van Riggelen et al. 2010).

En la línia LA1-55n, que no expressa p53, no s’observa l’activació de l’apoptosi en res-
posta al tractament amb actinomicina D, com indica la falta de proteòlisi de PARP-1. A més, 
la inhibició farmacològica de les caspases no reverteix l’efecte de l’actinomicina D sobre la 
viabilitat, indicant que aquestes cèl·lules no activen l’apoptosi en resposta al tractament. Així 
doncs, altres mecanismes haurien de ser responsables de la pèrdua de viabilitat observada 
com, per exemple, l’aturada del cicle cel·lular, l’autofàgia o la necrosi.
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L’anàlisi del cicle cel·lular mostra un augment en la població de cèl·lules en fase G1, indicant 
l’aturada del cicle cel·lular. Aquesta observació podria explicar la inhibició de la proliferació 
observada en resposta al tractament amb actinomicina D. Estudis previs han suggerit que 
els ribosomes són fonamentals per a la proliferació, i que la seva disminució comporta l’atu-
rada del cicle cel·lular (Montanaro et al. 2007; Teng et al. 2013). La transcripció del rRNA 
47S és el pas limitant de la producció de ribosomes. La seva inhibició, per part de l’actino-
micina D, portaria a una disminució del nombre de ribosomes en les cèl·lules, impedint que 
aquestes proliferin. 

A més de l’aturada del cicle cel·lular, l’actinomicina D incrementa el flux autofàgic, com 
indica l’augment de LC3-II. Aquest efecte s’ha demostrat també en resposta a altres inhibidors 
de la transcripció de la RNA polimerasa I, tot i que el mecanisme subjacent a aquesta activa-
ció és encara desconegut (Drygin et al. 2011). A més de la inhibició de la RNA polimerasa I, 
altres models demostren la correlació entre una biogènesi ribosòmica deficient i l’augment de 
l’autofàgia. En el model genètic del peix zebra titania, la biogènesi ribosòmica es veu alterada 
per la manca maduració del rRNA 18S. Els embrions d’aquests peixos mostren nivells d’auto-
fàgia molt més elevats en comparació als embrions no mutants. Això indica que l’esgotament 
dels ribosomes, causat per la incorrecta maduració de la subunitat 40S, podria ser la respon-
sable d’un major flux autofàgic. Altres anàlisis són necessàries per elucidar tant el mecanisme 
d’activació de l’autofàgia com la seva funció en la resposta al tractament amb actinomicina D.

L’actinomicina D augmenta inicialment els nivells proteics de E2F1 en la línia cel·lular LA1-
55n. Aquest resultat contrasta amb estudis previs que demostren la degradació proteosòmica 
de E2F1 en resposta a la inhibició de la RNA polimerasa I (Donati et al. 2011). La diferència 
podria ser deguda a les diferents metodologies d’inhibició de la transcripció del rRNA 47S. L’es-
tudi de Donati i col·laboradors utilitza un dominant negatiu de p53 (p53DD) per inhibir les fun-
cions dependents de p53. S’ha demostrat que  p53DD inhibeix les funcions transcripcionals de 
p53, però no interfereix amb les seves funcions mitocondrials o citoplasmàtiques (Heyne et 
al. 2008).  La baixada d’E2F1 en el model de Donati i col·laboradors podria deure’s, per tant, a 
l’activació de funcions de p53 que són independents de la regulació transcripcional. Una altra 
possibilitat és que el mecanisme utilitzat per inhibir la trascripció de la RNA polimerasa I de-
termini l’augment dels nivells de E2F1. Per exemple, l’actinomicina D podria induir la resposta 
al dany del DNA. S’ha demostrat que l’activació de la quinasa ATM, un dels marcadors clau 
de la resposta al dany al DNA, fosforila i augmenta l’estabilitat de E2F1 (Carcagno et al. 2009; 
Jin et al. 2014). Tot i així, diferents estudis han suggerit que el tractament a concentracions de 
l’ordre nanomolar d’actinomicina D no indueix la resposta al dany al DNA, ja que no s’observa 
un augment en els nivells de la histona γH2A.X (Choong et al. 2009; Montanaro et al. 2007). 
Malgrat l’absència d’aquest marcador del dany al DNA, els mateixos estudis han demostrat la 
fosforilació de les serines 15 i 46 de p53. La fosforilació del p53 en aquests residus és un mar-
cador de l’activitat de ATM, ATR i DNA-PK, que indica l’activació d’aquestes quinases (Shiloh 
& Ziv 2013; Nam & Cortez 2011; Goodwin & Knudsen 2014). Estudis previs suggereixen una 
realimentació positiva entre E2F1 i N-Myc (Strieder & Lutz 2003; Oliver et al. 2003). L’augment 
de qualsevol d’aquests factors de transcripció en resposta al tractament amb actinomicina D 
podria portar a un bucle d’amplificació, incrementant els nivells d’ambdues proteïnes.

Podem concloure doncs, que l’actinomicina D, a concentracions de l’ordre nanomo-
lar, disminueix la viabilitat de totes les línies cel·lulars de neuroblastoma, tant si expres-
sen p53 com si no. 
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EFECTE DE LA NUTLINA-3 SOBRE LA VIABILITAT DE LÍNIES CEL·LULARS DE NEUROBLASTOMA

La resposta de p53 és una de les barreres fonamentals contra el desenvolupament tumoral, 
provocant l’aturada del cicle cel·lular i  l’apoptosi en resposta a estímuls oncogènics. Per tal de 
permetre el desenvolupament tumoral, les funcions de p53 han de ser suprimides mitjançant 
mutacions en el gen de p53 o alteracions en les proteïnes reguladores de la seva activitat. Un 
dels principals reguladors de p53 és la proteïna MDM2, que actua com a ubiqüitina lligasa 
E3 i com a inhibidor transcripcional de p53 (Van Maerken et al. 2014). Les mutacions del gen 
de p53 no són habituals en el neuroblastoma, on aquesta mutació es manifesta en menys del 
2% dels casos en el moment de la diagnosi (Vogan et al. 1993). En canvi, el mecanisme més 
habitual per suprimir l’acció antitumoral de p53 és l’augment de l’activitat de MDM2 (Van 
Maerken et al. 2009). Estudis previs han demostrat que la nutlina-3, un inhibidor de MDM2, 
és capaç d’activar la resposta de p53, provocant un potent efecte antitumoral en el neuroblas-
toma (Van Maerken et al. 2006). En aquest estudi, s’ha utilitzat la nutlina-3 per tal de deter-
minar els efectes apoptòtics dependents de p53. 

Els nostres resultats demostren que el tractament amb nutlina-3 redueix la viabilitat 
de totes les línies examinades. Les cèl·lules SH-SY5Y i SK-N-JD, que expressen la proteïna 
p53wt, presenten una major sensibilitat a la nutlina-3. Les línies LA1-55n i SK-N-AS, que 
no expressen la forma wild type de p53, requereixen dosis més altes i temps més llargs per 
exercir el seu efecte sobre la viabilitat.

En la línia cel·lular SK-N-JD, la pèrdua de viabilitat és deguda a l’activació de les cas-
pases, tal i com demostra la proteòlisi de PARP-1. La inhibició farmacològica de les caspa-
ses ha revertit completament la pèrdua de viabilitat causada per la nutlina-3, indicant que 
l’efecte sobre la viabilitat és degut a l’activació de les caspases. En resum, aquests resultats 
mostren que l’apoptosi és el principal mecanisme responsable de la pèrdua de viabilitat en 
resposta al tractament amb nutlina-3. Tot i així, l’anàlisi per citometria de flux no mostra un 
augment consistent en el nombre de cèl·lules en fase sub-G1. Aquesta aparent discordança 
en les dades obtingudes pot ser deguda al temps seleccionat per examinar la distribució 
del cicle cel·lular. La fragmentació del DNA és un esdeveniment posterior a l’activació de 
les caspases (O’Brien et al. 2001), per tant, és possible que les cèl·lules es trobin en una 
fase primerenca de l’apoptosi. L’anàlisi del cicle cel·lular mostra un augment en la població 
de cèl·lules en les fases G1 i G2. L’aturada del cicle cel·lular és especialment  interessant, ja 
que podria significar l’activació d’altres programes cel·lulars amb funcions antitumorals en 
les cèl·lules sense una via apotòtica funcional, com la senescència i la diferenciació (Van 
Maerken et al. 2006). L’acció pleiotròpica de la nutlina-3 podria, doncs, tenir un efecte anti-
tumoral en les cèl·lules que aconsegueixen evitar l’activació de l’apoptosi.

La proteïna p53 i les seves dianes transcripcionals MDM2 i p21 augmenten ràpida-
ment els seus nivells en resposta al tractament amb nutlina-3. Aquest resultat concorda 
amb estudis previs realitzats en altres línies de neuroblastoma, on l’increment dels nivells 
de p53 indueix la transcripció, tant de p21 com de les dianes proapoptótiques de p53 (Van 
Maerken et al. 2011). El paral·lelisme entre aquests dos estudis suggereix que l’apoptosi ob-
servada en la línia cel·lular SK-N-JD és deguda a l’activació de p53.

El factor de transcripció N-Myc també sembla influir en la resposta al tractament amb 
nutlina-3. Els resultats obtinguts en exposar cèl·lules SH-EP/Tet21N a la nutlina-3 10 μM en 
presència o absència de tetraciclina demostren que la sobreexpressió de N-Myc potencia 
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l’efecte sobre la viabilitat cel·lular. Estudis previs demostren que la presència de N-Myc sen-
sibilitza les cèl·lules a l’apoptosi induïda per diferents quimioteràpics (Fulda et al. 1999; Lutz 
et al. 1998). Les nostres observacions semblen sostenir la teoria que N-Myc, tot i que dóna 
un avantatge proliferant a les cèl·lules tumorals, també les fa més sensibles als tractaments. 
L’increment de la transcripció basal de p53, una de les dianes transcripcionals de N-Myc, 
podria ser la causa de la major sensibilitat a la nutlina-3 (Chen et al. 2010). 

La nutlina-3 redueix els nivells proteics del factor de transcripció E2F1. Aquesta dismi-
nució depèn en part de l’activació de les caspases, ja que la incubació simultània amb Oph-Q-
VD reverteix parcialment l’efecte de la nutlina-3. La recuperació incompleta dels nivells d'E2F1 
suggereix que altres factors que regulen l’estabilitat d’aquesta proteïna han de ser alterats per 
la nutlina-3. Entre aquests es troba la proteïna MDM2. La interacció entre MDM2 i E2F1 impe-
deix l’ubiqüitinació d’aquesta última per part de l’ubiqüitina lligasa SKP2 (Zhang et al. 2005). 
El tractament amb nutlina-3 podria desestabilitzar la interacció de MDM2 amb E2F1, portant 
a la degradació proteosòmica de E2F1 i a una reducció dels seus nivells.

La línia cel·lular LA1-55n, que no expressa la proteïna p53, ha resultat ser molt menys 
sensible al tractament amb nutlina-3 respecte a la línia SK-N-JD. El tractament a la concen-
tració de 10 μM no ha suposat cap efecte sobre la viabilitat i el cicle cel·lular. Els efectes 
sobre aquesta línia cel·lular s’han observat només a concentracions molt més elevades: el 
tractament amb nutlina-3 50 μM redueix la viabilitat sense activar l’apoptosi, com demos-
tra la manca de proteòlisi de PARP-1. La reducció en la viabilitat podria ser deguda tant a 
l’aturada del cicle cel·lular com a altres mecanismes de mort, com per exemple la necrosi. 

El tractament amb nutlina-3 50 μM redueix els nivells proteics del factor de transcrip-
ció E2F1 en la línia LA1-55n. És probable que la inhibició de MDM2 també sigui responsable 
de la pèrdua d’estabilitat d’E2F1 en aquesta línia cel·lular.  La baixada dels nivells d'E2F1 
podria explicar la disminució de la viabilitat observada: E2F1 és un dels principals reguladors 
del cicle cel·lular (Chen et al. 2009); per tant  la seva disminució provocaria l’aturada del ci-
cle cel·lular en G1, impedint la proliferació sense activar cap programa de mort cel·lular. Tot i 
que estudis previs han demostrat que el tractament amb nutlina-3 4 μM indueix l’expressió 
d'E2F1 (Peirce & Findley 2009), els nostres resultats indiquen que el tractament amb 10 μM 
de nutlina-3 no té cap efecte sobre els nivells cel·lulars d’E2F1.

En resum, el tractament amb nutlina-3 indueix la pèrdua de viabilitat en totes les cè-
l·lules de neuroblastoma, mostrant un efecte més pronunciat en les línies que expressen 
una proteïna p53wt. La similitud entre els resultats obtinguts en la línia SK-N-JD amb la 
nutlina-3 i l’ actinomicina D, indiquen que els efectes de l’actinomicina D sobre les línies de 
neuroblastoma que expressen p53 depenen, en gran part, de la inactivació de MDM2. En la 
línia cel·lular LA1-55n, que no expressa p53, els resultats obtinguts amb les dues drogues 
són menys semblants. A diferència de l’actinomicina D, les concentracions efectives en les 
cèl·lules que expressen p53 no indueixen cap efecte en les línies sense expressió de p53. Cal 
destacar que el tractament amb actinomicina D indueix l’activació de l’autofàgia, mentre 
que la nutlina-3 no sembla activar aquest mecanisme. Així doncs, l’activació de l’autofàgia 
podria ser la causant de la diferència de toxicitat entre l’actinomicina D i la nutlina-3.



EFECTE DE LA COMBINACIÓ DE SAHA AMB ACTINOMICINA D I NUTLINA-3

L’heterogeneïtat molecular de les cèl·lules tumorals ha suposat des de sempre un desafiament 
en el desenvolupament de noves estratègies terapèutiques. Aquest problema es deu princi-
palment a la capacitat dels tumors de desenvolupar resistències als agents quimioteràpics 
mitjançant tres mecanismes: la inducció de mutacions en la via a la qual pertany la diana te-
rapèutica, la desactivació de la via de mort induïda en resposta al tractament, o la potenciació 
d’una o més bombes d’eliminació de xenobiòtics (MDR) (Niero et al. 2014). La toxicitat intrín-
seca de les drogues també suposa un problema, ja que molts fàrmacs presenten efectes col·
laterals greus a les concentracions amb eficàcia clínica. Per aquests motius, la tendència dels 
tractaments actuals és utilitzar combinacions de drogues amb mecanismes d’acció diferents, 
que permetin atacar diferents vies cel·lulars al mateix temps que permetin reduir la quantitat 
de fàrmac necessària per obtenir l’efecte antitumoral. 

Recentment, un estudi en pacients amb tumors pediàtrics tractats amb SAHA com a 
únic agent terapèutic, conclou que aquesta droga presenta un efecte molt variable. Així doncs, 
l’estudi proposa la combinació del SAHA amb altres fàrmacs per potenciar el seu efecte an-
titumoral (Fouladi et al. 2010). L’efecte del SAHA sobre el neuroblastoma s’ha estudiat en 
combinació amb  múltiples drogues. Una de les primeres estratègies combinatòries assajades 
ha sigut el tractament amb SAHA i l’àcid retinoic (ATRA). Ambdues drogues indueixen la di-
ferenciació (Reynolds et al. 2003; Witt et al. 2009), un mecanisme que es troba inactivat en 
aquest tumor. Els resultats han demostrat que la combinació d’aquests compostos potenciava 
sinèrgicament la diferenciació en línies cel·lulars de neuroblastoma, al mateix temps que dis-
minuïa la velocitat de creixement del tumor (Hahn et al. 2008). Altres estratègies combina-
tòries que han potenciat l’efecte del SAHA, tant in vitro com in vivo, han sigut el tractament 
de SAHA amb l’inhibidor genèric de Cdks flavopiridol (Huang et al. 2010) i el tractament de 
SAHA amb naringenina, un activador natural de la transamidació (Ling et al. 2012). Finalment, 
un estudi recent demostra com la combinació de SAHA amb l’inhibidor de la quinasa Aurora 
A MLN8237, indueix la pèrdua de la viabilitat de forma additiva en línies cel·lulars pertanyents 
a diferents tumors pediàtrics (Muscal et al. 2013). Els prometedors resultats obtinguts en 
aquests estudis ens han portat a estudiar la inhibició de les HDACs en combinació a la poten-
ciació de p53, mitjançant l’ús del SAHA amb actinomicina D o nutlina-3. 

El tractament simultani de SAHA amb actinomicina D en la línia cel·lular SK-N-JD ha 
mostrat un major efecte sobre la viabilitat cel·lular respecte al tractament únicament amb 
SAHA. L’anàlisi amb el mètode de Chou-Talalay indica que els fàrmacs actuen de forma 
sinèrgica. A més, la combinació de SAHA amb actinomicina D augmenta lleument els ni-
vells de p53 i p21, tal com mostra l’anàlisi per Western blot. Aquest increment correlaciona 
amb una major proteòlisi de PARP-1 respecte al tractament individual amb cadascún dels 
fàrmacs, indicant una potenciació del mecanisme apoptòtic. 

La combinació de SAHA i nutlina-3 en les cèl·lules SK-N-JD presenta un efecte similar 
a l’observat pel tractament conjunt amb actinomicina D. El tractament simultani amb amb-
dues drogues potencia l’efecte observat sobre la viabilitat cel·lular respecte a les drogues 
assajades per separat. L’anàlisi de la interacció entre el SAHA i la nutlina-3 demostra que els 
fàrmacs actuen de forma sinèrgica, i que el sinergisme és més fort que l’observat per l’acti-
nomicina D. El tractament augmenta la proteòlisi de PARP-1, corroborant la potenciació de 
l’apoptosi. Una observació interessant és que els nivells de p53 no augmenten en resposta 
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al tractament combinat de SAHA i nutlina-3. Estudis previs han demostrat que l’acetilació 
de p53 porta a l’activació de les seves dianes transcripcionals pro-apoptòtiques (Loughery 
& Meek 2013) i a la inducció de l’apoptosi mitocondrial provocada per BAX (Yamaguchi et 
al. 2009), sense afectar els nivells proteics de p53. A més, altres estudis demostren que la 
inhibició de la HDAC1, una de les dianes farmacològiques de SAHA, és responsable de la 
inactivació de p53, actuant en concomitància amb MDM2 (Ito et al. 2002). El SAHA doncs, 
podria incrementar l’efecte de la nutlina-3 impedint a les HDACs desacetilar els residus de 
lisina que són dianes de MDM2, augmentant així l’estabilitat de p53. Aquesta hipòtesi ha 
estat confirmada anteriorment en cèl·lules de carcinoma de pulmó, mostrant una potenci-
ació de l’apoptosi causada per l’augment de l’acetilació de p53 en resposta al tractament 
amb SAHA i nutlina-3 (Palani et al. 2012). 

La potenciació de l’efecte sobre la viabilitat s’ha pogut observar també en la línia LA1-
55n. L’ús conjunt de SAHA amb l’actinomicina D disminueix la viabilitat de forma més mar-
cada respecte al tractament amb les drogues per separat. L’anàlisi d’interacció de fàrmacs 
mitjançant el mètode de Chou-Talalay ha demostrat que les drogues actuen de manera 
sinèrgica, tot i que la sinergia és menys forta que en la línia cel·lular SK-N-JD. Els resultats a 
nivell molecular confirmen aquestes observacions: la potenciació de l’efecte sobre la viabi-
litat cel·lular en la línia cel·lular LA1-55n porta a la degradació de la major part de les proteï-
nes examinades al temps i concentració assajats. Anàlisis a temps més curts de tractament 
podrien donar informació sobre els mecanismes que indueixen la mort cel·lular. 

El tractament simultani amb SAHA i nutlina-3, en la línia cel·lular LA1-55n, potencia 
l’efecte sobre la viabilitat respecte al tractament amb les drogues per separat. La interacció de 
les drogues resulta ser sinèrgica, mostrant un sinergisme més fort respecte a la combinació de 
SAHA amb actinomicina D. Els resultats obtinguts de l’anàlisi per Western blot demostren que 
en aquest cas no es dóna una potenciació de l’efecte apoptòtic, malgrat la marcada reducció 
de la viabilitat. És per tant probable que altres vies de mort, independents de p53, com per 
exemple la necrosi, exerceixin un paper en la potenciació de la mort cel·lular observada.

Actualment, nombrosos assajos clínics estan avaluant l’eficàcia i seguretat dels HDI 
(West & Johnstone 2014). Tot i així, els resultats semblen indicar un efecte moderat sobre 
el creixement tumoral, mostrant efectes col·laterals lligats a la toxicitat d’aquests fàrmacs a 
les seves dosis efectives (Gryder et al. 2012). Les dades presentades en aquest treball de-
mostren la potenciació sinèrgica in vitro entre el SAHA i dues drogues diferents: la nutlina-3 
i l’actinomicina D. L’efecte sobre la viabilitat cel·lular es verifica tant en cèl·lules que expres-
sen la proteïna p53wt, com en les línies que no presenten aquest factor de transcripció, sug-
gerint que aquestes estratègies combinatòries podrien augmentar l’eficàcia del tractament. 
Caldria analitzar l’efecte d’aquestes combinacions in vivo abans de proposar el seu ús clínic. 
Aquests experiments s’estan duen a terme actualment en el nostre laboratori.
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Conclusions

1. El tractament amb l’inhibidor d’histona desacetilases SAHA 2,5 μM redueix la viabilitat en 
totes les línies cel·lulars examinades, tant si expressen com si no p53 i N-Myc. Aquest efecte 
és més marcat en les cèl·lules amb una taxa de proliferació més elevada.

2. La pèrdua de viabilitat en resposta al tractament amb SAHA 2,5 μM és causada, princi-
palment, per l’activació de l’apoptosi.

3. El SAHA indueix autofàgia en totes les línies cel·lulars. Aquest efecte augmenta en resposta 
a la inhibició de les caspases. Tot i així, l’autofàgia no sembla tenir una especial rellevància en 
la supervivència o mort de les cèl·lules de neuroblastoma en resposta al tractament.

4. La relació entre l’efecte del SAHA i la sobreexpressió de N-Myc depèn de la línia cel·lular. Les 
línies amb sobreexpressió endògena de N-Myc són generalment més sensibles al tractament.

5. L’actinomicina D indueix la reducció de la viabilitat cel·lular a les concentracions utilitzades 
en totes les línies de neuroblastoma analitzades. 

6. Les cèl·lules que expressen la forma wild type de p53 presenten una major sensibilitat a 
l’actinomicina D, ja que activen l’apoptosi com a resposta al tractament.

7. En un mateix context genètic de p53, les línies cel·lulars que sobreexpressen N-Myc són 
més sensibles al tractament amb actinomicina D. Aquest efecte ha sigut corroborat utilitzant 
la línia cel·lular SH-EP/Tet21N.

8. La nutlina-3 indueix la reducció de la viabilitat cel·lular en totes les línies de neuroblasto-
ma analitzades. Les línies cel·lulars que expressen la forma wild type de p53 activen l’apop-
tosi com a resposta al tractament, resulten ser més sensibles a la nutlina-3.

9. La sobreexpressió de N-Myc augmenta l’efecte de la nutlina-3 en la línia cel·lular SH-EP/
Tet21N. 

10. El tractament combinat de SAHA amb actinomicina D o nutlina-3 té un efecte sinèrgic 
sobre la reducció de la viabilitat cel·lular, ja sigui en cèl·lules amb o sense p53. 

11. La utilització conjunta de SAHA amb actinomicina D o amb nutlina-3 hauria de conside-
rar-se com a possible assaig clínic en neuroblastomes de mal pronòstic.
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Material i mètodes

LÍNIES CEL·LULARS I REACTIUS

Les línies cel·lulars de NB que es van utilitzar pertanyen als 3 diferents tipus de NB, tal i com 
es resumeix en la taula. 
 

LÍNIA CEL·LULAR TIPUS NEUROBLÀSTIC ORIGEN MEDI

SH-SY5Y N ATCC DMEM

LA1-55n N J. Mora1 RPMI

SK-N-JD I J. Mora1 RPMI

SK-N-AS S J. Mora1 DMEM

SH-EP/Tet21N S M. Schwab2 DMEM

 
1) Línies cel·lulars cedides pel grup del Dr. Jaume Mora de l’Hospital St. Joan de Déu, Barcelona.
2) Línies cel·lulars cedides pel grup del Dr. Manfred Schwab del Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg. 

 
Les cèl·lules van ser cultivades en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) o en RPMI 
1640 (Royal Park Memorial Institute), suplementats ambdós amb 10% FBS (Fetal bovine serum), 
2% glutamina 2mM, 100 U/ml de penicil·lina i 100 μg/ml d’estreptomicina (GIBCO, Life Tech-
nologies). Per silenciar l’expressió del gen MYCN en la línia SH-EP/Tet21N es van agregar 1 μg/
ml de tetraciclina (Sigma-Aldrich) al medi de cultiu.

Les cèl·lules HEK-293T van ser cultivades en DMEM suplementat amb 10% FBS, 2% 
glutamina 2mM, 100 U/ml de penicil·lina i 100 μg/ml d’estreptomicina.

Els cultius van ser mantinguts en una atmosfera humida a una temperatura de 37ºC 
amb un 5% de CO2

.
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TRANSFECCIÓ TRANSIENT AMB LÍPIDS CATIÒNICS 

TRANSFECCIÓ DE PLASMIDIS

Les transfeccions de plasmidis es van realitzar seguint les instruccions del proveïdor utilitzant 
el reactiu Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Breument, els plasmidis van ser resuspe-
sos juntament amb 150μl de lipofectamina en 3ml de Opti-MEM (Life Technologies), i la bar-
reja es va addicionar gota a gota en plaques de 100mm contenint les cèl·lules a transfectar 
en 4ml de DMEM. Després de 6 hores, el medi es va a canviar per 7ml de DMEM fresc. Els 
plasmidis pMDLg/pRRE, pMD2.g, pRSV-Rev, pLKO.1 scramble shRNA i pLOVE-Nmyc van ser 
comprats a Addgene, mentre pLKO.1 MYCN shRNA va ser comprat a Sigma-Aldrich.

TRANSFECCIÓ DE siRNA 

Les transfeccions de siRNA es van realitzar seguint les instruccions del proveïdor, utilitzant el 
reactiu Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies) durant 24 hores a una concentració final 
de 25nM. Breument, els siRNAs van ser resuspesos juntament amb 15μl de lipofectamina en 
1ml de Opti-MEM (Life Technologies), i la barreja es va addicionar gota a gota en plaques de 
60mm contenint les cèl·lules a transfectar en 1ml de DMEM. Després de 6 hores, el medi es 
va a cambiar per 3ml de DMEM fresc. Es van utilitzar els seguents siRNAs: siRNA Negative 
Control #1, esiRNA1 ATG7. Ambdós van ser comprats a Sigma-Aldrich.
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TRANSDUCCIÓ ESTABLE AMB VECTORS LENTIVIRALS

PRODUCCIÓ DEL VECTOR LENTIVIRAL

Les cèl·lules HEK-293T van ser transfectades simultàniament amb quatre plasmidis utilitzant 
el protocol explicat anteriorment: 

—  �pMDLg/pRRE: vector d’empaquetament lentiviral de tercera generació contenint els gens 
de les proteïnes GAG i POL. Es van utilitzar 5μg per placa de 100mm.

—  �pMD2.G: vector codificador de la glicoproteïna G de la càpside del virus de l’estomatitis 
vescicular (VSV-G) i les altres proteïnes de la càpside viral. Es van utilitzar 2,5μg per 
placa de 100mm.

—  �pRSV-Rev: vector codificador de la proteïna lentiviral Rev. Es van utilitzar 2,5μg per placa 
de 100mm.

—  �Vector de traducció: es van utilitzar vectors tant d’expressió (pLOVE-Nmyc) com vectors 
que codificaven elements silenciants (pLKO.1 MYCN shRNA). El vector pLKO.1 scramble 
shRNA s’ha utilitzat com a control negatiu. Es van utilitzar 10μg de plasmidi vector per 
placa de 100mm.

El sobrenedant que contenia les partícules virals es va recollir 24 i 48 hores després de la 
transfecció, es va filtrar utilitzant un filtre de 0.45μm (Millipore) i es va aliquotar. Les aliquo-
tes van ser conservades a -80ºC. Fins a la seva utilització.

 
TRANSDUCCIÓ AMB LENTIVIRUS

Les cèl·lules es van sembrar en plaques de 6 pous en un volum final de 2ml el dia anterior a 
l’inici de l’experiment. La transducció es va fer per per addició directa del sobrenedant lenti-
viral al cultiu cel·lular juntament amb 5 μg/ml de polibré (Sigma-Aldrich). Aquest últim es va 
agregar per afavorir la transducció. Les cèl·lules es van centrifugar a 1800rpm per 30 minuts i, 
posteriorment, es van incubar durant 3 hores a 37ºC. Acabada la incubació el sobrenedant va 
ser aspirat i les cèl·lules es van cultivar en medi normal durant unes altres 72 hores.
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ANÀLISI DE LA VIABILITAT CEL·LULAR 

ANÀLISI DE VIABILITAT PER CRISTALL VIOLETA

Les cèl·lules es van sembrar en plaques de 48 pous en un volum final de 300μl el dia an-
terior a l’inici de l’experiment. Després del tractament indicat, les cèl·lules es van rentar 2 
vegades amb PBS, es van tenyir amb una solució de cristall violeta (Sigma-Aldrich) durant 
10 minuts i es van rentar fins a eliminar tota el tint residual. Les cèl·lules tenyides es van 
lisar amb SDS 5% (Sigma-Aldrich) i l’absorbància de la solució es va mesurar a 540nm en 
un lector multiplaca. La viabilitat s’expressa com a percentatge respecte a la viabilitat de 
les cèl·lules que van ser tractades només amb el solvent vehicle (control). Cada condició 
experimental es va realitzar per triplicat.

ANÀLISI DE LA VIABILITAT PER MTS

Les cèl·lules es van cultivar en plaques de 96 pous en un volum final de 100μl el dia anterior a 
l’inici de l’experiment. Després del tractament indicat, a cada pou es van addicionar 20μl de 
la solució preparada a partir del MTS/PMS Cell Proliferation Kit (Promega), utilitzant 20ml de 
MTS per cada 1ml de PMS. Les cèl·lules es van incubar a 37ºC durant dues hores i l’absorbàn-
cia de la solució es va mesurar a 540nm en un lector multiplaca. La viabilitat s’expressa com a 
percentatge respecte a la viabilitat de les cèl·lules que van ser tractades només amb el solvent 
vehicle (control). Cada condició experimental es va realitzar per triplicat.
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ANÀLISI DELS EFECTES DE LA COMBINACIÓ DE DROGUES

Per avaluar els efectes de la combinació de les drogues utilitzades es van analitzar els resul-
tats de les anàlisis de viabilitat utilitzant el software CompuSyn. Aquest software es basa en 
el mètode de l’efecte medi de Chou-Talalay (Chou & Talalay, 1984). Breument, els tres tipus 
d’interacció entre drogues (antagonisme, additivitat i sinergisme) es poden definir matemàti-
cament mitjançant l’index de combinació (CI):

CI= (D1 + D2)/(EDX1 + EDX2)

on D
1
 i D

2
 són les concentracions necessaries de les drogues 1 i 2 utilitzades en combinació per 

produir un cert efecte (ED
50

, ED
75

, ED
90

, etc); ED
X1

 i ED
X2

 són les concentracions de les drogues 
1 i 2 que produeixen el mateix efecte utilitzades individualment. En aquesta equació, CI > 1.1 
representa una interacció antagònica, 1.1 > CI > 0.9 una interacció additiva, i CI > 0.9 un efec-
te sinèrgic. Aquests valors es poden representar gràficament mitjançant l’isobolograma, com 
explica la figura següent: 

Figura 1. Isobolograma. Les unitats en les abscisses i les ordenades són les concentracions de les drogues A i B. La línia ne-
gra connecta les concentracions de les drogues utilitzades individualment que produeixen el mateix efecte en el sistema. En 
aquest exemple, s’utilitza l’ED

50
. L’additivitat està representada com les concentracions que donen un 50% d’inhibició (punt 

A). Si el 50% d’inhibició s’aconsegueix amb concentracions inferiors a l’ED
50

 de ambdues drogues  utilitzades individualment 
(punts B1, B2 i B3), les drogues són sinèrgiques. Si la inhibició obtinguda per la combinació és menor del 50%, les drogues són 
antagòniques (punt C). 

ED50 de B

ED50 de A

Droga A (u.a.)

D
ro

ga
 B

 (u
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.)
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ANÀLISI DEL CICLE CEL·LULAR I DE L’APOPTOSI PER CITOMETRIA DE FLUX

Després del tractament, les cèl·lules adherides i flotants van ser centrifugades a 1000 rpm 
durant cinc minuts. A continuació, un milió de cèl·lules van ser rentades en PBS estèril i centri-
fugades a 1000 rpm durant cinc minuts, fixades en 1ml d’etanol 70%, i deixades a 4ºC durant 
un mínim de dues hores. Posteriorment, les cèl·lules es van centrifugar per eliminar l’etanol, i 
el precipitat es va resuspendre i incubar durant 30 minuts a 37ºC en una solució de RNAsa A 
(Sigma-Aldrich) 100 μg/ml en PBS. Finalment, les mostres es filtren, s’addicionen 13μl/ml de 
iodur de propidi 1mg/ml, i s’analitzen pel citòmetre de flux.

EXTRACCIÓ TOTAL DE PROTEÏNES 

Després del tractament indicat, les cèl·lules van ser rentades dues vegades amb PBS i resus-
peses en 100μl de tampó de lisi (40mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 10% Glycerol, 1% Tri-
ton X-100, 0.2% Nonidet P-40, 1% coctel inhibidor de proteases, 1% coctel 2 i 3 inhibidor de 
fosfatases (Sigma)). El lisat de cèl·lules es va centrifugar a 4ºC durant 5 minuts a 13000rpm i 
el precipitat es va descartar. 

La concentració de proteïnes en el lisat cel·lular va ser quantificada mitjançant el kit BCA 
Protein Assay seguint les instruccions del fabricant (Thermo Scientific). Breument, es va incu-
bar 2μl de llisat cel·lular durant 30 minuts en 200ul d’una solució obtinguda barrejant 196μl 
de solució A amb 4μl de solució B. Passat el temps, les mostres en van a analitzar en un lector 
multiplaca a 562nm.

WESTERN BLOT

20 μg de proteïna van ser resuspesos en tampó de Laemmli i carregats en gels SDS-PAGE 
del 10% o 15% d’acrilamida. L’electroforesi es va realitzar amb tampó d’electroforesi (Tris-Hcl 
25mM pH8.8, SDS 0.1%, glicina 192mM) i, successivament, les proteïnes van ser transferides 
a una membrana de PVDF 0,45μm (G&E Healthcare).

Finalitzada la transferència, les membranes es van incubar durant una hora en TBS-Twe-
en20 0,1% amb 5% llet desnatada per a bloquejar unions inespecífiques. L’incubació amb 
els anticossos primaris es va realitzar durant la nit a 4ºC. Els diferents anticossos primaris 
que es van utilitzar són: anti-PARP-1, anti-p53, anti-MDM2 (Santa Cruz Biotechnologies), 
anti-tyrosine hydroxylase, anti-N-myc, anti-p21 (Calbiochem), anti-LC3 (MBL Internatio-
nal), anti-E2F1(Cell Signaling Technology), anti-chromogranin A (BioGenex), anti-NF200, 
anti-β-actin (Sigma). Després d’aquesta incubació, les membranes es van rentar amb 
TBS-Tween20 0.1% i posteriorment es van incubar una hora en presència de un anticòs se-
cundari biotinilat, marcat amb HRP (peroxidasa de rave picant) (DAKO). 

Acabat el procés d’hibridació, les membranes es van rentar amb TBS-Tween20 0.1% i es 
van revelar amb ECL Western blotting detection reagents (GE Healthcare) utilitzant pel·lícules 
autoradiogràfiques (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare).
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EXTRACCIÓ DEL RNA

Les cèl·lules es van cultivar en plaques de 6 pous en un volum final de 2ml el dia anterior al ini-
ci de l’experiment. Després del tractament indicat, les cèl·lules van ser rentades dues vegades 
amb PBS i resospeses en 1ml de TriZOL (Life Technologies). L’extracció es va realitzar seguint 
les instruccions del proveïdor. Breument, les mostres es van resuspendre en 1ml de TriZOL i 
es van incubar per 5 minuts. Passat aquest temps, es van addicionar 200μl de cloroform. Les 
mostres es van barrejar i incubar durant 5 minuts, després dels quals es va separar la fase 
aquosa del fenol centrifugant durant 10 minuts a 13000 rpm. Una vegada es va recuperar la 
fase aquosa, aquesta es va barrejar amb 500ul d’isopropanol. La barreja es va incubar durant 
10 minuts per tal de precipitar el RNA i, posteriorment, es va centrifugar durant 10 minuts a 
13000 rpm, per tal de facilitar la precipitació del RNA. El sobrenadant va ser eliminat, i el RNA 
es va rentar amb etanol 75%. Finalment, es va centrifugar la mostra durant 5 minuts a 13000 
rpm i, una vegada eliminat el sobrenadant, es va deixar assecar durant 15 minuts i es va resus-
pendre en 30μl d’aigua Nuclease-Free Water (Life Technologies). La concentració de RNA en el 
llisat cel·lular va ser quantificada en un NanoDrop 2000 (thermo Scientific).

qPCR

3 μg de RNA van ser retrotranscrits utilitzant la transcriptasa inversa MMLV (Life Technologi-
es) seguint les instruccions del proveïdor. El cDNA obtingut es va utilitzar per amplificacions 
de PCR diluit 1:100, utilitzant el termociclador LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche 
Applied Science). L’anàlisi de les quantitats relatives de mRNA es va fer utilitzant el software 
Light Cycler 480. Els primers utilitzats van ser:

— �MYCN: �forward primer: 5'′ TCCACCAGCAGCACAACTATG; 
reverse primer: 5' GTCTAGCAAGTCCGAGCGTGT.

— �ACTB: �forward primer: 5'′ CGTCTTCCCCTCCATCG; 
reverse primer: 5'′CTCGTTAATGTCACGCAC.

RT-MLPA 

Aquesta tècnica permet la quantificació relativa de fins a 45 seqüències d’àcids nucleics en 
una sola reacció. Utilitzant el kit SALSA MLPA R011 Apoptosis Probemix de MRC-Holland, es 
van retrotranscriure les seqüències de RNA a cDNA amb els primers específics per a cada 
seqüència. A continuació, 200ng del cDNA obtingut es van incubar a 60ºC durant 16 hores 
amb les sondes del kit. Els oligonucleòtids obtinguts es van lligar durant 15 minuts a 54ºC, 
i els productes de lligació van ser amplificats per PCR. Els fragments amplificats produïts 
amb la PCR van ser separats per electroforesi capil·lar en un 48 capillary ABI-PRISM 3730 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). L’àrea de cadascun dels pics va ser analitzada amb 
el programa Coffalyser.NET.
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