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Introducció 

1.- CÈL·LULES TRONCALS 
   

Es defineixen com a cèl·lules troncals, cèl·lules mare o stem cells, aquells tipus 
cel·lulars diferents de la resta de cèl·lules somàtiques de l’individu, que tenen 
l’habilitat d’autoreplicar-se i en determinades condicions, diferenciar-se per produir 
cèl·lules especialitzades que formaran els teixits i òrgans del cos. 
 

L’autoreplicació permet que les cèl·lules troncals es divideixin per produir més 
cèl·lules troncals. Durant el desenvolupament primerenc, la divisió cel·lular és 
simètrica (cada cèl·lula que es divideix dóna lloc a dues cèl·lules filles amb el mateix 
potencial); en canvi, a mesura que avança el desevolupament la divisió cel·lular pot ser 
assimètrica (on una cèl·lula filla serà també troncal i l’altra serà més diferenciada).  
 

Segons el seu potencial de diferenciació les cèl·lules troncals poden ser de 
diferents tipus (veure figura 1): les cèl·lules totipotents poden generar tots els tipus 
cel·lulars, incluint els teixits extraembrionaris. En mamífers, només els òvuls fecundats 
i els blastòmers primerencs són realment totipotents (Lovell-Badge, 2001). Les cèl·lules 
pluripotents serien les que cada una d’elles pot donar lloc a tots els tipus de cèl·lules 
que provenen de les tres capes germinals (mesoderm, endoderm i ectoderm), a partir 
de les quals es formen tots els tipus cel·lulars de l’embrió i l’adult, incluint la línia 
germinal (òvul i espermatozou). Les cèl·lules multipotents serien les que poden 
generar més d’un tipus cel·lular diferenciat d’un determinat llinatge (diferents tipus de 
cèl·lules que formen un teixit); i les cèl·lules unipotents són les que es diferencien 
només en un únic tipus cel·lular.  
 

Segons el seu origen també  hi ha diferents tipus de cèl·lules troncals: 
 

Embriòniques: 
- Pre-implantacionals (ESC): provenen d’un grup de cèl·lules anomenat “massa 

cel·lular interna”, que forma part de l’embrió primerenc de 4-5 dies. 
- Post-implantacionals (EGC): provenen de cèl·lules del primordi germinal dels 

embrions. 
- Carcinoma embriònic (ECC): provenen de teratocarcinomes, és a dir tumors 

germinals, i es van aillar per primera vegada en els teratocarcinomes testiculars 
humans (Donovan and Gearhart, 2001).  
 

Adultes:  
Les cèl·lules troncals adultes (ASC) han estat identificades fins al moment en 

diferents òrgans com el moll de l’os, la sang, la còrnia i la retina, el cervell, el múscul 
esquelètic, el fetge, la pell, el tub digestiu i el pàncreas. Normalment es consideren 
multipotents. Es creu que aquestes cèl·lules són les que generen els anomenats 
precursors o progenitors (Bunting and Hawley, 2003). 

Les cèl·lules troncals adultes es poden agrupar segons l’origen de la capa 
germinal de la que provenen (veure figura 2): 

- L’ectoderm donarà lloc a les cèl·lules troncals de l’epidermis i les cèl·lules 
troncals neurals (NSC). 

- L’endoderm donarà lloc a les cèl·lules troncals pancreàtiques (PSC), 
hepàtiques (ovals), i de pulmó. 

- Del mesoderm deriven dos tipus principals de cèl·lules troncals: les  cèl·lules 
troncals mesenquimals (MSC), i les cèl.lules troncals hematopoiètiques (HSC). 
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Figura 1.- Tipus de cèl·lules troncals segons el seu origen i el seu potencial de 
diferenciació. Extret de la pàgina web “robby.nstemp.com” 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 2.- Tipus de cèl·lules troncals adultes classificades segons la capa germinal de la 
qual provenen. HSC (cèl·lules troncals hematopoiètiques), NSC (cèl·lules troncals 
neurals), MSC (cèl·lules troncals mesenquimals). Extret de (Bunting and Hawley, 2003). 
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5 

 
 
Quan les cèl·lules troncals es divideixen donen lloc a cèl·lules progenitores o 

precursores: cèl·lules amb capacitat de diferenciar-se i convertir-se en tipus cel·lulars 
“madurs” amb formes característiques i funcions especialitzades. Les cèl·lules  
progenitores poden provenir de cèl·lules fetals o adultes. Per diferenciar-les de les 
cèl·lules troncals ens fixarem en la següent característica: quan es divideix una cèl·lula 
troncal, almenys una de les dues noves cèl·lules té capacitat per autoreplicar-se i 
segueix essent una cèl·lula troncal; en canvi quan es divideix una cèl·lula  progenitora 
obtenim més cèl·lules progenitores, o bé dues cèl·lules especialitzades sense capacitat 
d’autoreplicar-se (veure figura 3A). Una altra manera de diferenciar les cèl·lules  
progenitores de les troncals seria pel tipus de divisió cel·lular que poden tenir: les 
progenitores tenen divisions assimètriques mentre que les cèl·lules troncals poden 
tenir divisions simètriques i assimètriques (veure figura 3B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A)          B)  

 
Figura 3.- A) Diferències en el tipus de descendència que caracteritzen les cèl·lules 
troncals i les cèl·lules progenitores. B) Tipus de divisions que diferencien les cèl·lules 
troncals de les progenitores. Extret de la pàgina web “The official National Institute of 
Health resource for stem cell research”. 
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2.- CONCEPTES DE PLASTICITAT, DIFERENCIACIÓ I TRANSDIFERENCIACIÓ 

CEL·LULAR 

 
Plasticitat: A nivell cel·lular, el terme plasticitat es refereix al canvi de fenotip 

d’una cèl·lula (Gasa, 2007). Si bé en un principi aquest terme s’utilitzava només en les 
cèl·lules neurals, en l’actualitat s’accepta que aplicat a les cèl·lules troncals adultes d’un 
determinat teixit, es refereix a la seva habilitat per generar tipus cel·lulars especialitzats 
d’un altre teixit. En aquest sentit, en teixits adults les cèl·lules troncals són un dels 
components essencials de l’homeostasi, ja que porten a terme processos de regeneració, 
de recanvi de cèl·lules senescents  o de restauració de la pèrdua de funcionalitat per 
malaltia o trauma.  
 

Diferenciació: És el procés en que una cèl·lula no especialitzada es transforma 
en una de les cèl·lules especialitzades que formen el cos. Durant la diferenciació, certs 
gens s’activen i d’altres s’inactiven de manera finament regulada. Com a resultat 
obtenim una cèl·lula diferenciada capaç de formar estructures específiques i 
desenvolupar funcions determinades (Tosh and Slack, 2002).  
 

Transdiferenciació: És el fenomen pel qual cèl·lules plenament diferenciades 
poden canviar el seu fenotip i es poden convertir d’un tipus cel·lular a un altre. Sovint 
s’utilitza com a sinònim de plasticitat quan es refereix a cèl·lules troncals adultes. Hi ha 
dos criteris a seguir per poder parlar de transdiferenciació: els dos estats diferenciats 
d’abans i després de la transdiferenciació han d’estar ben difinits per una 
caracterització morfològica i molecular, i la relació de llinatge cel·lular entre els dos 
tipus cel·lulars ha d’estar ben establerta (Slack and Tosh, 2001). La transdiferenciació 
pot incloure els processos de desdiferenciació, proliferació i rediferenciació; o també 
pot ser directa, sense divisió cel·lular (Eguchi and Kodama, 1993). En el cas de la 
transdiferenciació directa, s’han descrit fenotips intermitjos entre els tipus cel·lulars 
que participen en el procés (Schmid and Alder, 1984), (Beresford, 1990), (Patapoutian et 
al., 1995). 
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3.- NÍNXOL CEL·LULAR
 
Les cèl·lules troncals necessiten una regulació molt fina del seu potencial de 

proliferació i diferenciació. Es podria pensar que les cèl·lules troncals tenen un 
mecanisme intern per controlar el seu patró de divisions que genera cèl·lules filles 
diferenciades, però cada vegada sembla més clar que les senyals que regulen la 
correcta divisió de les cèl·lules troncals també provenen de les cèl·lules veïnes 
diferenciades. El microambient en el qual es troben les cèl·lules troncals que influencia 
les seves divisions i posterior diferenciació s’anomena nínxol (Lemischka and Moore, 
2003).  

Hi ha bàsicament dos mecanismes d’acció en els nínxols (veure figura 4):  
- Mecanisme de població, on les dues cèl·lules filles continuen essent cèl·lules 

troncals, o bé les dues es diferencien. 
- Mecanisme de llinatge, on només una cèl·lula filla queda adherida a la 

membrana basal mentre que l’altra pot alliberar-se i allunyar-se de l’estroma per 
diferenciar-se.  

 
 

1

2

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.- Mecansimes d’acció en els nínxols: (1) població (en aquesta il·lustració les 
dues cèl·lules filles queden adherides al nínxol com a cèl·lules troncals), o bé (2) 
llinatge (només una cèl·lula filla queda adherida al nínxol, l’altra es desenganxa i es 
diferencia). Extret de (Spradling et al., 2001). 
 
 

La comunicació entre el nínxol i les cèl·lules troncals no és només en una sola 
direcció. L’anàlisi transcripcional de les cèl·lules troncals revela que aquestes 
produeixen factors de creixement que influencien les cèl·lules que formen el nínxol 
(Whetton and Graham, 1999). Durant el desenvolupament d’un organisme, les cèl·lules 
troncals participen junt amb les cèl·lules del nínxol per organitzar i crear el 
microambient necessari amb una certa especificitat segons el teixit, que es podrà 
mantenir en l’adult gràcies a aquesta comunicació simbiòtica. Això explica que els 
components del nínxol siguin diferents segons el teixit (Scheres, 2007), (Tsai et al., 
2002). Així, els principals gens implicats en la creació de cada microambient seran 
diferents segons els tipus de cèl·lules troncals, però els mecanismes i principis bàsics de 
funcionament són els mateixos (Fuchs et al., 2004). 
 
 
 
  

7 



Introducció 

4.- MARCADORS CEL·LULARS 

Embriòniques:   
Malgrat hi ha algunes diferències a nivell d’espècie, la majoria de cèl·lules 

troncals embriòniques tenen marcadors comuns. Aquests marcadors cel·lulars no són 
exclusivament específics de cèl·lules troncals, però tenen una expressió molt 
restringida en altres tipus cel·lulars diferenciats (veure taula 1). Els marcadors de 
superfície propis de ESC indiferenciades serien SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4 (Stage-specific 
embryonic antigens); els factors de transcripció característics Sox2, Oct 4, genesis, i 
nanog; factors de creixement com GDF-3 (growth differentiation factor-3), o bé TDGF-1 
(teratocarcinoma derived growth factor-1) (Rathjen and Rathjen, 2001); i la família de 
proteïnes de queratan sulfat TRA-1-60, TRA-1-81, i GCTM2 (Gokhale and Andrews, 
2006). També presenten activitats elevades de fosfatasa alcalina i telomerasa (Pera et 
al., 2000). 
 

 
Taula 1.- Comparació dels diferents marcadors de superfície entre cèl·lules mare 
embriòniques humanes i murines. Extret de (Gokhale and Andrews, 2006).  

 
Adultes: 
En el cas de les cèl·lules troncals adultes no existeixen marcadors cel·lulars 

específics per caracteritzar-les. Alguns dels marcadors proposats podrien ser 
compartits per diferents cèl·lules troncals adultes i d’altres ser més específics del teixit 
on estiguin localitzades.   

Alguns exemples de marcadors de cèl·lules troncals adultes serien Thy 1.1, Sca-
1 (stem cell antigen-1) i c-kit (receptor per stem cell factor) per les HSC (Weissman et al., 
2001); nestina, NCAM i PGP 9.5 (protein gene product 9.5) en NSC (Bazan et al., 2004) i 
FGFR1 IIIb per les PSC (Cras-Meneur and Scharfmann, 2002). Alguns dels  marcadors 
proposats per NSC serien també compartits amb les PSC (Zhang and Sarvetnick, 2003); 
així com també les NSC comparteixen marcadors amb les HSC (Ivanova et al., 2002) 
(veure figura 5). Altres possibles marcadors serien la tirosina hidroxilasa, 
l’adrenomodulina (Bonner-Weir and Sharma, 2002), i el transportador de multidrogues 
ABCG2 (Bunting, 2002). En el cas del pàncreas, no existeixen marcadors de cèl·lules 
troncals específics que permetin aillar aquest tipus cel·lular en l’adult. 
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Figura 5.- Expressió de gens comuns entre diferents tipus de cèl·lules troncals adultes. 
HSC (cèl·lules troncals hematopoiètiques), NSC (cèl·lules troncals neurals). 
Modificació de l’esquema extret de (Bunting and Hawley, 2003). 
 

Descripció detallada d’alguns dels marcadors proposats de cèl·lules troncals 
adultes: 
 

4.1.- TRANSPORTADOR DE MULTIDROGUES (ABCG2) 
 

 Identificació :  
Els transportadors ATP-Binding Cassette formen part d’una gran superfamília de 

gens, que donen com a producte unes proteïnes que transporten activament contra 
concentració de gradent gran varietat de compostos com sucres, aminoàcids, pèptids, 
sals, i xenobiòtics (Bates et al., 2001). L’expressió d’alguns d’aquests gens s’han 
relacionat amb la capacitat de resistència a multidrogues, per exemple ABCB1, ABCC1, 
ABCC2 i ABCG2 (Miyake et al., 1999). Concretament l’ABCG2 va ser aillat a partir de 
línies cel·lulars tumorals de càncer de mama ja que aquests transportadors estaven 
relacionats amb la resistència al tractament antitumoral (Doyle et al., 1998). A més, 
també s’ha descrit que ABCG2 podria ser també utilitzat com a determinant molecular 
dels progenitors de diferents teixits (Bunting, 2002). 

La nomenclatura de tots els gens que codifiquen per transportadors ABC es pot 
trobar a la taula 2, amb els noms amb que es coneixien aquests transportadors abans de 
la nomenclatura sistemàtica i els substrats que poden transportar. 
 

Other names 

MDR1 

MRP1 

MRP2 

MXR 
ABCG2 

 

 

 

 

 

Taula 2.- Taula dels gens que codifiquen per transportadors ABC implicats en 
resistència a multidrogues i la relació amb els seus substrats. (MDR=Multidrug 
resistance, MRP=Multidrug resistance protein, MXR= Mitoxantrone resistance, BCRP 
=Breast cancer resistance protein) Modificació de la taula extreta de la pàgina web 
“Michael Dean NCBI Books”. 
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Estructura i funcions:  
La família de transportadors ABC pot tenir transportadors complets o mitjos 

transportadors. En el cas dels transportadors complets, la seva estructura es 
caracteritza per tenir dues meitats idèntiques separades per una regió flexible. Cada 
meitat de la molècula conté un domini intern d’unió a nucleòtids, requerit per la 
hidròlisi de l’ATP que portarà a la generació d’energia necessària per l’extrusió de 
substrats del citoplasma a l’espai extracel·lular. Aquesta regió s’anomena “ATP-binding 
cassette”. 

L’estructura de cada meitat consta de 6 dominis hidrofòbics integrals de 
membrana, que uneixen el transportador a la membrana plasmàtica. Cada meitat de la 
molècula necessita la seva complementària per formar el lloc d’unió a substat que 
permetrà l’activitat d’extrusió (Bunting, 2002). 

L’ABCG2 seria un exemple de mig-transportador. En aquest cas no hi ha regió 
flexible d’unió, però la molècula necessita homodimeritzar a la membrana per poder 
exercir la seva funció de transportador (Krishnamurthy and Schuetz, 2006) (veure 
figura 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.- Estructura del transportador ABCG2, amb els 6 domins transmembrana 
(6TM) i la regió hidrolitzadora de l’ATP. Extret de (Bunting, 2002). 
 

La capacitat d’extrusió de substàncies xenobiòtiques fluorescents com el 
mitoxantrone i l’existència d’inhibidors específics d’aquests transportadors, com 
Fumitremorgin C o verapamil  (Ozvegy-Laczka et al., 2004) fa que s’hagin pogut 
desenvolupar assajos funcionals per citometria de flux per mesurar el nivell i la 
funcionalitat del transportador present (Robey et al., 2001), (Garcia-Escarp et al., 2004) 
(veure figura 7). 
 

La funció fisiològica precisa d’aquests transportadors en cèl·lules troncals 
encara no s’ha descrit, però es creu que proporcionen protecció contra xenobiòtics, 
assegurant la supervivència de les cèl·lules troncals per mantenir la capacitat 
regenerativa del teixit (Leslie et al., 2005). A més, en cèl·lules troncals neurals també 
s’ha proposat la implicació d’ABCG2 en mantenir l’estat indiferenciat de les cèl·lules 
troncals (Islam et al., 2005). 
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Figura 7.- Acumulació de mitoxantrone en dues línies cel·luars, una parental (S1 wt) i 
una altra resistent gràcies a l’expressió del transportador ABCG2 (S1-M1-80). Podem 
observar que l’acumulació de mitoxantrone és gairebé inexistent en la línia que 
expressa el transportador. Extret de (Miyake et al., 1999).  
 
  

Localització:  
Els transportadors de membrana ABCG2 es localitzen principalment en teixits 

importants per l’absorció (placenta, intestí), metabolisme i eliminació de residus (fetge i 
ronyó); i també es troben a la barrera hemato-encefàlica (Leslie et al., 2005). S’han 
descrit variacions entre espècies, i tenen especificitat per diferents substrats. 

Un estudi recent en humans ha localitzat aquest transportador en illots i en 
cèl·lules acinars del pàncreas per tinció immunohistoquímica (Fetsch et al., 2006). En 
rata es desconeix la seva localització subcel·lular en el pàncreas ja que no es disposa 
d’un anticòs específic. Tot i que un treball descriu la seva distribució a nivell de mRNA 
en diferents teixits, no inclou el pàncreas en el seu estudi (Tanaka et al., 2005).  

També s’ha identificat el transportador ABCG2 en cèl·lules troncals 
hematopoiètiques, concretament en la població SP (Side Population) (Zhou et al., 2001). 
Aquesta població va ser identificada i caracteritzada en el moll de l’òs de ratolí per la 
seva capacitat d’extruir el colorant vital Hoescht 33342, capacitat que quedava inhibida 
amb el tractament amb verapamil (Goodell et al., 1996). Finalment es va demostrar que 
el transportador ABCG2 era el responsable de l’extrusió de Hoescht 33342 en la 
població SP (Kim et al., 2002). En pàncreas humans s’ha identificat la població SP 
gràcies a la presència del transportador ABCG2 (Lechner et al., 2002); i també les 
cèl·lules hepàtiques ovals, definides com la població progenitora del fetge, presenten 
l’expressió del transportador ABCG2 (Shimano et al., 2003).  
 

 
4.2.- NEURAL CELL ADHESION MOLECULE (NCAM)
 

 Identificació:  
La molècula NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule, o CD56) va ser 

descoberta al 1977, en cèl·lules neurals de retina de pollet. Es va identificar com una 
molècula de superfície amb un important paper en agregació de neurones (Thiery et 
al., 1977).  
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 Estructura i funcions:  

La proteïna NCAM està codificada per un sol gen, però l’splicing alternatiu 
dóna diferents isoformes: 180 kDa, 140 kDa i 120 kDa que contenen tres regions 
(extracel·luar, de membrana, i domini citoplasmàtic) (veure figura 8). També existeix 
una forma soluble de 115 kDa (Walmod et al., 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.- Estructura de les isoformes de la molècula NCAM i punt d’unió de l’àcid 
polisiàlic (PSA).  
 
 Les molècules de NCAM formen interaccions homofíliques entre elles per crear 
unions entre les cèl·lules. La seva capacitat d’adhesió o repulsió depèn dels residus 
d’àcid siàlic que portin unides. L’àcid siàlic (PSA) que s’uneix a NCAM és un complex 
sacàrid derivat de la conjugació de mannosa i àcid pirúvic, i li dóna càrrega negativa a 
la molècula. Un major percentatge d’àcid siàlic estarà relacionat amb la reducció de la 
seva capacitat d’adhesió entre cèl·lules (Rutishauser et al., 1988) (veure figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A)         (B) 
 
 
Figura 9.- Mecanismes proposats a través dels quals NCAM pot promoure o inhibir 
l’adhesió cel·lular. (A)  L’expressió en superfícies adjacents de molècules NCAM amb 
poc percentatge de PSA permeten la formació d’unions entre molècules NCAM que 
mantindran unides les membranes. (B) Una alta proporció de PSA unit a NCAM farà 
que s’inhibeixin les unions cèl·lula-cèl·lula, que podran ser restablertes amb 
l’eliminació de PSA (Rutishauser et al., 1988). 
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 NCAM també pot formar interaccions heterofíliques extracel·lulars amb factors 
de creixement com GDNF “Glial derived neurotrophic factor”, receptors com FGFR 
“Fibroblast Growth Factor Receptor”, i amb molècules de la matriu extracel·lular com 
proteoglicans. A més, també forma unions intracel·lulars amb espectrina (proteïna del 
citoesquelet), FAK “Focal adhsion kinase”, i GAP-43, entre altres (Walmod et al., 2004).   

Totes aquestes interaccions fan que aquesta molècula no només afecti l’adhesió 
cel·lular i la unió a substrats, sinó que pugui estar relacionada amb altres fenòmens 
biològics ja que és capaç d’induir i modular cascades de senyalització intracel·lulars.  
Algunes de les funcions de NCAM poden estar regulades per MMP (matrix 
metalloproteinases) (Hubschmann et al., 2005). Principalment, NCAM està implicat en 
processos de desenvolupament, diferenciació i plasticitat neuronal (Sunshine et al., 
1987), per això s’ha proposat com a possible marcador de cèl·lules troncals neurals. 
S’han descrit cèl·lules que expressen PSA-NCAM i que poden ser precursores 
multipotents de cèl·lules glials (Marmur et al., 1998) , (Ben-Hur et al., 1998) o bé de 
neurones (Doetsch et al., 1997) 

 
Localització: 
Els estudis de desenvolupament embrionari de rata demostren que NCAM està 

expressat àmpliament, i té un paper clau en la divisió cel·lular, migració i diferenciació 
(Gaidar et al., 1998). En teixit adult, la seva expressió és més restringida, quedant 
localitzada en cèl·lules concretes de diferents òrgans. En humans es va descriure la 
presència de NCAM en fetge, concretament en cèl·lules estrellades hepàtiques (HpSC) 
(Nakatani et al., 1996). La seva expressió es va relacionar amb diferents estats de 
maduració d’aquestes cèl·lules, fet que es va confirmar en rosegadors, on es va 
descriure l’augment de l’expressió de NCAM durant la transformació in vitro de 
cèl·lules quiescents a miofibroblasts (Knittel et al., 1996). Tot i que un estudi de 
transcriptòmica comparativa apunta les semblances entre HpSC i les cèl·lules 
pancreàtiques estrellades (PaSC), de moment en les PaSC encara no s’ha descrit la 
presència de NCAM (Buchholz et al., 2005).  

En el cas del pàncreas, es va detectar l’expressió de NCAM en cèl·lules 
endocrines de rata (Langley et al., 1989), i la seva funció es va relacionar amb la 
correcta segregació dels tipus cel·lulars de l’illot per formar la seva ultraestructura 
característica (Cirulli et al., 1994), i també amb el turnover dels grànuls secretors 
d’insulina (Esni et al., 1999). Més tard però, es va descriure en rates adultes l’expressió 
de NCAM en cèl·lules acinars del pàncreas exocrí (Filiz et al., 2002). En humans, 
NCAM ha estat identificat també en ductes (Eidelman et al., 1989), (Fujisawa et al., 
2003). 

Pel que fa a l’expressió PSA-NCAM en pàncreas hi ha una certa controvèrsia: 
mentre que uns autors defensen que els illots de rata (neonats, joves i adults) no 
expressen PSA-NCAM (Moller et al., 1992), altres treballs demostren que PSA-NCAM 
si que s’expressa en illots, concretament en cèl·lula �, en condicions que estimulen la 
síntesi d’insulina (Kiss et al., 1994). Posteriorment es va determinar la presència de 
PSA-NCAM en cèl·lula � com a marcador de la seva activitat funcional: la subpoblació 
que expressa més PSA-NCAM té una major secreció d’insulina (Bernard-Kargar et al., 
2001).  
  

4.3.- NESTINA 
 
 La nestina és una proteïna de filament intermedi de classe VI (acrònim de 
neuroepithelial stem cell protein) que es va descriure en el desenvolupament del sistema 
nerviós central, i es va proposar com a marcador de cèl·lules progenitores neurals. Més 
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tard també es van identificar cèl·lules que expressaven nestina en progenitors d’altres 
teixits com múscul, i dents, i aquesta expressió es reduïa quan arribaven a l’estat 
diferenciat (Bazan et al., 2004). 

En el pàncreas adult, cèl·lules postives per nestina es van descriure incialment 
en els illots, en una subpoblació endocrina que es va proposar com a possibles cèl·lules  
troncals (Hunziker and Stein, 2000).  Posteriorment,  cèl·lules positives per nestina es 
van identificar tant el la fracció endocrina de pàncreas adult, com també en la fracció 
exocrina (cèl·lules acinars i ductals) (Street et al., 2004). En canvi, en el 
desenvolupament pancreàtic les cèl·lules positives per nestina contribueixen 
principalment a la formació del tipus cel·lular exocrí (Esni et al., 2004). També s’ha 
descrit que cèl·lules residents en illots i ductes pancreàtics humans i de rata positives 
per nestina però negatives per les quatre hormones de l’illot, tenien la capacitat de 
diferenciar-se ex vivo en cèl·lules endocrines i exocrines (Zulewski et al., 2001). 
Posteriorment però, no es va detectar nestina en l’epiteli ductal pancreàtic, on es creu 
que hi ha els possibles progenitors pancreàtics, sinó en cèl·lules mesenquimals de 
pàncreas de ratolí en desenvolupament (Selander and Edlund, 2002), fet que qüestiona 
la utilització d’aquest filament intermedi com a marcador de cèl·lules troncals 
pancreàtiques. A més, aquest marcador nestina també ha estat identificat en la població 
SP del pàncreas (Lechner et al., 2002), en cèl·lules pancreàtiques estrellades i en 
cèl·lules endotelials (Lardon et al., 2002). En aquest sentit, diversos estudis relacionen 
les cèl·lules que expressen nestina amb la capacitat de regeneració pancreàtica després 
d’una pancreatitis en humans (Zimmermann et al., 2002) i també en rates (Ishiwata et 
al., 2006). 

Els treball de diferenciació on es generaven cèl·lules productores d’insulina a 
partir de ESC de ratolí positives per nestina, van establir la idea que les cèl·lules � i les 
neurones podien ser generades a partir de la mateixa població de cèl·lules precursores 
que expressaven nestina, ja que durant el desenvolupament embrionari aquests dos 
tipus cel·lulars comparteixen diverses característiques i marcadors d’expressió 
(Lumelsky et al., 2001). Posteriorment, diversos estudis s’han posicionat en contra del 
fet que es puguin derivar cèl·lules productores d’insulina in vitro a partir de precursors 
que expressin nestina (Kania et al., 2004), (Treutelaar et al., 2003), (Humphrey et al., 
2003), (Piper et al., 2002), demostrant que la insulina secretada per aquestes cèl·lules 
nestina(+) era un artefacte (Hansson et al., 2004), i que el protocol proposat per 
Lumelsky podia haver generat a la vegada cèl·lules de tipus neuronal (Sipione et al., 
2004), (Wiese et al., 2004).  

 
Tot i la controvèrsia, podem dir que la nestina és un marcador acceptat de 

cèl·lules progenitores de diversos llinatges. A més, la seva expressió en 
desenvolupament i regeneració de teixits ha obert noves prespectives per identificar 
cèl·lules que podrien ser utilitzades per teràpia regenerativa (Wiese et al., 2004). 

 
4.4.- THY 1 

 
 Thy 1 (CD90) és una glicoproteïna de membrana que s’expressa en diversos 
tipus cel·lulars com timòcits, neurones, cèl·lules endotelials i fibroblasts. S’han 
identificat dos al·lels que codifiquen per Thy 1.1 i per Thy 1.2, que difereixen en un 
aminoàcid i s’expressen diferencialment en soques de ratolí (Haeryfar and Hoskin, 
2004). 
 La glicoproteïna Thy 1 té una funció bàsicament immunològica, on està 
implicada en l’activació de cèl·lules T; en canvi, les funcions no immunològiques 
inclouen la inhibició de la formació de neurites, la participació en senyalització 
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apoptòtica, l’adhesió i migració de leucòcits i cèl·lules de melanoma, i la proliferació i 
migració de fibroblasts (Rege and Hagood, 2006). A nivell fisiològic aquestes funcions 
estan relacionades amb regeneració nerviosa, metàstasis, inflamació i fibrosis. Totes 
aquestes funcions indiquen que Thy 1 és un regulador important de les interaccions 
cèl·lula-cèl·lula i les interaccions cèl·lula-matriu. 
 Es va descriure que Thy 1 s’expressava a la membrana de cèl·lules progenitores 
hematopoiètiques indiferenciades, i que la seva expressió es perdia al llarg de la seva 
diferenciació  (Miller and Lipton, 1983). Posteriorment es va relacionar amb el potencial 
de generació de les diferents cèl·lules de la sang, on els eritròcits eren els primers de 
perdre l’expressió de Thy 1 i els macròfags mantenien la seva expressió fins gairebé el 
final de la seva diferenciació (Berman and Basch, 1985). 
 Recentment s’ha identificat una població progenitora aillada de glàndules 
salivals que expressa Thy 1, i que en determinades condicions poden expressar 
albúmina i insulina (Matsumoto et al., 2007). 
 
 

5.- IMPORTÀNCIA DE LES CÈL·LULES TRONCALS EN MEDICINA 

REGENERATIVA 

  
El concepte de medicina regenerativa es basa en la utilització de les pròpies 

cèl·lules troncals i factors de creixement del cos per reparar els seus teixits danyats. 
Aquest nou repte de la medicina podria contribuir en el tractament, i fins i tot la 
curació de malalties com la diabetis, el Parkinson o les malalties cardiovasculars (Burke 
and Tosh, 2005). Els dos tipus de cèl·lules troncals (embriòniques i adultes) presenten 
avantatges i desavantatges a l’hora de plantejar la seva utilització en medicina 
regenerativa: les ESC són pluripotents i fàcils d’expandir però presenten objeccions 
ètiques, són difícils d’aillar, tenen risc de rebuig en el trasplant, requeririen teràpia 
immunosupressora, i poden provocar teratocarcinomes. Pel que fa a les ASC, no 
presenten objeccions ètiques i són fàcils d’obtenir, poden ser uni-, bi-, multi-, o 
pluripotents, i segons el seu origen presenten diferents habilitats per ser expandides. 
Podrien trasplantar-se en el mateix individu del qual s’han aillat, i això faria que no fos 
necessària la teràpia immunosupressora; en aquest sentit ja s’han començat a dur a 
terme aplicacions clíniques concretes. Tot i això, igual que en les ESC, no s’han 
identificat marcadors específics de les ASC (Strauer and Kornowski, 2003). 
 
 Per obtenir cèl·lules troncals adultes però, s’ha de tenir en compte que mentre 
hi ha teixits del cos que estan contínuament en renovació, com la sang, la pell, i el tracte 
digestiu i respiratori, la majoria de cèl·lules i teixits de l’adult tenen una taxa de 
renovació molt baixa en circumstàncies normals. Aquestes observacions es 
correlacionen amb l’existència i funció de cèl·lules troncals en teixits altament 
regeneratius, i l’absència de cèl·lules troncals funcionals en altres teixits (Wagers and 
Weissman, 2004).  
 

5.1.- REGENERACIÓ PANCREÀTICA: IMPLICACIÓ EN LA DIABETIS 
 

La diabetis mellitus (DM) és una de les malalties cròniques més comunes en els 
humans, que comporta severes complicacions secundàries relacionades amb el control 
metabòlic de la pròpia malaltia. En l’actualitat no existeix cura per la diabetis, que 
constitueix la quarta causa de mortalitat en els països desenvolupats i afecta 
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negativament la qualitat de vida dels individus que la pateixen. Aquesta malaltia, amb 
totes les seves formes, afecta actualment gairebé 200 milions de persones, i s’espera que 
aquest nombre arribi a 300 milions l’any 2025 segons prediccions de la Organització 
Mundial de Salut (OMS) i la Federació Internacional de la Diabetis (FID) (Zimmet et al., 
2001).  
 

Actualment s’identifiquen quatre tipus de diabetis: tipus 1, tipus 2, ”altres tipus 
específics” entre els que trobem MODYs (Maturity-Onset Diabetes of the Young), i 
diabetis gestacional (The Expert Comittee on the Diagnosis and Classification of 
Diabetes Mellitus, 1997). De totes elles, les més freqüents són la tipus 1 i la tipus 2. 
 

Diabetis mellitus tipus 1 (DM1) 
 

També se l’ha anomenat “diabetis depenent d’insulina” o bé “diabetis juvenil”. 
És una malaltia que provoca la destrucció de cèl·lules �, i com a conseqüència es 
produeix un dèficit gairebé absolut d’insulina. El pàncreas és incapaç de mantenir 
l’homeostasi de la glucosa, ja que els teixits perifèrics (múscul, teixit adipós) i el fetge 
són incapaços de metabolitzar la glucosa. El fetge activa la via gluconeogènica i 
glucogenolítica, fet que fa agreujar la hiperglicèmia. Els pacients diabètics necessiten 
obtenir energia d’altres substrats i mobilitzen àcids grassos lliures del teixit adipós al 
fetge per obtenir energia de la seva posterior oxidació. La producció de cossos cetònics 
porta a una cetoacidosi que, en conjunt amb la hiperglicèmia, produeix patologies 
secundàries responsables de les alteracions oculars, cardiovasculars, circulatòries, 
renals i neurològiques presents en la diabetis. Un bon control de la glucèmia amb 
insulina exògena disminueix el risc d’aquestes complicacions (Zimmet et al., 2001).  

Aquest tipus de diabetis es diagnostica normalment en la infància i 
l’adolescència. Quan està mediada pel sistema immunitari ens trobem davant una 
destrucció autoimmune de les cèl·lules � del pàncreas a través de les pròpies cèl·lules T 
autorreactives, i amb la presència d’alguns dels marcadors d’immunitat ICAs (Islet cell 
autoantibodies) (Bottazzo et al., 1974): la isoforma de l’àcid glutàmic descarboxilasa 
GAD65 (glutamic acid decarboxilase) (Baekkeskov et al., 1982), i les molècules de la 
família de proteïnes transmembrana tirosina fosfatasa IA-2 (Lan et al., 1996), i IA-2� 
(Lu et al., 1996). A més, aquesta malaltia també està associada a diferents gens i al·lels 
del complexe major d’histocompatibilitat (HLA) que poden predisposar a la malaltia o 
bé ser protectors (susceptibilitat genètica) (Cantor et al., 1995), (Huang et al., 1996), 
(Pociot and McDermott, 2002), (Bergholdt et al., 2007). Quan té causes idiopàtiques no 
hi ha evidències d’autoimmunitat ni associació a HLA, i en aquest cas acostuma a ser 
hereditària (The Expert Comittee on the Diagnosis and Classification of Diabetes 
Mellitus, 1997). 
 

Diabetis mellitus tipus 2 (DM2) 
 

També se l’ha anomenat “diabetis no depenent d’insulina” o bé “diabetis de 
l’adult”. La presenten individus amb resistència a la insulina a nivell de fetge i teixits 
perifèrics, acompanyada generalment per una certa deficiència d’insulina (Kahn, 1994).  
Tot i que no es coneixen les causes que provoquen aquest tipus de diabetis, la 
destrucció autoimmune no es dóna en aquests pacients, la majoria d’ells obesos. Està 
sovint associada a una predisposició genètica (Barroso, 2005). 

El tractament per aquesta hiperglicèmia acostuma a ser una dieta restringida, 
activitat física i hipoglucemiants orals, tot i que alguns pacients han d’acabar tractant-
se amb insulina per sobreviure (Moller, 2001). 
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  Tipus de teràpies pel tractament de la diabetis 
 

L’administració d’insulina exògena pel tractament de la diabetis suposa la 
necessitat d’una monitorització de la glucèmia freqüent, injeccions continuades, 
possibilitat d’episodis d’hipoglicèmia i possibles complicacions a llarg termini d’origen 
macro i microvasculars. 

El trasplantament d’illots realitzat amb la tècnica del protocol d’Edmonton 
(Shapiro et al., 2000) va permetre l’alotrasplant d’illots pancreàtics amb èxit, però amb 
inconvenients que encara no han estat solucionats com: i) el teixit del donant no està 
disponible fàcilment, i el seu nombre és limitat, ii) hi ha un baix rendiment en el procés 
d’extracció dels illots que fa que es necessitin de dos a tres donants per trasplant, iii) els 
receptors del trasplant necessitaran tota la vida una teràpia immunosupressora, iv) i 
només es beneficiarien una minoria de pacients, en concret aquells amb manifestacions 
diabètiques severes, on existeix un risc vital superior als efectes secundaris dels 
immunosupressors. 

La generació d’una nova font de cèl·lules � manipulables genèticament, que 
permetés disposar de suficient material per atendre les necessitats dels pacients, podria 
suposar una nova estratègia per aconseguir restablir la massa � cel·lular perduda en la 
diabetis. En aquest punt, una de les possibles solucions per la diabetis seria la teràpia 
cel·lular amb cèl·lules troncals embrionàries o adultes diferenciades en un fenotip de 
cèl·lula �; o bé aconseguir la transdiferenciació cap a cèl·lula � a partir de progenitors 
hepàtics o exocrins (veure figura 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10.- Possibles mecanismes d’obtenció de cèl·lules �: replicació, neogènesi, 
diferenciació o transdiferenciació. Extret de (Banerjee et al., 2005) 
  
 

5.2.- PÀNCREAS 
 
 Una bona aproximació per guiar la diferenciació fins aconseguir un fenotip 
endocrí és conèixer els mecanismes que governen la generació d’aquestes cèl·lules 
durant el desenvolupament pancreàtic. El procés de desenvolupament seria doncs una 
seqüència coordinada de canvis en els patrons d’expressió gènica mitjançant l’activació 
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i repressió de factors de transcripció específics, que permeten la progressió dels 
precursors cap a una cèl·lula madura diferenciada. Per una correcta aplicació de la 
teràpia regenerativa, seria important conèixer els factors de transcripció implicats, així 
com els factors solubles que modulen la determinació dels precursors fins al llinatge 
específic de cèl·lula �. 
 

El pàncreas de mamífers és una glàndula tant exocrina com endocrina, i les 
funcions de cada una de les parts estan molt relacionades. És un òrgan que té un paper 
central en la regulació de la nutrició i el balanç energètic ja que produeix alhora enzims 
digestius i senyals hormonals que regulen l’absorció, utilització i emmagatzematge 
dels nutrients digerits.  

El teixit exocrí està organitzat en acins cel·lulars, que sintetizen principalment 
hidrolases digestives, i ductes, que condueixen fins a l’intestí les secrecions acinars i a 
la vegada secreten bicarbonat (fluid que acompanya els enzims acinars).  Aquest teixit 
constitueix aproximadament el 80-85% del total de la massa pancreàtica (Clark, 2004). 

Les cèl·lules endocrines s’organitzen en agrupacions microscòpiques 
anomenades illots pancreàtics o de Langerhans, i constitueixen únicament del 2 al 5% 
de la massa pancreàtica total. L’estructura dels illots està formada per 4 tipus cel·lulars 
diferents: les cèl·lules � secretores d’insulina que formen el 60-80% de la massa de 
l’illot; les cèl·lules � que produeixen glucagó (25%); les cèl·lules � que secreten 
somatostatina (2-8%) i finalment les cèl·lules que produeixen el polipèptid pancreàtic 
(PP), que són molt escasses (1-2%). Les cèl·lules de l’illot s’organitzen de manera 
diferent en funció de l’espècie. Concretament els illots de rosegador tenen una 
disposició característica, formada per un nucli de cèl·lules � envoltades per les cèl·lules 
���� i PP (Clark, 2004) (veure figura 11 C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.- Estructura i disposició dels diferents tipus cel·lulars en els illots humans 
(A), de primat (B) de ratolí (C) i de porc (D). Extret de (Cabrera et al., 2006). 
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Cèl·lula � 
 

Les cèl·lules � són les responsables del manteniment dels nivells de glucosa del 
cos. La seva població és dinàmica i està sotmesa a canvis per mantenir la 
normoglicèmia. En l’illot adult, la massa de cèl·lules � està en constant renovació. En 
condicions normals, aquesta remodelació depèn de diferents mecanismes: replicació, 
neogènesi, canvis de volum i mort cel·lular (Bonner-Weir, 2000)  (veure figura 12). 

La replicació és el mecanisme pel qual es genera una nova cèl·lula � a partir 
d’una altra ja existent. La neogènesi és el mecanisme pel qual es genera una nova 
cèl·lula � a partir d’un precursor epitelial de manera similar a com passaria durant el 
desenvolupament. Els canvis de volum cel·lular suposen un augment de la mida de la 
cèl·lula, que es coneix com a hipertròfia, per tant la hipertròfia pot augmentar la massa 
de cèl·lules � però no el nombre. El procés contrari, l’atròfia, seria la pèrdua de volum 
cel·lular. Finalment, la mort cel·lular és un procés en el que podem diferenciar dos 
mecanismes: la necrosi i l’apopotsi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.- Esquema de l’estat dinàmic de les cèl·lules �. La població de cèl·lules � té 
un turnover lent, on la renovació prové de la replicació de cèl·lules � pre-existents i de 
la neogènesis, i l’eliminació de cèl·lules és per apoptosi, tot i que i també es pot produir 
la mort cel·lular per necrosi. La hipertròfia de cèl·lules individuals pot augmentar la 
massa de cèl·lules � però no el nombre. Extret de (Gasa, 2007).  
 

La massa � cel·lular augmenta durant la vida pre i neonatal en humans i 
rosegadors, però la seva taxa de proliferació disminueix dràsticament amb l’edat 
(Bouwens and Rooman, 2005). Les cèl·lules � humanes tenen una proliferació molt més 
reduïda que les de rosegador, la seva taxa de replicació en cultiu s’ha estimat en un 
0,1% en 48 hores (Tyrberg et al., 1996), mentre que en rata s’ha estimat en un 2-3% 
(Montana et al., 1994). 

La producció de noves cèl·lules � per replicació s’ha estudiat en rosegadors 
mitjançant la tècnica de seguiment del llinatge cel·lular (lineage tracing), i els resultats 
apunten que la renovació de cèl·lules � es realitza per replicació de cèl·lules � 
preexistents i no pas a partir d’una població de cèl·lules troncals (Dor et al., 2004). Tot i 
això, aquest estudi no pot excloure definitivament la presència de poblacions troncals 
en el pàncreas. 
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Biosíntesi i secreció d’insulina 
 

La insulina és la hormona sintetitzada, emmagatzemada i secretada per les 
cèl·lules � dels illots pancreàtics i la seva estructura molecular està altament 
conservada durant l’evolució (Bell et al., 1980). L’estructura de la insulina està formada 
per dues cadenes: la cadena A (21 aa) i la cadena B (30 aa). Les dues cadenes es 
mantenen unides per dos ponts disulfur, i també existeix un tercer pont disulfur intern, 
propi de la cadena A (veure figura 13). La seva síntesi inclou la formació de dues 
molècules precursores: la preproinsulina i la proinsulina (Poitout et al., 2004) (veure 
figura 13). La síntesi proteica comença al citosol però el pèptid senyal situa la 
preproinsulina al reticle endoplasmàtic rugós, on s’acaba la seva traducció, és 
degradada per proteases específiques i es transforma en proinsulina. La proinsulina 
sintetizada s’acumula a l’aparell de Golgi, concretament a la xarxa trans-Golgi (TGN) 
en una zona recoberta de clatrina, que serà el lloc de biogènesi dels grànuls secretors 
(Molinete et al., 2001). Quan aquests grànuls s’alliberen del Golgi té lloc la maduració: 
la proinsulina és transformada a insulina, s’acidifica el grànul, es perd la clatrina i es 
formen els hexàmers amb el Zn (Halban, 1994). Els enzims proteolítics implicats són 
dues endopeptidases específiques (PC1/3 i PC2), i la carboxipeptidasa H, que trenquen 
un pèptid de connexió anomenat pèptid C i permeten l’alliberament de la insulina 
madura amb activitat biològica (Hutton, 1994). Els grànuls de secreció migren a la 
membrana plasmàtica i s’hi fusionen mitjançant les proteïnes SNAREs (Wollheim and 
Maechler, 2004). Tant la insulina com el pèptid C poden ser mesurats en sang, i tot i 
que la relació insulina/pèptid C és constant, aquest últim té una vida mitja més llarga 
que la insulina (Bell et al., 1980). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13.- Esquema del processament de la hormona insulina des de la seva biosíntesi 
fins la seva secreció. Extret de la pàgina web “Beta Cell Biology Consortium”. 
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La secreció de proteïnes pot seguir dos camins diferents: una via regulada en 
resposta a una senyal positiva, com és el cas de les hormones, o bé una via constitutiva 
que suposa el moviment ràpid de proteïnes del sistema de Golgi a la membrana 
citoplasmàtica per a ser alliberades immediatament, com són les proteïnes de la 
membrana o de la matriu extracel·lular (Brion et al., 1992). Mentre que la secreció 
constitutiva es produeix en totes les cèl·lules eucariotes, la via regulada per estímuls 
fisiològics només s’ha descrit en cèl·lules especialitzades neuroendocrines i exocrines, i 
requereix grànuls de secreció (Arvan et al., 1991) (veure figura 14). La cèl·lula � pot 
dur a terme qualsevol d’aquestes dues vies, tot i que en circumstàncies normals la 
proinsulina segueix gairebé exclusivament la via regulada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.- Esquema de la secreció de la hormona insulina per les dues vies possibles: 
secreció constitutiva i exocitosi regulada per un estímul. Extret de (Poitout et al., 2004). 
 

El regulador més important de la síntesi de la insulina és la glucosa (Ashcroft et 
al., 1978), i també és l’estímul més important per la seva secreció. L’elevació dels nivells 
de glucosa en sang, i altres nutrients com aminoàcids i àcids grassos tenen un efecte 
sobre l’activitat secretora de la cèl·lula �. Les hormones i neurotransmissors actuen en 
la cèl·lula � modulant la resposta secretora i poden ser tant inhibidors com 
estimuladors.  
 

En el cas de la glucosa, les senyals que estimulen la secreció d’insulina no són 
generades per una interacció lligand-receptor sinó que deriven de la seva 
metabolització intracel·lular (Malaisse et al., 1979). La glucosa entra dins la cèl·lula a 
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través del transportador de glucosa GLUT2, i un cop a dins entra a la via glucolítica a 
ser fosforilada per l’acció de l’enzim glucoquinasa, transformant-se en glucosa-6-fosfat. 
El metabolisme de la glucosa dins la cèl·lula � és el que genera la senyal per secretar la 
insulina a través de l’augment d’ATP intracel·lular, tancament de canals de potassi 
depenents d’ATP (Larsson et al., 1996), despolarització de membrana i entrada de calci 
a l’interior de la cèl·lula, que guiarà l’exocitosi (Bergsten et al., 1994) (veure figura 15). 
La secreció per exocitosi de la insulina presenta dues fases: una primera fase molt curta 
però intensa, on s’alliberen al voltant de 100 grànuls per segon, i una segona fase 
sostinguda en el temps en la que s’alliberen de 0,5 a 10 grànuls per segon (Rorsman et 
al., 2000). La primera fase és independent de l’ATP mentre que la segona fase requereix 
ATP, probablement per la mobilització dels grànuls de reserva. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15.- Esquema de la secreció de la hormona insulina a partir de l’estimulació per 
glucosa (exocitosi regulada). Extret de la pàgina web “www.medbio.info” 
 

5.3.- DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI DEL PÀNCREAS: GENERACIÓ 

DELS DIFERENTS TIPUS CEL·LULARS 

  

El pàncreas es desenvolupa a partir de precursors de l’endoderm, i haurà de 
donar lloc als llinatges ductals, exocrins i acinars. Per controlar que el 
desenvolupament es realitzi de manera correcta, és necessària la regulació de 
l’expressió de diferents gens, controlats jeràrquicament per específiques xarxes de 
factors de transcripció (Jensen, 2004). El desenvolupament pancreàtic en rosegadors és 
força semblant al d’humans. No obstant, mentre que les cèl·lules � en humans són 
funcionals al final del primer trimestre de gestació, en rates no es fa efectiva la seva 
funcionalitat fins al final de la gestació, i concretament els illots continuen remodelant-
se i madurant fins 3 setmanes després del naixement (Habener et al., 2005). 

Es pot dividir el desenvolupament pancreàtic en tres transicions diferenciades 
(veure figura 16). En la primera transició del desenvolupament, la morfogènesi 
pancreàtica comença aproximadament en el dia e9 en resposta a senyals del mesoderm, 
quan es formen dues evaginacions, dorsal i ventral (Sander and German, 1997). Les 
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dues evaginacions formaran un epiteli ductal indiferenciat mitjançant morfogènesi, 
que donarà dos primordis pancreàtics el dia e12.5, que finalment es fusionen. 

En la segona transició del desenvolupament, les cèl·lules endocrines disperses 
entre l’epiteli indiferenciat es ramifiquen i proliferen, i els acinis ja es poden distingir 
dels ductes. Les cèl·lules endocrines ja comencen a organitzar-se en clusters semblants a 
illots el dia e16. Es formen petits clusters cel·lulars, illots primitius que acabaran 
desenganxant-se dels ductes i quedaran en el mesènquima adjacent (Scharfmann, 
2000). El següent pas és l’arribada de vascularització en aquests clusters cel·lulars de 
cèl·lules endocrines immadures (Reusens and Remacle, 2006) (veure figura 17). 

La tercera transició del desenvolupament comença el dia e18 i continua fins la 
segona i tercera setmana després del naixement. En el dia e18.5, al final de la gestació, 
els illots arriben a adoptar la distribució característica de les cèl·lules � al centre de 
l’illot i les cèl·lules que no expressen insulina a la perifèria. Aquesta tercera etapa 
consisteix en la remodelació i maduració de les cèl·lules endocrines dels illots de 
Langerhans, fins a aconseguir la completa capacitat de ser sensible a la glucosa i de 
regular la secreció d’insulina (Habener et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16.- Esquema de les transicions que tenen lloc durant el desenvolupament del 
pàncreas en rosegadors. DP= dorsal pancreas, VP= ventral pancreas. Extret de 
(Habener et al., 2005).  
 
 
 
 
 
 
 

23 



Introducció 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17.- Diferenciació de les cèl·lules de l’illot durant el desenvolupament 
embrionari amb l’ajuda de senyals del mesènquima, fins arribar a la vascularització i 
aconseguir la correcta disposició de tots els  seus tipus cel·lulars. Extret de (Reusens 
and Remacle, 2006). 
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5.4.- FACTORS DE TRANSCRIPCIÓ IMPLICATS EN LA DIFERENCIACIÓ 

ENDOCRINA  

 
La identitat i funció de cada tipus cel·lular està definida per un programa 

genètic que, a la vegada, vé determinat per un únic grup de reguladors transcripcionals 
i una xarxa reguladora de gens específics. Per estudiar els factors de transcripció lligats 
al desenvolupament pancreàtic ha estat molt útil l’estratègia dels knock-outs en ratolí, 
que han permès l’observació de les conseqüències fenotípiques de les deleccions 
d’aquests gens. Aquests estudis han proporcionat una cascada de factors de 
transcripció, alguns dels quals estan representats a la figura 18: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18.- Cascada de factors de transcripció implicats en el desenvolupament 
pancreàtic de ratolí. Modificació de la figura extreta de (Gasa, 2005) 
 
A.- Factors implicats en desenvolupament primerenc del pàncreas: 
 

PDX1 (Pancreatic duodenal homeobox gene-1): També s’anomena Ipf1 o bé Idx1, i 
és un regulador clau en el desenvolupament pancreàtic i en la diferenciació de 
progenitors cap a fenotip �. Va ser inicialment identificat com un activador 
transcripcional dels gens de somatostatina i insulina, tot i que posteriorment s’ha 
demostrat que regula l’expressió d’altres gens específics de l’illot com amilina, 
glucoquinasa i glut2 (Miller et al., 1994).  
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En el desevolupament és el que s’anomena master regulator, és a dir que totes les 
cèl·lules pancreàtiques (endocrines, exocrines i ductals) deriven de progenitors que 
expressen Pdx1 (Gu et al., 2002). La seva expressió en l’espai i el temps participa en la 
determinació de l’endoderm cap a fenotip pancreàtic (Ahlgren et al., 1996). La seva 
expressió és àmplia en l’endoderm prepancreàtic  abans de les evaginacions, i a partir 
del dia e13 queda restringit en alguns ductes i cèl·lules exocrines, mentre que la seva 
expressió és abundant en la majoria de cèl·lules � i en una subpoblació de cèl·lules � de 
l’òrgan adult. En la cèl·lula � diferenciada  s’ha descrit que actuaria com un regulador 
del gen de la insulina en resposta a glucosa, i la seva funció estaria regulada per 
fosforilació i translocació nuclear (Ahlgren et al., 1998). En els ratolins knock out per 
Pdx1 no es forma pàncreas, fet que determina la seva importància en el 
desenvolupament pancreàtic (Stoffers et al., 1997). A més, en ambients cel·lulars 
permissius, també pot induir propietats de cèl·lula � en cèl·lules de fetge (Ferber et al., 
2000). 
  

Hlxb9: És un activador transcripcional de la família bHLH que s’expressa en 
pàncreas embrionari en el dia e8 i dóna lloc a la proteïna Hb9. S’expressa amb 
anterioritat a Pdx1 en l’evaginació dorsal (Li et al., 1999). Els ratolins knock out per 
aquest gen presenten agènesis pancreàtica dorsal (no formació de l’evaginació dorsal) 
(Harrison et al., 1999). En adults la seva expressió queda restringida a les cèl·lules �. 
 

Isl1: S’expressa en el desenvolupament del pàncreas i del sistema nerviós 
central. En pàncreas adult s’expressa en totes les cèl·lules pancreàtiques que 
produeixen hormones, i s’ha vist implicat en l’expressió d’amilina, glucagó i 
somatostatina (Wang and Drucker, 1995). En cèl·lules � però la seva expressió és molt 
baixa, i no se li atribueix una funció important en la regulació de la insulina. El ratolí 
knock out per aquest factor presenta agènesi pancreàtica dorsal, semblant a la 
provocada en el knock out de Hlxb9 (Ahlgren et al., 1997).  
 
B.- Factors implicats en la inducció de cèl·lules endocrines 
 

Una vegada determinat que totes les cèl·lules del pàncreas adult provenen de 
progenitors que expressen Pdx1, són necessaris altres factors que regulin el pas 
d’aquests precursors comuns a cèl·lules endocrines, exocrines i ductals. Per la 
determinació endocrina la cascada proposada és la següent: 
 

Inactivació Delta/Notch: És la responsable de moltes decisions binàries del 
destí cel·lular en la majoria d’organismes multicel·lulars. En el pàncreas, i de manera 
semblant a com succeeix en el desenvolupament neural, aquesta senyalització cèl·lula-
cèl·lula que rep el nom de “inhibició lateral” serà la responsable de l’especificació 
endocrina: les cèl·lules que han de diferenciar-se fins al llinatge endocrí utilitzen la 
senyalització Notch per forçar les cèl·lules veïnes a adoptar un fenotip no-endocrí 
(Jensen et al., 2000). 
 

Neurogenina 3: És un factor de transcripció de tipus bHLH indispensable per la 
diferenciació dels llinatges cel·lular endocrins del pàncreas; el ratolí knock out per 
aquest factor mor de diabetis poc després del naixement per falta de cèl·lules 
pancreàtiques endocrines (Gradwohl et al., 2000). L’expressió de Ngn3 comença 
aproximadament el dia e9-9.5, té un punt màxim el dia 15.5 coincidint amb la generació 
de les cèl·lules endocrines, disminueix dràsticament en el naixement i és gairebé 
indetectable en pàncreas adult (Schwitzgebel et al., 2000). Les senyals positives tant 
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permissives com inductives poden iniciar l’expressió de Ngn3 en absència de la 
senyalització notch. S’han identificat llocs d’unió a HNF1�, HNF3� i HNF6 en el 
promotor de Ngn3 (Lee et al., 2001), i també s’ha descrit que Ngn3 regula en factor de 
transcripció IA1 de manera necessària per un correcte desenvolupament del pàncreas 
endocrí (Mellitzer et al., 2006). 

 
A més de participar en el desenvolupament, també és un factor que pot activar 

el programa de diferenciació endocrina en determinats contextes. En el model de 
diferenciació proposat a la figura 18, Ngn3 seria un master regulator (Gradwohl et al., 
2000), com Pdx1, però una vegada les cèl·lules deixen d’expressar Ngn3 es necessiten 
altres factors que continuin el procés. 
 

NeuroD1: És un factor de transcripció també de tipus bHLH que s’ha descrit 
com a diana directa de Ngn3. També se l’anomena BETA2 i és un regulador de la 
transcripció del gen de la insulina en cèl·lules �, i de la diferenciació de neurones (Chae 
et al., 2004). 

En el desenvolupament pancreàtic s’expressa en el dia e9.5 i colocalitza amb 
l’expressió de glucagó, en el dia e14.5 s’expressa en les proximitats de l’epiteli ductal, i 
en el dia 17.5 la seva expressió queda restringida a illots. Els ratolins knock out per 
NeuroD1 generen tots els tipus cel·lulars de l’illot però moren perinatalment com a 
conseqüència d’una severa hiperglicèmia (hi ha una ràpida pèrdua de cèl·lules � per 
apoptosi entre 3 i 5 dies després del naixement) (Naya et al., 1997). 
 
C.- Factors implicats en la determinació dels subtipus de cèl·lules endocrines 
 

Després del marcatge cel·lular per Ngn3 que determina el llinatge endocrí, són 
necessaris els reguladors dels quatre possibles tipus de cèl·lules principals de l’illot 
pancreàtic. 
 

Factors Pax: Pax-4 i Pax-6 són membres independents de la família de gens Pax. 
Ambdós d’expressen en el sistema nerviós central i en pàncreas, i Pax 6 s’expressa 
adicionalment en l’ull i el nas. Els models d’inactivació gènica han demostrat que els 
dos són imprescindibles per una correcta diferenciació endocrina (Sosa-Pineda et al., 
1997). Pax-4 s’expressa transitòriament just després de Ngn3 en el desenvolupament 
embrionari, arribant a un pic d’expressió en el dia e15 i disminuint fins a ser 
indetectable ràpidament. L’expressió de Pax-6 comença en el dia e9 i durant el 
desenvolupament embrionari es correlaciona amb l’expressió de les quatre hormones 
pancreàtiques (Sander and German, 1997). La seva expressió es manté durant el 
desenvolupament embrionari i en el pàncreas adult.  
 

Factors NK: Nkx2.2 i Nkx6.1 estan implicats en el desenvolupament del sistema 
nerviós central i del pàncreas. Els ratolins knock outs de cadascun dels dos gens 
presenten mort perinatal deguda a una severa diabetis (Sussel et al., 1998), (Sander et 
al., 2000). Nkx2.2 s’expressa inicialment en l’epiteli primitiu (just després de l’activació 
de Pdx1) i es manté fins el dia e13. En aquest moment, queda localitzat als progenitors 
Ngn3+ i finalment en l’adult la seva expressió perdura en les cèl·lules ���� i PP (Sussel 
et al., 1998). El patró d’expressió de Nkx6.1 en el desenvolupament pancreàtic és 
similar al de Nkx2.2, però en l’adult la seva expressió queda restringida a cèl·lula �. 
    

27 



Introducció 

5.5.- IMPORTÀNCIA DE LES SENYALS EXTRACEL·LULARS EN EL 

DESENVOLUPAMENT PANCREÀTIC 

 
Durant el desevolupament de cada òrgan és necessària una regulació molt 

acurada dels processos de proliferació, diferenciació, supervivència i apoptosi. Les 
senyals extracel·lulars autocrines i paracrines contribueixen a regular aquests 
processos. En el cas del pàncreas, la notocorda i el mesènquima que envolta l’epiteli 
pancreàtic secreten diversos factors que determinen l’especificació dorsal i ventral de 
les evaginacions pancreàtiques (Kim et al., 1997); i posteriorment també el mesènquima 
allibera les senyals necessàries per la migració, adhesió i formació d’illots pancreàtics 
(veure figura 19) (Kim and Hebrok, 2001). També les senyals del mesènquima poden 
fer augmentar el nombre de cèl·lules � al final del desenvolupament embrionari (Attali 
et al., 2007), i també controlen la diferenciació en el temps de cèl·lules � durant aquest 
procés (Duvillie et al., 2006). D’altra banda, també s’ha demostrat que són importants 
les senyals provinents dels vasos sanguinis de l’epiteli pancreàtic durant el 
desenvolupament embrionari (Lammert et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19.- Senyals del mesènquima que participen en la migració, adhesió i formació 
de l’illot. (BM= membrana basal, ECM= matriu extracel·lular). Extret de (Kim and 
Hebrok, 2001).  
 

En resum, podem dividir els senyals extracel·lulars que actuen en el 
desenvolupament pancreàtic en tres grans grups (veure figura 20): 

1.-Mediadors d’unions cèl·lula-cèl·lula  
2.-Proteïnes insolubles de la matriu extracel·lular 
3.-Factors solubles 
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Figura 20.- Representació de les tres principals classes de factors extracel·lulars 
implicats en desenvolupament pancreàtic: interaccions cèl·lula-cèl·lula, interaccions 
cèl·lula-matriu, i interaccions cèl·lula-factor soluble. Les abreviacions utilitzades en la 
figura es troben en el text següent. Extret de (Jiang and Harrison, 2002). 
 

La figura 20 ens mostra algunes de les principals substàncies que poden actuar 
a cada nivell, que detallem a continuació: 
 
1.-Mediadors d’unions cèl·lula-cèl·lula  

En aquesta categoria tenim els receptors Notch (també descrits en l’apartat 5.4 
d’aquesta tesi) i la família de les cadherines.  

S’han identificat quatre isoformes dels receptors Notch, que són proteïnes 
transmembrana que reconeixen els lligands DSL (Delta/Serrate/Lag2) de les cèl·lules 
veïnes. S’ha demostrat que la seva casacada de senyalització via HES-1 controla el 
manteniment dels precursors pancreàtics i la seva diferenciació endocrina (Jensen et al., 
2000).  

Les cadherines contenen la superfamília de molècules d’adhesió cel·lular 
(CAMs). Formen unions homofíliques entre cèl·lules i poden actuar a través de la 
�catenina activant gens implicats en proliferació com la ciclina D1. El bloqueig de la 
molècula CAM epitelial (Ep-CAM) indueix la diferenciació de cèl·lules insulina i 
glucagó positives en cèl·lules pancreàtiques de fetus humans (Cirulli et al., 1998).  
 
2.-Proteïnes insolubles de la matriu extracel·lular 

La matriu extracel·lular està formada per una xarxa de glicoproteïnes que 
inclouen  laminines, fibronectina, col·lagens, proteoglicans i glicosaminoglicans. No és 
una estructura estàtica sinó que està en constant remodelació, i pot participar en unions 
entre cèl·lula i matriu per desencadenar cascades de senyalització (Kleinman et al., 
2003). En el cas del pàncreas, entre els teixits epitelial i mesenquimal hi trobem una 
matriu extracel·lular especialitzada i densa anomenada làmina basal, formada 
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bàsicament per laminines, col·lagen i fibronectina. Hi ha estudis que demostren la 
importància de laminina-1 en el dia e13.5 per la diferenciació de cèl·lules pancreàtiques 
en cèl·lules positives per insulina (Jiang et al., 1999). Els principals receptors de 
laminines  que els permetrien exercir els seus efectes sobre el desenvolupament 
pancreàtic serien les integrines, una família d’almenys 22 membres formada per 
glicoproteïnes heterodimèriques transmembrana; tot i que també poden unir-se a altres 
receptors no-integrines com el distroglican (�-DG). 

Estudis en ratolí demostren les cèl·lules � no produeixen la seva pròpia matriu 
extracel·lular sinó que secreten el factor de creixement VEGF (Vascular endothelial 
growth factor), i la seva matriu prové de les cèl·lules endotelials del voltant que 
expressen el seu receptor (VEGFR) (Zaret, 2006). Aquest model podria explicar les 
següents observacions: els illots pancreàtics expressen nivells elevats de VEGF, i la 
xarxa de capilars que mantenen els illots és 5 vegades més densa que la del teixit exocrí 
(Nikolova et al., 2006). 
 
3.-Factors solubles 

En el camp dels factors solubles podem destacar les molècules de senyalització 
hedgehog, les proteïnes Wnt (Wingless type) i diverses famílies de factors de creixement. 
 

La família de proteïnes secretades hedgehog conté Shh (Sonic hedgehog), Ihh 
(Indian hedgehog) i Desert hedgehog. La seva senyalització inhibeix el trencament 
proteolític del factor de transcripció Ci. Tot i que no s’ha detectat expressió de Shh en el 
desenvolupament del pàncreas, en el ratolí knock out de Shh-/-  augmenta la massa de 
l’òrgan (Hebrok et al., 2000). 

Les glicoproteïnes Wnt són secretades com a factors de creixement, però queden 
associades  als glicosaminoglicans de la matriu extracel·lular i  es mantenen unides a la 
superfície cel·lular. Una de les seves casacades de senyalització pot anar via receptors 
Frizzled i a través de les proteïnes DSH (Disheveled) fins arribar a la �catenina. S’han 
descrit aquests receptors en pàncreas humans (Heller et al., 2003) i la seva implicació 
en desenvolupament podria anar a través de la inactivació de la via Notch a partir de 
DSH. 

La família de factors de creixement epidèrmics (EGF) conté almenys 10 
membres, que inclouen el mateix EGF, betacellulin i també TGF-���Els receptors que els 
uneixen són del tipus tirosina-quinases (RTK). S’ha descrit que EGF promou la 
proliferació de l’epiteli pancreàtic en rata que no ha estat en contacte amb el 
mesènquima (Cras-Meneur et al., 2001). També units a receptors del tipus tirosina-
quinases tenim FGF (fibroblast growth factors). Concretament s’han identificat FGF1, 
FGF7 i FGF10 en desenvolupament pancreàtic, i aquests mateixos actuen en la 
diferenciació de la porció exocrina (Miralles et al., 1999). També s’ha descrit que el 
dominant negatiu específic per FGF7 provoca aplàsia del pàncreas (Celli et al., 1998). 
Finalment, un altre tipus de factors de creixement que actuen en el desenvolupament 
pancreàtic serien els membres de la superfamília de TGF�, que inclouen els TGF�, BMP 
i activines. El tipus de receptors que els uneixen són del tipus serina/treonina quinases 
(STK). S’ha descrit TGF�1 i activin-A en pàncreas en desenvolupament, i el dominant 
negatiu del receptor II de TGF� augmenta la proliferació i provoca una diferenciació 
irregular de les cèl·lules acinars pancreàtiques (Bottinger et al., 1997). 
 

A més d’actuar durant el desenvolupament, moltes d’aquests senyals 
extracel·lulars provinents tant de factors coneguts com de factors desconeguts tenen un 
paper també en la diferenciació pancreàtica in vitro. Un exemple de la importància 
d’aquestes senyals extracel·lulars serien els estudis realitzats amb medi condicionat 
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provinent de pàncreas de ratolí a dia embrionari 16.5, que indiquen que aquest seria el 
responsable de la diferenciació pancreàtica endocrina in vitro de ESC.  Proposen que els 
factors solubles dels rudiments pancreàtics podrien estar modulant la diferenciació de 
les ESC fins a l’endoderm a través de factors inductors com Wnt, activina, FGF2, o 
FGF4, activant diverses vies de senyalització necessàries per establir la determinació 
pancreàtica (Vaca et al., 2006). 
 

5.6.- CÈL·LULES PROGENITORES EN EL PÀNCREAS 
 

La falta de marcadors específics de teixit per les cèl·lules troncals fa que sigui 
molt difícil aillar aquest tipus cel·lular en els diferents òrgans. En el cas del pàncreas, a 
més de la importància de la replicació de cèl·lules � preexistents (Dor et al., 2004), s’han 
descrit diferents tipus de progenitors que podrien contribuir a la generació de noves 
cèl·lules �.  En primer lloc, sembla força acceptat que els possibles progenitors d’illots 
pancreàtics es localitzarien en els ductes, basant-se en les evidències que en l’epiteli 
ductal és on s’originen els illots durant l’organogènesi pancreàtica (Sander and 
German, 1997), i en la identificació de cèl·lules � aillades associades a ductes en 
pàncreas humans (Bouwens and Pipeleers, 1998).  
 

També hi ha diverses evidències de l’existència de progenitors intra-illot com 
són les observacions fetes en illots de ratolí depleccionats de cèl·lules �, on aquestes 
cèl·lules poden regenerar-se i secretar insulina en resposta a glucosa (Banerjee and 
Bhonde, 2003). També s’ha descrit la presència de cèl·lules progenitores positives per 
glut2, i cèl·lules progenitores positives per PDX1 i somatostatina en un model de 
regeneració pancreàtica en rosegador (Guz et al., 2001), després d’haver eliminat la 
possibilitat que la proliferació de cèl·lules positives per insulina hagués regenerat la 
massa � cel·lular en aquest model experimental. Una altra evidència indirecta de 
l’existència de progenitors intra-illot seria la presència de cèl·lules Ngn3(+) en ratolins 
tractats amb STZ (Kodama et al., 2005). Tot i que un estudi de lineage tracing ha 
demostrat que tant en el desenvolupament com en l’adult les cèl·lules Ngn3+ són les 
progenitores de tots els tipus cel·lulars de l’illot, i que són diferents dels progenitors 
ductals (Gu et al., 2002); un altre estudi en l’adult descriu que la reactivació de la Ngn3 
no està implicada en la regeneració del pàncreas després d’una pancreatectomia del 
50% (Lee et al., 2006). 

 
La implicació de les cèl·lules positives per nestina en els progenitors pancreàtics 

s’ha descrit anteriorment en aquesta tesi (veure apartat 4.3).  
 
També hi ha evidències de la identificació de precursors multipotents en el 

pàncreas adult de ratolins amb el potencial de generar tipus cel·lulars característics de 
les diferents capes germinals embrionàries, incluint tant el pàncreas endocrí com 
exocrí, i també neurones i cèl·lules glials (Seaberg et al., 2004). Aquests progenitors 
multipotents poden provenir tant de cèl·lules ductals com de cèl·lules de l’illot. Un 
altre treball proposa que les cèl·lules positives per c-Met aillades per citometria de flux 
tant de pàncreas de ratolins en desenvolupament com adults, tenen la capacitat de 
diferenciar-se en cèl·lules endocrines i acinars. Aquestes cèl·lules c-Met(+) es troben 
principalment en els ductes, i amb  menor proporció en acins (Suzuki et al., 2004). 
 

Hi ha treballs que identifiquen unes “cèl·lules petites” en pàncreas humans 
que podrien contribuir com a progenitors en el creixement de l’illot. Aquestes cèl·lules 
són positives per PDX1, sinaptofisina, insulina, glucagó, somatostatina, PP, i alfa-
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fetoproteïna, però són negatives per CK19 i nestina. S’ha demostrat que aquestes 
cèl·lules tenen capacitat de secretar insulina en resposta a glucosa (Petropavlovskaia 
and Rosenberg, 2002). 
 

A més de les cèl·lules progenitores residents en el pàncreas, també hi hauria la 
possibilitat que hi haguessin cèl·lules progenitores d’origen hematopoiètic, i que 
poguessin ser transportades al pàncreas a través de la sang, on es diferenciarien en 
resposta a senyals activadores (veure figura 21). En concret, la població SP detectada 
recentment en el pàncreas humà podria ser l’encarregada de donar lloc a noves 
cèl·lules �  (Lechner et al., 2002). Segons la hipòtesi proposada pel grup del Dr. 
Habener (Lechner and Habener, 2003b), les cèl·lules progenitores hematopoiètiques 
circulants anirien als ductes, on rebrien senyals per generar nous illots (neogènesi de 
l’illot), o bé es localitzarien dins dels illots, on es convertirien en noves cèl·lules � 
(neogènesi de la cèl·lula �).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 21.- Diagrama que il·lustra la hipòtesi que les cèl·lules troncals pancreàtiques 
s’originen, almenys en part, a partir de cèl·lules troncals circulants alliberades per la 
mèdul·la òssia (Lechner and Habener, 2003b). 
 

Posteriorment es va proposar que cèl·lules no SP provinents de la medul·la 
òssia, un cop marcades i trasplantades en ratolins irradiats no diabètics podien produir 
cèl·lules � pancreàtiques funcionals sense evidències de fusió cel·lular (Ianus et al., 
2003). Altres autors també han arribat a produir cèl·lules positives per insulina in vitro 
a partir de cèl·lules obtingudes de la medul·la òssia, que trasplantades en ratolins 
diabètics tenen la capacitat de formar estructures semblants a illot i normalitzar la 
glicèmia (Oh et al., 2004), (Tang et al., 2004). No obstant, encara és motiu de debat ja 
que també hi ha estudis que no han pogut diferenciar in vivo cèl·lules positives per 
insulina a partir de cèl·lules de medul·la òssia (Choi et al., 2003), (Lechner et al., 2004), 
(Taneera et al., 2006). Un altre estudi va demostrar que les cèl·lules de la medul·la òssia 
injectades en ratolins pre-diabètics no es diferenciaven en cèl·lules productores 
d’insulina, sino que esdevenien cèl·lules vasculars endotelials (Hess et al., 2003). La 
millora de la glicèmia observada i l’augment de cèl·lules � en els ratolins tractats 
podria ser degut als factors solubles secretats per les cèl·lules endotelials, amb efectes 
sobre els progenitors residents en el pàncreas. Tant si és de manera directa com 
indirecta, sembla clara la implicació de les cèl·lules provinents de la medul·la òssia en 
la regeneració pancreàtica (Lechner and Habener, 2003a). 
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5.7.- PROCESSOS DE TRANSDIFERENCIACIÓ DE CÈL·LULES 

EXOCRINES CAP A CÈL·LULES PRODUCTORES D’INSULINA 

 
Diversos autors han demostrat la capacitat de transdiferenciació de les cèl·lules 

ductals cap a cèl·lules � mitjançant diferents protocols experimentals en ratolí (Ramiya 
et al., 2000), (Li et al., 2003), rata (Leng and Lu, 2005) i en humans (Bonner-Weir et al., 
2000), (Gao et al., 2003). Diversos estudis de regeneració pancreàtica suggereixen que 
les pròpies cèl·lules ductals proliferen en el focus de regeneració i posteriorment es 
desdiferencien per passar a ser una reserva de cèl·lules progenitores amb capacitat de 
produir noves cèl·lules acinars i de l’illot (Bonner-Weir and Sharma, 2002), (Bonner-
Weir et al., 2004). S’ha demostrat que en humans les vies que fan servir les cèl·lules 
ductals per la seva transdiferenciació passen per un estadi on expressen Ngn3+ i 
posteriorment arriben a expressar insulina (Heremans et al., 2002); com també s’ha 
estudiat la regulació de la proliferació d’aquests ductes una vegada transdiferenciats 
(Rescan et al., 2005). Malgrat aquests estudis, és teòricament possible que la veritable 
font d’aquests noves cèl·lules � generades fossin en realitat cèl·lules endocrines 
contaminants adherides als ductes durant el procés de purificació. Per resoldre aquesta 
qüestió, caldria obtenir preparacions ductals pures i/o dur a terme experiments de 
seguiment de llinatge. 
 

La capacitat de les cèl·lules no endocrines del pàncreas humà de 
transdiferenciar-se en cèl·lules endocrines també ha estat demostrada recentment (Hao 
et al., 2006). La població aillada, anomenada NEPECs (Non endocrine pancreatic epithelial 
cells), es pot transdiferenciar a fenotip de cèl·lula productora d’insulina mitjançant els 
factors solubles provinents de pàncreas fetal. Aquest estudi no identifica clarament si 
són les cèl·lules acinars o ductals les que formen la població NEPEC. També s’ha 
aconseguit diferenciació endocrina a partir de cèl·lules de pàncreas humà epitelials a 
les quals s’ha induit la reexpressió del factor de transcripció PDX1 (D'Alessandro et al., 
2007). 
 

Pel que fa a les cèl·lules exocrines, s’ha descrit un model de diferenciació in 
vitro de cèl·lules exocrines de rata fins a cèl·lules productores d’insulina mitjançant el 
tractament amb dues substàncies diferenciadores: LIF i EGF (Baeyens et al., 2005). 
Aquesta transdiferenciació utilitza l’expressió transitòria de Ngn3 i HNF6 per arribar a 
la producció d’insulina (Baeyens et al., 2006). De manera semblant, la combinació de 
EGF juntament amb nicotinamida pot diferenciar cèl·lules exocrines marcades amb el 
promotor de l’amilasa cap a cèl·lules productores d’insulina (Minami et al., 2005). Els 
treballs in vivo però són contradictoris; mentre que hi ha evidències indirectes de la 
transdiferenciació de cèl·lules acinars a cèl·lules � en rates tractades amb 
dexametasona (Lardon et al., 2004), altres treballs de seguiment del llinatge cel·lular 
indiquen que les cèl·lules acinars no contribueixen a la formació de noves cèl·lules � en 
models de regeneració pancreàtica (Desai et al., 2007). 
 

Un fet important és la descripció de fenòmens de EMET (Transició Epiteli-
Mesènquima-Epiteli) durant la regeneració pancreàtica endocrina. Aquest procés 
permet que cèl·lules puguin desdiferenciar-se a un estat de “cèl·lula semblant a 
fibroblast” i posterioment rediferenciar-se per formar les cèl·lules dels illots 
pancreàtics. Aquest fenomen s’ha descrit en cèl·lules pancreàtiques adultes en cultiu, 
concretament en l’epiteli ductal de rata (Bonner-Weir et al., 2004), en cèl·lules humanes 
procedents d’illots pancreàtics (Gershengorn et al., 2004)  i en cultius de teixit 
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pancreàtic humà no endocrí (Hao et al., 2006). En l’estudi de Gershengorn defensen 
que les cèl·lules obtingudes d’illots humans adults a través del procés EMET, 
s’indueixen a diferenciar en cèl·lules productores d’insulina més fàcilment que les 
altres cèl·lules progenitores, i fins i tot que les cèl·lules que tenen capacitat de 
transdiferenciar-se (Gershengorn et al., 2005). Recentment s’ha identificat en cèl·lules 
progenitores endocrines del pàncreas en desenvolupament un factor de transcripció 
anomenat Snail, implicat en el fenomen EMET, que també podria tenir efectes en el 
procés d’expansió i diferenciació observat en els illots humans adults de l’estudi del Dr 
Gershengorn (Rukstalis and Habener, 2007). Si es pogués demostrar que aquesta 
transició EMET existeix in vivo, podria suposar la reconciliació de les dues hipòtesis 
sobre l’origen de les cèl·lules � en el pàncreas adult (neogènesis i replicació). Al 
contrari del que s’ha descrit en humans, hi ha estudis que utilitzant la metodologia de 
lineage tracing demostren que el fenomen EMET no és necessari per generar noves 
cèl·lules � productores d’insulina en ratolins (Morton et al., 2007), (Atouf et al., 2007). 
 
 
6.- CÈL·LULES ESTRELLADES PANCREÀTIQUES 
   
 Les cèl·lules estrellades van ser descrites per primera vegada en el fetge per 
Karl von Kupffer, l’any 1876, mentre investigava la micro-anatomia del sistema nerviós 
hepàtic. Aquestes cèl·lules anomenades "sternzellen" (cel·lules estrella) per la seva 
morfologia característica, van ser classificades dins el sistema reticle-endotelial 
fagocític. L’any 1951, Ito va descriure en fetges d’humans les mateixes cèl·lules que 
Kupffer i les va anomenar Ito-cells o fat-storing cells; i autors com Nakane i Wake van 
identificar també aquestes cèl·lules Ito en altres espècies com el ratolí. Finalment al 
1971 es va unificar la nomenclatura i es va establir el terme de cèl·lules estrellades: les 
cèl·lules de Ito eren idèntiques a les cèl·lules estrellades de Wake però el terme fat 
storing no era apropiat ja que no acumulen greix sino vitamina A (Wake, 1971). L’any 
1973 ja es van identificar cèl·lules estrellades al fetge gràcies a aquesta propietat, 
utilitzant la injecció de vitamina A tritiada en ratolins (Hirosawa and Yamada, 1973). 
   
 Posteriorment les cèl·lules estrellades s’han identificat en altres òrgans a més de 
fetge, entre ells el pàncreas, el ronyó i els pulmons (veure taula 3) (Geerts, 2001). 
Actualment es parla d’un “sistema cel·lular estrellat difús” en mamífers, i la semblança 
d’aquestes cèl·lules mesenquimals d’altres teixits amb les hepàtiques ens permetria 
extrapolar les dades funcionals obtingudes en fetge als seus equivalents extrahepàtics 
(Zhao and Burt, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula 3.- Presència de cèl·lules estrellades en teixits extrahepàtics. Extreta de (Geerts, 
2001). 
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Cèl·lules estrellades i pàncreas 

  
 En el pàncreas, les cèl·lules estrellades van ser identificades 100 anys després 
que en el fetge. L’any 1982 es va descriure l’acumulació de vitamina A en el pàncreas 
de ratolins alimentats amb dieta suplementada amb aquesta vitamina (Watari et al., 
1982). En pàncreas normals i fibròtics d’humans i de rata es van descriure també 
aquestes cèl·lules amb capacitat d’acumular vitamina A l’any 1990 (Ikejiri, 1990). 
D’altra banda, al 1997 es van descriure en humans myofibroblast-like cells com a 
possibles productores de matriu extracel·lular en fibrosi pancreàtica (Saotome et al., 
1997). 
 No va ser fins al 1998 quan dos articles independents van relacionar que els dos 
tipus cel.lulars descrits fins alhesores (cèl·lules acumuladores de vitamina A i cèl·lules 
myofibroblast-like productores de matriu) eren en realitat el mateix tipus cel·lular però 
en diferents estats d’activació (Bachem et al., 1998) (Apte et al., 1998). 
   
 

6.1.- ORIGEN EMBRIOLÒGIC
 
 L’origen embriològic d’aquestes cèl·lules no està ben establert. Basant-se en 
l’expressió de proteïnes del citoesquelet com la alfa-actina i desmina característics del 
múscul llis, i de filaments intermedis de classe III com la vimentina es postula que 
podrien tenir un origen  mesenquimal (Geerts, 2004). 
 
 No obstant, les cèl·lules estrellades expressen també altres filaments i proteïnes 
d’origen neural com GFAP, NCAM, nestina, NGF (Nerve growth factor), receptors de 
NGF, i sinaptofisina. A més, la seva forma recorda a les dendrites dels astrocits. 
Aquestes evidències indicarien un possible origen neuro-ectodèrmic (Geerts, 2004). 
 
 Altres investigacions suggereixen un origen hematopoiètic per les cèl·lules 
estrellades, identificant la medul·la òssia com a font de precursors d’aquestes cèl·lules  
(Suskind and Muench, 2004), (Baba et al., 2004), (Ogawa et al., 2006). 
 
 

6.2.-  LOCALITZACIÓ, ACTIVACIÓ I QUIESCÈNCIA
       
 Les cèl·lules pancreàtiques estrellades (PaSCs) són components del pàncreas 
exocrí i constitueixen aproximadament el 4% del total de cèl·lules pancreàtiques. Estan 
presents a l’espai periacinar i tenen allargaments citoplasmàtics que encerclen la base 
dels acinis. També es poden trobar a l’espai perivascular o en regions periductals del 
pàncreas (veure figura 22) (Omary et al., 2007). 
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Figura 22.- Localització de les cèl·lules estrellades en el pàncreas. Extret de (Omary et 
al., 2007)  
 
 Les PaSC, com les cèl·lules estrellades hepàtiques (HpSC), es caracteritzen per 
tenir dos fenotips molt diferenciats: quiescent o actiu (veure taula 4). Aquest canvi de 
fenotip entre l’estat quiescent i actiu passa per un fenotip intermig (cèl·lula 
transicional) que presenta característiques d’ambdós.  

 
Les característiques cel·lulars dels dos fenotips serien les següents: 
 
Quiescent: 

 - Les cèl·lules acumulen vitamina A en vacuoles al seu citoplasma. 
 - Són postives per desmina, vimentina, nestina i GFAP. 
 - Tenen el nucli i el reticle endoplasmàtic rugós de tamany normal. 

-Presenten una capacitat limitada de proliferar, migrar, i produir matriu 
extracel·lular (ME). 

  
Actiu, amb fenotip “myofibroblast-like”: 

 - Perden gairebé tota la vitamina A acumulada al seu citoplasma. 
 - Expressen el marcador alfa-actina. 
 - El nucli i el reticle endoplasmàtic rugós s’hipertrofien. 

- Augmenten la seva taxa de proliferació i són capaces de migrar i produir 
matriu extracel·lular. 

 - A més, poden secretar múltiples factors solubles al medi (Jaster, 2004).  
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Taula 4.- Descripció de les característiques de la transició de cèl·lula quiescent a activa 
“miofibroblast-like”, a nivell ultraestructural i funcional, en HpSC. Els resultats 
podrien ser estrapolables a les PaSC. GF=Growth Factor, RER=Reticle endoplasmàtic 
rugós. Extret de (Pinzani, 1995) 
 
 En condicions normals la cèl·lula estrellada està en quiescència, però davant 
una injúria del teixit la cèl·lula s’activa i adquireix un fenotip “myofibroblast-like”. In 
vitro, les PaSC es poden activar pel cultiu en plàstic durant 48 hores. Les vies de 
senyalització que estan directament o indirectament relacionades amb l’activació de les 
PaSC han estat investigades mitjançant estudis de microarrays, donant un total de 325 
gens expressats diferencialment entre el fenotip actiu i el quiescent (Glass et al., 2006). 
Alguns dels mediadors d’activació i inactivació estan representats a la figura 23: 
 
 Mediadors d’activació: factors paracrins com IL1, IL6, IL8, i TNF� (Mews et al., 
2002), factors de creixement com PDGF i TGF�1 (Madro et al., 2004), angiotensina II , 
(Hama et al., 2004), etanol i espècies reactives d’oxigen . 
 
 Mediadors d’inactivació: no està gaire clara la inactivació de les PaSC però 
alguns estudis apunten que  lligands de PPAR	�podrien inhibir l’acció profibrogènica 
de les PaSC (Masamune et al., 2002), així com també la suplementació amb vitamina A 
(McCarroll et al., 2006). Encara no està clar si després de la inactivació funcional, és a 
dir quan deixen de secretar ME, les PaSC poden tornar a l’estat quiescent o bé són 
eliminades per apoptosi. 
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Figura 23.- Mecanismes d’activació de les PaSC en pancreatitis crònica i càncer de 
pàncreas. Extret de (Jaster, 2004). 
 

6.3.- IMPLICACIÓ DE LES CÈL·LULES ESTRELLADES EN DIFERENTS 

PROCESSOS FISIOPATOLÒGICS   

 
 Els principals processos en que estan implicades les PaSC per les 
característiques que adopten durant el fenotip actiu estan representades a la figura 24.   
 

Fibrogènesis  
 

Les PaSCs tenen una participació clau en la patobiologia dels principals 
desordres del pàncreas exocrí: la pancreatitis crònica i el càncer de pàncreas (veure 
figura 23). En el cas de la pancreatitis, les cèl·lules estrellades s’activen i donen com a 
resultat una excessiva acumulació de proteïnes de matriu extracel·lular (ME) en el 
pàncreas, que tindrà importants conseqüències fisiopatològiques tant pel que fa a la 
funció com a l’estructura de l’òrgan. A més dels canvis quantitatius on es veu afectada 
la producció i acumulació de ME, també es donen canvis qualitatius en la composició 
de la ME. 
 

En el pàncreas, la matriu extracel·lular està formada principalment per 
col·lagens tipus I, III, IV, V i VII; i per components no col·lagen com glicoproteïnes i 
proteoglicans sulfats. En el procés de fibrogènesi, la producció de ME augmenta entre 3 
i 5 vegades i es produeix un canvi en el tipus de ME que passa de tenir una matriu de 
baixa densitat formada principalment per col·lagens tipus IV, V i VII a una matriu 
d’alta densitat formada per col·lagens tipus I i III (Schneider et al., 2001). Aquest canvi 
qualitatiu es produeix gràcies al canvi en l’activitat de les metal·loproteinases (MMP). 
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Durant el procés de fibrogènesi s’observa una disminució de la MMP1 (col·lagenasa 
tipus I) i un augment en la producció de MMP2, MMP3 i MMP9 (responsables de la 
degradació de matriu de baixa densitat). Les cèl·lules estrellades són la font principal 
de MMP2, i l’acumulació de ME d’alta densitat actua com a estímul per la producció de 
més MMP2 per part de les cèl·lules estrellades (retroalimentació positiva). Alhora, les 
cèl·lules estrellades augmenten l’expressió d’inhibidors de metal·loproteinases (TIMP1 
i TIMP2), que inhibeixen l’activitat de les metal·loproteinases intersticials, afavorint 
així el canvi qualitatiu de la ME (Phillips et al., 2003). 
 

    MMP2 degrada col·lagen IV (matriu de baixa densitat) 
PaSC 

    TIMP1,2          inhibeix MMP1         poca degradació col·lagen I (matriu d’alta densitat) 
 

S’ha demostrat la implicació de les PaSC en la pancreatitis crònica, malaltia 
caracteritzada per una insuficiència progressiva del pàncreas exocrí i endocrí, resultat 
generalment de l’abús crònic d’alcohol i també d’alteracions genètiques, desordres 
autoimmunes i malalties obstructives del tracte biliar (Pezzilli, 2007). TGF�1 està 
considerada la principal citoquina fibrogènica. En animals transgènics que 
sobreproduïen la forma activa de TGF�1 es va observar el desenvolupament de lesions 
fibròtiques en diversos teixits (Sanderson et al., 1995). Tot i que hi ha diverses fonts de 
secreció de TGF�1, sembla ser que l’aportació per part de les cèl·lules estrellades és la 
més important en la fibrosi pancreàtica (Shek et al., 2002), (Ohnishi et al., 2004). D’altra 
banda, en el càncer de pàncreas les PaSC formen la desmoplàsia fibrosa al voltant del 
tumor, caracteritzada per  una acumulació de teixit connectiu.  Mitjançant estudis de 
medi condicionat de tumors pancreàtics s’ha demostrat que les cèl·lules del carcinoma 
poden estimular la proliferació les PaSC i participar d’aquesta manera a la producció 
excessiva de proteïnes de ME (Apte et al., 2004). La desmoplàsia afavoriria el 
creixement i supervivència del tumor, i en aquest context les MMP secretades per les 
PaSC podrien promoure la invasió tumoral i les metàstasis (Munshi and Stack, 2006). 
 

Regeneració tissular 
 

Segons un estudi realitzat en humans, l’augment significatiu de PaSC actives en 
zones regeneratives del pàncreas després d’una pancreatitis aguda comparades amb el 
teixit normal, suggereix la seva implicació en el procés de regeneració pancreàtica  
(Zimmermann et al., 2002). A més, la presència de nestina va ser detectada per primera 
vegada en aquest tipus cel·luar l’any 2002 (Lardon et al., 2002), i posteriorment es va 
relacionar la implicació de les cèl·lules estrellades postives per nestina en la 
regeneració tissular de pàncreas de rata en un model de pancreatitis induïda (Ishiwata 
et al., 2006). 
 

Inflamació  
 

El primer pas que es produeix després d’una lesió tissular és el reclutament de 
leucòcits amb la finalitat d’eliminar el teixit necròtic i neutralitzar l’agent que està 
causant la lesió. Un segon pas seria la proliferació i migració de les cèl·lules tipus 
miofibroblast que secreten proteïnes de ME, i posterioment en una tercera etapa les 
proteïnes de ME serien eliminades i les cèl·lules parenquimals es regenerarien. Davant 
un dany tissular perllongat o crònic, les tres fases podrien succeir simultàniament i de 
manera descoordinada, donant com a resultat una inflamació crònica i una acumulació 
permanent de proteïnes de ME. 
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Les molècules d’adhesió que participen en la inflamació són les responsables de 

la interacció entre les cèl·lules de la sang i les endotelials, entre leucòcits, i entre 
leucòcits i altres tipus cel·lulars (com per exemple les cèl·lules estrellades). Les 
principals famílies de molècules d’adhesió cel·lular (CAMs) són tres: la família de les 
selectines, la família de les integrines i la superfamília de les immunoglobulines. Les 
interaccions entre aquestes molècules està regulada pel tipus de quimocines secretades 
(proteïnes amb capacitat d’establir un gradent al voltant del focus inflamatori), i 
permetran el reclutament de leucòcits.  
 

En fetge s’ha descrit que les cèl·lules estrellades modulen el procés inflamatori 
amb la producció de mediadors solubles (quimocines, factors de creixement 
hematopoiètic, interleucines, etc.) i l’expressió a la seva superfície de molècules 
d’adhesió CAMs: I-CAM (CD54), V-CAM (CD106), N-CAM (CD56) (Knittel et al., 
1999). La presència de la molècula de membrana CD38 indueix l’expressió d’aquestes 
molècules d’adhesió en HpSC actives (March et al., 2007). Tant I-CAM com V-CAM 
s’uneixen a membres de la família de les integrines, mentre que N-CAM es pot unir a 
altres cèl·lules que expressin N-CAM o heparan sulfat. També s’ha descrit que les 
cèl·lules hepàtiques estrellades secreten factors com el SCF (stem cell factor), que seria 
un possible mecanisme de reclutament de mastòcits en el procés de fibrosi hepàtica 
(Gaca et al., 1999; Marra, 1999) (veure taula 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula 5.- Substàncies secretades per les HpSC amb implicacions en la resposta 
inflamatòria. Algunes d’aquestes substàncies, com TGF� i IL6, també s’han descrit en 
PaSC. Extret de “Expertreviews.org” 
 

Tot i que no hi ha estudis exhaustius de les substàncies secretades per les PaSC 
amb una implicació en el procés d’inflamació, s’ha descrit que les cèl·lules estrellades 
s’activen per citoquines proinflamatòries (Apte et al., 1999). 
 

Presentació d’antígens 
 

De moment no es coneix la funció que podrien tenir les PaSC en els processos 
de presentació antigènica. S’ha descrit però que en el cas de les cèl·lules hepàtiques 
estrellades, quan estan actives, poden expressar molècules de presentació d’antígens 
(HLA I i HLA II), i tenen capacitat per internalitzar macromolècules i modular la 
proliferació dels limfòcits T (Vinas et al., 2003). En el cas del pàncreas, també s’ha 
descrit la seva capacitat fagocítica (Shimizu et al., 2005). Més recentment, s’ha proposat 
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que les HpSC poden actuar com a presentadores d’antígens en el fetge (Winau et al., 
2007), però encara no s’han demostrat resultats semblants en aquest sentit en el 
pàncreas. 
 

Implicacions descrites en la diabetis 
 

En el cas de la DM encara hi ha pocs estudis que facin referència a possibles 
efectes de les PaSC en aquesta patologia concreta. Recentment s’han publicat dos 
treballs que fan referència a aquesta qüestió: el primer proposa que la hiperglicèmia i la 
hiperinsulinèmia tenen efectes aditius en l’activació de les PaSC, i seria una possible 
explicació a la fibrosi intra-illot específica detectada en pacients afectats per la DM2 
(Hong et al., 2007). En el segon treball proposen que la glucosa alta activa les PaSC, 
contribuint així a la fibrosi exocrina que acompanya en molts casos a la DM1 
(Nomiyama et al., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24.- Resum de les característiques que presenten les PaSC activades per etanol o 
espècies reactives d’oxigen (ROS), i dels principals processo en que poden estar 
implicades. Extret de (Omary et al., 2007).   
 

6.4.- SEMBLANCES I DIFERÈNCIES AMB LES CÈL·LULES ESTRELLADES 
HEPÀTIQUES 
 

 A més de l’origen embriològic que sembla comú, hi ha estudis que indiquen 
que les cèl·lules estrellades pancreàtiques i hepàtiques presenten semblances a nivell 
transcripcional que els distingeixen clarament dels fibroblasts (Buchholz et al., 2005). 
D’altra banda però, també s’han identificat alguns gens que s’expressen 
diferencialment entre PaSC i HpSC, com per exemple alguns gens associats a la 
producció i remodelació de la matriu extracel·lular, elements del citoesquelet, i factors 
de transcripció  
 Respecte a la localització les cèl·lules estrellades in vivo en aquests dos òrgans, 
se sap que és periacinar en el cas del pàncreas, i entre els hepatòcits i els sinusoids 
hepàtics en el cas del fetge. A la figura 25 veiem la seva localització mitjançant tinció 
immunohistoquímica amb desmina (Apte et al., 1998). 
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Figura 25.- Localització diferencial en pàncreas i fetge de les PaSC (1) i les HSC (2) 
respectivament, per tinció amb desmina. Extret de (Apte et al., 1998). (A=acini, 
H=hepatòcits, S=sinusoid hepàtic) 
 

6.5.- CULTIUS PRIMARIS DESCRITS DE CÈL·LULES ESTRELLADES 

PANCREÀTIQUES 

 
Des del seu descobriment l’any 1998 s’han intentat establir cultius cel·luars 

primaris per poder caracteritzar aquest nou tipus cel·lular i estudiar les possibles 
funcions en que poden estar implicades. Un dels primers cultius primaris va ser 
establert a partir de teixit obtingut de rates amb pancreatitis induïda; i aquestes 
cèl·lules es van mantenir en cultiu durant 20 setmanes (Kruse et al., 2001). Una altra 
aproximació va ser immortalitzar cèl·lules pancreàtiques estrellades de rata mitjançant 
la transfecció mediada per retrovirus del gen antigen T SV40. El resultat va ser una 
línia anomenada SAM-K, que es va mantenir en cultiu durant dos anys i ha servit per 
estudiar els factors que activen i inactiven aquest tipus cel·lular (Satoh et al., 2002). 
També existeix una altra línia en rata per immortalització espontània que va anomenar 
SIPS, i va utilitzar-se per estudis de proliferació, de tel·lòmers i dels efectes de IL1� 
(Masamune et al., 2003).  

D’altra banda, una estratègia més acurada per estudiar els dos estats de 
diferenciació de les PaSC va ser la immortalització per antigen T SV40 però de cèl·lules 
a 7 i 14 dies de cultiu. La seva posterior caracterització va demostrar que les cèl·lules 
immortalitzades de 7 dies (LTC-7) teniem un fenotip poc activat, mentre que les 
cèl·lules de 14 dies (LTC-14) corresponien a PaSC totalment actives (Sparmann et al., 
2004)  

Finalment, en humans també s’ha pogut establir una línia immortalitzada de 
PaSC anomenada RTL-PSC (Jesnowski et al., 2005). S’ha demostrat que aquesta línia 
presenta els dos fenotips, actiu i quiescent, segons les substàncies que s’afegeixen al 
medi de cultiu, i es proposa com a model per estudiar la fibrosi pancreàtica. 
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Hipòtesis i objectius 

Actualment, els fàrmacs utilitzats per al tractament de la diabetis mellitus no 
curen la malaltia sinó que la cronifiquen; i en la majoria dels casos, no poden evitar 
l’aparició de les complicacions secundàries associades a la mateixa. Això comporta la 
necessitat d’identificar noves alternatives terapèutiques gèniques i/o cel·lulars, com 
per exemple l’obtenció i posterior empelt de cèl·lules productores d’insulina a partir 
de cèl·lules pluripotents.  

En el pàncreas, hi ha controvèrsia sobre l'origen i localització de les cèl·lules 
troncals degut a l’absència de marcadors troncals específics. No obstant, s’han descrit 
processos de transdiferenciació d’alguns tipus cel·lulars pancreàtics involucrats en la 
regeneració pancreàtica endocrina. Aquests processos de transdiferenciació depenen 
de senyals cel·lulars internes i de senyals externes (factors solubles) presents en el 
nínxol cel·lular pancreàtic. 

 
En els últims anys, l’expressió del transportador de resistència a multidrogues 

ABCG2 descrit en cèl·lules troncals hematopoiètiques amb fenotip Side Population (SP), 
s’ha proposat com un nou marcador de cèl·lules pluripotencials en teixits de llinatge 
no hematopoiètic.  
 

El treball d’aquesta tesi es basa en la següent hipòtesi: 
 

Desconeixem si a més de la població minoritària SP-ABCG2(+) descrita en el 
pàncreas, podrien haver-hi altres tipus cel·lulars pancreàtics que expressessin el 
transportador ABCG2. Aquestes cèl·lules podrien representar una població cel·lular 
troncal pancreàtica amb implicacions en el complex procés de transdiferenciació 
endocrina. 
 
 
OBJECTIU GENERAL 
 

L’objectiu general d’aquesta tesi és identificar poblacions cel·lulars ABCG2 (+) 
en el teixit pancreàtic, així com estudiar la seva plasticitat i els efectes del seu 
secretoma. 
 

Els objectius concrets a investigar seran: 
 

Objectiu I 
1.- Obtenir cèl·lules ABCG2 (+) a partir de teixit pancreàtic de rata, i dur a terme 

la seva caracterització. 
2.- Investigar la capacitat de transdiferenciació de les cèl·lules ABCG2 (+) cap a 

un fenotip de cèl·lula productora d’insulina. 
 

Objectiu II 
1.- Estudiar els possibles efectes paracrins del medi provinent de la població 

cel·lular aillada ABCG2(+) sobre la població ductal pancreàtica. 
2.- Analitzar el secretoma de la població cel·lular ABCG2 (+) aillada. 
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Material i mètodes 

1.- CULTIUS CEL·LULARS 
 

1.1.- CULTIUS PRIMARIS 
 
 OBTENCIÓ DEL CULTIU PRIMARI ABCG2 (+) 
 Model animal 
 Rata Wistar mascle lactant (una setmana) 
 Reactius 
 Solució salina de Hanks (HBSS) 

Col·lagenasa P (Roche Diagnostics) 1 mg/mL en HBSS  
 BSA (Gibco BRL) 1 mg/mL en HBSS  

Mitoxantrone 8 �M (SIGMA) 
DMEM-F12 (25 mM de glucosa) + 10% FCS + 100 U/mL penicil·lina-
estreptomicina 
Equipament i material 
Material quirúrgic autoclavat (tisores i pinces de dissecció) 
Agulla de 14G 
Bany a 37ºC amb agitació mecànica 
Centrífuga refrigerada 
Campana d’esterilitat amb flux laminar 
 Protocol 


 S’extreuen els pàncreas de 5 rates Wistar lactants en condicions netes, i es 
mantenen en solució freda de col·lagenasa (1 mg/mL) fins al moment de la 
digestió. 


 Es digereixen amb col·lagenasa durant 20 minuts aproximadament a 37ºC, amb 
agitació mecànica suau, fins obtenir una disgregació homogènia del teixit. 


 La reacció enzimàtica s’atura afegint HBSS/BSA en fred. 

 Es deixa sedimentar l’homogenat durant 5 minuts a 4ºC. 

 S’aspira el sobrenedant i es repeteix el pas anterior una vegada. 

 Els pàncreas digerits es passen per una agulla de 14G per completar la 

disgregació i la mostra es transfereixen a un tub de 50 mL a través d’un colador 
per eliminar els fragments de teixit no digerits i els nòduls limfàtics. 


 S’afegeix HBSS/BSA fred i es centrifuga a 4ºC i 1000 rpm durant 5 minuts. 

 Es decanta el sobrenedant, deixant el sediment sec.  

 Es ressuspèn el sediment amb medi DMEM-F12 (25 mM de glucosa) amb 10% 

FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina suplementat amb Mitoxantrone 
8 �M.  

 
 

EXPANSIÓ I MANTENIMENT DEL CULTIU 
 Reactius 

DMEM-F12 (25 mM de glucosa) + 10% FCS + 100 U/mL penicil·lina-
estreptomicina + mitoxantrone (8�M) 
DMEM-F12 (8 mM glucosa) + 10% FCS + 100 U/mL penicil·lina-estreptomicina  

 Tripsina/EDTA (GIBCO) 
 PBS 
 DMSO (SIGMA) 

Equipament i material 
Campana de flux laminar 
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Material estèril 
Criotubs 
Flascons 
Centrífuga 
Protocol  


 El cultiu primari es manté amb medi suplementat amb Mitoxantrone 8 μM a 
l’incubador, amb canvis de medi cada 2 dies. Es realitzen observacions 
microscòpiques periòdiques fins a observar-se la formació de la monocapa, 
moment en que es retira el fàrmac. Aquest periode de selecció va durar dues 
setmanes. 


 Les cèl·lules seleccionades amb el Mitoxantrone passen a cultivar-se en medi 
DMEM-F12 (8 mM glucosa) amb 10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-
estreptomicina, a 37ºC, en una atmosfera humida contenint el 5% de diòxid de 
carboni i 95% d’oxigen.   
 
Tripsinització cel·lular 
Quan les cèl·lules es troben a un 80% de confluència cal tripsinitzar-les per 
expandir els cultius. 
Protocol  


 Es treu el medi de cultiu i es renten les cèl·lules amb PBS estèril. 

 S’afegeix tripsina/EDTA i es manté el flascó a l’incubador, controlant les 

cèl·lules amb el microscopi. 

 S’atura la reacció amb PBS i es centrifuga la mostra. 

 Per valorar la viabilitat es fa una tinció amb blau tripà d’una alíquota. 

 Es realitza el comptatge d’una alíquota cel·lular amb càmara de Neubauer. 

 Una part dels cultius es criopreserva i la resta s’expandeix en diferents flascons. 

 
Criopreservació  
Es criopreserven les cèl·lules en alíquotes de 1x106 cèl·lules per criotub 

utilitzant com a medi FCS + 10% DMSO. Els criotubs s’envolten en cotó i es congelen a 
–80ºC O/N. Posteriorment són emmagatzemades en un tanc de nitrogen líquid. 
 

OBTENCIÓ DEL MEDI CONDICIONAT 
Les cèl·lules del cultiu primari es mantenen en DMEM-F12 (8 mM glucosa) amb 

10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina. El medi que ha estat en contacte 
amb les cèl·lules s’anomena condicionat. Es centrifuga a 2000 g durant 10 minuts per 
eliminar restes cel·lulars, i es traspassa a un tub nou. Pot ser utilitzat en fresc o 
emmagatzemat a –80ºC. Pels estudis de proteòmica, es fan tres rentats de les cèl·lules 
amb PBS i posteriorment es mantenen sense FCS durant 24 hores i el medi recollit 
s’anomena condicionat SFM. 
 

MEDIS DE DIFERENCIACIÓ 
Medis suplementats: 
Medi basal + Nicotinamida (10 mM)  (SIGMA) 
Medi basal + Dexametasona (10-7 M) (SIGMA) 
Medi basal + Exendin 4 (0.1 nM) (Bachem) 
Medi basal + Activin A (2 nM) (R&D Systems) 
 
 

50 



Material i mètodes 

Cocktails de diferenciació: 
 Medi 1: DMEM (24 mM glucosa) suplementat amb 10 ng/mL HGF (R&D 
Systems), 0.5 pmol/L betacellulin (R&D Systems), 10 mM nicotinamida. Cocktail de 
substàncies basat en (Huang and Tang, 2003).  
   

Medi 2: Les cèl·lules es cultiven sobre matriu extracel·lular Matrigel (Becton 
Dickinson), una preparació de membrana basal provinent de cèl·lules tumorals. La 
Matrigel deixa descongelar O/N en gel a la cambra freda, i l’endemà es col·loca dins 
els pous de la placa. Si cal, es prepara una dilució de la Matrigel amb el medi de cultiu 
basal sense FCS. Es deixa gelificar durant una hora a 37ºC i les cèl·lules ja es poden 
plaquejar.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

8%Entactin 
31%Collagen IV 
56%Laminin 

Percent
in BD Matrigel™ Matrix

Basement Membrane 
Matrigel 

Component 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
        n.a.* not applicable 

             

 

2.3 ng/ml1.7-4.7 ng/mlTGF-� 
16 ng/ml11-24 ng/mlIGF-1 
12 pg/ml5-48 pg/mlPDGF 
n.a.*< 0.2 ng/mlNGF 
n.a.*< 0.1-0.2 pg/mlbFGF 
0.7 ng/ml0.5-1.3 ng/mlEGF 

Average GF 
Concentration 
in BD Matrigel 
Matrix  

Range of GF 
Concentration 
in BD Matrigel
Matrix  

Growth Factor 

 
Vam testar diferents suplements del medi, i també es van fer variacions en la 

duració del cultiu: 
M1: dilució Matrigel (1:3), medi DMEM/F12 (8mM glucosa) suplementat amb 

15%FCS+ITS+nicotinamida (10mM)+FGF7 (10ng/mL), 21 dies de cultiu 
M2: dilució Matrigel (1:10), medi DMEM/F12 (8mM glucosa) suplementat amb 

3% FCS+ITS+nicotinamida (10mM)+FGF7 (10ng/mL), 21 dies de cultiu 
M3: Matrigel no diluïda, medi DMEM/F12 (8mM glucosa) suplementat amb 

ITS però sense FCS, 28 dies de cultiu 
M4: dilució Matrigel (1:3), medi DMEM/F12 (8mM glucosa) suplementat amb 

15 % FCS+ITS+exendin-4 (0.1 nM), 21 dies de cultiu 
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AÏLLAMENT D’ESTRUCTURES  
Equipament i material 
Plaques de Petri 
Microscopi òptic invertit 
Campana de flux  laminar 
Pipeta automàtica 
Protocol 


 Es cultiven les cèl·lules en placa de Petri de 10 cm fins que formen estructures 
tridimensionals (clusters cel·lulars). 


 L’aillament es realitza utilitzant un microscopi invertit i pipeta automàtica, en 
condicions d’esterilitat dins la campana de flux. 


 Els clusters cel·lulars són recollits en tubs eppendorf i es mantenen amb medi de 
cultiu fins a la realització dels diferents estudis. 
 
RECUPERACIÓ D’ESTRUCTURES DESPRÉS DEL CULTIU EN MATRIGEL 
Reactius  
Cell Recovery (Becton Dickinson) 
PBS 
Equipament i material  
Plaques de 12 pous 
Scrappers 
Protocol 


 Es fan 3 rentats PBS amb (1mL/pou). 

 S’afegeix la solució cell recovery (500 μL/pou). 

 Les cèl·lules són recollides amb scrapper en un tub de 15 mL a 4ºC. 

 Es repeteix 2 vegades el rentat amb solució cell recovery (500 �L/pou) i el 

contingut es transfereix al mateix tub de 15 mL. 

 La mostra es manté en gel durant aproximadament 1 hora, barrejant per 

inversió cada 5 minuts fins a la dissolució completa de la Matrigel. 

 Les cèl·lules es recullen amb una centrifugació a 300  g durant 5 minuts a 4ºC. 

 Es fan dos rentats del sediment amb PBS a 4ºC. 

 Amb el sediment obtingut podem procedir a l’extracció de RNA, proteïnes, o bé 

a la disgregació del cluster i subcultius cel·lulars. 
 
 
DISGREGACIÓ D’ESTRUCTURES 
Reactius  
Tripsina diluïda 1:3 amb HBSS 
Equipament i material  
Incubador de cultius 
Protocol 


 Els clusters cel·lulars es digereixen amb tripsina-EDTA diluïda amb HBSS (1:3) a 
37ºC durant aproximadament 5 minuts, amb agitació manual. 


 S’incuben 3 minuts en gel.  

 Es recull el sobrenedant i es manté amb medi de cultiu. 

 Es repeteix el procés anterior fins que el cluster està totalment disgregat. 

 Si cal, es procedeix a la disgregació mecànica de les estructures que queden. 
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 Es realitza una centrifugació de l’homogenat i es descarta el sobrenedant. 

 Es valora la viabilitat de les cèl·lules aillades amb blau tripà. Es fa un recompte 

cel·lular per la seva posterior utilització en les diferents determinacions (RNA, 
proteïnes, immunocitoquímica). 

 
CITOSPIN 

 Reactius  
Tripsina 
PBS 
Equipament i material 

 Porta-objectes 
 Col·lector de la mostra 
 Citocentrífuga  
 Protocol 


 Es tripsinitzen els cultius cel·luars i es fa el comptatge. 

 Es dipositen 5·105 cèl·lules en el col·lector de la mostra. 

 Es centrifuguen a 800 rpm 8 minuts en una citocentrífuga. 

 Es fixa a l’aire durant 5 min 

 La post-fixació es fa amb metanol fred durant 5 minuts. 

 Es pot procedir a la tinció immunocitoquímica. 

 
 

1.2.- LÍNIA CEL·LULAR ARIP
 
 La línia cel·lular utilitzada en aquesta tesi s’anomena ARIP, i ha estat obtinguda 
de l’ATCC “American Type Culture Collection” (codi CRL-1674). Provenen de cultius 
primaris de tumors exocrins de rata. Tenen un aspecte poc refringent, creixen en 
monocapa, secreten poca quantitat d’enzims exocrins i no produeixen tumors en 
ratolins atímics.  
 Tots els experiments d’aquest treball amb les cèl·lules ARIP han estat realitzats 
entre els passatges 25 i 35. 

Medi de cultiu de la línia ARIP: DMEM 4.5 g/L glucosa, glutamina, NEA (non-
essential aminoacids), 100 U/ml penicil·lina-estreptomicina i 10% FCS. 

El manteniment i criopreservació dels cultius es fa seguint el mateix protocol 
que pel cultiu primari. 
 

 
2.- ASSAJOS FUNCIONALS

 
2.1.- EXTRUSIÓ DEL MITOXANTRONE
CITOMETRIA DE FLUX 
Reactius 
Mitoxantrone 8 μM 
Verapamil 50 �M  (SIGMA) 
Iodur de propidi 1 μg/mL (SIGMA) 
Tripsina/EDTA 
Equipament i material 
Citòmetre de flux (Becton Dickinson)   
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Protocol 

 Es plaquegen 1·105 cèl·lules/pou en una placa de 12 pous.  

 El substrat fluorescent (Mitoxantrone 8 �M) s’afegeix a les 24 hores de cultiu, 

durant 1 hora a 37ºC, en presència o absència de l’inhibidor dels transportadors 
de multidrogues (verapamil) en pous separats, a una concentració final de 50 
�M.  


 Es renten les cèl·lules amb PBS i es ressuspenen en medi de cultiu sense 
substrat fluorescent, però mantenint l’inhibidor per avaluar els seus efectes en 
la retenció del substrat.  


 Les cèl·lules mortes s’exclueixen amb tinció simultània de iodur de propidi (1 
�g/mL).  


 Les cèl·lules es tripsinitzen amb tripsina/EDTA, i es renten dues vegades amb 
PBS. 


 Es procedeix als anàlisis citomètrics. 
 

El protocol es basa en (Garcia-Escarp et al., 2004). 
 
IMMUNOFLUORESCÈNCIA 
 
Reactius   
Mitoxantrone 8 �M 
Verapamil 50 �M (SIGMA) 
Equipament i material 
Cubreobjectes rodons 

 Placa 24 pous 
Microscopi Leica TCS NT 
Protocol 


 Es plaquegen 3·105 cèl·lules/pou en plaques de 24 pous amb un cubreobjectes 
rodó a dins.  


 Es tracten les cèl·lules a les 24 hores de cultiu en presència o absència de 
l’inhibidor del transportador (verapamil), a una concentració final de 50 �M, 
durant 1 hora a 37ºC.  


 S’afegeix el substrat fluorescent (Mitoxantrone 8 �M) al medi de cultiu i es 
recull la mostra en els temps indicats: 2 minuts, 5 minuts i 10 minuts. 


 Després de l’incubació es renten les cèl·lules amb PBS i es procedeix a 
l’observació per microscopia de fluorescència. 

 
 El protocol es basa en (Miyake et al., 1999). 
 

 
2.2.- ASSAJOS DE PROLIFERACIÓ  
TIMIDINA TRITIADA 
Reactius  

 Hidroxiurea 12.5 mM  
 Timidina tritiada 10 �Ci/mL  
 Líquid de centelleig 

Aigua bidestil·lada 
Tricloroacètic al 5% 
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Glass microfibre filters (Whatman) 
Equipament i material 
Scrappers 
Centrífuga refrigerada 
Sampling Manifold (Millipore)  
Comptador de centelleig  
 
Protocol per cèl·lules en monocapa 


 Es plaquegen cèl·lules en plaques de 6 pous, amb una densitat de 1·106 
cèl·lules/pou en DMEM-F12 (11.1 mM glucosa). 


 Quan arriben a la confluència del 80% les cèl·lules es sincronitzen durant 24 
hores amb hidroxiurea 12.5 mM.  


 Es renten les cèl·lules amb PBS 5 vegades. 

 Es cultiven en DMEM-F12 (11.1 mM glucosa) durant 3 hores.  

 S’afegeix timidina tritiada (3H-timidina 10 �Ci/mL) durant una hora adicional.  

 Es fa un rentat amb PBS. 

 S’afegeixen 100 �L de PBS, i es recullen les cèl·lules mitjançant un scrapper.  

 Es divideix la mostra en dos tubs eppendorf separats (amb una part de la mostra 

extreurem i quantificarem la proteïna i amb l’altra mesurarem la proliferació 
cel·lular). 


 Es fa una centrifugació de 5 minuts a 1500 rpm i el sediment es ressuspèn en 
150 �L d’aigua bidestil·lada. També es pot congelar el sediment sec a –80ºC. 


 Soniquem la mostra 5 vegades durant 10 segons a 10 watts de potència. 

 Dividim la mostra en triplicats de 50 �L/tub. 

 Afegim 500 �L/tub de tricloracètic fred al 5%. 

 Es filtra la mostra a través d’una bomba de buit. El diàmetre és de 25 mm, i les 

cèl·lules queden retingudes en el filtre. 

 Es renten els filtres 3 vegades amb aigua destil·lada, es recull el rentat i es 

diposita en un vial amb 10 mL de líquid de centelleig. 

 Per determinar la proliferació, es compten els nivells de 3H retingut en el filtre 

amb un comptador de radiació �, com indicador directe de la 3H-Timidina 
incorporada. Obtindrem el resultat en cpm/vial. 

 
Protocol per clusters cel·lulars 


 Els clusters cel·lulars (n=50) s’aïllen i es cultiven O/N en plaques de petri no 
adherents en DMEM-F12 (11.1 mM glucosa). 


 S’afegeix hidroxiurea 12.5 mM durant 24 hores.  

 Es recullen els clusters cel·lulars amb una pipeta i es passen a un tub eppedorff. 

 S’afegeixen 500 �L de PBS, es centrifuguen a 800 rpm durant 5 minuts, i es 

decanta el sobrenedant. 

 Es repeteix el pas anterior (rentat) 4 vegades. 

 Es dipositen els clusters cel·lulars en una placa de petri no adherent i es cultiven 

amb DMEM-F12 (11.1 mM glucosa) durant 3 hores.  

 S’afegeix timidina tritiada (3H-timidina 10 �Ci/mL) durant una hora adicional.  
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 Es passen els clusters cel·lulars a un tub eppendorf amb PBS en 1%FCS i es 
compten. 


 Es renten amb PBS i es preparen dues aliquotes amb un nombre determinat de 
clusters (amb una part de la mostra extraurem i quantificarem la proteïna i amb 
l’altra mesurarem la proliferació cel·lular). Es poden congelar a –80ºC. 


 Ressuspenem la mostra amb 150 �L d’aigua bidestil·lada. 

 Soniquem la mostra 5 vegades durant 10 segons a 10 watts de potència. 

 Dividim la mostra en triplicats de 50 �L. 

 Afegim 500 �L de tricloracètic fred al 5%. 

 El contingut de cada tub eppendorf es filtra a través d’una  bomba de buit, fent 

passar la mostra a través d’un filtre de 25 mm de diàmetre de forma que les 
cèl·lules quedin retingudes en el filtre. 


 Es renten els filtres 3 vegades amb aigua destil·lada, que es recull i es diposita 
en un vial amb 10 mL de líquid de centelleig 


 Per determinar la proliferació, es compten els nivells de 3H retingut en el filtre 
amb un comptador de radiació �, com indicador directe de la 3H-Timidina 
incorporada. Obtindrem el resultat en cpm/vial. 

 
BrdU 

 Reactius  
Kit Cell Proliferation ELISA BrdU colorimetric (Roche) 
IgG (SIGMA) 
TGF�1 humà recombinant (R&D Systems) 
Pan TGF� (R&D Systems) 
Medi control (propi de la línia ARIP: DMEM 4.5 g/L glucosa, NEA non-essential 
aminoacids, 100 U/ml penicil·lina-estreptomicina i 10% FCS) 
Medi basal (propi del cultiu primari sense estar condicionat: DMEM-F12, 8 mM 
glucosa, amb 10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina )  
Medi condicionat (provinent del cultiu primari: DMEM-F12, 8 mM glucosa, 
amb 10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina) 

 Equipament i material  
Espectrofotòmetre 
Protocol 


 Es plaquegen les cèl·lules en una placa de 96 pous a una densitat  de 50.000 
cel·lules/pou, i es deixen a l’incubador 24 hores.  


 Quan els cultius estan a una confluència del 80%, s’incuben les cèl·lules O/N en 
DMEM sense FCS per sincronitzar el seu cicle cel·lular.  


 Afegim els medis que volem testar: control (propi de la línia ARIP), basal 
(propi del cultiu primari sense estar condicionat) i condicionat (provinent del 
cultiu primari) amb el 15% de FCS durant 24 hores, i durant les últimes 4 hores 
en presència de 10 �M BrdU. En algunes condicions, s’afegeix TGF�1 
recombinant 10 ng/mL, Pan-TGF� 20 �g/mL, o bé IgG 20 �g/mL.  


 Les cèl·lules es fixen i desnaturalitzen seguint les instruccions del fabricant (30 
minuts a T/A). 


 S’incuben amb l’anticòs anti-BrdU conjugat amb HRP durant 90 minuts.  

 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 Les cèl·lules s’incuben amb el substat de HRP durant un mínim de 5 minuts. 
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 La reacció s’atura afegint 25 �L de H2SO4 1 M.  

 Lectura espectrofotomètrica a una absorbància de 450 nm.  

 
2.3.- ASSAIG DE VIABILITAT

 MTT 
 Reactius 
 MTT (solució stock 5mg/mL en aigua) 
 Isopropanol + 0.04 N HCl 

IgG (SIGMA) 
TGF�1 humà recombinant (R&D Systems)  
Pan TGF� (R&D Systems) 
Medi control (propi de la línia ARIP: DMEM 4.5 g/L glucosa, NEA non-essential 
aminoacids, 100 U/ml penicil·lina-estreptomicina i 10% FCS) 
Medi basal (propi del cultiu primari sense estar condicionat: DMEM-F12, 8 mM 
glucosa, amb 10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina )  
Medi condicionat (provinent del cultiu primari: DMEM-F12, 8 mM glucosa, 
amb 10% FCS i 100 U/mL de penicil·lina-estreptomicina) 

 Equipament i material 
 Espectrofotòmetre 

Protocol 

 Es plaquegen cèl·lules en una placa de 96 pous a una densitat  de 50.000 

cel·lules/pou, i es deixen a l’incubador 24 hores.  

 Quan els cultius estan a una confluència del 80%, s’incuben les cèl·lules O/N en 

DMEM sense FCS per sincronitzar el seu cicle cel·lular.  

 Les cèl·lules es tornen a cultivar amb els medis que volem testar (control i 

condicionat) ja amb el 15% de FCS durant 24 hores, i durant les últimes 2 hores 
en presència de 0.5mg/mL de MTT (115 �L/pou). En algunes condicions, 
s’afegeix TGF�1 recombinant 10 ng/mL, Pan-TGF� 20 �g/mL, o bé  IgG 20 
�g/mL.  


 Afegim 115 �L d’isopropanol+0.04 N HCl i pipetegem per dissoldre els cristalls 
que es formen. 


 Llegim la placa a 575 nm i 650 nm. El percentatge de viabilitat serà: 
(OD 575-OD 650) tractades 
(OD 575-OD 650) control 

 
2.4.- ELISAIMMUNOASSAIG DE TGF�1 

 Reactius  
 TGF�1 humà recombinant (R&D Systems) 
 Anticòs de captura: Anti-TGF�1,�2,�3 monoclonal (R&D Systems) 
 Anticòs de detecció: Anti-TGF�1 biotinilat (R&D Systems) 
 Solució de bloqueig: PBS amb 5% Tween-20 i 5% sacarosa 
 Tampó de rentat: PBS pH 7.4 amb 0.05% Tween-20 

Tampó de dilució: TBS pH 7.3 amb 0.05% Tween-20 i 1.4% de Diluent DuoSet 
diluent Concetrate (R&D Systems)  

 Streptavidina HRP 
Solució substrat: barreja 1:1 de Color Reagent A (H2O2) i Color Reagent B 
(Tetramethylbenzidine)  
Solució stop: H2SO4 1 M 
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Equipament i material 
 Placa d’ELISA 
 Cambra humida 
 Espectrofotòmetre  
 Protocol 


 Es dilueix l’anticòs de captura a 2 �g/mL en PBS i es transfereixen 100 �L/pou 
en una placa d’ELISA. 


 Es posa la placa en una cambra humida i es deixa incubar O/N a T/A. 

 S’aspira en contingut de cada pou i es fan 3 rentats amb 400 �L/pou del tampó 

de rentat. Després de l’últim rentat cal assegurar-se bé que el pou queda ben 
sec, invertint la placa sobre paper absovent. 


 S’afegeixen 300 �L de solució de bloqueig a cada pou, i s’incuba a T/A almenys 
una hora. 


 Es repeteixen els rentats amb 400 �L/pou de tampó. 

 S’afegeixen 100 �L de la mostra a cada pou, i la recta estàndard de TGF�1 

diluïda amb el tampó de dilució. 

 Es barreja per agitació horitzontal durant un minut i s’incuba la placa durant 2 

hores a T/A. 

 Es repeteixen els rentats amb 400 �L/pou de tampó. 

 S’afegeixen 100�L/pou de l’anticòs de detecció diluits a 400 ng/mL en tampó 

de dilució i s’incuba la placa 2 hores a T/A. 

 Es repeteixen els rentats amb 400 �L/pou de tampó. 

 S’afegeixen 100 �L d’estreptavidina HRP i s’incuba la placa 20 minuts a 

temperatura ambient. 

 Es repeteixen els rentats amb 400 �L/pou de tampó. 

 S’afegeixen 100 �L/pou de solució substrat i s’incuba la placa 20-30 minuts a 

T/A. És important protegir la placa de la llum en aquest pas. 

 S’afegeixen 50 �L de la solució stop a cada pou, i es barreja per agitació 

horitzontal durant un minut. 

 La reacció colorimètrica té lloc entre els següents 5-30 minuts. 

 Es llegeix la placa amb l’espectrofotòmetre a 450 nm. 

 
 

2.5.- EXTRACCIÓ I QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNA
Reactius 
Tampó de llisi: Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, Tritó 1%, fosfat de sodi 
10 mM,  fluorur sòdic 10 mM,  ortovanadat sòdic 100 mM, cocktail d’inhibidors 
de proteases 10x (SIGMA)  
Nitrogen líquid 
Kit de quantificació de proteïnes DC (BioRad) basat en el mètode de Lowry 
Equipament i material 
Placa de 96 pous 
Bany de 37ºC 
Centrífuga refrigerada 
Espectrofotòmetre  
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Protocol per cèl·lules en monocapa i clusters 

 Es ressuspèn el sediment sec amb 100 �L de tampó de lisi. 

 Es fan 3 cicles de nitrogen líquid a 37ºC. 

 Es deixa la mostra durant 30 minuts a 4ºC. 

 Es fa una centrifugació durant 20 minuts a 14000 rpm a 4ºC. 

 Recuperem el sobrenedant i es quantifica la proteïna obtinguda mitjançant el 

protocol DC de BioRad: 
20 �L de mostra per pou en una placa de 96 pous. 
10 �L del reactiu A’ (dilució 1:50 dels reactius S:A). 
80 �L del reactiu B. 


 Es deixa la placa protegida de la llum durant 15 minuts i es procedeix a la 
lectura de la placa a 750 nm. 
 

2.6.- SECRECIÓ ESTÀTICA D’INSULINA
Reactius 
Tampó Krebs Ringer: 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.1 mM MgCl2, 
25 mM NaHCO3 i 0.1% BSA 
Glucosa 
Solució àcid-alcohol (HCl 10mM 0,15%, etanol 75%)   
Tripsina/EDTA o bé Cell Recovery (Becton Dikinson) 
Equipament i material 
Kit ELISA insulina (Mercodia)  

 Incubador de cultius 
Sonicador 
Protocol  


 Les cèl·lules es plaquegen en plaques de 12 pous amb una densitat de 1·106 
cèl·lules/pou o bé 100 clusters cel·lulars. 


 Es pre-incuba el cultiu una hora a 37ºC en tampó Krebs-Ringer. 

 S’incuba 60 minuts a 37ºC amb el mateix tampó suplementat amb glucosa a 

diferents concentracions: basal 2mM i alta 20mM.  

 Es recull el tampó Krebs Ringer després de l’estimulació, es centrifuga a 700 g 

durant 5 minuts i es guarda el sobrenedant a –80ºC fins que es realitza l’ELISA 
d’insulina.  


 Es tripsinitzen les cèl·lules dels pous o bé s’extreuen els clusters de la Matrigel 
amb la solució Cell Recovery 


 Es fa un rentat amb PBS i es centrifuguen a 700  g durant 5 minuts. 

 Es ressuspèn el sediment amb 200 �L de solució àcid-alcohol diluïda i es deixa 

O/N a 4ºC.  

 Es sonica 10 segons a 10 watts, es centrifuga 15 minuts a 3500 rpm i es guarda 

el sobrenedant a –80ºC. 
 

2.7.- ENDOCITOSI DE DEXTRÀ 
 És un experiment de pulse-chase: el pulse és el temps que incubes les cèl·lules 
amb dextrà, i el chase és el temps que deixen les cèl·lules sense dextrà per tal que 
s’internalitzi. 
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Reactius 
Dextrà de 70000 Da marcat amb FITC, 10 mg/mL (Molecular Probes) 
HBSS 
Medi de cultiu sense FCS i amb 0,5% de BSA 

 Paraformaldehid 3,7% 
Equipament i material 
Cubreobjectes rodons 
Placa de 24 pous 
Cambra humida i fosca 
Microscopi Leica TCS NT 
Protocol 


 Es plaquegen 3·105 cèl·lules/pou en plaques de 24 pous amb un cubreobjectes 
rodó a dins.  


 A les 24 hores de cultiu (a confluència aproximada del 80%) es fan dos rentats 
amb HBSS a 37ºC.  


 Es procedeix a fer el pulse: es tracten les cèl·lules durant 10 minuts i a 37ºC amb 
medi de cultiu sense FCS i amb 0,5% de BSA i 10 mg/mL de dextrà. 


 Es fan dos rentats amb HBSS a 37ºC. 

 Es procedeix a fer el chase: incubació a 37ºC amb medi de cultiu sense FCS i amb 

0,5% de BSA durant temps diferents (5-10-45 minuts). 

 Es fan dos rentats amb HBSS a 4ºC. 

 Es fixen les cèl·lules amb paraformaldehid al 3,7% durant 10 minuts. 

 Es fa un rentat amb HBSS i es monta la preparació per poder observar-la al 

microscopi de fluorescència. 
 
En paral·lel es realitza un control negatiu de la tècnica on tots els passos es realtizen 
a 4ºC.   

 
 
3.- ESTUDIS MORFOLÒGICS 
 

3.1.- MICROSCOPIA ELECTRÒNICA
Reactius  
Fixador Karnovsky: 2.5 % glutaraldehid i 2 % paraformaldehid en 0.1 M de 
tampó fosfat a pH 7.3 
1% tetraòxid d’osmi 
0.8% ferrocianat de potassi 
Acetona (30%, 50%, 70%, 95%, 100%) 
Resina Spurr  
Citrat de plom  
Acetat d’uranil  
Equipament i material  
Gradeta de coure  
Leica Ultracut UCT  
Microscopi JEM 010 equipat amb una càmera digital Gatan/MegaScan model 
792 

 Protocol 

 Clusters cel·lulars o cèl·lules en monocapa tripsinitzades es pre-fixen en fixador 

de Karnovsky. 
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 Després es fixen en 1% tetraòxid d’osmi i 0.8% ferrocianat de potassi durant 
una hora. 


 Es fan 3 rentats amb aigua bidestil·lada freda. 

 Es deshidraten les mostres amb concentracions creixents d’acetona (30%, 50%, 

70%, 95%, 100%) i finalment es fan tres canvis amb acetona 100%. 

 S’inclouen dins la resina Spurr i polimeritzen a 60ºC. 

 Els blocs es tallen amb un ganivet de diamant amb una Leica Ultracut, i els talls 

semifins es posen sobre una reixeta de coure. 

 Es tenyeixen les reixetes amb acetat d’uranil i citrat de plom. 

 Observació en un microscopi JEM 010 equipat amb una càmera digital 

Gatan/MegaScan model 792. 
 

3.2.- CARIOTIP 
 

El protocol emprat per a obtenir els cromosomes metafàsics es basa en la 
inhibició de la formació del fus acromàtic quan la cèl·lula entra en divisió, la lisi de les 
membranes per xoc hipotònic i la seva fixació.  

Reactius 
KaryoMax Colcemid líquid. (GIBCO) 10�g/mL 
Solució hipotònica: KCl 75 mM 
Solució fixadora: metanol:acètic (3:1) 
Protocol 


 Es parteix d’un cultiu al 70-80% de confluència. 

 S’afegeixen 40 �L de Colcemid per ml de cultiu (0,04 �g/mL de concentració 

final). 

 S’incuba des de 20 minuts (per cèl·lules que divideixen molt ràpid) fins o/n 

(per cèl·lules de divisió lenta) a 37ºC. 

 Es recull el sobrenedant en un tub cònic de 12-15 mL i es centrifuga a 370 g. 

 A la placa s’hi afegeixen 2 mL de solució hipotònica prèviament escalfada a 

37ºC i s’incuba 25 minuts a 37ºC (per tal de produir un xoc hipotònic i trencar 
les membranes). 


 Una vegada centrifugat el tub, es treu el sobrenedant, s’hi afegeixen 2mL de 
solució hipotònica i s’incuba també a 37ºC durant 25 minuts.  


 Al cap dels 25 minuts, es rasquen les cèl·lules de la placa (amb scraper) i 
juntament amb  el sobrenedant, es transfereix la mostra al tub cònic 
corresponent que també s’estava incubant a 37ºC. 


 S’afegeixen 2 mL de solució fixadora i s’inverteix el tub un parell de vegades 
per tal de parar la reacció hipotònica.  


 Es centrifuga el tub 8 minuts a 190 g. 

 Es decanta el sobrenedant, el sediment es desenganxa amb petits copets fins 

que queda homogeni i s’afegeixen gota a gota (per tal d’evitar la formació 
d’agregats) 10 mL en solució fixadora. 


 Es deixa a temperatura ambient durant 20-30 minuts i es centrifuga a 190 g 8 
minuts. 


 Es decanta el sobrenedant i s’afegeixen 4 mL de solució fixadora freda. 

 Es centrifuga 8 minuts a 190 g. 
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 Els dos darrers passos es repeteixen una altra vegada fins que el sediment 
queda ben blanc. 


 Es guarden els tubs a 4ºC durant almenys 24 hores abans de fer les extensions 
(si cal fer-les el mateix dia, es pot posar el tub a –20ºC durant dues hores). 


 Els sediments de cèl·lules fixades es poden guardar en solució fixadora a –20ºC 
per un període de temps gairebé indefinit. 


 Si cal fer un enviament de les cèl·lules fixades, es pot fer a temperatura ambient 
en el mateix vial. 

 

NOTA: Els temps de Colcemid i de solució hipotònica, són molt crítics. 

  
BANDES G, CONTRATINCIÓ DAPI 

Les bandes G són les regions cromosòmiques que repliquen tard en la fase S, 
que són riques en seqüències A+T i que contenen pocs gens actius. Una forma 
d’obtenir bandes G és mitjançant una contratinció amb DAPI (4'-6-Diamidino-2-
fenilindol), que forma complexes fluorescents amb el DNA de doble cadena i té una 
especial afinitat pels complexes A+T. 

 
Reactius 
Solució DAPI: 150 ng/ml  
Medi de muntatge “Vectashield” 
Protocol 
Es prepara una solució de Vectashield que contingui una concentració final de 

150 ng/ml de DAPI. Es posen unes gotes damunt dels portaobjectes, que s’escampen 
per tota la superfície en posar-hi un cubreobjectes al damunt, i s’analitzen 20 metafases. 
L’estudi del cariotip es va fer amb la col·laboració de la Dra Marga Nadal, de 
l’IDIBELL. 
 

3.3.- TINCIÓ AMB DITIZONA
 Reactius  
 Ditizona (SIGMA) 2.5 mg en 2.5 mL de DMSO i 25 mL de HBSS 

DMSO 
HBSS 
Equipament i material 
Xeringa i filtre de 45 �m 
Recipient protegit de la llum 
Lupa binocular 

 Protocol  

 Es prepara la solució de ditizona, i es filtra a través d’uns filtres de 45 �m de 

diàmetre. Cal mantenir la solució tapada de la llum. 

 Els clusters cel·lulars es tenyeixen amb la solució de ditizona filtrada durant 1-2 

minuts. 

 S’observa la positivitat amb una tonaliat vermella. 

 
3.4.- TINCIÓ AMB OIL RED

 La tinció d’Oil Red tenyeix les vesícules intracitoplasmàtiques de vitamina A 
presents en les cèl·lules estrellades, concretament tenyeix els àcids grassos que 
s’esterifiquen amb el retinol. 
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 Reactius  
 Oil Red 
 Alcohol isopropílic 60% 
 Paraformaldehid 4 % 
 Medi de muntatge aquós Mowiol 
 Equipament i material 

Microscopi òptic convencional Leica  
 Protocol: 


 Es prepara una solució stock de 0.5 grams Oil Red en 100 mL d’alcohol 
isopropílic 99%. Per obtenir la solució de treball barregem 60 mL de la solució 
stock i 40 mL d’aigua destil·lada. Cal deixar reposar la solució entre 10-15 
minuts i filtrar. 


 Es fixen les cèl·lules amb solució de paraformaldehid al 4% en PBS durant 10 
minuts a 4ºC. 


 Es renten les cèl·lules 2 vegades amb PBS, i seguidament fem 2 rentats amb 
alcohol isopropílic al 60%. 


 Es tenyeix amb solució Oil Red durant aproximadament 90 minuts. 

 Es diferencia amb alcohol isopropílic al 60%. 

 Es monta amb medi aquós Mowiol. 

 La observació es fa amb un microscopi òptic. 

 
3.5.- AUTOFLUORESCÈNCIA DE LA VITAMINA A

 Els cultius observats sota llum ultraviolada de 328 nm, presenten una 
fluorescència característica en blau i verd, indicant la presència de vitamina A en el seu 
citoplasma (Apte et al., 1998). 
 
4.- IMMUNOFENOTIPATGE: 
   

4.1.- IMMUNOFLUORESCÈNCIA DIRECTA I INDIRECTA
 Reactius  
 Paraformaldehid 4% 
 Solució de permeabilització: 0.05% Tween-20 en PBS  
 (en la tinció dels clusters la permeabilització es fa amb saponina a 0.1% en PBS, i 

es manté 0.05% de saponina en els rentats) 
Solució de bloqueig: 1% BSA en PBS 
Medi de muntatge aquós Mowiol 
Equipament i material  
Chamber slides (Labtek) 
Cubre-objectes  
Cambra humida 
Microscopi de fluorescència Leica DMR 
Protocol 


 Les cèl·lules es cultiven en chamber slide fins a una confluència aproximada del 
80%. 


 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 Es fixa la mostra amb paraformaldehid 4% durant 15 minuts.   

 Es fan 3 rentats amb PBS. 
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 En cas que l’antigen que volguem marcar sigui intracel·lular, es posa la 
preparació amb solució de permeabilització (0.05% Tween-20, o bé 0.05% 
saponina, en PBS) durant 15 minuts a T/A. 


 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 Es posa la preparació amb solució de bloqueig  (1% BSA en PBS) entre 15 i 60 

minuts a T/A. 

 S’incuben les preparacions dins una cambra humida O/N a 4ºC amb els 

anticossos primaris corresponents diluits amb solució de bloqueig (veure taula 
ANNEX). 


 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 S’incuben les preparacions durant una hora a temperatura ambient amb els 

anticos sossecundaris corresponents diluits amb solució de bloqueig (veure 
taula ANNEX). Aquest pas només es realitza en els casos que l’anticòs primari 
no està marcat amb fluorocrom. 


 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 Es monta la preparació amb un medi de muntatge aquós (Mowiol). Es deixen 

assecar mitja hora en absència de llum. Les preparacions es poden guardar a 
4ºC durant setmanes (en funció de l’anticòs).  


 Les imatges són observades i analitzades en el microscopi de fluorescència 
utilitzant el filtre amb la longitud d’ona corresponent.  

    
4.2.- CONTRATINCIÓ NUCLEAR AMB HOESCHT 

 Reactius  
 Hoescht (SIGMA) 1 mg/mL 
 PBS  

Equipament i material 
Microscopi de fluorescència Leica DMR  

 Protocol 

 Es prepara una solució stock de 5 mg de Hoescht en 5 mL d’aigua. Per preparar 

la dilució de treball diluim la solució stock en PBS (1:1000). Cal barrejar bé i 
guardar protegit de la llum. 


 Es tenyeix la mostra amb solució de Hoescht durant 15 minuts a T/A. 

 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 Es monta la preparació amb Mowiol.  

 Les imatges són observades i analitzades en el microscopi de fluorescència.  

 
4.3.- CITOMETRIA DE FLUX  

Reactius  
Paraformaldehid 2% 

 Solució de permeabilització: 0.2% Tween-20 en PBS  
 Solució de bloqueig: 1% BSA en PBS 
 Equipament i material  

Citòmetre de flux (Becton Dickinson) 
Programa Cell Request 
Protocol 


 Es tripsinitzen les cèl·lules en cultiu i es fa el comptatge cel·lular. 

 Es separen 1·106 cèl·lules en un volum final de 875 �L de PBS. 
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 Es fixen les cèl·lules amb 125 �L de paraformaldehid 2% durant 1 hora a 4ºC. 

 Es fan 2 rentats amb PBS. 

 En cas de tincions citoplasmàtiques, es ressuspèn la mostra en 1 mL de solució 

de permeabilització i es deixa 15 minuts a 37ºC. 

 Es fan 2 rentats amb PBS. 

 Es posa la mostra amb solució de bloqueig  (1% BSA en PBS) durant almenys 15 

minuts a 4ºC. 

 S’incuben les mostres amb l’anticòs primari O/N a 4ºC diluit amb solució de 

bloqueig (veure taula ANNEX). 

 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 S’incuben les mostres amb l’anticòs secundari durant una hora a 4ºC diluit amb 

solució de bloqueig (veure taula ANNEX). Aquest pas només es realitza en els 
casos que l’anticòs primari no està marcat amb fluorocrom. 


 Es fan 3 rentats amb PBS. 

 S’analitzen les mostres amb el citòmetre de flux i posteriorment amb el 

programa Cell Request 
 
 
5.- EXPRESSIÓ GÈNICA: 
 

5.1.- EXTRACCIÓ RNA TOTAL
 TRIZOL 
 Reactius: 
 Trizol (Invitrogen) 
 Cloroform 
 Isopropanol 
 Etanol 75% 

Aigua RNAse free 
 Equipament i material 
 Vórtex 

Xeringa de 29G 
 Scrappers 
 Espectrofotòmetre 
 Protocol: 
 Aquest mètode es basa en la utilització del reactiu Trizol Reagent seguint les 
instruccions del fabricant i adequant el protocol als nostres cultius cel·lulars. 


 Es fa un rentat de les cèl·lules amb PBS a 4ºC. 

 Es posen 500 �L de Trizol/pou i es recullen les cèl·lules amb l’ajuda d’un 

scrapper.  

 S’agita vigorosament amb un vórtex durant 30 segons a cada mostra. 

 Es fan passar les mostres per una xeringa de 29G 5 vegades. 

 S’incuben les mostres 5 minuts a T/A. 

 S’afegeixen 100 �L de cloroform a cada mostra i s’agita manualment durant 15 

segons. 

 S’incuben les mostres 2-3 minuts a T/A. 

 Es centrifuguen les mostres a 12000 g durant 30 minuts a 4ºC. 
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 Es recull la fase superior del gradent en un tub eppendorf. 

 S’afegeixen 250 �L d’isopropanol i s’incuben 10 minuts a T/A. 

 Es centrifuguen 10 minuts a 12000  g durant 15 minuts a 4ºC. 

 Es descarta el sobrenedant i es renta el sediment amb 500 �L d’etanol 75%. 

 Es fa un vórtex i es centrifuga a 7500 g durant 5 minuts a 4ºC. 

 Es descarta el sobrenedant i es deixa assecar el sediment a l’aire. 

 Es ressuspèn en un volum adequat d’aigua RNAsa free. 

 Es quantifica la concentració de la mostra en un espectrofotòmetre. També es 

valora la puresa (el ratio d’absorvància 260/280, entre 1.8-2). 
 
 Nota: El material utilitzat ha de ser RNAsa-free 
 
 COLUMNES Qiagen 
 Reactius: 

Kit d’extracció de RNA (RNasy Mini Kit, Qiagen) 
Etanol 75% 
Aigua RNAse free 

 Equipament i material 
Scrappers 
Xeringa de 29G 
Centrífuga 

 Espectrofotòmetre 
 

 Protocol: 

 Els clusters aillats de la Matrigel (veure apartat “Cell recovery”), es  centrifuguen 

10 minuts a 1000 rpm i ressuspenem el sediment amb 350 μL del tampó RTL 
(suplementat amb �mercaptoetanol). 


 Es fan passar les mostres per una xeringa de 29G 5 vegades. 

 S’afegeixen 350 �L d’etanol de 70% al llisat cel·lular i es barreja. 

 S’afegeixen els 700 �L del llisat a la columna Rneasy mini, i es centrifuga 15 

segons a 10000 rpm. 

 Es descarta el filtrat i s’afegeixen 700 �L del tampó RW1 a la columna. Es 

centrifuga la columna 15 segons a 10000 rpm. 

 Es descarta el filtrat i s’afegeixen a la columna 500 �L del tampó RPE/etanol. Es 

centrifuga 2 minuts a 10000 rpm. 

 Es centrifuga durant un minut més a 14000 rpm. 

 Per eluir l’RNA de la columna s’afegeixen 33 �L d’aigua destil·lada i es 

centrifuga 1 minut a 10000 rpm. 

 Es quantifica la concentració de la mostra en un espectrofotòmetre. També  es 

valora la puresa (el ratio d’absorvància 260/280, entre 1.8-2). 
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5.2.- RT-PCR
 Obtenció del cDNA mitjançant la transcripció inversa de l’RNAtotal prèviament 
aillat. 
  
 

Tractament amb DNAsa previ: 
Rectius  

 DNAsa I (Invitrogen) 
 Buffer DNAsa I 
 EDTA 25 mM (inhibidor de la reacció) 

Equipament i materials 
 Bloc tèrmic 

Protocol:   

 Tractarem 1 o bé 2 μg de RNAtotal en cada reacció: 

    Reactius   Volum 
X �μg de RNA   n �L 

    buffer DNAsa I  1 �L 
    DNAsa I   1 �L 
    Aigua estèril      q.s.p 10 �L 
 


 La mescla es deixa a T/A durant 15 minuts. 

 La reacció s’atura amb 1 �L d’inhibidor i mantenint la mostra durant 5 minuts a 

65ºC. 

 Les mostres es guardem a 4ºC fins a procedir a la reacció de RT. 
 

 
Retrotranscripció: 
Reactius 
dNTP mix 
Random primers d(N6)5’PO4 (Pharmacia) 
Aigua estèril 
Buffer 5x 
DTT 
RNAse Out (Invitrogen) 
M-MLV-RT (Invitrogen) 
Equipament i materials 
Termociclador (G-storm) 
Protocol 


 Utilitzem 1 o bé 2 �g de RNAtotal tractat amb DNAsa per fer la reacció de 
retro-transcripció: 

Reactius   Volum 
    X ng RNA tractat  n �L 
    dNTP mix 10 mM  1 �L 
    Random primers 1mM 1 �L 
    Aigua estèril   q.s.p 12 �L 
 


 S’escalfa durant 5 minuts a 65ºC. Després es col·loquen les mostres ràpidament 
a 4ºC. 
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 S’afegeix a cada tub els següents reactius: 

 
Reactius   Volum 

    Buffer 5x   4 �L 
    DTT 0.1 M   2 �L 
    RNAse Out 40unitats 1 �L 
 


 S’escalfa durant 10 minuts a 25ºC i 2 minuts a 37ºC.   

 S’afegeix 1 �L de l’enzim M-MLV-RT a tots els tubs, excepte en el control 

negatiu (-RT). 

 S’escalfa 50 minuts a 37ºC, i s’inactiva la reacció escalfant a 70ºC durant 15 

minuts. El cDNA ja queda preparat per poder-se amplificar en la PCR.    
Nota: El volum final obtingut és de 20 �L  

 
 Amplificació per PCR 
 Rectius i materials 
 cDNA (50 ng/�L)  
 Buffer Taq 10x 
 dNTP mix 10 mM 
 MgCl2 50 mM 
 Primer forward  10 �M 
 Primer reverse  10 �M 
 Aigua estèril 
 Taq polimerasa (GeneCraft) 
 Equipament i material 
 Termociclador 
  

Protocol:   

 Posarem 100 ng de cDNA a la reacció: 

    Reactius   Volum 
    cDNA (50 ng/�L)  2 �L 
    Buffer Taq 10x  2.5 �L 
    dNTP mix 10 mM      1 �L 
    MgCl2 50 mM   2 �L 
    Primer forward 10 �M  2 �L 
    Primer reverse 10 �M  2 �L 

Taq polimerasa  0,25 �L 
Aigua estèril   q.s.p  25 �L 

 
Les condicions d’amplificació van ser d’entre 30 i 38 cicles: 

   
  1 minut a 95 ºC 

1 minut a la temperatura d’annealing òptima per cada primer (veure taula 
annex) 

  1 minut a 72ºC 
   

L’amplificació inclou 1 minut a 95ºC al principi i 5 minuts a 72ºC al final. 
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La mostra és analitzada amb gels d’agarosa o d’acrilamida i tinció amb bromur 
d’etidi. 

  
 La taula dels primers utilitzats es troba a l’ANNEX. 
 

5.3.- GELS D’AGAROSA
 Reactius  
 Agarosa 
 Tampó TAE 1x (Per preparar 1 litre de TAE 50x: 242 grams de Tris base, 57.1 
mL àcid acètic glacial, 37.2 grams de Na2EDTA·2H2O i enrasar fins a 1 litre amb aigua. 
Per preparar 1 litre de TAE 1x: 200 mL TAE 50x i 800 mL d’aigua) 
 Bromur d’etidi 1 mg/mL (Sigma) 
 Tampó de càrrega 6x 
 Marcador de pes molecular 
 Equipament i materials: 
 Microones 

Cubeta, pinta i font d’electroforesi 
 Transil·luminador 

Protocol: 
Per preparar un gel del 1 %: 


 Es pesa 1 gram d’agarosa i s’afegeix a un erlenmeyer amb 100 mL de TAE 1x. 

 S’escalfa al microones sense que arribi a temperatura d’ebullició. La barreja ha 

de quedar totalment transparent. 

 Es deixa refredar uns minuts sota la campana. 

 S’afegeix 1.5 �L de bromur d’etidi (1mg/mL) i es barreja. 

 S’aboca dins una cubeta prèviament muntada amb la pinta i esperarem fins a la 

solidificació total del gel. 

 Es carrega 15 �L/pou de mostra barrejada amb 3 �L de tampó de càrrega.   

 Es procedeix a l’electroforesi amb unes condicions de voltatge constants de 80 

V, aproximadament 30 minuts. 

 Es visualitzen les bandes amb el transil·luminador. 

 
 Nota: El percentatge d’agarosa depèn del tamany de la banda amplificada. 
 
5.4.- GELS D’ACRILAMIDA   

Reactius  
 Acrilamida 40% (BioRad) 
 Tampó TBE 5x (Per preparar 1 litre de TBE 10x: 108 grams de Tris base, 55 
grams d’àcid bòric, 40 mL EDTA 0.5M pH 8 i enrasar fins a 1 litre amb aigua. Per 
preparar 1 litre de TBE 1x: 100 mL TBE 10x i 900 mL d’aigua) 
 Persulfat d’amoni (APS) 10% 
 TEMED 
 Aigua 
 Cubeta, vidres i separadors Miniprotean 
 Solució de revelat de les bandes: 5 �L  de bromur d’etidi (1 mg/mL) en 50 mL 
d’aigua destil·lada. 

Tampó de càrrega 6x 
Equipament i materials: 
Pipeta Hamilton 
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 Tampó d’electroforesi: TBE 0.5x 
Font d’electroforesi 

 Transil·luminador 
Protocol: 
Per preparar 10 mL d’un gel del 12 %: 


 Es barregen en un erlenmeyer 3 mL acrilamida, 2 mL TBE 5x, 5 mL d’aigua, 42 
�L d’APS 10% i 5.7 �L deTEMED. 


 S’aboca la barreja en un gel vertical amb separadors de 5 mm, i es posa la pinta 
amb els pous necessaris.  


 Esperem fins a la solidificació del gel.  

 Es treu la pinta i es col·loca dins la font amb tampó d’electroforesi. 

 Es carrega amb la pipeta Hamilton 15 �L de mostra barrejada amb 3 �l de 

tampó de càrrega/pou.  

 Es procedeix a l’electroforesi a condicions de voltatge constants de 160 V. 

 Es fa la tinció del gel amb la solució de bromur d’etidi (1mg/mL).  

 Es visualitzen les bandes amb el transil·luminador. 

 
5.5.- DENSITOMETRIA AMB QUANTITY ONE

 Equipament i material 
 Programa Quantity One (BioRad) 
 Protocol   


 Obrim amb el programa Quantity One les fotos dels gels d’agarosa escanejats 
en format “.tiff” 


 Es seleccionen les bandes de cada gen que volem quantificar, i el programa ens 
donarà la seva densitat. 


 Es seleccionen les bandes corresponents a les mostres anteriors però amb el gen 
endogen (en el nostre cas TBP) i el programa ens donarà la seva densitat. 

Es calcula un ratio entre les densitats del gen que volem quantificar i el gen endogen. 
Agafarem com a valor arbitrari “1” les cèl·lules que no han estat tractades. 
 

5.6.- REAL TIME PCR
 

Bases de la quantificació 
La principal característica de la PCR quantitativa és que la mesura es realitza a 

temps real, mitjançant la quantitat de fluorescència que s’ha generat, enlloc de fer-ho a 
temps final a partir del producte de PCR acumulat. 
 L’amplificació es representa segons la senyal de fluorescència emesa (Rn) i el 
nombre de cicles de la PCR. En els cicles inicials on hi ha molt poc canvi de la senyal de 
fluorescència és on es defineix la línia basal (baseline). En tota amplificació es fixa una 
línia llindar (threshold) lleugerament  per sobre de la línia basal. El paràmetre cicle 
llindar (CT) es defineix com el cicle de la PCR on es troba la intersecció entre la corba de 
fluorescència de la mostra i la línia llindar. L’ �Rn correspon a la quantitat màxima de 
fluorescència emesa per la mostra al final dels cicles. 
 La quantificació de la mostra problema es realitza comparant el CT obtingut de 
la mostra en una corba patró on es coneix la quantitat de DNA corresponent als 
diferents CT. 
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 Detecció per SYBR Green 
La tecnologia SYBR Green (Applied Biosystems), es basa en la incorporació al 

DNA de doble cadena d’un fluorocrom que es troba inactiu en la seva forma lliure, i 
que comença a emetre fluorescència en el moment que s’uneix al DNA. Així doncs, 
aquest fluorocrom emet fluorescència de forma proporcional al nombre d’amplicons 
generats en la reacció, i aquests són proporcionals al nombre de còpies del gen que hi 
havia a l’inici en la mostra. 

Pel procés d’amplificació es va fer servir el kit comercial Power SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems), que combina el fluorocrom SYBR Green 1 Dye, 
la polimerasa AmpliTaq Gold DNA Polymerase, un mix de dNTPs amb dUTP i un 
tampó optimitzat per fer la reacció. 
 
 Disseny de primers 
Els primers es dissenyen mitjançant el programa Primer Express Software v2.0 (Applied 
Biosystems) a partir de la seqüència del mRNA obtinguda de la base de dades NCBI. 
Cal seguir uns criteris determinats de tamany (la llargada del fragment a amplificar ha 
de ser de 50-150 parells de bases), i a ser possible entre dos exons. 

 
 Condicions universals 
 Tots els assajos quantitatius es realitzen amb el mateix cicle de temperatures. 
Això permet que no sigui necessari cap optimització del cicle i que es puguin analitzar 
diferents gens a la mateixa placa. 
 

50ºC - 2 min 
95ºC - 10min 
40 cicles de: 
95ºC - 15seg 
60ºC - 1min    

 
 A més del cicle, també s’utilitza com a condició universal la mescla de reactius 
comuns (master mix) subministrada per la casa comercial. D’aquesta manera augmenta 
la reproductibilitat, ja que es redueixen errors de pipeteig. 
 
 Corba patró 
 Per poder quantificar el nostre sistema experimental cal tenir una referència 
coneguda, i per aquest motiu és necessari construir una recta patró. Les quantificacions 
que s’han realitzat han estat relatives, o sigui que s’expressen en relació a una base. Les 
rectes patró s’han fet mitjançant dilucions seriades d’una mostra de cDNA d’alta 
concentració positiva pel gen a estudiar. En els experiments d’aquesta tesi s’ha utilitzat 
cDNA obtingut de cèl·lules ARIP per la corba patró de CK19. Per la corba patró de 
PDX1 s’ha utilitzat cDNA obtingut de cèl·lules INS1 (línia cel·lular comercial 
procedent d’insulinoma de rata). 
 
 Control endogen 
 Per normalitzar les quantificacions del gen d’interès cal mesurar a la mateixa 
mostra un gen endogen, l’expressió del qual no varia a les diferents condicions que ha 
estat exposat. En aquest treball s’ha utilitzat TBP (TATA Binding Protein). Com en el 
cas anterior, per quantificar el gen endogen es construeix una recta patró, en aquest cas 
també dilucions seriades d’una mostra de cDNA d’alta concentració de la línia cel·lular 
ARIP. 
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 Replicats 
 Cal fer diferents mesures de la mateixa mostra per comprova la 
reproductibilitat de la reacció. En el nostre cas totes les mostres problema han estat 
valorades en triplicat. 
 

Validació de la linealitat de la PCR i l’eficiència dels primers. 
La validació consisteix en comprovar que la diferència d’amplificació entre les 

diferents quantitats de cDNA és constant, i per tant la relació de CT es lineal en cada 
primer. 

Reactius  
 Primers específics 10 �M 
 SYBR Green Master Mix (2x) 
 Aigua bidestil·lada 
 Equipament i material 
 ABI PRISM 7900 Sequence Detection System 
 Plaques de 96 pous i tapes 
 Centrifugadora amb adaptador de plaques de 96 pous 
 Protocol 


 Es fan dilucions de cDNA per comprendre valors entre 1 i 1/105 en aigua 
bidestil·lada. 


 Es prepara la mescla de la reacció en un tub eppendorf, afegint tots els reactius a 
excepció del cDNA: 
SYBR Green  10 �L 

 Mix primers  0.3 �L 
 Aigua bidestil·lada 6.7 �L    


 S’afegeixen 3 �L de les dilucions del cDNA als 17 �L de la mescla anterior a 
cada pou. 


 Es tapa la placa i es centrifuga. 

 S’introdueix la placa en el lector ABI PRISM 7900 perquè tingui lloc la reacció 

de PCR. 
 

Un cop acabada la reacció de PCR cal representar els resultats com CT enfront 
del logaritme de la concentració de cDNA, i es determina el rang de linearitat de les 
mostres. La mesura del pendent ens indica l’eficiència de la reacció, que hauria de ser  
–3.33 per tenir una eficiència del 100%. 
 

Quantificació de les mostres 
Aquest procés és idèntic al descrit per a la validació de la linealitat. Afegirem 

les mostres problema que volem quantificar al tub de reacció, que han d’estar dins el 
rang de linealitat determinat prèviament amb la corba patró. 
 

A cada placa d’amplificació ha d’haver-hi: corba patró (STD, standard), mostra 
problema (UNK, unknown) i control on posem aigua enlloc de cDNA (NTC, no template 
control). 
 
 Interpretació dels resultats i càlculs (software SDS 2.1 Applied Biosystems) 
 Un cop finaltizada la reacció, l’aparell calcula automàticament la recta patró i a 
partir d’aquesta recta podem saber la concentració de cada mostra. Els càlculs a seguir 
són els següents: 
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 Es calcula la concentració mitjana i la desviació estàndar dels diferents replicats 
per una mateixa condició. Tant pel gen problema com per l’endogen. 


 Es normalitzen els valors, fent el qüocient entre la concentració del gen 
problema/concentració de l’endogen. 


 El valor normalitzat es refereix a un valor base, el qual se li assigna el 100%. En 
aquest estudi el valor de referència sempre ha estat el de les cèl·lules ARIP 
cultivades amb medi control. 

 
La taula dels primers utilitzats es troba a l’ANNEX. 

 
5.7.- SOBREINFECCIÓ AMB ADENOVIRUS DE NEUROGENINA-3 
Reactius  

 Construcció d’Adenovirus Ngn3, concentració 1·108 pfu/�L  
Construcció d Adenovirus �gal  (control), concentració 2,3·108 pfu/�L 
Equipament i materials: 
Plaques de petri de 60 cm per cultius en suspensió 
Sala de cultius preparada per treballar amb virus, amb campana de flux, 
incubador i centrífuga propis. 
Protocol: 


 S’aïllen els clusters cel·lulars cultivats en Matrigel. 

 Es dipositen en plaques de petri de 60 cm, (100 estructures/placa). Es deixen en 

cultiu a  l’incubador amb el medi DMEM/F12. 

 S’infecten les 100 estructures de cada placa al cap de 24 hores amb la quantitat 

adequada d’adenovirus de Ngn3 i �gal a una multiplicitat d’infecció (MOI) de 
50, prenent com a referència 400 cèl·lules per estructura. 


 La infecció es realitza durant 3 hores, en agitació.  

 Passat aquest temps es tornen a posar en cultiu amb medi DMEM/F12 durant 

48 hores. 

 Les estructures es recullen i es procedeix a l’extracció de RNA. 

 
 Construccions d’adenovirus cedides per la Dra. R. Gasa, del laboratori de 
diabetis experimental de l’IDIBAPS. 
 
 
6.- TÈCNICA D’IMMUNOPANNING 
 Consisteix en una tècnica per enriquir el cultiu en la població que expressa un 
determinat marcador de superfície. El protocol es basa en (Ben-Hur et al., 1998), amb 
modificacions per adequar-les als nostres cultius cel·lulars. 
 Reactius  
 Tris HCl 50 mM pH 9.5 
 IgM (SIGMA) 
 PSA-NCAM (USBiological) 
 Solució del bloqueig: BSA 0.2% en PBS 
 Tripsina/EDTA 
 Equipament i material  
 Incubador de cultius 
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Protocol 

 S’incuben plaques de Petri de 60 cm O/N a 4ºC amb 2 mL de IgM diluït 1:128 

en Tris HCl 50 mM pH 9.5, treballant en condicions d’esterilitat. 

 Es fan 2 rentats amb PBS a T/A. 

 S’incuba la placa amb 2 mL de l’anticòs PSA-NCAM estèril diluït 1:250 en 

solució de bloqueig i es deixa a T/A una hora. 

 Es treu l’anticòs primari i s’afegeix a la placa 1·106 cèl·lules en solució de 

bloqueig. 

 Es deixa la placa durant 30 minuts a l’incubador de cèl·lules. 

 Passat aquest temps es recull el sobrenedant, que contindrà la fracció negativa 

que no expressa l’antigen. 

 Es fa un rentat suau amb PBS. 

 Es tripsinitzen les cèl·lules que han quedat enganxades, que seran la fracció 

positiva per PSA-NCAM. 

 Les dues fraccions es planten per separat en plaques de 6 pous per expandir-les, 

i una vegada arriben a un 80% de confluència es valoren els resultats per 
citometria i immunocitoquímica. 

  
7.- PROTEÒMICA 
 

7.1.- PREPARACIÓ DE LA MOSTRA: CENTRICON I CLEAN-UP   
 Reactius   

Tampó 2-D (urea 7M, tiourea 2M i CHAPS 2% p/v) 
Kit 2 D clean up (Amersham) 
Equipament i material  
Centricon YM-10 (Millipore) 

 Centrífuga 
 Vórtex 
 Tires per mesurar el pH 

Protocol: 

 El medi condicionat recollit de les PSC es descongela O/N a 4ºC. 

 Es pipetegen els 8 mL dins la columna de Centricon i es centrifuga a 4ºC durant 

45 minuts. 

 La mostra queda concentrada en aproximadament 200 �L, i es procedeix a fer el 

clean up. 

 S’afegeixen 300 �L de precipitant, s’agita mitjançant vórtex i s’incuba a 4ºC 15 

minuts. 

 S’afegeixen 300 �L de co-precipitant i es barreja. 

 Es centrifuga 5 minuts a 4 ºC i 12000  g. 

 Es descarta el sobrenedant, i es torna a centrifugar un minut. Es deixa el 

sediment ben sec. 

 S’afegeixen 40 �L de co-precipitant, amb molt de compte, i es deixa a 4ºC 5 

minuts. 

 Es centrifuga 5 minuts a 4ºC i 12000  g i es descarta el sobrenedant. 

 S’afegeixen 50 �L d’aigua milliQ i s’agita enèrgicament mitjançant vórtex. 
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 S’afegeix 1 mL de tampó de rentat (prèviament refredat a –20ºC durant 30 
minuts) i 5 �L de tampó de rentat aditiu. S’agita enèrgicament mitjançant vórtex 
per dispersar el sediment. 


 S’incuba durant 30 minuts a –20ºC, i s’agita enèrgicament mitjançant vórtex 
cada 10 minuts. 


 Es centrifuga 5 minuts a 4ºC i 12000  g i es descarta el sobrenedant. 

 Es deixa assecar el sediment sota campana, durant aproximadament 30 minuts. 

 Es ressuspèn el sediment en 60 �L de tampó 2-D, i ajustem el pH a 8.5. 

 
7.2.- QUANTIFICACIÓ DE LA MOSTRA 

Reactius  
 Kit quantificació de proteïnes RCDC (BioRad) basat en el mètode de Lowry 

Equipament i material 
Centrifuga 
Vórtex 
Espectrofotòmetre 
Protocol: 


 Es preparen dilucions de la mostra en un volum final de 12.5 �L. 

 S’afegeixen 62.5 �L del reactiu RCDC I a cada mostra, s’agita mitjançant vórtex i 

es deixa un minut a T/A. 

 S’afegeixen 62.5 �L del reactiu RCDC II, s’agita mitjançant vórtex i es centrifuga 

a 14000 rpm durant 5 minuts a 4ºC. 

 Es descarta el sobrenedant de cada mostra. 

 Cal repetir els passos anteriors (des del reactiu RCDC I fins a descatar el 

sobrenedant). 

 S’afegeixen 63.5 �L del reactiu A’ a cada mostra (el reactiu A’ és una dilució 

1:50 del reactius S i A), i s’agita mitjançant vórtex. 

 Es plaquegen en placa de 96 pous 25 �L de cada mostra.  

 S’afegeixen 200 �L del reactiu B i es remena cada pou amb una punta. 

 Es deixa 15 minuts a T/A i es llegeix a l’espectrofotòmetre a una absorvància de 

750 nm. 
 

7.3.- GELS 2D 
 
 HIDRATACIÓ DELS GELS IPG (immobilized pH gradient) 

Reactius  
 Tampó 2D 
 DTT 65 mM 
 Tampó IPG (pH 3-10) 0.5% v/v 
 Blau de bromofenol 
 Oli mineral (BioRad)  
 Equipament i material  

Gels IPG de 17 cm pH 3-10 (BioRad) 
Safata amb carrils individuals per gels IPG 
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Protocol: 

 Es prepara la solució d’hidratació amb 350 �L de tampó 2-D afegint 3.5 mg de 

DTT, 1.75 �L de tampó IPG i un polsim de blau de bromofenol. 

 Es col·loca el tampó al costat esquerre del carril de la safata. 

 Es treu el gel IPG de –20ºC, es deixa atemperar momentàniament i se li treu el 

plàstic protector. 

 Es col·loca la primera dimensió en contacte amb la solució d’hidratació, cap 

avall, i es cobreix amb oli mineral. 

 Es deixa O/N a T/A. 

 
PREPARACIÓ DE LA MOSTRA PER LA PRIMERA DIMENSIÓ 
Reactius  

 Tampó 2D 
 DTT 65 mM 
 Tampó IPG (pH 3-10) 1% 
 Blau de bromofenol   
 Equipament i material 
 Vórtex  

Protocol 

 Es prepara el tampó de càrrega amb 500 �L de tampó 2-D  afegint 5 mg de DTT, 

5 �L de tampó IPG i un polsim de blau de bromofenol. 

 Agafem 90 �g de la mostra i ajustem fins a 60 �L amb tampó de càrrega. 

 Incubem 15 minuts en gel, i agitem enèrgicament mitjançant vórtex cada 5 

minuts. 

 Incubem 15 minuts a T/A, i agitem enèrgicament mitjançant vórtex cada 5 

minuts. 

 Fem una centrifugació 1 minut a 14000 rpm.  

 Es traspassa el sobrenedant a un altre tub eppendorf, i es guarda en gel fins al 

moment de carregar-lo a la primera dimensió. 
 

PRIMERA DIMENSIÓ 
Enfoc isoelèctric: separació de les proteïnes segons el seu punt isoelèctric (pI)  
Reactius  
Oli mineral 

 Mostra preparada en l’apartat anterior 
Equipament i material 
Gels IPG de 17 cm pH 3-10 hidratats 

 Paper Whatmann 
Safata amb electrodes, i carrils individuals per gels IPG 
Font d’electroforesi (Protean IEF cell BioRad) 
Protocol: 


 Es netegen els gels amb aigua destil·lada i s’eixuguen amb dos papers 
Whatmann prèviament saturats també amb aigua destil·lada. 


 Es col·loquen els gels hidratats O/N dins la safata dels electrodes. En aquest cas 
la primera dimensió va cap amunt. 


 Posem dos papers Whatmann saturats d’aigua a la part superior i inferior del 
gel. 
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 Posem els electrodes en contacte amb els papers Whatmann. 

 Es col·loquen els pous sobre cada gel, i es carrega la mostra (60 �L). 

 Es cobreix el pou i tot el gel amb oli mineral i es posa a córrer O/N, fixant la 

resistència a 90 �A/gel com a màxim, i fins a arribar a un voltatge de 62 
KV/hora. 


 Els gels poden ser guardats a -80ºC durant una setmana com a màxim, o es 
procedeix a la segona dimensió. 

 
PREPARACIÓ DE LA MOSTRA PER LA SEGONA DIMENSIÓ 
Reactius  

 Solució stock B i C (urea 6M, SDS 2% (p/v), Tris-HCl 375 mM pH8.8, glicerol 
20% (v/v))  

 Solució B de treball (solució stock afegint DTT 130 mM) 
 Solució C de treball (solució stock afegint iodoacetamida 135 mM) 
 Blau de bromofenol   

Gels IPG que han corregut la primera dimensió O/N  
Equipament i material  
Safata amb carrils individuals per gels IPG 

 Protocol 

 Es prepara la solució B (8 mL de la solució stock amb 0.16 grams de DTT) i 

s’incuba el gel durant 15 minuts dins una safata amb carrils individuals per gels 
IPG. 


 Es prepara la solució C (8 mL de la solució stock amb 0.2 grams de 
iodoacetamida i un polsim de blau de bromofenol) i s’incuba el gel durant 15 
minuts amb una safata amb carrils individuals per gels IPG. 


 La mostra ja està llesta per córrer la segona dimensió. 
 

PREPARACIÓ DE LA SEGONA DIMENSIÓ (GEL SDS-PAGE) 
Separació de les proteïnes segons el seu pes molecular. 
Reactius  

 Acrilamida 30% 
 Tris-HCl 3M, pH 8.8 
 Na2S2O3 1M 
 SDS 10% 
 APS 10% 
 TEMED   

Equipament i material 
Vidres (18x20 cm) i separadors de 1mm pel muntatge de gels verticals (Protean 
II xi, BioRad)  
Protocol: 
Per preparar 45 mL d’un gel del 10 %: 

Reactius   Volum 
    Acrilamida 30%  15 mL 
    Tris-HCl 3M   5.62 mL 
    Na2S2O3 1M    225 �L 
    SDS 10%   450 �L 
    APS 10%   261 �L 
    TEMED   26 �L 

  Aigua estèril    q.s.p 45 mL 

77 



Material i mètodes 

 
S’aboca la barreja en un gel vertical amb separadors de 1 mm, deixant 
aproximadament 0.5 cm lliures a la part de superior. Esperem fins a la 
solidificació. 
 
SEGONA DIMENSIÓ 
Reactius  

 Agarosa de baix punt de fusió 
Tampó d’electroforesi (Tris-HCl 25 mM pH a 8.8, glicina 250 mM, SDS 0.1% 
(p/v))  
Equipament i material  
Gel IPG equilibrat, en solució C 
Gel SDS-PAGE  
Font d’electroforesi amb sistema de refrigeració 
Protocol: 


 Es desfan al microones 0.25 grams d’agarosa en 50 mL de tampó d’electroforesi. 

 L’agarosa desfeta s’afegeix al gel 2-D fins a la part superior dels vidres. 

 Sense deixar solidificar, es diposita el gel IPG dins l’agarosa i es fa baixar fins 

que entri en contacte amb el gel d’acrilamida. Ha de quedar totalment 
horitzontal. 


 Es posa a córrer a 200 V durant 30 minuts i a 270 V durant 4 hores. Cal mantenir 
el sistema de refrigeració. 

  
 

7.4.- TINCIÓ DE PLATA COMPATIBLE AMB MALDI-TOFF 
Reactius  

 Fixador 1: 40% etanol, 10% àcid acètic, 50% aigua milliQ 
 Fixador 2: 5% etanol, 5% àcid acètic, 90% aigua milliQ 
 Solució de tiosulfat: Na2S2O3 0.2 g/L en aigua milliQ 
 Tinció de plata: AgNO3 2g/L en aigua milliQ 

Solució de revelat: Na2CO3 30 g/L, Na2S2O3 0.001%, formaldehid 14 % (v/v)  
Solució de stop: 1% d’àcid acètic, 99% aigua milliQ 
 
Equipament i material 

 Safates amb capacitat per un gel  
 Agitador orbital 

Protocol: 

 Es posen els gels a incubar amb el fixador 1 durant 20 minuts, i es retira. 

 Es posen els gels a incubar amb el fixador 2 durant 10 minuts, i es retira. 

 Es renten els gels durant 10 minuts amb aigua milliQ. 

 Es posen els gels amb la solució de tiosulfat durant un minut, es retira i 

seguidament es fan dos rentats d’un minut cada un amb aigua milliQ. 

 Es deixen els gels durant 30 minuts amb la tinció de plata, i es retira. 

 Es fan dos rentats d’un minut cada un amb aigua milliQ. 

 Es posen els gels amb la solució de revelat fins que es comencin a veure els 

spots. 

 Quan volem aturar la reacció, es retira la solució de revelat i es posen els gels 

amb solució stop durant 20 minuts. 
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 Finalment es fa un rentat amb aigua milliQ, i les imatges dels gels es 
digitalitzen a una resolució de 200 ppm mitjançant un escaner. Els documents 
es guarden en format “.tiff” compatible amb el software d’anàlisi d’imatges de 
2D. 

 
 Tot el procés es fa dins unes safates grans i les incubacions es fan amb un 

agitador orbital mecànic. 
 Aquesta tinció és compatible amb l’anàlisis per MALDI-TOFF (Matrix Assisted 

Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight). 
 Protocol basat en (Shevchenko et al., 1996) 
 

7.5.- IDENTIFICACIÓ DELS SPOTS DIFERENCIALS 
 Programa: Melanie III (BioRad) 

L’anàlisi de les imatges de 2D ha estat realitzat mitjançant el programa Melanie 
III. 

 Protocol 

 S’importen les imatges en format “.tiff” dels gels a analitzar. 

 Es detecten automàticament els spots (isoformes de les proteïnes de punt 

isoelèctric i massa determinades) i es quantifiquen mitjançant un algoritme 
Laplacià. 


 Es comproven manualment els spots. 

 S’anoten punts de referència (landmarks) localitzats en la mateixa posició en tots 

els gels. 

 Es calibren els gels per massa molecular i pI. Aquestes dades s’obtenen a partir 

d’estandards interns (BioRad) que s’han carregat conjuntament en una de les 
mostres. 


 Superposició automàtica (matching) de tots els gels amb un gel de referència 
(master gel). En el nostre cas es va ultilitzar el medi condicionat amb FCS. 


 Es comprova manualment que la superposició és correcta. 

 Es procedeix a la detecció dels spots expressats diferencialment en els medis 

condicionats respecte al blanc (medi no condicionat). 
 

7.6.- ESCISIÓ DELS SPOTS 
Equipament i material 

 Gels tenyits amb la tinció de plata    
 Cutter 
 Puntes grogues 
 Protocol: 


 Es posen els gels sobre la poiata, mantenint-los sempre hidratats. 

 Amb la plantilla que hem obtingut del programa Melanie, escollim els spots que 

cal retallar i rotulem un tub eppendorf per cada un. 

 Si l’spot és molt gran, el retallem amb un cutter i el traspassem dins el tub 

eppendorf amb l’ajuda d’una punta groga 

 Si l’spot és més petit, tallem la part distal de la punta groga de manera que li 

quedi un diàmetre semblant al spot que volem tallar. Es posa sobre el gel i es fa 
pressió fins que ens emportem l’spot amb la punta. 
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 Es carreguen 100 �L d’aigua bidestil·lada i s’allibera el tros escindit del gel i 
l’aigua dins del tub eppendorf. 


 Es retallen els triplicats de cada spot dels diferents gels, ajuntant la mostra dins 
del tub eppendorf. 


 Es treu l’aigua de la mostra i es guarda a –20ºC fins que es processa. 
 
 També cal tallar un control positiu (albúmina) i un control negatiu (un tros de 

gel blanc) 
 

7.7.- DESTINCIÓ DE PLATA 
 Reactius  
 Acetonitril 100% 

Solució de destinció: dilució 1:1 de ferricianidat de potassi 30 mM i tiosulfat 
sòdic 100 mM  

 Bicarbonat d’amoni 0.05 M pH 7.8 
 Equipament i material  
 Campana de flux laminar 
 Centrífuga 
 Vórtex 

Protocol 

 Es fa un rentat amb 100 �L d’aigua milliQ a cada mostra, s’agita enèrgicament 

mitjançant vórtex, i es fa un spin de centrífuga. Es descarta l’aigua. 

 Es fa un rentat amb 100 �L d’acetonitril a cada mostra, s’agita enèrgicament 

mitjançant vórtex, i es fa un spin de centrífuga. Es descarta l’acetonitril. 

 Es repetix el pas anterior 2 vegades, fins que el gel quedi ben deshidratat.  

 Es deixen assecar les mostres sota la campana durant 5-10 minuts. 

 S’afegeixen 100 �L de la solució de destinció. S’agita enèrgicament mitjançant 

vórtex i cal esperar a que la plata s’oxidi, i per tant perdi el color. 

 Es treu la solució amb pipeta i es renta tres vegades amb aigua milliQ. 

 S’incuben les mostres a 4ºC durant 20 minuts amb amoni bicarbonat. 

 Es treu l’amoni bicarbonat amb pipeta i es renta tres vegades amb acetonitril. 

 Es deixa assecar sota campana uns 10 minuts. 

 
 Tot el procés es fa sota campana de flux laminar i a 4ºC. 
 Protocol basat en (Gharahdaghi et al., 1999) 
 
    

7.8.- DIGESTIÓ PROTEICA 
Reactius  

 Tripsina bovina (Promega): solució stock de 0.1 �g/�L 
Bicarbonat d’amoni (100 mM i 50 mM) 

 Equipament i material  
Campana de flux laminar 
Incubador de 37ºC 
Protocol 


 Es prepara la solució de treball de la tripsina (0.05 �g/�L) barrejant la solució 
stock amb amoni bicarbonat 100 mM (1:1).  
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 S’afegeixen 10 �L per mostra de la solució de treball de la tripsina (enzim que 
talla residus específics d’arginina i lisina). 


 Es deixa la mostra en gel durant 20 minuts. 

 S’afegeixen entre 10 i 20 �L d’amoni bicarbonat 50 mM a cada mostra fins que 

els trossos de gel s’hagin rehidratat i recuperin el seu volum inicial. 

 S’incuba O/N a l’estufa de 37ºC. 

 
Protocol basat en (Barcelo-Batllori et al., 2002) 

   
7.9.- EXTRACCIÓ DE PÈPTIDS 

Reactius  
 TFA 5% 
 Solució d’extracció (acetonitril 60%, TFA 0.1%) 
 Equipament i material 

Centrífuga 
Sonicador 

 Bany de 37 ºC amb agitació 
 Speed-vaccum  
 Protocol 


 Es fa un spin de centrífuga a les mostres que han estat O/N dins a 37ºC. 

 S’afegeixen 10 �L de TFA 5% per aturar la digestió, i es soniquen durant 10 

minuts dins un bany d’aigua. 

 Es centrifuguen les mostres i es recull el sobrenedant per traspassar-lo a un tub 

eppendorf nou, que es guarda sota campana.  

 S’afegeixen 10 �L de la solució d’extracció a la mostra que conté el gel, i 

s’incuba al bany de 37ºC amb agitació durant 20 minuts. 

 Es fa un spin de centrífuga, es treu el sobrenedant i s’ajunta amb l’anterior 

extracte guardat sota campana. 

 Es repeteixen els passos anteriors (afegir solució d’extracció, bany amb agitació, 

i centrifugació) i s’ajunta el sobrenedant amb l’anterior extracte. 

 Al final s’afegeixen 10 �L d’acetonitril 100% a la mostra que conté el gel per 

acabar d’extreure els pèptids més hidrofòbics, i s’incuba al bany de 37ºC amb 
agitació durant 20 minuts. 


 Es fa un spin de centrífuga, es treu el sobrenedant i s’ajunta amb l’anterior 
extracte guardat sota campana. 


 Finalment obtenim uns 40 �L amb l’extracte de proteïnes, i cal reduir el volum a 
la meitat posant les mostres dins un speed-vaccum durant 20 minuts sense 
escalfor. Les mostres ja estaran llestes per passar per la columna Zip Tip. 

 
7.10.- PURIFICACIÓ DE PÈPTIDS AMB ZIP-TIP 

Reactius  
 Tampó d’elució (acetonitril 50%, TFA 0.1%) 
 TFA 0.1% 
 Acetonitril 100% 
 Equipament i material  

Columnes Zip Tip (Millipore) que conté la resina C18 per concentrar la mostra i 
eliminar sals 
Protocol 
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 Es carrega el Zip Tip amb 10 �L d’acetonitril 100%, esperem que s’hidrati i els 
descartem. 


 Repetim el pas anterior 2 vegades. 

 Es carrega el Zip Tip amb 10 �L de TFA 0.1%, esperem que s’equilibri i els 

descartem. 

 Repetim el pas anterior 2 vegades. 

 Es carrega la mostra pipetejant amunt i avall en el mateix tub eppendorf 10 

vegades per tal que els pèptids quedin retinguts a la columna. 

 Es carrega el Zip Tip amb 10 �L de TFA 0.1% per netejar la columna i eliminar 

sals. Els descartem. 

 Repetim el pas anterior 2 vegades. 

 S’elueix 2-3 vegades amb 3 �L de tampó d’elució. 

 En aquest pas es poden congelar a –20ºC o bé plaquejar per Maldi-Toff. 

 
 És molt important que el Zip Tip no quedi mai sec. 
 

7.11.- PLAQUEIG DE MOSTRES I ANÀLISIS PER MALDI-TOFF 
Reactius  

 Tampó de matriu (acetonitril 50%, TFA 0.1%) 
 Matriu (àcid �-ciano-4-hydrixicinamic) 
 Estandards 4 pmol/�L (Brucker)   
 Equipament i material 

Placa de teflon de 96 pous per Maldi-Toff 
 Lupa binocular 

Estufa de 37 ºC 
 Analitzador de Maldi-toff Voyager DE Prespective (Applied Biosystems) 

Protocol 

 Es pesen 4 mg de matriu recristal·litzada en un tub eppendorf i afegir 500 �L del 

tampó de matriu. 

 Es fa vórtex fins que es dissolgui, es centrifuga 1 minut a 14000 rpm i es passa el 

sobrenedant a un tub eppendorf nou sense tocar el fons del tub. 

 Es dilueixen els estandards amb la matriu que acabem de preparar (1:48). 

 Es plaquegen 0.5 �L dels estandards a cada pou de la primera filera de la placa. 

 Es plaquegen 0.5 �L de la mostra a cada pou de la segona filera de la placa, i 

seguidament es pipetegen 0.5 �L de matriu sobre cada mostra. 

 Quan haguem carregat totes les mostres amb el seu estandar corresponent, 

deixem assecar la placa a l’estufa de 37ºC. 
Comprovem que hi ha una bona cristal·lització de les mostres amb la lupa. 


 Les mostres s’analitzen segons el protocol descrit per (Barcelo-Batllori et al., 
2005) amb la col·laboració del Dr J.M Estanyol (Servei de Proteòmica de la UB) i 
es calibren amb els estandards externs. 

 
 

7.12.- IDENTIFICACIÓ DE LES PROTEÏNES PER EMPREMTA PEPTÍDICA 
Programes: 
Data explorer versió 4.2 (Applied Biosystems) 
Aldente (versió 24/05/2006, 11/09/06 Expasy)     
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http://www.expasy.org/tools/aldente/ 
Mascott  
http://www.matrixscience.com 
Protocol 


 Els espectres de cada mostra es recalibren amb els pics (massa dels pèptids) 
d’autodigestió de la tripsina. Tant la calibració com l’exportació dels pics de la 
nostra mostra s’efectuen amb el programa Data explorer versió 4.2. 


 La llista de pics s’exporta a un document Excel i es seleccionen els 250 pics més 
intensos per l’empremta peptídica. 


 Els pics derivats de la tripsina, queratines i matriu es treuen de la llista quan 
són els pèptids més intensos de l’espectre. 


 Les proteïnes s’identifiquen per empremta peptídica utilitzant el programa 
Aldente, que conté les bases de dades Swiss-Prot i TrEMBL. Les identificacions 
es fan seguint els següents criteris: restricció a la taxonomia mamífers, amb una 
tolerància d’error de massa de 50 ppm, un marge d’error per la tripsina d’un sol 
tall, iodoacetamida com a modificació de cisteïna, i oxidació de metionina com 
a modificació variable. Les proteïnes es consideren indentificades quan tenen 
un score positiu (P<1.e-6), una massa molecular i pI semblant a la obtinguda del 
gel 2D, la següent proteïna no homòloga té un score almenys de dos ordres de 
magnitud més baixos que el primer i quan els pèptids més abundants de 
l’espectre es poden assignar a la proteïna identificada. Quan l’score més alt 
identifica la mateixa proteïna de diferents espècies i la distància entre scores 
només és d’un ordre de magnitud, es selecciona la taxonomia Rattus Norvegicus 
perquè es correspon amb l’origen de la mostra. Si no apareix Rattus Norvegicus, 
escollim l’espècie identificada amb l’score més alt. 


 Fem una reconfirmació dels resultat obtinguts amb el programa Mascott. 
 

7.13.- PREDICCIÓ DE LA SECRECIÓ 
 
 PRESÈNCIA DE PÈPTID SENYAL 
 Programa: 
 SignalP V3 (servidor del Center for Biological Sequence Analysis, de la 

Universitat de Dinamarca) 
 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Protocol: 

 La seqüència d’aminoàcids en format FASTA de les proteïnes identificades 

s’analitza mitjançant el programa SignalP V3.  

 S’obté una predicció de la presència i localització del pèptid senyal a la part N-

terminal (els primers 70 residus). 
 

SECRECIÓ PER VIES NO CLÀSSIQUES  
Programa: 

 SecretomeP V3 (servidor del Center for Biological Sequence Analysis, de la 
Universitat de Dinamarca) 

 http://www.cbs.dtu.dk/services/secretomeP/
Protocol: 


 La seqüència d’aminoàcids en format FASTA de les proteïnes identificades 
s’analitza mitjançant el programa SecretomeP V3.  

83 



Material i mètodes 


 S’obté una predicció de la possible secreció de la proteïna per vies no clàssiques 
quan l’score de neural network (obtingut mitjançant algoritmes matemàtics) 
calculat pel programa és superior a 0,5. 

 
7.14.- PREDICCIÓ DE LES VIES BIOLÒGIQUES IMPLICADES  

Programa: 
Ingenuity Pathways (IPA) 
http://www.ingenuity.com 
Protocol 
La llista de les proteïnes identificades en el secretoma de les cèl·lules en format 
Uniprot s’analitza mitjançant el programa Ingenuity Pathways Analysis. Aquest 
és un sistema que transforma la llista de proteïnes en un conjunt de xarxes 
(networks) basant-se en la informació emmagatzemada a la seva base de dades 
(IPKB, Ingenuity Pathways Knowledge Base) sobre interaccions entre gens, 
proteïnes i altres molècules biològiques.  


 S’introdueixen com a “proteïnes focus” les que provenen dels nostres resultats 
de proteòmica per tal d’identificar i explorar possibles xarxes biològiques en les 
que puguin estar implicades, amb el màxim d’interaccions possibles entre elles.  


 Quan l’espècie de la proteïna identificada no era Rattus Norvegicus, la seva 
homòloga corresponent en rata es va obtenir de la base de dades Swiss-Prot i es 
va introduir al servidor.  


 El programa completa les xarxes biològiques amb “proteïnes no-focus” que no 
provenen de la llista del nostre anàlisis però formen interaccions entre elles.  


 Les xarxes es representen en gràficament mitjançant nodes (proteïnes) i edges (la 
relació biològica entre els  nodes). Les xarxes molt interconectades representen 
una funció biològica significativa. També es calcula un score per saber la 
probabilitat que les proteïnes focus estiguin presents a la xarxa per atzar.  
 

 
8.- ESTADÍSTICA 
 

Tots els resultats s’expressen com la mitjana de diferents experiments 
independents ± SEM (de l’anglès Standard Error of the Mean). Per l’anàlisi estadístic 
s’ha realitzat un estudi paramètric amb el test “t de Student”, considerant que les 
mostres no estan aparellades, segueixen una distribució de dues cues i tenen variances 
diferents. S’ha considerat que les mostres són estadísticament significatives quan 
presenten un valor p inferior a 0,05. Per aplicar el test “t de Student” a les mostres s’ha 
utilitzat el programa Excel (Microsoft). 
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IV.- RESULTATS





Resultats 

 
OBJECTIU I 
 
A.- Obtenció i caracterització del cultiu primari ABCG2(+)
 
1.- Establiment del cultiu primari ABCG2 (+) 
 

Una vegada extrets els pàncreas de les rates lactants i acabada la digestió 
enzimàtica vam obtenir una mostra disgregada i homogenada seguint el protocol 
descrit en el material i mètodes. Aquest material cel·lular va ser sembrat en flascons de 
cultiu sota la pressió selectiva del fàrmac mitoxantrone a 8 �M. El mitoxantrone és un 
agent antitumoral que és substrat específic del transportador de membrana ABCG2, 
per tant serà una droga tòxica per les cèl·lules que no expressen aquest transportador 
de membrana.  

Durant les dues primeres setmanes de selecció, es va poder observar un primer 
període on s’apreciaven signes evidents d’apoptosi en la gran majoria de les cèl·lules 
(fig. 1 A, B). Passat el temps de selecció, les cèl·lules que van sobreviure al fàrmac es 
van expandir formant una monocapa homogènia on s’observava un sol fenotip 
cel·lular, d’aspecte fibroblastoid.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
 
FIGURA 1: (A, B) Morfologia del cultiu primari durant la selecció amb el mitoxantrone. 
S’observen cèl·lules en creixement, que formen una monocapa d’aspecte fibroblastoid. 
Magnificació 20X. 
 
2.- Cariotip compatible amb una línia cel·lular establerta 
 
 Encara que no es coneix amb precisió el mecanisme d’acció molecular del 
mitoxantrone, està descrit que actua a través de la inhibició de la topoisomerasa II i 
tindria com a efecte la interrupció de la síntesi i reparació del DNA. Per tant, es va 
realitzar un estudi del cariotip per avaluar si la utilització del fàrmac en els nostres 
cultius estava produint danys cromosòmics que poguessin invalidar els estudis 
posteriors. 
 Una primera aproximació va ser mantenir la pressió selectiva del Mitoxantrone 
de manera contínua en els cultius. Els resultats del cariotipatge de les cèl·lules mentre 
estaven tractades amb mitoxantrone presentaven múltiples aberracions 
cromosòmiques: triploidia en un 86.8% i tetraploidies en un 13.2%, a més d’observar-se 
una excessiva fragilitat cromosòmica.  
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 Davant d’aquests resultats, es va decidir establir la durada del tractament amb 
mitoxantrone en 14 dies (veure material i mètodes). Es va procedir a retirar el fàrmac 
després de la selecció de les cèl·lules durant 14 dies, quan s’observa el creixement del 
cultiu en forma de monocapa amb les cèl·lules que han sobreviscut a la selecció, i es 
procedeix a realitzar un segon cariotip. Els resultats d’aquest van ser: nombre modal de 
cromosomes (n=42) en un 86% de les cèl·lules, un 19.4% de poliploidia en els 
cromosomes 1 i 3 i un 9% de fragilitat cromosòmica (veure figura 2). El resultat 
obtingut en aquest segon anàlisis reflectia una millora substancial en el cariotip de les 
cèl·lules en cultiu que ens permetia poder continuar el nostre estudi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2.- Cariotip del cultiu primari ABCG2+ després de la selecció amb mitoxatrone durant 
14 dies. S’observa un resultat compatible amb el cariotip d’una línia cel·lular establerta. 
 
3.- Demostració de la funcionalitat del transportador ABCG2 
 

Per comprovar que la nostra selecció cel·lular utilitzant el mitoxantrone havia 
estat eficient, es va realitzar un primer anàlisi d’expressió gènica mitjançant RT-PCR 
amb extractes d’RNAtotals obtinguts en diferents passatges del nostre cultiu primari  
de pàncreas (CPP) (Passatges 2, 6, i 10). Els resultats van demostrar l’expressió 
d’ABCG2 en tots els passatges analitzats, i n’observem un gel representatiu a la figura 
3 A.  

  
Amb aquesta primera evidència que la nostra selecció havia estat correcta, es 

van realitzar assajos funcionals d’extrusió del mitoxantrone a través del transportador. 
El fet que el mitoxantrone és un substrat fluorescent ens permet la seva detecció de 
manera directa en les cèl·lules tractades. 
 
 Els resultats citomètrics mostren una única població cel·lular segons els 
paràmetres de tamany i composició citoplasmàtica (fig. 3 B). Els assajos funcionals de 
la població cel·lular mostren que el transportador ABCG2 té la capacitat d’extruir el 
fàrmac de l’interior de la cèl·lula (fig. 3 C), i per tant es pot considerar funcional. Quan 
les cèl·lules en presència de mitoxantrone eren tractades amb un inhibidor del 
transportador ABCG2, aquesta capacitat d’extrusió es perdia i el fàrmac era acumulat 
en el citoplasma cel·lular (fig. 3 C M2), quedant reflectit en un augment de la 
fluorescència de les cèl·lules tractades amb l’inhibidor respecte a les cèl·lules que estan 
mantingudes únicament amb mitoxantrone (fig. 3C, M1). La població control sense 
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mitoxantrone (control d’autofluorescència) es representa a la figura 3C M0. A més del 
mitoxantrone, també es van complementar els assajos d’extrusió amb altres  
substàncies que poden ser transportades a través d’ABCG2 com Rho123, doxorrubicina 
i danorrubicina. Els resultats de la citometria van confirmar la funcionalitat del 
transportador en el cultiu primari, que manté la capacitat d’extruir aquestes 
substàncies. 
 
 
 
 
 

(A) 
 
                    
 
 
 
 
 
 
(B)      (C) 
 
FIGURA 3: (A) Expressió d’ABCG2 en el cultiu primari establert després de la selecció amb el 
Mitoxantrone (Passatge 2). En el primer carril tenim el control positiu (línia cel·lular ARIP), en 
el segon carril tenim el cultiu primari de pàncreas (CPP) i en el tercer carril hi ha el control 
negatiu de la PCR (-RT). (B) Histograma representatiu (dot plot) del cultiu primari on observem 
una única població. FSC-H forward scatter (tamany cel·lular), SSC-H side scatter, (granulositat 
citoplasmàtica). (C) Assajos funcionals de l’extrusió de mitoxantrone del cultiu primari. 
Observem  autofluorescència del cultiu (M0),  cultiu primari tractat amb mitoxantrone (fracció 
M1), i cultiu primari tractat amb mitoxantrone més l’inhibidor del transportador (fracció M2). 
Els experiments es van dur a terme per triplicat en n=3 experiments independents, i la figura 
il·lustra un histograma representatiu. 
 
 
 Els resultats de la funcionalitat del transportador obtinguts per citometria, 
també van ser confirmats per microscopia de fluorescència. A la figura 4 s’observa la 
comparació dels cultius control tractats només amb mitoxantrone (fig. 4 a,b) amb els 
cultius que han estat tractats amb mitoxantrone i l’inhibidor del transportador 
(verapamil) (fig. 4 c,d). Les observacions es van dur a terme durant diferents períodes 
de temps (2 i 10 minuts). Veiem  que als 2 minuts hi ha poca fluorescència en el 
citoplasma de les cèl·lules en les dues condicions estudiades (fig. 4 a,c), però que als 10 
minuts (fig. 4 b,d) aquesta fluorescència citoplasmàtica presenta un increment només 
en les cèl·lules tractades amb l’inhibidor (fig. 4 d), és a dir en aquelles cèl·lules que no 
poden extruir el mitoxantrone. Aquesta fluorescència es va observar de manera 
homogènia en el 100% de les cèl·lules en cultiu analitzades. 

M0

C+      CPP      - RT         
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FIGURA 4: Figura representativa de l’anàlisi de l’extrusió de mitoxantrone del cultiu primari. 
(a,b) Corresponen al cultiu primari en presència únicament del fàrmac. (c,d) Corresponen al 
cultiu primari en presència del fàrmac més l’inhibidor del transportador (verapamil). Els temps 
de tractament són 2 minuts (a,c) i 10 minuts (b,d). Magnificació 40X.   
 
 
4.- Caracterització del cultiu primari ABCG2(+) 
  
 4.1.- Canvis morfològics 
 
 Durant l’expansió del cultiu sense mitoxantrone es van poder observar canvis 
fenotípics en les cèl·lules (veure esquema de formació del cultiu primari, fig 5 A). 
Aquests canvis queden reflectits en l’observació de la morfologia de les cèl·lules durant 
l’evolució del cultiu primari: des de les cèl·lules en monocapa amb aspecte 
fibroblastoid, que anomenarem estadi 1 (fig. 5 B a) fins a la formació espontània 
d’estructures tridimensionals (clusters) que anomenarem estadi 2 (fig. 5 B b,c,d,e). Les 
mesures dels clusters cel·lulars donen un diàmetre mitjà de 29,75�m�11.4. 
 

 
 
 
 
 
 
 

    2’ 

  2’ 

10’

10’
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Selecció cel·lular 

Digestió total del pàncreas 
Cultiu en DMEM F12 +10% FCS 

 + Mitoxantrone 8 �M 
 
 

Estadi 1 
Adhesió cel·lular i expansió 

Cultiu en DMEM F12 + 10 %FCS 
 
 

Estadi 2 
Formació de clusters cel·lulars 

Cultiu en DMEM F12 + 10 %FCS 
(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 
 
 

FIGURA 5: (A) Esquema de l’establiment del cultiu primari. (B) Observació morfològica dels 
canvis en el cultiu primari ABCG2 (+) sense el fàrmac de selecció (mitoxantrone), on s’observen 
les fases de formació de les estructures tridimensionals: (a) cèl·lules en monocapa o estadi 1, (b) 
primeres formacions dels clusters cel·lulars, (c) formació dels clusters o estadi 2, (d) detalls 
d’alguns dels clusters en suspensió, (e) detall d’un cluster cel·lular. (f) Tinció amb Hoescht on 
s’observen els nuclis cel·lulars. Magnificació 20X (a-d), 40X (e), 63X (f). 

 

a b

e f
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4.2.- Disminució de la proliferació en els clusters cel·lulars 
 
Observant aquests dos fenotips en el cultiu primari, es van fer assajos per 

valorar si hi havia diferències en la proliferació cel·lular entre clusters (estadi 2) i la 
monocapa de cèl·lules (estadi 1). Els resultats obtinguts mitjançant la mesura de la 
incorporació de timidina tritiada van demostrar que l’estadi 2 proliferava 2,4 vegades 
menys que l’estadi 1 (fig. 6). 
 

 
 
 
 

         * 
 
 
 

 
 
 

FIGURA 6: Histograma representatiu de la incorporació de timidina tritiada en el cultiu 
cel·lular: estadi 1 (cèl·lules en monocapa) i en l’estadi 2 (clusters cel·lulars). Els resultats mostren 
la mitjana de tres experiments independents (n=3). Les barres d’error representen l’error 
estandard de la mitjana (SEM). *p<0,05 
 
 
 4.3.-Caracterització immunològica i gènica 
 
 4.3.1.- Marcadors de cèl·lules progenitores 
   

En els últims anys, l’expressió del transportador ABCG2 s’ha associat a la 
pluripotencialitat cel·lular, per tant una primera immunocaracterització del cultiu ens 
va portar a analitzar marcadors de cèl·lules progenitores de diferents llinatges 
cel·lulars: thy 1.1, nestina, FGFR1-IIIb, i NCAM. Observem que les cèl·lules dels 
nostres cultius presenten immunopositivitat en tots els marcadors estudiats (thy1.1, 
nestina i NCAM) (fig. 7 A). Aquests marcadors, i també FGFR1(IIIb), es van confirmar 
per RT-PCR tant en l’estadi 1 com en l’estadi 2 del cultiu (figura 7 B). 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
FIGURA 7: (A) Immunocitoquímica dels cultius primaris en estadi 1 dels marcadors nestina, 
thy1.1 i NCAM. Magnificació 20X. (B) Gel representatiu de la RT-PCR dels marcadors FGFR1 
(IIIb), nestina, thy1.1 i NCAM, de les mostres en estadi 1 (carril 1) i en estadi 2 (carril 2) 
utilitzant TBP com a control endogen (n=3). 
 
 

En el cas dels marcadors troncals thy 1.1 i nestina, es va procedir a quantificar la 
seva expressió per citometria de flux en els dos fenotips del cultiu (estadi 1 i estadi 2). 
Els resultats van demostrar una disminució dels dos marcadors troncals en les cèl·lules 
en estadi 2 comparades amb l’estadi 1: nestina 85.6%�7.3 en estadi 1 vs. 29.5%�4.9 en el 
estadi 2; thy1.1 91%�3.4 en estadi 1 vs. 12.9%�6.5 en estadi 2. 

 
4.3.2.- Altres marcadors cel·lulars 
 

 Per tal d’investigar el llinatge cel·lular del cultiu primari es va utilitzar diferents 
marcadors que permeten analitzar diferents estirps cel·lulars: origen mesenquimal 
(vimentina), muscular (desmina i alfa-actina), neural (GFAP), neuroendocrí 
(cromogranina A). Els resultats obtinguts tan d’immunofluorescència com d’expressió 
gènica en estadi 1 i estadi 2 van ser positius per tots els marcadors analitzats (fig. 8 A, 
B i C). Tot i que les tècniques emprades no són quantitatives, s’observava una 
disminució en el nombre de cèl·lules positives per alfa-actina i GFAP en l’estadi 2 
respecte a l’estadi 1.  

FGFR1(IIIb

1           2

Nestina

NCAM
TBP

THY 1.1

Thy 1.1 NCAM  Nestina
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FIGURA 8: (A) Tinció immunocitoquímica de les cèl·lules en estadi 1 dels marcadors alfa-
actina, GFAP, vimentina, cromogranina A i desmina. Magnificació 20X. (B) Immunocitoquímica 
de les cèl·lules en estadi 2 dels mateixos marcadors. Les figures inclouen un control negatiu de 
l’anticòs secundari. Magnificació 20X. (C) Gel representatiu de la RT-PCR dels marcadors 
GFAP, vimentina, alfa-actina, desmina i cromogranina A de les mostres en estadi 1 (carril 1) i en 
estadi 2 (carril 2) utilitzant TBP com a control endogen (n=3). 
 

1           2
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També van observar-se fenòmens d’auto-fluorescència, que van ser més 
evidents en l’estadi 2 de cultiu primari comparats amb l’estadi 1 (fig. 9 A, B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 9: Observació d’autofluorescència del cultiu primari en l’estadi 1 (A) i en l’estadi 2 (B). 
Magnificació 63X. 

 
L’anàlisi de tots els resultats obtinguts fins ara indicaven que, si bé estava 

descrita la presència de la població SP en el pàncreas adult, el nostre procediment 
havia seleccionat un tipus cel·lular anomenat “cèl·lules pancreàtiques estrellades”. A 
partir d’ara ens referirem al cultiu seleccionat com PaSC/ABCG2+. Per acabar de 
confirmar la caracterització es va dur a terme la tinció d’Oil Red, que marca material 
liposoluble acumulat en el citoplasma cel·lular, i en el nostre cas indica la presència de 
vitamina A característica d’aquest tipus cel·lular. Els resultats observats després de la 
tinció indiquen que a les cèl·lules en monocapa hi ha poca presència de dipòsits de 
vitamina A (fig. 10 A, B), en canvi en els clusters cel·lulars s’aprecia un augment 
significatiu de la tinció (fig. 10 C). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 10: Tinció d’Oil Red en les cèl·lules PaSC/ABCG2+: estadi 1 (A), detall cel·lular de 
l’estadi 1 (B), i estadi 2 (C). Control positiu de la tinció utilitzant cultius primaris de cèl·lules 
hepàtiques estrellades cedits pel Dr Pablo Engel (D). Magnificació 20X (A), 40X (B), 63X (C), 40X 
(D).   

C

A B

D

A B
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Una altra característica de les cèl·lules estrellades és el paper en la remodelació 
de la matriu extracel·lular, amb la síntesi de fibres de col·lagen. La detecció mitjançant 
RT-PCR dels marcadors més importants implicats en aquesta remodelació seria una 
evidència més del tipus cel·lular aillat. En la figura 11 s’observa tant en l’estadi 1 com 
en l’estadi 2 l’expressió de col·lagen I, metal·loproteinases (MMP2), i inhibidors de les 
metal·loproteinases (TIMP1). 

 
 
 
 

 
 

FIGURA 11: Gel representatiu de l’expressió de marcadors col·lagen I, MMP2 i TIMP en el 
cultiu primari, tant en cèl·lules en estadi 1 (carril 1) com en estadi 2 (carril 2), n=3. 
 

El CD38 és un marcador expressat en molts tipus cel·lulars, que recentment ha 
estat detectat a la membrana plasmàtica de cèl·lules hepàtiques estrellades en cultiu 
primari. L’anàlisi citomètric representat a la figura 12 mostra una positivitat per CD38 
en les cèl·lules del nostre cultiu primari PaSC/ABCG2+ en estadi 1 d’un 17%.                    
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
FIGURA 12: (A) Histograma (dot plot) on es representa la tinció per CD38 del cultiu primari en 
estadi 1. FSC-H forward scatter (tamany cel·lular), SSC-H side scatter, (granulositat 
citoplasmàtica). Establim la fluorescència amb el control negatiu (només anticòs secundari) i 

c a b c

1          2 

Col·lagen I

MMP2

TIMP1



Resultats 

97

detectem el marcatge en el 17% de la nostra població.  (B) Detall de les cèl·lues en suspensió 
tenyides per CD38 un cop analitzades per citometria (a, b, c). Magnificació 40X. 
 

Altres marcadors descrits en la caracterització de cèl·lules hepàtiques 
estrellades són molècules d’adhesió de la superfamília de les immunoglobulines 
(NCAM, VCAM i ICAM). En els nostres cultius, a més de la presència de NCAM 
(veure figura 7) es va detectar VCAM (CD106), (fig. 13 a).  

  
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURA 13: Tinció immunocitoquímca de les molècules d’adhesió VCAM (CD106) (a), i control 
negatiu de la tinció (només anticòs secundari) (b) en el cultiu primari. Magnificació 20X (a-b). 
 

Detectada la presència de FGFR1(IIIb) (veure figura 7) vam investigar 
l’expressió dels seus lligands per RT-PCR com FGF1, FGF7, FGF8 i FGF10 (fig 14 B), 
així com d’altres FGFR implicats en la proliferació de cèl·lules progenitores (fig 14 A). 
Els resultats obtinguts van ser positius per tots els marcadors analitzats. 

 
 
 
 
 
 

(A)      (B)   
 
FIGURA 14: Gel representatiu de l’expressió de receptors en el cultiu primari en estadi 1 de 
fibroblast growth factors (FGFR) (A) i dels seus lligands (B) (n=3). 
 
4.4.- Demostració de la capacitat d’endocitar dextrà 
   
 S’ha demostrat recentment que les cèl·lules estrellades tant hepàtiques com 
pancreàtiques tenen capacitat d’internalitzar molècules. Per avaluar aquesta capacitat 
en els nostres cultius PaSC/ABCG2+ es van fer assajos d’internalització de molècules 
de dextrà d’alt pes molecular (70Kda) per demostrar la capacitat d’endocitosi a través 
de receptor específic (el dextrà s’uneix al receptor de mannosa). En els resultats 
obtinguts podem observar com el dextrà marcat amb FITC és incorporat a l’interior de 
les cèl·lules (fig. 15 A a,b,c). El control negatiu correspon a cèl·lules on el procés s’ha 
realtizat a 4ºC, temperatura que impedeix la internalització d’aquesta molècula de 
dextrà (fig. 15 A, a’,b’,c’).  

D’altra banda també es va localitzar la presència de lisosomes tardans 
mitjançant el marcatge amb la molècula LAMP2 (fig. 15 B, a, b). 
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B) 
 
FIGURA 15: (A) Endocitosi del dextrà per part de les cèl·lules del cultiu primari a diferents 
temps: 15 minuts (a), 30 minuts (b) i 45 minuts (c). Cèl·lules on el procés s’ha realitzat a 4ºC a 
diferents temps: 15 minuts (a’), 30 minuts (b’) i 45 minuts (c’). Magnificació 20X (a-c, a’-c’). (B) 
Tinció immunocitoquímica de LAMP2 del cultiu primari (a) i detall cel·lular (b). Magnificació 
20X (a), 63X (b). 

 
4.5.- Caracterització ultraestructural  
 

Una darrera aproximació va ser centrar-nos en l’estudi ultraestructural del 
cultiu primari en estadi 2 utilitzant microscopia electrònica de transmissió. En la figura 
16 (a,b,c) veiem els talls semifins on s’observa la disposició de les cèl·lules que formen 
el cluster. S’observa una major concentració cel·lular a la perifèria de l’estructura (fig. 
16 a, c), amb conexions cel·lulars entre les diferents estructures que apareixen en el 
cultiu (fig. 16 b).  

De l’observació ultraestructural de l’àrea assenyalada a la figura 16 c podem 
destacar diferents electrodensitats tant citoplasmàtiques com nuclears entre les 
cèl·lules analitzades (fig. 16 d, f). Aquesta diferent electrodensitat podria estar indicant 
diferències en l’estat d’activació de les cèl·lules estrellades. Totes les cèl·lules 
observades presenten un reticle endoplasmàtic rugós molt desenvolupat amb signes 
evidents d’hipertròfia (fig. 16 d’, g, e, i), també veiem abundants lisosomes (fig. 16 e, i), 
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i algunes gotes lipídiques al citoplasma compatibles amb els dipòsits de vitamina A 
(fig. 16 e). L’aparell de Golgi també està molt desenvolupat (fig. 16 g, g’), i hi ha pocs 
mitocondris. Les cèl·lules presenten un aspecte fibroblastoid, amb interdigitacions de 
la membrana plasmàtica (fig. 16 f, cèl·lula superior). A l’espai extracel·lular s’observen 
abundants fibres, compatibles amb fibres de col·lagen, que veiem tant en tall 
longitudinal (fig. 16 i) com en tall transversal (fig. 16 g). Les observacions del centre de 
l’estructura ens mostren menys cel·lularitat que a la perifèria, el tamany cel·lular és 
més petit i també presenten interdigitacions de la membrana plasmàtica (fig. 16 h). La 
matriu extracel·lular és més densa a l’interior de l’estructura, i no s’hi observen fibres. 
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FIGURA 16: (a,b,c) Talls semifins previs a la microscopia electrònica. (d,e,f,g,h,i) Imatges de 
microscopia electrònica de transmissió del cultiu primari en estadi 2, (d’,g’h’) detalls d’imatges 
de  microscopia electrònica de transmissió del cultiu primari en estadi 2. Reticle endoplasmàtic 
rugós (RER) gotes lipídiques (LD), lisosomes (L), fibres de col·lagen (FC), MEC (matriu 
extracel·lular), mit (mitocondri), cit (citoesquelet), N (nucli). Magnificació 20X (a,b), 40X (c) 
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B.- Demostració de la seva capacitat de transdiferenciació cap a un fenotip de 
cèl·lula productora d’insulina 
 
5.- Expressió de marcadors endocrins 

 
Una vegada caracteritzat el cultiu primari, i per poder continuar amb l’objectiu 

I, vam avaluar si les cèl·lules del cultiu PaSC/ABCG2+ podien expressar factors de 
transcripció implicats en la diferenciació endocrina, i vam escollir PDX1 per la seva 
rellevància en aquest procés. En les primeres fases d’expansió del cultiu vam detectar 
per immunofluorescència el factor de transcripció PDX1 al nucli de les cèl·lules (fig. 17 
A, a), que es correlacionava amb una dèbil expressió d’insulina en el mateix passatge 
(fig. 17 B, carril a). Al llarg de l’expansió del cultiu, es va poder observar la 
negativització de l’expressió d’insulina (fig. 17 B, carril b), i la translocació del factor 
de transcripció PDX1 del nucli al citoplasma cel·lular (fig. 17, A,b).   

 
 
 
 
 
 
 
 
             

 
(A)                   (B)    
     
FIGURA 17: (A) Tinció immunocitoquímica de PDX1 (verd). (a) Fases primerenques d’expansió 
del cultiu, i (b) en fases posteriors. Magnificació 20X (a), 40X (b). (B) Gel representatiu de la RT-
PCR de la feble expressió d’insulina en els cultius primaris. En el carril (a) s’observa la banda 
corresponent a la insulina en passatges primerencs del cultiu i en el carril (b) no observem 
expressió d’insulina en passatges postreriors del cultiu (n=3). Com a control + hem utilitzat la 
línia cel·lular MIN6. 
 
 
6.- Efectes del tractament del cultiu primari amb substàncies potenciadores de 
la diferenciació: 

 
Els resultats descrits en el punt anterior ens estaven indicant la capacitat 

potencial de poder transdiferenciar aquest tipus cel·lular en un fenotip endocrí. Per 
potenciar aquest procés vam utilitzar estratègies inductores de la diferenciació 
mitjançant el tractament dels cultius PaSC/ABCG2+ amb diferents substàncies 
diferenciadores utilitzades en altres models cel·lulars descrits a la literatura (figura 18). 
El medi basal DMEMF12 (8 mM glucosa) amb 10% FCS (fig. 18,1) va ser suplementat 
amb nicotinamida a 10 mM (és una forma de la vitamina B12, fig. 18,2),  dexametasona 
a 10-7M (és un glucocorticoid, fig. 18,3), exendin-4 a 0.1 nM (és un anàleg de GLP1, fig. 
18,4), o activin A a 2 nM (és un anàleg de TGF�, fig. 18,5). 

 
D’una banda es van tornar a analitzar els marcadors de cèl·lules pluripotencials 

(nestina, thy1.1) i de l’altra el marcador PDX1 (factor de transcripció clau en la 
diferenciació endocrina). Els resultats observats es representen a la figura 18, i malgrat 
que els resultats són qualitatius, podem suggerir que: 

a b

C+       a        b 
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Els diferents tractaments no van modificar l’expressió del  marcador thy1.1 
(carrils 2-5). 
El tractament amb dexametasona (carril 3) va provocar una lleugera disminució 
de nestina respecte als nivells basals (carril 1), però en cap cas es va 
negativitzar. 
 Els tractaments amb exendin-4 i activin-A (carrils 4 i ) van provocar un 
increment de l’expressió de PDX1 respecte als nivells basals (carril 1) i a la resta 
de tractaments (carrils 2,3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 18: Gel representatiu de l’expressió de nestina, thy1.1, pdx1, insulina  i TBP  en els 
diferents tractaments del cultiu primari en estadi 1: 1.- Medi basal, 2.- Medi basal + 
Nicotinamida (10 mM), 3.- Medi basal + Dexametasona (10-7M), 4.- Medi basal + Exendin-4 (0.1 
nM), 5.- Medi basal + Activin A (2 nM), 6.- C+ cèl·lules MIN6 (n=3). 
 
 
7.- Expressió de receptors en el cultiu primari  
 
 Veient els efectes tant de l’exendin-4 com de l’activin A en l’increment en 
l’expressió de PDX1 vam testar l’expressió dels receptors de GLP1 i de TGF� que 
poguessin explicar els canvis en l’expressió gènica observada en el cultiu. Els resultats 
obtinguts van ser positius en els dos estadis del cultiu PaSC/ABCG2+ (fig. 19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 19: Gel representatiu de l’expressió dels receptors de TGF� (I,II i III) i GLP1 en estadi 1 
(carril 1) i en estadi 2 (carril 2), (n=3). 
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8.- Efectes del tractament del cultiu primari amb cocktail de diferenciació 
 
 Tot i la utilització de les substàncies diferenciadores no vam poder aconseguir 
que els nostres cultius PaSC/ABCG2+ expressessin altres gens endocrins a més de 
PDX1. Això ens va fer plantejar la possibilitat de provar altres medis de cultiu en els 
quals s’utilitza una mescla de substàncies capaç d’induir insulina descrita en altres 
models cel·lulars (Huang and Tang, 2003). 
 Els resultats obtinguts amb el cocktail de diferenciació descrit a material i 
mètodes no  va provocar canvis expressió a nivell dels marcadors que ja expressen les 
cèl·lules de manera basal, com són NCAM, nestina o Thy1.1, ni tampoc modifiquen 
l’expressió de PDX1. Aquest medi però és capaç d’induir l’expressió  del gen de Ngn3, 
factor de transcripció primerenc, implicat en la diferenciació endocrina pancreàtica (fig 
20, carril b). 
 
        a       b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 20: Gel representatiu de l’expressió de marcadors del cultiu primari en medi basal (a) 
o bé amb medi basal suplementat amb el cocktail de diferenciació (b) (n=3). 

 
9.- Efectes de la sobreexpressió de Ngn3 en el cultiu primari en estadi 2. 
 
 Amb els resultats anteriors, ens vam plantejar investigar si, a més de Ngn3, hi 
havia altres gens implicats en la diferenciació endocrina que poguessim induir in vitro 
en el nostre model. Per fer-ho, vam sobreexpressar Ngn3 mitjançant infecció amb 
adenovirus que contenien el constructe de Ngn3, i utilitzant el constucte de �-gal com a 
control de la infecció (fig. 21 A).  
 

Els resultats obtinguts mostren que la sobreexpressió de Ngn3 és capaç d’induir 
en els nostres cultius l’expressió del factor de transcripció NeuroD1 i incrementar 
l’expressió de Pax4, Pax6 i Pdx1 comparant amb els cultius control. En canvi, no 
modifica l’expressió de nestina ni ABCG2, que pràcticament és negativa (fig. 21 B). 
 El fet que la infecció sigui transitòria no ens va permetre detectar la presència 
de marcadors tardans o de cèl·lula madura com insulina, glucagó, somatostatina, o 
amilina (IAPP). 
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(A)          (B) 
 
FIGURA 21: (A) Estructura infectada amb el constructe �-Gal. (B) Gel representatiu de 
l’expressió de marcadors del cultiu primari en estadi 2 després de la infecció amb adenovirus de 
Ngn3 i �-Gal (Control -): NeuroD1, Pax 4, Pax6, Pdx1, nestina, ABCG2, utilitzant com a endogen 
TBP (n=3). 
 
10.- Efectes del tractament del cultiu primari en l’estadi 2 amb Matrigel i 
exendin-4. 
 
 La importància del nínxol cel·lular en la diferenciació és un fet clarament 
demostrat. La utilització de Matrigel com a matriu extracel·lular en diferents models de 
diferenciació i transdiferenciació cel·lulars provoca canvis tant a nivell morfològic com 
d’expressió gènica i proteica.  
 En el nostre cas s’ha treballat amb diferents temps de cultiu i concentracions de 
Matrigel suplementada amb altres substàncies fins a trobar les condicions òptimes de 
diferenciació, com es descriu a material i mètodes. 
 
 10.1.- Canvis morfològics dels clusters en Matrigel 
 
 El cultiu en Matrigel provoca canvis en els cultius que es manifesten en 
l’observació de contactes entre clusters a través d’estructures allargades, semblants a 
petits conductes (fig. 22 A, B, C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
FIGURA 22: (A, B, C) Observació dels clusters cel·lulars cultivats en Matrigel durant 3 
setmanes. Magnificació 20X (A), 40X (B), 63X (C). 
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10.2.- Canvis d’expressió gènica i proteïca 
 
 El tractament durant 3 setmanes amb els medis M1 i M2 (fig. 23), que inclou 
Matrigel a diferents concentracions i diferents suplements, manté els nivells 
d’expressió de PDX1 i Ngn3, però no observem cap inducció de l’expressió dels altres 
marcadors estudiats (IAPP, insulina, glucagó, somatostatina, i amilasa). 
 En canvi, en el tractament amb medi M3 observem un increment de l’expressió 
de Ngn3, amb la inducció per primera vegada de IAPP i de glucagó. La resta de 
marcadors són negatius (PDX1, insulina, somatostatina i amilasa) (fig. 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 23: Gel representatiu de l’expressió de marcadors del cultiu primari després del cultiu 
en Matrigel (M1-M2-M3) (n=3). 
 
 D’altra banda, el tractament durant 3 setmanes amb M4, que inclou Matrigel 
suplementada amb exendin-4, va fer que les cèl·lules del cultiu primari expressessin 
per primera vegada gens pancreàtics endocrins com PC1/3, PC2, GLUT2, i insulina (a 
més de IAPP i glucagó detectats en M3). No es va detectar somatostatina, com tampoc 
gens exocrins (p48 i amilasa). Va ser interessant l’observació de l’expressió del 
marcador ductal CK19, no detectat fins ara (fig. 24 A). 
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FIGURA 24: (A) Gel representatiu de l’expressió de marcadors del cultiu primari després del 
cultiu en Matrigel (M4) (n=3). (B) Tinció immunocitoquímica de pèptid C en el cultiu primari en 
estadi 2 després de la diferenciació amb el cultiu en Matrigel M4. Magnificació 20x (Ba) i 40x 
(Bb).  
 

Davant l’aparició per primera vegada del transcrit d’insulina en el nostre cultiu 
primari, vam voler assegurar-nos que realment procedia del processament endogen de 
la hormona i no pas de la seva captació del medi. Per tant, la tinció per pèptid C (figura 
24 B) ens va confirmar la presència d’insulina processada pel nostre cultiu. També vam 
realitzar l’anàlisi citomètric tant de l’expressió de pèptid C, que va ser de 31.21%�5.2, 
com de PDX-1, que va ser 39.54%�2.1. 

 
10.3.-Colocalitzacions immunològiques de pèptid C 

 
En el procés de caracterització del fenotip obtingut, els perfils d’expressió 

gènica han d’anar acompanyats d’estudis d’expressió proteica. La immunocitoquímica 
ens permet la localització intracel·lular de la proteïna, a més de poder co-localitzar 
diferents marcadors en una mateixa cèl·lula.Veient els resultats anteriors, vam intentar 
co-localitzar mitjançant microscopia confocal el pèptid C (fig. 25 a) i la insulina (fig. 25 
b), observant que les cèl·lules que expressen insulina, alhora co-expressen també el 
pèptid C (fig. 25 c). 
 

 
 
 
 
 
 

 
FIGURA 25: Tinció immunocitoquímica de pèptid C (a, vermell), insulina (b, blau) i la seva co-
localització (c, lila) en les cèl·lules que han estat cultivades en Matrigel. Magnificació 20x. 
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Els resultats obtinguts de les tincions immunocitoquímiques de les cèl·lules 
provinents del cultiu en Matrigel (M4) van demostrar que els marcadors vimentina, 
alfa-actina, nestina i GFAP no es van veure modificats (si bé aquests dos últims 
marcadors mostren un marcatge més dèbil). En la doble tinció amb pèptid C, observem 
que només hi ha una bona co-localització del pèptid C amb la vimentina (figura 26). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 26: Tincions immunocitoquímiques de les cèl·lules que han estat cultivades en 
Matrigel. Pèptid C, vimentina, i co-localització (merge); pèptid C, GFAP,i  co-localització 
(merge); pèptid C, alfa-actina, i co-localització (merge); pèptid C, nestina, i co-localització 
(merge). Magnificació 20x. 
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10.4.- Presència de grànuls de secreció 
 

Després de valorar els resultats anteriors, els clusters obtinguts del cultiu 
en Matrigel amb M4 van ser tenyits amb ditizona (agent quelant que marca el zinc), 
observant en la figura 27 positivitat en alguns dels clusters aillats (aproximadament el 
25%). Aquest fet ens indica la presència de grànuls de secreció madurs en el nostre 
cultiu PaSC/ABCG2+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 27: Tinció amb ditizona de les cèl·lules que han estat cultivades en Matrigel M4. 
S’observen clusters de color vermell, indicant una reacció positiva amb el colorant. Magnificació 
20x. 

 
 10.5.- Caracterització ultraestructural dels clusters diferenciats. 

 
 Estudis ultraestructurals per microscopia electrònica de transmissió en els 
clusters cel·lulars tractats amb Matrigel (M4) van evidenciar canvis respecte a l’estudi 
anterior (veure apartat 4.5 de resultats), que queden reflectits en la figura 28: s’observa 
un augment de la cel·lularitat en els clusters tractats, amb cèl·lules amb un tamany més 
homogeni i de forma més arrodondida, amb nuclis arrodonits, en posició central, amb 
la membrana nuclear dentada i amb la cromatina homogèniament electrodensa (fig. 28 
b, e). En el citoplasma s’observa un reticle endoplasmàtic rugós desenvolupat una 
disminució significativa en la hipertròfia (fig. 28 f). Es detecta la presència de grànuls 
electrodensos, alguns dels quals presenten una morfologia compatible amb els grànuls 
d’insulina en diferents graus de maduració (fletxes gruixudes en fig. 28 b, c, d, e). 
S’observa menys matriu extracel·lular respecte als clusters no tractats, i en aquesta 
matriu no s’hi distingeixen fibres (fig 28 c, d). 
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FIGURA 28: (a, b, c, d, e) Electromicrografies del cultiu primari en fase de cluster cultivat en 
Matrigel. Nucli (N), Reticle Endoplasmàtic Rugós (RER), matriu extracel·lular (MEC). Els 
grànuls compatibles amb grànuls d’insulina estan assenyalats amb una fletxa gruixuda   
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10.6.- Secreció d’insulina al medi en resposta a glucosa 
 

 La secreció d’insulina de les cèl·lules tractades amb Matrigel M4 va ser 
analitzada mitjançant una incubació estàtica a dues concentracions de glucosa: 2,8 mM 
(baixa) i 20 mM (alta). Els resultats van ser normalitzats per un nombre total de 100 
clusters, i es va obtenir una secreció d’insulina de 911.8�31.7pg/100 clusters cel·lulars en 
glucosa alta vs. 635�13.4pg/100 clusters cel·lulars en glucosa baixa (veure fig. 29 B). 
Aquesta diferència va ser estadísticament significativa (*p<0,05). Les cèl·lules van 
respondre a una estimulació alta de glucosa secretant un 44% més que en l’estimulació 
de glucosa baixa. Cal dir que la secreció d’insulina del cultiu obtinguda durant les 
primeres fases d’expansió (medi basal, sense diferenciar) estava per sota el límit de 
detecció de l’ELISA en els dos tractaments de glucosa testats (fig. 29 A), com també va 
ser indetectable la secreció de les cèl·lules en estadi 1.  
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FIGURA 29: Secreció d’insulina del cultiu primari en estadi 2. (A) Cèl·lules tractades amb medi 
basal i estimulades a dues concentracions de glucosa (G). (B) cèl·lules diferenciades amb 
Matrigel i estimulades a dues concentracions de glucosa (G). Els resultats mostren la mitjana de 
tres experiments independents (n=3). Les barres d’error representen l’error estandard de la 
mitjana (SEM). (* p<0.05). 
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OBJECTIU II 
 
A.- Estudi dels possibles efectes paracrins del medi de la població 
PaSC/ABCG2(+) aillada sobre la població ductal pancreàtica  
 
11.- Enriquiment del cultiu per la població que expressa PSA-NCAM  
mitjançant la tècnica d’immunopanning 

 
Per assolir el segon objectiu de la tesi (caracterització del secretoma i estudi de 

possibles efectes del medi condicionat) necessitavem uniformitzar la població cel·lular 
aillada. Per fer-ho vam plantejar-nos buscar un marcador de superfície en aquesta 
població i augmentar el seu percentatge de positivitat en el cultiu primari, seleccionant 
només aquelles cèl·lules que l’expressen.  

 
La molècula utilitzada per realitzar l’enriquiment del cultiu va ser el marcador 

NCAM, expressat pel nostre cultiu primari tal com s’observa a la figura 7. Aquesta 
molècula està present a les cèl·lules hepàtiques estrellades i augmenta la seva expressió 
durant l’activació d’aquestes. La seva forma composta amb àcid siàlic (PSA-NCAM) 
està carregada negativament i es troba a la membrana plasmàtica de les cèl·lules, 
requisit per dur a terme la selecció de la població sense produir dany cel·lular i poder 
mantenir posteriorment les cèl·lules en cultiu. Per poder utilitzar aquest marcador, una 
primera aproximació va ser quantificar aquesta molècula en el nostre cultiu cel·lular. 
L’estudi immunocitoquímic per citometria de flux del cultiu primari va demostrar 
positivitat en el 36% de la població pel marcador PSA-NCAM, fet que ens va permetre 
fer un enriquiment del percentatge de la població que expressa aquest marcador 
mitjançant la tècnica d’immunopanning. 

 
El primer assaig d’immunopanning del cultiu va seleccionar una fracció positiva 

amb 57% de cèl·lules positives per PSA-NCAM (fig. 30 a). Aquesta fracció cel·lular va 
ser utilitzada per un segon enriquiment. La fracció que no va quedar adherida a  la 
placa de PSA-NCAM (fracció negativa, fig. 30 b), només contenia un  6% de cèl·lules 
positives per PSA-NCAM. Aquesta fracció va ser expandida en cultiu i caracteritzada 
per immunocitoquímica però no va ser utlitzada per posteriors experiments. 

 
Per augmentar el percentatge d’enriquiment, es va realtizar un segon assaig 

d’immunopanning només amb la fracció positiva de l’assaig anterior, i el marcatge 
obtingut va ser d’un 80% de cèl·lules positives en la fracció positiva per PSA-NCAM 
(fig 30 c,d), que representa un augment de més del 20%. La fracció negativa que no va 
quedar adherida a la placa de PSA-NCAM va resultar indetectable, i no va poder ser 
expandida en cultiu. 
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FIGURA 30: Observació de la tinció per PSA-NCAM després de l’assaig d’immunopanning. (a) 
Fracció positiva per PSA-NCAM del panning 1, (b) Fracció negativa per PSA-NCAM del panning 
1, (c i d) Fracció positiva per PSA-NCAM del panning 2. Magnificació 20X (a, b, d), 63X (c) 

 
12.- Caracterització de les fraccions després de l’immunopanning 

 
Per recomprovar el fenotip de les cèl·lules obtingudes en els assajos 

d’immunopanning, es van utilitzar diferents marcadors. La caracterització 
immunocitoquímica va donar els següents resultats (taula 1): 

 
 Fracció + Fracció - 
PANNING 1   
Desmina ++ + 
Vimentina ++ + 
Cromogranina A + +/- 
GFAP + +/- 
Thy 1.1 + + 
PSA-NCAM + - 

 
 Fracció + 
PANNING 2  
Desmina + 
Vimentina + 
Cromogranina A + 
GFAP + 
Thy 1.1 + 
PSA-NCAM ++ 

 
TAULA 1: Quadre comparatiu on observem les tincions de diferents marcadors després dels 
assajos d’immunopanning. (+) positivitat, (++) positivitat alta, (+/-) positivitat dèbil. 

c d dc

ba
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Amb la fracció positiva del segon immunopanning es va recollir el medi 

condicionat per als estudis de proliferació, proteòmica, i canvis d’expressió gènica de 
l’objectiu 2. 

  
13.- Efectes del medi condicionat de PaSC/ABCG2+ sobre la línia cel·lular 
ductal ARIP 
 
 La localització in vivo de les cèl·lules pancreàtiques estrellades és periacinar i 
periductal. També s’ha descrit en diversos treballs que les cèl·lules estrellades tenen la 
capacitat de secretar substàncies amb implicacions en diversos processos biològics, tot i 
tenir com a funció principal la remodelació de la matriu extracel·lular. Aquests dos fets 
ens van portar a investigar possibles efectes paracrins de les nostres cèl·lules 
PaSC/ABCG2+ sobre les cèl·lules ductals pancreàtiques. 
 El model experimental utilitzat per testar els possibles efectes del secretoma de 
les PaSC va ser la línia cel·lular ARIP (ductal) descrita a l’apartat de material i mètodes. 
 

13.1.- Morfologia cel·lular 
 
La primera aproximació realitzada per avaluar possibles efectes del medi 

condicionat procedent del cultiu PaSC/ABCG2+ va ser la observació morfològica de la 
línia ARIP després del tractament amb medi condicionat durant diferents temps. Els 
resultats van demostrar que no hi havia canvis fenotípics evidents durant 24, 48 i 72 
hores de tractament amb el medi condicionat, respecte a les cèl·lules tractades amb 
medi control (medi propi de la línia ARIP) i medi basal (medi propi de les PaSC no 
condicionat). Tampoc es van observar canvis en tractaments més llargs (de fins a 7 
dies). El que sí es podia observar era una disminució en el creixement de les cèl·lules 
tractades amb medi condicionat, que mai no assolien la mateixa confluència que les 
condicions control (partint del mateix nombre de cèl·lules a cada condició) (fig. 31 a, b, 
c) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
FIGURA 31: Observació de les cèl·lules ARIP tractades amb diferents medis: (a) Control (medi 
propi de la línia ARIP), (b) basal (medi de les cèl·lules estrellades sense ser condicionat), (c) 
medi condicionat provinent de PaSC/ABCG2+. (a, b, c) corresponen a 72 hores de tractament, 
Magnificació 40X. 
 

 
 
 
 

a b c
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13.2.- Proliferació cel·lular 
  

Aquestes observacions preliminars respecte a la confluència dels cultius tractats 
amb medi condicionat ens va portar a quantificar la proliferació cel·lular mitjançant 
l’assaig de BrdU (anàleg de timidina), que mesura la incorporació d’aquest nucleòtid 
en la fase S del cicle cel·lular i ens indica les cèl·lules que estan proliferant. Per avaluar 
l’especificitat del nostre medi vam realitzar un un primer estudi per valorar si el fet de 
cultivar la línia ARIP amb un medi de cultiu amb una composició una mica diferent del 
que li és propi (medi basal, veure material i mètodes) estava afectant la seva 
proliferació. Els resultats van ser que els nivells de proliferació de cèl·lules tractades 
amb medi basal (medi de PaSC sense estar condicionat) es mantenien al 91,5% respecte 
els nivells control (medi propi ARIP). Aquesta disminució de la proliferació respecte al 
control no va ser estadísticament significativa (fig. 32 A). Amb aquesta comprovació, 
vam passar a utilitzar a partir d’aquest moment el medi basal com a proliferació de 
referència. Els estudis de proliferació mitjançant BrdU d’aquesta línia tractada durant 
24 hores amb medi condicionat provinent de PaSC va donar com a resultat una 
disminució significativa de la proliferació  (* p<0.05) del 40,3% comparada amb  la 
proliferació de les cèl·lules ARIP tractades amb medi basal (fig. 32 B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 32: (A) Anàlisi de la proliferació cel·lular de la línia ARIP tractada durant 24 hores 
amb diferents medis: control (medi propi de la línia ARIP), i basal (medi de les cèl·lules 
estrellades sense ser condicionat). Els resultats s’expressen en percentatge de BrdU incorporat 
respecte a la proliferació amb el medi control. S’han realitzat 3 experiments independents (NS, 
no significatiu estadísticament). Les barres d’error representen l’error estandard de la mitjana 
(SEM) (B) Anàlisi de la proliferació cel·lular de la línia ARIP tractada durant 24 hores amb 
diferents medis: basal (medi de les cèl·lules estrellades sense ser condicionat), COND (medi 
condicionat provinent de PaSC/ABCG2+). Els resultats s’expressen en percentatge de BrdU 
incorporat respecte a la proliferació amb el medi basal. S’han realitzat 4 experiments 
independents (* p<0.05). Les barres d’error representen l’error estandard de la mitjana (SEM) 
 

13.3.- Viabilitat cel·lular 
 
 Per assegurar que la disminució de la proliferació no era deguda a una pèrdua 
de viabilitat de les cèl·lules, vam realitzar estudis per mesurar la reducció de la sal de 
tetrazolium (MTT) per part dels enzims mitocondrials de la cadena respiratòria, que 
seria un indicador de la viabilitat cel·lular (veure material i mètodes). Com en els 
estudis de proliferació de la figura anterior, vam valorar si el cultiu amb medi basal 
afectava la viabilitat de les cèl·lules respecte al medi control, i els resultats van indicar 
que la viabilitat no es veia afectada (fig. 33 A). Passant a utilitzar el medi basal com a 
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viabilitat de referència, els resultats demostren que la utilització del medi condiconat 
durant 24 hores no modifica la viabilitat de les cèl·lules ARIP (fig. 33 B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 33: (A) Anàlisi de la viabilitat cel·lular de la línia ARIP tractada amb diferents medis: 
control (medi propi de la línia ARIP), i basal (medi de les cèl·lules estrellades sense ser 
condicionat). Els resultats s’expressen en percentatge de MTT reduit respecte al medi control. 
S’han realitzat 3 experiments independents (NS, no significatiu estadísticament). Les barres 
d’error representen l’error estandard de la mitjana (SEM)  (B) Anàlisi de la viabilitat cel·lular de 
la línia ARIP tractada durant 24 hores amb diferents medis: basal (medi de les cèl·lules 
estrellades sense ser condicionat), COND (medi condicionat provinent de PaSC/ABCG2+). Els 
resultats s’expressen en percentatge de MTT reduit respecte al medi basal. S’han realitzat 3 
experiments independents (NS, no significatiu). Les barres d’error representen l’error estandard 
de la mitjana (SEM) 
 
 

13.4.- Comprovació de l’especificitat del medi 
 
Per assegurar que els efectes observats en l’apartat anterior (disminució de la 

proliferació sense afectar la viabilitat) eren específics del medi condicionat utilitzat, i no 
un efecte causat per la pèrdua de nutrients del medi (recordem que el medi condicionat 
s’obté després de 24 hores de cultiu amb cèl·lules estrellades) o bé de la secreció de 
factors solubles tòxics procedents del metabolisme cel·lular, es van tractar les cèl·lules 
ARIP amb medis condicionats provinents d’altres línies cel·lulars: ductals mPAC, i 
endocrines��TC (cedides per la Dra Rosa Gasa). 

 
La valoració de la proliferació i la viabilitat de les cèl·lules ARIP tractades 

durant 24 hores amb aquests dos medis condicionats va donar com a resultat que no hi 
havia disminució significativa de la proliferació (fig. 34 A), i la viabilitat tampoc es va 
veure afectada (fig. 34 B). 
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FIGURA 34: (A) Anàlisi de la proliferació de la línia ARIP tractada durant 24 hores amb medi 
basal, i amb medis condicionats provinents de les línies �TC i mPAC. Els resultats s’expressen 
en percentatge de BrdU incorporat respecte a la proliferació amb el medi basal. S’han realitzat 3 
experiments independents (NS, no significatiu estadísticament). Les barres d’error representen 
l’error estandard de la mitjana (SEM). (B) Anàlisi de la viabilitat de la línia ARIP tractada amb 
medi basal, i amb medis condicionats provinents de les línies �TC i mPAC. Els resultats 
s’expressen en percentatge de MTT reduit respecte al medi basal. S’han realitzat 3 experiments 
independents (NS, no significatiu). Les barres d’error representen l’error estandard de la 
mitjana (SEM) 
 

13.5.- Canvis en l’expressió de marcadors 
 
 En tot sistema biològic és un fet conegut l’existència d’un balanç entre la 
proliferació i la diferenciació cel·lular. Basant-nos en aquesta premisa, i amb l’evidència 
que el medi condicionat ens afectava la proliferació, vam voler avaluar si també 
podíem estar induint transdiferenciació en aquesta línia cel·lular.  
 

13.5.1.- Marcadors propis 
 

 Després d’analitzar els efectes del medi condicionat en proliferació i viabilitat 
de la línia ARIP, i d’haver comprovat l’especificitat del medi, vam avaluar un 
marcador endogen de la línia ARIP, el filament intermedi CK19, abans i després del 
tractament amb medi condicionat. Per intentar detectar canvis en l’expressió gènica i 
proteica el temps de tractament va ser de 72 hores. Els resultats observats indiquen  
que el tractament de 72 hores amb medi condicionat provoca una disminució del 
marcatge de la CK19 respecte als cultius tractats amb medi basal (fig. 35). 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 35: Observació de les cèl·lules ARIP tractades amb diferents medis durant 72 hores: 
Basal (medi de les cèl·lules estrellades sense ser condicionat) i Condicionat. En verd es 
manifesta el marcatge de la CK19. Com a control negatiu, tenim una imatge sense anticòs 
primari, per descartar unions inespecífiques. 
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 Aquests canvis d’expressió proteica van ser confirmats amb canvis d’expressió 
gènica mitjançant RT-PCR i posteriorment van ser quantificats per PCR a temps real 
(fig. 36 A i B). La semi-quantificació per RT-PCR normalitzant pel gen endogen TBP 
(TATA-Binding Protein) ens va donar com a resultat una disminució significativa 
(56,7%�0,07) de la CK19 en cèl·lules ARIP tractades amb medi condicionat respecte al 
medi basal (fig. 36 A). En la quantificació a temps real, els resultats obtinguts van ser 
una disminució també significativa de la CK19 amb el tractament amb medi 
condicionat  (52,13%�0,05) (*p<0,05) (fig. 36 B). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 
 
 

FIGURA 36: (A) Gel representatiu de la RT-PCR de cèl·lules ARIP tractades amb medi basal 
(bas) i condicionat (cond) durant 72 hores. Expressió dels gens CK19 i TBP. Valoració del 
marcador CK19 per densitometria òptica. L’expressió és en unitats arbitràries, està 
normalitzada per TBP i s’expressa en relació a l’expressió de CK19 en cèl·lules tractades amb 
medi basal. S’han realitzat 3 experiments independents (* p<0.05). Les barres d’error 
representen l’error estandard de la mitjana (SEM). (B) RT-PCR a temps real de cèl·lules ARIP 
tractades amb medi basal, i condicionat durant 72 hores. L’expressió és en unitats arbitràries, 
està normalitzada per TBP i s’expressa en relació a l’expressió de CK19 en cèl·lules tractades 
amb medi basal. S’han realitzat 6 experiments independents (* p<0.05). Les barres d’error 
representen l’error estandard de la mitjana (SEM) 

 
 
13.5.2.- Marcadors implicats en diferenciació endocrina 

 
Amb aquest primer indici de la inducció de canvis en la línia ARIP després del 

tractament amb medi condicionat vam procedir a avaluar si podiem estar induint 
canvis en l’expressió de gens implicats en la diferenciació endocrina, i es va fer una 
primera aproximació amb el factor de transcripció PDX1. Si bé la 
immunocaracterització de la línia ARIP va detectar una feble expressió basal d’aquest 
factor de transcripció (fig. 37 A), el tractament durant 72 hores amb medi condicionat 
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va ser capaç d’induir un augment en l’expressió del factor de transcripció PDX1 (fig. 37 
A). Mitjançant la contratinció nuclear amb Hoescht, vam descriure la seva localització  
nuclear (fig. 37 B merge). 
 

 
 
 
 
 
 
(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
(B) 
 

 
 
FIGURA 37: (A) Observació de les cèl·lules ARIP tractades amb diferents medis durant 72 
hores: Basal (medi de les cèl·lules estrellades sense ser condicionat), i condicionat. En vermell es 
manifesta el marcatge de PDX1. Com a control, tenim una imatge sense anticòs primari, per 
descartar unions inespecífiques. (B) Contratinció nuclear amb Hoescht de les cèl·lules ARIP 
tractades amb medi condicionat durant 72 hores. Marcatge de PDX1, marcatge de Hoescht, i 
colocalització (merge). 
 

A  nivell transcripcional es van reconfirmar aquest increment obtingut a nivell 
proteic. Tot i que en condicions basals el cultiu ja presentava una dèbil expressió de 
PDX1, el tractament amb medi condicionat sempre augmentava aquesta expressió (fig. 
38 A). Mitjançant semi-quantificació densitomètrica vam valorar un augment 
significatiu de 2.47�0,42 vegades de PDX1 respecte al tractament amb medi basal. En la 
quantificació a temps real, però, l’augment detectat va ser de 5,38�0,72 vegades 
(*p<0,05). 
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(A) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

(B) 
 
FIGURA 38: (A) Gel representatiu de la RT-PCR de cèl·lules ARIP tractades amb medi basal 
(bas) i condicionat (cond) durant 72 hores. Expressió dels gens Pdx1 i TBP. Valoració del 
marcador Pdx1 per densitometria òptica. L’expressió és en unitats arbitràries, està normalitzada 
per TBP i s’expressa en relació a l’expressió de Pdx1 en cèl·lules tractades amb medi basal. 
S’han realitzat 3 experiments independents (* p<0.05). Les barres d’error representen l’error 
estandard de la mitjana (SEM) (B) RT-PCR a temps real de cèl·lules ARIP tractades amb medi 
basal, i condicionat durant 72 hores. L’expressió és en unitats arbitràries, està normalitzada per 
TBP i s’expressa en relació a l’expressió de Pdx1 en cèl·lules tractades amb medi basal. S’han 
realitzat 6 experiments independents (* p<0.05). Les barres d’error representen l’error estandard 
de la mitjana (SEM) 
 

Amb els canvis detectats en l’expressió de Pdx1 vam procedir a valorar també 
altres factors de transcripció implicats en la via de diferenciació endocrina com Pax6, 
Ngn3, i Nkx2.2. Tots aquests marcadors es van detectar a nivell basal (en cèl·lules ARIP 
tractades amb medi basal) i no vam observar modificacions de la seva expressió 
després del tractament amb medi condicionat. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 39: Gel representatiu de la RT-PCR de cèl·lules ARIP tractades amb medi basal (bas), i 
condicionat (cond) durant 72 hores. Valoració dels marcadors: Pax6, Ngn3, Nkx2.2 
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B.- Anàlisi del secretoma de la població PaSC/ABCG2(+) aillada 
  

14.- Caracterització del medi condicionat per gels 2D 
 
 Els efectes del medi condicionat sobre la línia ARIP van conduir-nos a analitzar 
el secretoma del nostre cultiu primari de cèl·lules estrellades, per intentar identificar 
factors que ens permetessin explicar-nos els efectes observats en les cèl·lules ARIP 
tractades. Per tal de caracteritzar les proteïnes secretades pel nostre cultiu vam realitzar 
estudis de proteòmica. En una primera aproximació, vam comparar mitjançat gels 2D 
el medi condicionat de les cèl·lules estrellades, que conté el 10% de FCS (fig. 40 
A)(veure material i mètodes) i el medi no condicionat (blanc, medi basal) (fig. 40 B). 
 

L’estratègia que ens permet identificar les proteïnes que han estat secretades 
per les cèl·lules consisteix en comparar el medi condicionat amb FCS i el medi blanc 
(fig 40 A, B), i seleccionar les proteïnes que apareixen en el medi condicionat i no en el 
blanc. Les proteïnes comunes seran les que procedeixen del FCS. En la comparació 
observem que la majoria de proteïnes són comunes, i que l’albúmina i altres proteïnes 
provinents del FCS són les més abundants.  
 

Davant d’aquest fet, decidim provar de cultivar les cèl·lules sense FCS 
(anomenat medi SFM, fig. 40 C) i procedir a l’anàlisi de proteòmica, però abans hem 
d’assegurar-nos que el fet de cultivar les cèl·lules sense FCS no afecta la seva capacitat 
secretora. 
 

Per tant, es va comparar el medi amb FCS i el medi sense FCS (SFM) (fig 40 A, 
C): comprovem que tenen un patró de secreció semblant, és a dir que la deprivació de 
serum no modifica la seva capacitat de secreció de proteïnes ni el patró obtingut en el 
gel, sinó que aconseguim augmentar la concentració d’aquelles proteïnes menys 
abundants, que havien quedat emmascarades per les proteïnes majoritàries del FCS. 

 
Finalment doncs, per identificar les proteïnes secretades pel nostre cultiu 

primari, el que fem és comparar el medi condicionat SFM amb el medi blanc (Fig 40 B, 
C). Seleccionant les proteïnes que apareixen en el medi condicionat SFM i no en el 
blanc ens permet identificar les proteïnes que han estat secretades per les cèl·lules. 
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       (A)                                                                     (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

        (C) 
 

FIGURA 40: Gels 2D representatius de les dues condicions experimentals testades (A, FCS; C, 
SFM), i la comparació amb el medi no condicionat (B).  
 

 
Realitzades les comprovacions de la capacitat secretora de les cèl·lules 

estrellades deprivades de FCS, procedirem a retallar tots els spots que apareixen en els 
medis condicionats i no en el blanc, que seran els spots secretats per les cèl·lules (fig. 
41). 
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FIGURA 41: Esquema del disseny experimental utilitzat. (A) Color verd: Medi amb FCS i 
condicionat (24 hores amb cèl·lules estrellades), (B) Color blau: Medi amb FCS no condicionat, 
(C) Color taronja: Medi SFM i condicionat (24 hores amb cèl·lules estrellades)  
 
 
 L’anàlisi dels gels mitjançant el programa de 2D Melanie ens va portar a 
identificar 112 spots diferencials que apareixien en els gels SFM i no en el blanc, per tant 
seran específics dels nostres cultius. Es van retallar tots els spots diferencials i es va 
procedir al seu processament per tal d’obtenir l’emprempta peptídica que ens permetés 
identificar-los a partir de les bases de dades. L’espectre de masses obtingut es 
representa habitualment com un histograma on l’eix d’abcises X correspon a les unitats 
de massa (valors m/z) i l’eix d’ordenades Y correspon a la intensitat (el nombre d’ions 
d’una relació m/z que arriben al detector). Cada pic de l’espectre correspon a un 
pèptid amb un determinada relació entre la seva massa i la seva càrrega. Els pèptids de 
major intensitat haurien de ser adjudicats a la proteïna identificada (veure material i 
mètodes per criteris d’identificació) (fig. 42). 
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FIGURA 42: Representació d’un espectre de masses obtingut per MALDI-TOFF corresponent a 
la proteïna SPARC procedent dels gels de medi condicionat de PaSC/ABCG2+ .  
 
 
 

Després d’obtenir l’espectre de masses es va fer sevir el programa Aldente 
(Expasy) que compara la massa dels pèptids identificats amb les bases de dades 
SwissProt i Trembl. Les cerques es van realitzar amb un marge d’error de la massa de 
0.05 Da, 50 ppm, un marge d’error per la tripsina d’un sol tall, i iodoacetamida com a 
modificació per la cisteïna. Les proteïnes es consideraven identificades només quan 
tenien un score positiu de P<1.e-6 i una distància significativa respecte a la següent 
proteïna proposada pel programa. Utilitzant aquest procediment vam aconseguir 
identificar amb seguretat 76 spots dels 112 processats (els resultats de la identificació de 
cada proteïna per emprempta peptídica es troben a l’ANNEX). Alguns spots no van 
poder ésser identificats per diferents motius: o bé tenien un bon espectre de masses 
però no la proteïna no va ser identificada en el banc de dades; o bé tenien pocs pèptids 
i l’espectre obtingut era de baixa qualitat. Els 76 spots identificats van donar un total de 
61 proteïnes, ja que alguns spots diferents corresponien a fragments d’una mateixa 
proteïna o bé a modificacions post-traduccionals d’aquesta (fig. 43). 
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FIGURA 43: Distribució de les 61 proteïnes identificades en un gel representatiu del medi 
condicionat de PaSC/ABCG2+, en un percentatge d’acrilamida del 12% (tamany de 200 a 18 
Kda), i un rang de pH de 3 a 8. S’identifiquen 76 spots. 
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Proteïnes de proteolisi i relacionades Secreció num spots
1 O08628 Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 1 4
2 P33436 72 kDa type IV collagenase (MMP2) 1 1
3 Q80ZA3 Alpha-2 antiplasmin 1 2
4 Q8R5H1-4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15-Isoform 4  * 2 1
5 Q8C1T2 Adult male kidney cDNA, proteasome regulatory particle * 3 1
6 Q6IN22 Cathepsin B 1 1
7 Q6PW16 ATPase 3 (Fragment) proteasome  * 2 1

Proteïnes estructurals i de citoesquelet 
8 Q866S9 Glial fibrillary acidic protein (Fragment) * 2 2
9 Q4R7K6 Testis cDNA, similar to human desmin  * 2 1
10 P31000 Vimentin 2 4
11 Q60527 Tropomyosin-1 3 4
12 Q63607 Tropomyosin 3 alpha 2 1
13 Q8K0Z5 Tropomyosin 3, gamma 3 1
14 Q63610 Tropomyosin 3 isoform 6 3 2
15 P09495 Tropomyosin-4 alpha chain 3 1
16 P48679 Lamin-A 3 2
17 P21619 Lamin-B2 * 3 1
18 P31232 Transgelin 2 1
19 Q64119 Myosin light chain 3 1

Proteïnes de creixement cel·lular, desenvolupament i diferenciació 
20 Q6S9D9 Neuromodulin = Growth-associated protein 43  * 3 1
21 P97298 Pigment epithelium-derived factor=serpin f1  * 1 2
22 Q9H1J7 Protein Wnt-5b  * 1 1
23 Q8IVY4 DIXDC1 protein (Fragment)  * 3 1
24 Q38PG1 AHNAK 1 (Fragment)=Desmoyokin 3 1
25 Q6GSZ4 SPARC, osteonectin 1 1
26 P17777 Leukemia inhibitory factor 1 1

Xaperones
27 P18418 Calreticulin 1 1
28 Q4FZY7 70 kDa heat shock protein 8=HSPA8 3 1
29 P06761 78 kDa glucose-regulated protein=HSPA5 1 1
30 P19324 47 kDa heat shock protein=SerpinH1 1 1
31 O35783 Calumenin 1 1

 
 Aquestes 61 proteïnes identificades es van agrupar en funció de la seva activitat 
biològica (veure taula 2), obtenint-se 10 famílies diferents. L’abundància de cada 
família respecte al total està indicada en percentatge entre parèntesi: 
 
 Proteïnes estructurals i de citoesquelet (19,67%) 
 Proteïnes de matriu extracel·lular i relacionades (13,11%) 
 Proteïnes de creixement cel·lular, desenvolupament i diferenciació (11,48%) 
 Proteïnes de proteolisi i relacionades (11,48%) 
 Proteïnes de resposta immune (9,84%) 
 Proteïnes de metabolisme (9,84%) 
 Proteïnes de transport (8,20%) 
 Xaperones (8,20%) 
 GTPases i relacionades (4,92%) 
 Proteïnes relacionades amb el retinol (3,28%) 
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Metabolisme Secreció num spots
32 P16617 Phosphoglycerate kinase 1 3 1
33 Q5EB49 Enolase 1, alpha 2 1
34 P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 3 1
35 P11980-2 Isoform M2 of Pyruvate kinase 3 1
36 P47727 Carbonyl reductase [NADPH] 1 2 1
37 Q3UH20 Adult male brain undefined cell line cDNA, similar to GTPasa  * 3 1

Proteïnes de transport 
38 Q9R0D6 Transcobalamin-2 1 1
39 Q6P7T1 Ferritin light chain 1 3 1
40 Q60770 Syntaxin-binding protein 3 * 3 1
41 Q56A28 Synaptotagmin 5 1 1
42 Q9Y587 AP-4 complex subunit sigma-1  * 3 1

GTPases i proteïnes relacionades
43 Q91V41 RAB-14, Ras-related protein  * 3 1
44 Q504L6 RAB-15, member RAS onocogene family 1 1
45 Q92974 Rho/Rac guanine nucleotide exchange factor = ARHGEF2  * 3 1

Proteïnes de resposta immune
46 Q9MXM3 MHC class I antigen  * 1 1
47 P61626 Lysozyme C  * 1 1
48 Q8IX95 Cutaneous T-cell lymphoma-associated antigen  * 2 1
49 Q5W9V9 Recombination-activating gene 1 (Fragment)  * 2 1
50 Q6RUG5 Islet cell autoantigen 1-like protein 3 1
51 Q3TDQ5 APG16 autophagy 16-like * 3 1

Proteïnes de matriu extracel·lular i relacionades 
52 Q60785 Procollagen I alpha-1  (Fragment)  * 1 1
53 Q99LL6 Collagen I alpha 1 protein (Fragment)  * 1 2
54 Q91VL4 Collagen I alpha 2 protein (Fragment)  * 1 1
55 Q8BJU6 Procollagen III, alpha 1  * 1 1
56 P13941 Collagen III alpha-1 chain 1 1
57 O70603 Collagen V alpha 1 (Fragment) 1 1
58 Q59GI7 Glypican 1 variant (Fragment)  * 1 1
59 Q05793 Perlecan* 1 1

Proteïnes relacionades amb el retinol 
60 Q9BTZ2 Dehydrogenase/reductase SDR family member=DHRS4 * 3 1
61 P06911 Epididymal retinoic acid-binding protein = ERABP 1 1

TOTAL SPOTS 76

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TAULA 2: Llista de les 61 proteïnes identificades, amb el número d’accés obtingut de la base de 
dades SwissProt. (*) indica que la proteïna identificada amb l’score més alt no correspon a 
l’espècie Rattus Norvegicus. La classificació de les vies de secreció és la següent: (1) secreció via 
clàssica, (2) secreció via no clàssica, (3) no secretades. També s’indica el nombre de spots que 
s’han identificat associats a una mateixa proteïna 
 
 

Amb les 61 proteïnes identificades es va procedir a valorar la presència de 
pèptid senyal amb el software SignalP V3. Els resultats d’aquest anàlisi van donar una 
predicció del pèptid senyal en 26 proteïnes (taula 2, columa secreció, número 1) i les 
vam considerar com a secretades per la via clàssica (depenent de Reticle 
Endoplasmàtic/Golgi). A més, el software SecretomeP V3 ens permet predir mitjançant 
algoritmes si la proteïna a estudiar pot ser secretada per vies no clàssiques. El criteri de 
selecció és obtenir un score de neural network en aquest software superior a 0,5. Les 
proteïnes classificades en aquesta via van ser 11 (taula 2, columa secreció, número 2).  
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El resum dels resultats del secretoma queden reflectits en els percentatges 
següents: 
  

68% d’indentificació (76spots/112spots) 
76 spots corresponen a 61 proteïnes 

 61% de proteïnes secretades (37 proteïnes /61 proteïnes) 
  70% secretades via clàssica (26 proteïnes /37 proteïnes) 
  30% secretades via no clàssica (11 proteïnes /37 proteïnes) 
 

Les agrupacions per famílies de les proteïnes solubles (secretades per qualsevol 
de les dues vies) estan representades a la figura 44. Seran doncs algunes d’aquestes 
proteïnes solubles les que podran exercir els efectes del medi condicionat de les 
PaSC/ABCG2+ observats en els apartats anteriors. 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

FIGURA 44: Representació gràfica de la classificació en famílies de les proteïnes solubles 
identificades i del percentatge de cadascuna respecte al total. 
 
 Les proteïnes que mitjançant emprempta peptídica no van donar un resultat 
clar van ser confirmades per RT-PCR (no tenien un P-valor prou alt, o la distància entre 
la següent proteïna identificada no era suficient). Adicionalment, també es van 
comprovar les que si havien estat clarament identificades però que tenien un interès 
especial dins el context del nostre estudi, i d’altres escollides aleatòriament. Podem 
destacar la identificació per primera vegada que les cèl·lules estellades pancreàtiques 
secreten PEDF, Wnt5b i LIF (fig. 45). 
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FIGURA 45: Gels representatiu de la RT-PCR per a la confirmació de resultats dels gels 2D. 
Cultiu primari de cèl·lules pancreàtiques estrellades PaSC/ABCG2+, control negatiu de la PCR 
(-RT).  

  
15.- Anàlisi bioinformàtic dels resultats de proteòmica 
 

Els resultats de la proteòmica van indentificar 61 proteïnes, amb localitzacions 
subcel·lulars diferents i implicacions en diverses funcions. Vam procedir a analitzar 
aquestes proteïnes mitjançant el programa Ingenuity Pathways, un sistema que 
transforma una llista de proteïnes en un conjunt de xarxes segons les bases de dades 
que es mantenen en l’Ingenuity Pathways Knowledge Base (IPKB). Aquesta base de 
dades conté informació de les interaccions entre gens, proteïnes i altres molècules 
biològiques. Les xarxes estan dissenyades per ajudar-nos a entendre com estan 
relacionades biològicament les proteïnes que hem identificat, seleccionant els que 
presenten més interaccions entre elles i per tant indicant la seva possible participació 
en el mateix procés molecular. 

Les xarxes es representen mitjançant nodes (proteïnes) i interaccions entre elles 
(relació biològica entre els nodes). El programa ens marca la funció dels nodes 
mitjançant una visualització gràfica (veure llegenda a l’ANNEX). Per la interpretació 
de les xarxes cal saber que les proteïnes que estan en negreta són les “focus proteins” 
que provenen de la identificació del 2D, i les que no estan en negreta són les “non focus 
proteins” que necessita el programa per completar la xarxa. En relació a les línies que 
marquen les interaccions entre unes i altres, la línia contínua descriu una interacció 
directa, i la línia discontínua descriu una interacció indirecta entre nodes. Les xarxes 
amb proteïnes focus molt interconnectades indicarien la seva participació en una 
funció biològica significativa. A més, cada xarxa té un score, que quan és major de 19 
indica que les xarxes i els nodes que els formen no han estat seleccionats al atzar. Les 
abreviacions de totes les proteïnes de les xarxes estan a l’ANNEX. 
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El programa ens va proposar tres xarxes (fig. 46, 47 i 48) amb possibles vies 
biològiques que relacionen diverses molècules entre si. 

 
Xarxa 1 (score 27).- Relaciona els nodes extracel·lulars com col·lagen V amb els 

intracel·lulars com tropomiosines, xaperones, enolasa, GTPases, proteïnes del 
proteasoma, i fosfoglicerat kinasa. Aquesta xarxa conté 15 proteïnes “focus”, i 
identifica TGF�1 com a node central “non focus”. Les principals funcions d’aquesta 
xarxa proposades pel programa serien organització i ensamblatge cel·lular (veure taula 
ANNEX). 

 
Xarxa 2 (score 27).- Identifica wnt5b, PEDF (serpinF1), SPARC, MMP2, 

col·lagens, PCOLCE (peptidasa del col·lagen), transcobalamin2, i serpinH1 a la fracció 
extracel·lular de la xarxa. A la membrana plasmàtica localitza gap43 i a la part 
intracel·lular tenim xaperones, GTPases, vimentina i al nucli lamina A. Aquesta xarxa 
conté 15 proteïnes focus, i podem destacar que la majoria d’aquestes es localitzen a 
l’espai extracel·lular. Les principals funcions d’aquesta xarxa proposades pel programa 
estarien implicades en desenvolupament de teixits (veure taula ANNEX). 

 
 Xarxa 3 (score 22).- Com a única proteïna focus extracel·lular tenim LIF. A la 
membrana plasmàtica identifica la proteïna de transport STXBP3, i en les interaccions 
intracel·lulars hi ha GFAP, ferritin light chain, myosin light chain, catepsin B, piruvat 
quinasa, transgelin, carbonil reductasa, i aldolasa. De localització nuclear tenim RAG1, 
calreticulin i AHNAK. Aquesta xarxa conté 13 proteïnes “focus”, i les principals 
funcions en que estarien implicades serien interaccions i senyalització cèl·lula-cèl·lula, i 
desenvolupament (veure taula ANNEX). 
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FIGURA 46: Xarxa 1 procedent del programa Ingenuity Pathways. La interpretació de les 
abreviatures de les proteïnes presents en aquest diagrama es troben a l’ANNEX. 
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FIGURA 47: Xarxa 2 procedent del programa Ingenuity Pathways. La interpretació de les 
abreviatures de les proteïnes presents en aquest diagrama es troben a l’ANNEX. 
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FIGURA 48: Xarxa 3 procedent del programa Ingenuity Pathways. La interpretació de les 
abreviatures de les proteïnes presents en aquest diagrama es troben a l’ANNEX. 
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15.1.- Detecció de TGF�1 en el medi condicionat 

 
 En la primera xarxa obtinguda pel programa Ingenuity Pathways es proposa 
TGF�1 com a node “non focus” central. Aquest factor no va poder ésser identificat per 
proteòmica perquè els gels utilitzats en el nostre anàlisis són del 12% i només poden 
detectar molècules majors de 20 kDa (la molècula de TGF�1 té un tamany de 12 KDa). 
Per aquest motiu es va procedir a determinar si els cultius PaSC/ABCG2+ secretaven 
TGF�1 al medi condicionat mitjançant ELISAimmunoassaig, obtenint uns valors de 
48,95�5,19 pg/mL de TGF�1, compatibles amb els descrits a la literatura (fig. 49) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 49: Detecció per ELISA del factor TGF�1 secretat en el medi condicionat de les 
cèl·lules estrellades PaSC/ABCG2+ durant 24 hores. Resultat de la valoració de 10 medis 
condicionats independents. 

 
16.- Efectes de TGF�1 sobre la línia cel·lular ductal ARIP  
 16.1.- Expressió de receptors de TGF�1  
 
 Una vegada detectat TGF�1 en el medi condicionat, i per intentar demostrar la 
seva possible implicació en els efectes d’aquest medi sobre les cèl·lules ARIP, vam 
analitzar l’expressió dels receptors específics del lligand TGF�1 en la línia ductal ARIP 
(fig. 50). Els resultats obtinguts confirmen l’expressió dels receptors en les cèl·lules 
cultivades amb medi basal i també en les cèl·lules tractades amb medi condicionat. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 50: Gel representatiu de la RT-PCR dels receptors de TGF�1 en la línia cel·lular ARIP 
cultivades amb medi basal (bas) o amb medi condicionat (cond). En el tercer carril (-RT) tenim 
el control negatiu de la PCR. 
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16.2.- Proliferació cel·lular 
 
 TGF�1 és una molècula amb efectes antiproliferatius descrits en molts tipus de 
models experimentals. Per intentar identificar si aquesta molècula causava la inhibició 
de la proliferació vam procedir a bloquejar els receptors de TGF�1 en les cèl·lules  
ARIP alhora que tractavem amb medi condicionat. Com a controls externs, es van 
testar els efectes de l’addició de TGF�1 exogen al medi de cultiu basal, així com els 
efectes de bloquejar els seus receptors en el medi on haviem afegit TGF�1 exogen. 
També vam incluir un segon control utilitzant una condició on es va afegir IgG, per 
assegurar que els efectes no fossin deguts a unions inespecífiques dels anticossos. 
 
 Els resultats obtinguts i presentats a la figura 51 mostren una disminució de la 
proliferació significativa de 38,8%�0,06 de les cèl·lules tractades amb medi condicionat, 
respecte al basal (comparables als obtinguts en la figura 32 B). El bloqueig de TGF�1 
del medi condicionat provoca una recuperació de la proliferació significativa, indicant 
que TGF�1 és la molècula causant de l’efecte antiproliferatiu en les cèl·lules ARIP. En 
les condidions control, els resultats indiquen que l’addició de TGF�1 exogen provoca 
una disminució de la proliferació respecte al basal similar a la del medi condicionat 
(38,2%�0,04), i que el segrestament d’aquest TGF�1 exogen recupera la proliferació de 
manera significativa. Hem comprovat que els efectes de l’addició de TGF�1 són 
específics i no deguts a la presència d’anticossos, ja que quan afegim IgG al medi basal 
no veiem efectes sobre la proliferació. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 51: Anàlisis de la proliferació de la línia cel·lular ARIP després de 24 hores de 
tractament amb diverses condicions: medi basal, medi basal més IgG 20 �g/mL, medi 
condicionat, medi condicionat més Pan TGF� 20 �g/mL, medi basal més TGF�1 10 ng/mL i 
medi basal més Pan TGF� 20 �g/mL i TGF�1 10 ng/mL. Els resultats s’expressen en 
percentatge de BrdU incorporat respecte a la proliferació amb el medi basal. S’han realitzat 3 
experiments independents (NS, no significatiu; *p<0.05). Les barres d’error representen l’error 
estandard de la mitjana (SEM) 
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16.3.- Viabilitat cel·lular 
 
Com en els experiments anteriors (veure figura 33), i també per assegurar que la 

disminució de la proliferació no era deguda a una pèrdua de viabilitat de les cèl·lules, 
vam realitzar els estudis de reducció de MTT per mesurar la viabilitat. Els resultats 
obtinguts i presentats a la figura 52 mostren que la viabilitat no es veu afectada en cap 
dels tractaments realitzats.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
Figura 52:  Anàlisi de la viabilitat cel·lular de la línia ARIP després de 24 hores de tractament 
amb diverses condicions: medi basal, medi basal més IgG 20 �g/mL, medi condicionat, medi 
condicionat més Pan TGF� 20 �g/mL, medi basal més TGF�1 10 ng/mL i medi basal més Pan 
TGF� 20 �g/mL i TGF�1 10 ng/mL. Els resultats s’expressen en percentatge de MTT reduit 
respecte al medi basal. S’han realitzat 3 experiments independents (NS, no significatiu). Les 
barres d’error representen l’error estandard de la mitjana (SEM) 
 
 
 
 

16.4.- Expressió de PDX1  
 

 La implicació de TGF� en processos de transdiferenciació està descrita en 
diferents models cel·lulars. La confirmació de TGF�1 com la molècula causant de la 
inhibició de la proliferació en la línia ARIP ens va fer pensar que potser també podria 
tenir efectes en la inducció de PDX1 observada en el nostre model. 
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 Vam quantificar l’expressió de PDX1 en la línia ARIP amb diferents 
tractaments. Com podem veure a la figura 53, l’addició de TGF�1 exogen no té com a 
efecte un augment de PDX1 en les cèl·lules tractades, com passa amb el medi 
condicionat, i el segrestament d’aquest TGF�1 exogen tampoc provoca canvis en 
l’expressió basal de PDX1. Quan segrestem TGF�1 del medi condicionat s’observa una 
lleugera disminució de l’expressió d’aquest factor, sense arribar a nivells de 
significància estadística (NS). Per tant, podem concloure que el factor TGF�1 no és el 
factor implicat en l’increment d’expressió de PDX1 observat en la línia ARIP, sinó que 
hi ha altres factors en el medi condicionat que estarien exercint aquest efecte de manera 
directa o indirecta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 53: RT-PCR a temps real de cèl·lules ARIP tractades amb diferents medis durant 72 
hores:  medi basal, medi basal més TGF�1 10 ng/mL, medi basal més Pan TGF� 20 �g/mL i 
TGF�1 10 ng/mL, medi condicionat, medi condicionat més Pan TGF� 20 �g/mL. L’expressió és 
en unitats arbitràries, està normalitzada per TBP i s’expressa en relació a l’expressió de Pdx1 en 
cèl·lules tractades amb medi basal. S’han realitzat 6 experiments independents (NS, no 
significatiu). Les barres d’error representen l’error estandard de la mitjana (SEM). 
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17.- Expressió de receptors de LIF i PEDF 
 
 D’entre els factors solubles identificats en el secretoma de les PaSC/ABCG2+ 
amb implicació en processos de diferenciació cel·lular podriem destacar PEDF i LIF.  

En l’objectiu 1 hem descrit la transdiferenciació del cultiu de cèl·lules 
estrellades cap a fenotip endocrí, i en l’objectiu 2 hem observat canvis en l’expressió 
gènica de la línia ductal ARIP tractada amb medi condicionat. Amb els resultats del 
secretoma, ens hem plantejat analitzar l’expressió dels receptors d’aquestes dues 
substàncies (PEDF i LIF) tan en el nostre cultiu primari ABCG2+, com en les cèl·lules 
ARIP, ja que ambdós factors podrien haver participat en els efectes observats en els dos 
objectius d’aquesta tesi. Com veiem a la figura 54, tant el cultiu primari com la línia 
cel·lular ARIP expressen les dues subunitats que formen el receptor de LIF (LIF-R, 
gp130) i també el receptor de PEDF (PEDF-R). 
 
    
 
 
 
 
 
 
                                                  

                                                      
FIGURA 54: Gel representatiu de l’expressió de receptors de PEDF i de les dues subunitats del 
receptor de LIF en les cèl·lules ARIP, i en el nostre cultiu primari de cèl·lules estrellades 
PaSC/ABCG2+. (1) control positiu, (2) línia ARIP, (3) cultiu primari PaSC/ABCG2+ i (4) control 
negatiu de la PCR, –RT. 
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OBJECTIU I 
 

Els tractaments utilitzats en l’actualitat per la diabetis són insatisfactoris ja que 
no curen la malaltia ni prevenen el desenvolupament de les complicacions associades a 
la mateixa (Shapiro et al., 2005). La instauració de teràpies de substitució cel·lular en 
aquesta malaltia requereix disposar d’una població homogènia i funcional del tipus 
cel·lular que ha de ser substituit, és a dir de cèl·lules productores d’insulina.  
 

Tal com s’ha dit a la introducció, el trasplantament d’illots pancreàtics ha estat, 
sens dubte, una encoratjadora estratègia per a restaurar la massa de cèl·lula � funcional 
en els pacients diabètics i poder així aconseguir la normoglicèmia; no obstant presenta 
limitacions importants com el rebuig de empelt i el gran nombre de pàncreas necessaris 
per a l’obtenció d’un nombre òptim d’illots (almenys dos donants/pacient trasplantat). 
En paral·lel a la millora del protocol de trasplantament d’illots, les estratègies actuals 
d’obtenció de cèl·lules � es duen a terme a partir de cèl·lules troncals embriòniques o 
bé de cèl·lules progenitores obtingudes de teixit adult (Roche et al., 2005).  
 

Per aconseguir el fenotip de cèl·lula � és necessari aprofundir en el coneixement 
dels mecanismes moleculars de la propia cèl·lula que s’intenta restablir. La viabilitat 
d’aquesta nova estratègia cel·lular depèn principalment de tres importants 
prerequisits: identificació d’unes cèl·lules pluripotencials o unes cèl·lules progenitores 
pancreàtiques que tinguin la capacitat d’autoreplicar-se i generar cèl·lules 
diferenciades,  identificació dels senyals proliferatius que permetin expandir d’una manera 
específica aquests progenitors pancreàtics i la identificació de senyals instructius que 
indueixin la diferenciació d’aquestes cèl·lules pluripotencials o progenitores en 
cèl·lules � funcionals que secretin insulina correctament processada, d’una manera 
pulsàtil, i en resposta a concentracions fisiològiques de glucosa. 
 

Actualment, l’existència i el llinatge de cèl·lules progenitores en el pàncreas és 
un motiu de debat. Alguns estudis indiquen que són les mateixes cèl·lules � les que 
poden contribuir a la formació de noves cèl·lules productores d’insulina (Dor et al., 
2004); i altres estudis defensen que a més de les cèl·lules progenitores residents en el 
pàncreas, també hi hauria la possibilitat que hi haguessin cèl·lules progenitores 
d’origen hematopoiètic circulants (Lechner and Habener, 2003). Els dos models 
proposats per l’origen de les cèl·lules troncals adultes en el pàncreas (òrgan 
específiques o circulants) no són mútuament excloents. Es pot especular que les 
cèl·lules troncals pluripotents de la mèdul·la òssia provenen de les cèl·lules 
pluripotents del blastocit que es mantenen per autorenovació, mentre que també 
podrien existir les cèl·lules progenitores multipotents específiques de teixit amb una 
capacitat de diferenciació més restringida. D’altra banda, també s’han proposat 
processos de transdiferenciació per generar noves cèl·lules � a partir de cèl·lules 
pancreàtiques ductals (Bonner-Weir et al., 2000; Bonner-Weir et al., 2004), acinars 
(Baeyens et al., 2005), i fins i tot de cèl·lules mesenquimals (Seeberger et al., 2006), 
(Gallo et al., 2007). Malgrat tot, encara no està clar quines són les senyals específiques 
que indueixen a la diferenciació, i quines són les senyals proliferatives per expandir el 
tipus de cèl·lula progenitora específica (Kim et al., 1997; Scharfmann, 2000).  
 

Un punt important per la identificació de cèl·lules multipotencials és la 
necessitat de conèixer marcadors cel·lulars específics que permetin no només la seva 
identificació, sinó també el seu aillament. En els últims anys, els sistemes de 
transportadors de multidrogues s’han proposat com a marcadors de cèl·lules troncals 
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(Zhou et al., 2001). Concretament, el subtipus ABCG2 identificat en la població SP, 
també s’ha descrit en pàncreas humà i en altres tipus de cèl·lules pluripotencials 
(Lechner et al., 2002), (Krishnamurthy and Schuetz, 2006). Tal com es comenta en la 
introducció d’aquesta tesi, els marcadors específics de cèl·lula progenitora pancreàtica 
encara no estan ben definits. En el nostre primer objectiu doncs, ens vam plantejar 
investigar si altres poblacions cel·lulars pancreàtiques a més de la SP expressaven el 
transportador ABCG2, i en cas afirmatiu, avaluar la seva possible plasticitat cel·lular 
dirigint la nostra investigació cap a l’obtenció d’un fenotip endocrí, i més concretament 
productor d’insulina. 
 

En el nostre estudi, a través d’una selecció hem aillat una població cel·lular 
ABCG2 (+) a partir de pàncreas de rata, que s’ha establert com un cultiu primari i s’ha 
pogut expandir mitjançant passatges com una línia cel·lular durant dos anys. El seu 
cariotip és compatible amb el de qualsevol altra línia cel·lular establerta, i la seva 
possibilitat d’expansió ens ha permès realitzar una completa caracterització cel·lular i 
funcional. 
  
CARACTERITZACIÓ DE LA POBLACIÓ ABCG2(+) SELECCIONADA 
 

Els resultats obtinguts mostren que el mètode de selecció a través del 
transportador és un mètode robust que ens permet aillar una població cel·lular amb 
capacitat d’extrusió de fàrmacs com el mitoxantrone. La caracterització del nostre 
cultiu primari ABCG2 (+) ens indica que no correspon a cèl·lules amb fenotip SP sinó 
que presenta característiques de cèl·lules mesenquimals. 
 

Durant la realització de la caracterització del cultiu comprovem que expressen 
marcadors de cèl·lules progenitores com NCAM, Thy 1.1, nestina, i el recentment 
proposat FGFR1 (IIIb) (Cras-Meneur and Scharfmann, 2002). A més d’aquests 
marcadors de cèl·lules progenitores també detectem la presència d’altres marcadors 
com GFAP (neural), alfa actina i desmina (muscular), i vimentina (mesenquimal). 
Finalment, l’autofluorescència observada durant les tincions, i la positivitat pel 
marcatge Oil Red que tenyeix el material liposoluble del citoplasma, juntament amb els 
marcadors col·lagen, MMP2, TIMP i CD38 (March et al., 2007) ens van fer arribar a la 
conclusió que el nostre cultiu primari corresponia a un determinat tipus cel·lular 
pancreàtic: les cèl·lules estrellades (PaSC). La descripció per primera vegada de 
marcadors propis de cèl·lula troncal en aquest tipus cel·lular com NCAM, Thy 1.1 i 
FGFR1(IIIb) és un fet important, ja que l’únic marcador d’aquestes característiques que 
s’havia descrit amb anterioritat en les PaSC era la nestina (Lardon et al., 2002). 
 

Està descrit que les PaSC s’activen in vitro pel fet d’ésser cultivades en plàstic 
(Glass et al., 2006), per tant podíem esperar que un cop establert el cultiu primari ens 
trobéssim amb el fenotip actiu de les cèl·lules estrellades. Així doncs, el nostre cultiu 
confirma que en la fase de monocapa les cèl·lules proliferen més, no acumulen gaire 
vitamina A al seu citoplasma, expressen alfa-actina, i a més, tenen gran capacitat de 
síntesi de factors solubles (característiques compatibles amb el fenotip de cèl·lules 
estrellades actives). 
 

Espontàniament, les cèl·lules van adoptar un fenotip en forma de petites 
agrupacions cel·lulars (clusters) que creixien per sobre la monocapa de cèl·lules 
independentment de la densitat cel·lular. La caracterització d’aquestes agrupacions va 
demostrar que estaven formades principalment per cèl·lules estrellades amb fenotip 
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quiescent: presenten una menor proliferació respecte a l’estat actiu, acumulen més 
quantitat de vitamina A al seu citoplasma, i no expressen alfa-actina. Els estudis 
ultraestructurals van confirmar les descripcions observades, facilitant l’associació del 
fenotip quiescent als clusters cel·lulars.  
 

Hi ha estudis que descriuen el pas de fenotip actiu a fenotip quiescent en el 
fetge; proposen que les cèl·lules hepàtiques estrellades tenen la capacitat de mobilitzar 
el retinol directament a la sang (Andersen et al., 1992), i suggereixen que passa el 
mateix a la resta de cèl·lules estrellades extra-hepàtiques. En el nostre estudi, no sabem 
ben bé com es realitza la mobilització del retinol en els canvis d’estat d’activació del 
cultiu, però les propietats diferenciatives d’aquesta substància podrien haver contribuit 
al procés de transdiferenciació observat en els passatges primerencs del nostre cultiu 
(expressió de PDX1 i insulina, que posteriorment es negativitza) (Skoudy et al., 2004), 
(Kramer and Clem, 2003). 
 

La pèrdua de retinol, la secreció de MMP2 i TGF�1, i l’expressió de substàncies 
que promouen el reclutament de leucòcits com les molècules d’adhesió CAMs són 
algunes de les característiques descrites en les cèl·lules hepàtiques actives que hem 
detectat també en el nostre model de pàncreas (veure figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.- Fenotip de les cèl·lules hepàtiques estrellades actives i l’associació a una 
possible funció per cada un dels seus factors solubles secretats. Els resultats d’aquesta 
figura podrien ser extrapolables a les PaSC. (MCP-1=Monocyte chemotactic protein-1, 
ET-1= Endothelin-1) Extret de (Friedman, 2000). 
 

In vitro, la utilització d’una matriu extracel·lular Matrigel contribueix a la 
inactivació de les cèl·lules estrellades pancreàtiques (Jesnowski et al., 2005). En el 
nostre estudi també detectem una major proporció de cèl·lules que acumulen vitamina 
A (inactives) durant el cultiu dels clusters en Matrigel. Tot i que observem els dos estats 
d’activació de les PaSC/ABCG2+ en cultiu, no podem assegurar que totes les cèl·lules 
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de cada fase (monocapa o cluster) corresponguin a un estat o a un altre, però sí que 
podem dir que la majoria de cèl·lules de la monocapa presenten fenotip actiu, i la 
majoria de cèl·lules del cluster presenten fenotip quiescent. 
 

Una característica poc estudiada en les PaSC és la presència de diferents FGF i 
dels seus receptors en aquest tipus cel·lular. Els FGF són una família que en vertebrats 
té més de 20 membres (Ornitz and Itoh, 2001) que conserven una gran homologia a 
nivell gènic i de seqüència d’aminoàcids. Són una família de factors de creixement que 
indueixen respostes pleiotròpiques, causant efectes tant a nivell de desenvolupament 
embrionari com en l’adult. En desenvolupament tenen un paper en la morfogènesis 
regulant la proliferació cel·lular, i la diferenciació i migració cel·lulars; i en l’adult, 
tenen funcions en el control del sistema nerviós, en reparació de teixits i en 
vascularització tumoral (Steiling and Werner, 2003). La seva acció està mediada per 
quatre receptors de membrana tirosina quinases (FGFR) que poden tenir diferents 
isoformes (b i c) per splicing alternatiu  (Itoh and Ornitz, 2004). Les dues formes 
alternatives tenen diferent afinitat pels lligands (veure taula 1). A més, s’ha descrit que 
la isoforma FGFR2b s’expressa principalment en cèl·lules epitelials, i la isoforma 
FGFR2c s’expressa en cèl·lules mesenquimals (Orr-Urtreger et al., 1993). Pel que fa als 
lligands, també es considera que els FGF7 i 10 serien mesenquimals, mentre que els 
FGF2, 4, 6, 8, 9, i 17 es considera que s’expressen en l’epiteli. Aquesta expressió 
selectiva de FGFR i els seus lligands permet la comunicació bidireccional entre el 
mesènquima i l’epiteli en el desenvolupament de vertebrats (Goldfarb, 1996), (Hogan, 
1999). El nostre estudi identifica les cèl·lules estrellades com a productores de FGF, fet 
que podria suggerir la participació d’aquestes cèl·lules en la comunicació epiteli-
mesènquima. 

 

 
 
Taula 1.- Especificitat dels lligands per cada isoforma dels receptors FGFR. Extret de 
(Eswarakumar et al., 2005). 
 

Les funcions biològiques d’aquests factors de creixement s’han estudiat 
mitjançant ratolins knock-out. Concretament, dels FGF detectats en el nostre cultiu s’ha 
descrit que els ratolins knock outs de FGF1 i FGF7 són viables, mentre que els knock outs 
de FGF 8 i 10 moren durant el desenvolupament embrionari o perinatalment. Això ens 
indica que alguns membres d’aquesta família tenen funcions biològiques molt 
específiques mentre que la pèrdua de funció d’altres FGF pot ser compensada per 
membres relacionats sense afectar el fenotip. En el cas dels knock outs dels receptors 
també s’ha descrit redundància de funcions, ja que en FGFR 1b 2c i 4 els ratolins són 
viables, i en FGFR2b són letals (Eswarakumar et al., 2005). 

En el desenvolupament pancreàtic s’ha detectat l’expressió de tots els receptors 
de FGF al llarg del temps, i els lligands expressats durant aquest període són FGF1, 7, 
9, 10, 11, i 18 (Dichmann et al., 2003). També en pàncreas s’ha demostrat que la 
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senyalització a través de FGFR2b té un paper clau en el desenvolupament del pàncreas 
exocrí (Miralles et al., 1999), com també en el manteniment dels progenitors endocrins 
a través de FGF7 (Elghazi et al., 2002) i FGF10 (Norgaard et al., 2003), ambdós detectats 
en el nostre cultiu primari. Una altra funció detectada a través de FGFR2b és la 
implicació en el creixement i ramificació de l’epiteli ductal pancreàtic (Pulkkinen et al., 
2003). En l’adult, s’ha demostrat l’expressió de FGFR1, FGFR2 i els seus lligands en 
cèl·lules � de pàncreas de ratolí, i l’atenuació de la senyalització a través de FGFR1, 
provoca defectes a la cèl·lula � característics de la diabetis tipus 2 (Hart et al., 2000). 
Estudis de la senyalització a través d’aquest receptor FGFR1 indiquen que està implicat 
en la relació entre la funció de la cèl·lula � i la matriu extracel·lular (Kilkenny and 
Rocheleau, 2007).  

El fet que el nostre cultiu primari de cèl·lules estrellades expressi FGFR1-IIIb, 
FGFR2-IIIb, FGFR2-IIIc, FGFR4, i els seus lligands FGF1, FGF7, FGF8 i FGF10, ens fa 
pensar en un possible efecte autocrí d’aquestes substàncies secretades per les pròpies 
cèl·lules. D’altra banda, la presència en el nostre cultiu primari de la isoforma FGFR-
1IIIb, que s’ha proposat com marcador de cèl·lules progenitores pancreàtiques (Cras-
Meneur and Scharfmann, 2002), juntament amb ABCG2, nestina, Thy 1.1 i NCAM, 
suggereix que aquestes PaSC/ABCG2+ podrien tenir capacitat multipotencial. 

 
  
DEMOSTRACIÓ DE LA SEVA CAPACITAT DE TRANSDIFERENCIACIÓ 
 

Si prenem com a referència els treballs que s’han realitzat en fetge, sabem que 
recentment alguns estudis han suggerit per primera vegada la importància de les 
cèl·lules hepàtiques estrellades en el desenvolupament, com també la seva capacitat de 
diferenciar-se cap a dos tipus cel·lulars concrets: hepatòcits i cèl·lules endotelials 
(Kordes et al., 2007), (Kubota et al., 2007). D’altra banda, alguns autors apunten que les 
PaSC podrien tenir un paper com a cèl·lules progenitores sense donar referències de 
cap estudi experimental en el pàncreas (Fellous et al., 2007)  (veure figura 2). Els 
nostres resultats serien doncs els primers en evidenciar la possibilitat d’obtenir 
cèl·lules productores d’insulina a partir de PaSC. 
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Figura 2.- Esquema de la possible localització en el pàncreas de les cèl·lules que 
participen en la regeneració de cèl·lules �: (1) progenitors intra-illot, (2) proliferació de 
cèl·lules � preexistents, (3) cèl·lules ductals, (4) cèl·lules estrellades pancreàtiques, (5) 
cèl·lules acinars (Fellous et al., 2007) 
 

Hi ha estudis que apunten la importància del medi de cultiu i els suplements 
proteics afegits en la maduració dels diferents tipus cel·lulars (Royer et al., 2006). A 
més dels efectes diferenciadors dels components del FCS (Leng and Lu, 2005), la 
glucosa elevada podria actuar com a mitogen durant l’expansió de les cèl·lules 
indiferenciades, i la reducció de la concentració al final de la diferenciació afavoriria la 
contingut d’insulina en alguns models de diferenciació (Roche et al., 2006). Els nostres 
resultats també suggereixen que és important definir la composició del medi de cultiu 
en els procediments experimentals de transdiferenciació. Si bé el cultiu primari 
PaSC/ABCG2+ presenta al principi una dèbil expressió de PDX1 nuclear (factor de 
transcripció implicat en la diferenciació pancreàtica), i una dèbil expressió d’insulina, 
posteriorment aquest factor de transcripció es transloca a citoplasma, i també es perd 
l’expressió d’insulina. Aquesta transdiferenciació espontània podria haver estat 
causada, almenys en part, per alguns components del FCS o bé pels propis factors 
solubles secretats per les PaSC/ABCG2+ amb efectes autocrins. 

 
Com a regla general s’accepta que quan les cèl·lules són induïdes a proliferar in 

vitro, poden perdre el seu fenotip diferenciat; en canvi, quan redueixen la seva 
proliferació s’inicia el procés de diferenciació cel·lular (veure figura 3) (Soria, 2001). 
Aquest equilibri entre proliferació i diferenciació és a vegades difícil d’aconseguir in 
vivo, on coexisteixen ambdós processos, i alguns factors poden promoure tant un com 
l’altre. En el nostre cultiu de cèl·lules PaSC/ABCG2+, el fet que els nivells de 
proliferació fossin menors quan les cèl·lules formaven clusters cel·lulars comparats amb 
les cèl·lules en monocapa va ser un primer indici que ens va fer pensar en la 
possibilitat d’induir transdiferenciació en aquest tipus cel·lular. Juntament amb 
aquesta evidència, el fet que la nostra població de PaSC/ABCG2+ comparteix 
marcadors cel·lulars amb cèl·lules troncals adultes (ABCG2, nestina, Thy1.1, i NCAM), 
i tenint en compte la importància del medi de cultiu, vam plantejar-nos completar el 
primer objectiu de la tesi investigant la seva possible capacitat de transdiferenciació 
cap a un fenotip endocrí, i més concretament cap a una cèl·lula productora d’insulina. 
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Figura 3.- Esquema del balanç entre els processos de proliferació i diferenciació 
cel·lular (Soria, 2001). 
 
 Per potenciar la transdiferenciació de les nostres PaSC/ABCG2+ ens vam basar 
en resultats previs d’altres investigadors i vam suplementar el medi de cultiu amb 
substàncies diferenciadores com la nicotinamida, utilitzada en protocols de 
diferenciació a partir de ESC per aconseguir cèl·lules productores d’insulina (Soria et 
al., 2000),(Vaca et al., 2003), (Leon-Quinto et al., 2004), o la dexametasona, utilitzada en 
la transdiferenciació pancreàtica de cèl·lules exocrines (Lardon et al., 2004). També vam 
emprar activin A, membre de la família de TGF�, que potencia l’obtenció del fenotip 
endocrí en diferents models de diferenciació, en alguns casos en combinació amb 
betacellulin (Mashima et al., 1996), (Zhang et al., 1999), (Demeterco et al., 2000) ; i en 
darrer lloc vam utilitzar exendin-4, anàleg de GLP-1 (Glucagon-like polipeptide-1). Hi ha 
estudis que demostren que tant GLP-1 com exendin-4  poden diferenciar cèl·lules 
productores d’insulina a partir de ESC o bé en models de regeneració pancreàtica (De 
Leon et al., 2003), (De Leon et al., 2006), (D'Amour et al., 2006), (Xu et al., 1999). A més, 
GLP-1 augmenta la producció d’insulina en cèl·lules ESC diferenciades (Bai et al., 
2005), (Yue et al., 2006), i també fa que les cèl·lules ductals ARIP expressin gens 
endocrins (Liu et al., 2004). GLP-1 és una hormona peptídica secretada com a pro-
glucagó per les cèl·lules L de l’ileó i el colon en resposta a la ingesta. És una incretina i 
presenta accions insulinotròpiques ja que un cop processada, estimula les cèl·lules � 
del pàncreas a produir insulina, i regula negativament la síntesi de glucagó de les 
cèl·lules �.  S’ha demostrat que la capacitat de GLP-1 d’augmentar la secreció 
d’insulina està associada a la producció i translocació nuclear de PDX1 (Kodama et al., 
2005), (Koizumi et al., 2005), (Abraham et al., 2002). L’exendin-4 és un pèptid produit a 
les glàndules salivals del llangardaix Gila Monster, que presenta un 52% d’homologia 
amb GLP-1, i en cèl·lules de mamífers interacciona amb el receptor de GLP-1 per 
augmentar la síntesi d’insulina (Goke et al., 1993), (Chen and Drucker, 1997), (Greig et 
al., 1999). 
 
 De totes les substàncies descrites en els estudis de diferenciació utilitzant 
cèl·lules troncals embriòniques, adultes o línies cel·lulars, van ser l’exendin-4 i també 
l’activin A les que van potenciar l’expressió de PDX1 en el nostre cultiu. Tot i 
demostrar l’expressió dels receptors per aquestes substàncies, el tractament amb 
aquestes exendin-4 o activin A no va ser suficient per arribar a obtenir cèl·lules amb 
fenotip � a partir de la nostra població PaSC/ABCG2+.  Una altra aproximació 
mitjançant la utilització de substàncies conjuntament (cocktail de betacellulin, HGF i 
nicotinamida) (Huang and Tang, 2003) ens permet aconseguir una dèbil expressió de 
Ngn3, factor de transcripció clau en la determinació del fenotip endocrí durant el 
desenvolupament pancreàtic; i els resultats de la sobreexpressió de Ngn3 ens indiquen 
la plasticitat del nostre cultiu primari, ja que arribem a expressar altres factors de 
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transcripció importants en desenvolupament pancreàtic endocrí: Pax-4, Pax-6 i 
NeuroD1. 
 
 D’altra banda, la importància de les interaccions entre cèl·lula-cèl·lula, i de les 
unions entre cèl·lula-matriu extracel·lular són un fet àmpliament conegut (Streuli, 
1999). La matriu extracel·lular no només dóna suport estructural a les cèl·lules, adhesió 
i polaritat, sinó que també participa en processos de morfogènesis, diferenciació, 
migració, proliferació i prevenció d’apoptosi  (Kleinman et al., 2003). En el pàncreas, els 
canvis cronològics en l’organització de la matriu extracel·lular durant el 
desenvolupament estan relacionats amb la morfogènesi epitelial, participant en les 
interaccions epiteli-mesènquima (Hisaoka et al., 1993). També se sap que els 
components de la matriu extracel·lular poden diferenciar cèl·lules fetals cap a un 
fenotip endocrí, com per exemple la laminina 1 (Jiang et al., 1999), i les integrines 
(Cirulli et al., 2000). La matriu extracel·lular forma part del nínxol en que es troben les 
cèl·lules, i la importància del nínxol cel·lular en els processos de transdiferenciació ja 
ha estat descrita en altres models cel·lulars (Czyz and Wobus, 2001; Whetton and 
Graham, 1999). La matriu extracel·lular pot modular la diferenciació de diferents 
maneres: a) la remodelació de la matriu pot alterar la senyalització de les integrines i el 
seu crosstalk amb factors de creixement, b) la remodelació de la matriu pot contribuir a 
la unió de factors de creixement als seus receptors, c) durant la remodelació poden 
quedar al descobert llocs críptics que poden alterar la senyalització de les integrines, d) 
es poden alliberar fragments bioactius de la matriu, e) els enzims de remodelació de 
superfície poden alliberar factors de creixement (veure figura 4).  

 

 
 
 
Figura 4.- Representació d’algunes de les vies mitjançant les quals la remodelació de la 
matriu extracel·lular pot afectar la diferenciació cel·lular. GF= Growth Factor. La figura 
de les tisores representa el tall de les MMP. Extret de (Streuli, 1999).  
 
 
 Podem suggerir que alguns d’aquests mecanismes podrien haver participat en 
la transdiferenciació de les nostres cèl·lules PaSC/ABCG2+ basant-nos en la detecció 
de MMP en el cultiu, molècules encarregades de remodelar la matriu extracel·lular. No 
obstant, de manera semblant a altres models descrits a la literatura, també observem 
que la utilització de Matrigel (matriu sintètica comercial) és imprescindible per afavorir 
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l’aparició de cèl·lules amb fenotip endocrí, i més concretament amb fenotip �. Està 
descrit que el cultiu en Matrigel combinat amb un tractament amb àcid retinoic 
augmenta la proporció de cèl·lules positives per insulina en embrió de pollet (Kramer 
and Clem, 2003); i estudis amb diferents tipus de matrius demostren la seva capacitat 
de diferenciar cèl·lules troncals embriòniques en cèl·lules diferenciades i estructures 
(glandulars i cartílags) similars a les del teixit del qual deriva la matriu (Philp et al., 
2005). El nostre protocol experimental (cultiu en Matrigel M4 suplementat amb 
exendin-4) ens dóna les condicions òptimes per l’expressió de les convertases PC1/3 i 
PC2, el transportador glut2, i la hormona insulina, que serien característiques pròpies 
del fenotip de cèl·lula � obtingudes per primera vegada a partir de PaSC.  
  
 Malgrat la detecció de la insulina, alguns dels factors de transcripció implicats 
en el desenvolupament del pàncreas i utilitzats com a marcadors de desenvolupament 
de cèl·lula � també estan implicats en el desenvolupament del sistema nerviós, com 
nestina i PDX1 (Perez-Villamil et al., 1999), (Edenfeld et al., 2002). Així doncs, cèl·lules 
que podrien ser interpretades com cèl·lules � immadures, podrien ser compatibles 
també amb el fenotip de neurones en desenvolupament. La demostració de la síntesi 
d’insulina per part de les cèl·lules, les evidències de la seva maduració mitjançant la 
detecció de pèptid C, i la realització d’anàlisis funcionals de la seva alliberació en 
resposta a glucosa permeten confirmar el fenotip de cèl·lula �. És per aquestes raons 
que en el nostre model, tot i detectar l’expressió de les proconvertases i la insulina, vam 
voler descartar la possibilitat que la insulina hagués estat captada del medi tal com s’ha 
suggerit en alguns models de diferenciació (Hansson et al., 2004), (Rajagopal et al., 
2003). Per comprovar que la insulina podia ser processada correctament dins les 
nostres cèl·lules, vam analitzar la presència del pèptid C. En una cèl·lula � madura, la 
proinsulina es talla enzimàticament gràcies a les proconvertases per convertir-se en 
insulina madura, produint quantitats equimolars d’insulina i pèptid C. A més, 
ambdues molècules es colocalitzen en els grànuls secretors (Molinete et al., 2000). En la 
tinció immunològica dels nostres clusters després del cultiu en Matrigel es va observar 
colocalització de pèptid C amb insulina, per tant els resultats indiquen que gran part 
de la insulina detectada és sintetitzada i processada per les cèl·lules del nostre cultiu.  
 
 En diversos models animals de regeneració pancreàtica s’ha descrit la 
coexpressió dels marcadors de diferents estips cel·lulars en una mateixa cèl·lula 
(acinars i ductals, o acinars i endocrins) (Gu et al., 1994), (Bertelli and Bendayan, 1997). 
L’existència d’aquestes cèl·lules que poden expressar marcadors de diferents tipus 
cel·lulars ens permetria explicar la presència de glucagó en el fenotip del nostre cultiu 
primari que s’està transdiferenciant, indicant possibles passos intermitjos en la 
diferenciació. D’altra banda, alguns autors observen diferenciació exocrina de ESC 
després de la utilització de substàncies diferenciadores (Skoudy et al., 2004). En canvi, 
en el nostre model no observem expressió de marcadors exocrins primerencs com p48, 
ni marcadors de cèl·lula exocrina madura com amilasa. Aquests resultats ens indiquen 
una certa especificitat del protocol utilitzat cap a cèl·lules de tipus endocrí i no 
exocrines. També l’expressió de CK19 detectada després de la transdiferenciació 
cel·lular és una observació interessant. Aquest filament intermedi present en cèl·lules 
d’origen epitelial com les ductals, podria representar la transició mesènquima-epiteli 
en el nostre model (MET). Aquesta transició, juntament amb la seva complementària 
(EMT) és un fenomen important en alguns processos de transdiferenciació descrits en 
illots humans (Gershengorn et al., 2004). Alguns autors però, posen en dubte 
l’existència d’aquest fenomen en illots ratolí (Atouf et al., 2007). Finalment, un altre fet 
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observat en el nostre model és que l’expressió de marcadors de cèl·lules estrellades no 
es negativitza després de la inducció de la transdiferenciació endocrina. El nostre cultiu 
després de la transdiferenciació segueix mantenint l’expressió de les proteïnes 
vimentina, desmina, alfa-actina i GFAP, però només la vimentina co-localtiza amb el 
pèptid C.  
 
 Les observacions de microscopia electrònica de les cèl·lules diferenciades 
mostren una correlació amb els resultats d’expressió gènica obtinguts, ja que mostren 
la presència de grànuls electrodensos, alguns dels quals presenten una morfologia 
compatible amb els grànuls d’insulina en diferents estats de maduració. A més, la 
nostra caracterització de la transdiferenciació cap a cèl·lula productora d’insulina 
també inclou la positivitat en el marcatge per ditizona, tinció utilitzada per evidenciar 
els grànuls madurs en l’aillament d’illots pancreàtics (Clark et al., 1994), (Conget et al., 
1994). Aquesta tinció també s’ha utilitzat per identificar cèl·lules productores 
d’insulina a partir de la diferenciació de  ESC, junt amb la quantificació de la secreció 
de la hormona (Shiroi et al., 2002).  
 
 Per últim, pel que fa a la funcionalitat d’aquestes PaSC/ABCG2+ diferenciades, 
detectem la secreció d’insulina al medi només en l’estadi diferenciat ja que les 
secrecions realitzades tant en fase de monocapa com en cluster indiferenciat sempre ens 
han donat resultats indetectables. Tot i que els nivells de secreció del nostre cultiu 
estan per sota del que secreten illots, observem que en resposta a l’estimulació per 
glucosa, els clusters secreten un 44% respecte a la condició no estimuladora. S’ha descrit 
en illots pancreàtics de rata una via secretora “semblant a la constitutiva” que es basa 
en la secreció a través de grànuls immadurs i es produeix a concentracions de glucosa 
no estimuladores (Kuliawat and Arvan, 1992).  La possible secreció a través d’aquesta 
via en el nostre model podria haver fet que la secreció basal contingués la insulina 
alliberada constitutivament, i per tant hauria disminuit les diferències respecte a la 
secreció estimulada per glucosa (Kuliawat and Arvan, 1994). 
 
 Com a resum d’aquest primer objectiu de la tesi podem dir que hem demostrat 
per primera vegada que cèl·lules pancreàtiques estrellades obtingudes de pàncreas de 
rata expressen NCAM, FGFR1-IIIb, Thy1.1 i el transportador ABCG2, i poden 
diferenciar-se cap a un fenotip endocrí amb capacitat de secretar insulina. Aquestes 
cèl·lules PaSC/ABCG2+ podrien constituir una nova font de cèl·lules extra-illot amb 
capacitat de produir insulina.   
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OBJECTIU II 
 
ENRIQUIMENT DE LA POBLACIÓ DE PaSC OBTINGUDA 
 
 Per assolir el segon objectiu de la tesi, i tenint en compte que era la primera 
vegada que s’obtenien cèl·lules pancreàtiques estrellades mitjançant selecció a través 
del transportador ABCG2, vam voler enriquir la població utilitzant el marcador 
NCAM, expressat en HpSC i també en PaSC (com hem demostrat en l’objectiu I). 
Aquest procés ens permet eliminar la possibilitat que hagués quedat qualsevol petita 
població de cèl·lules SP contaminants en el cultiu primari que ens pogués invalidar la 
interpretació dels resultats obtinguts. 
 
 Per realitzar la tècnica d’immunopanning és molt important obtenir un bon 
marcador de superfície, ja que és una tècnica basada en la unió antigen-anticòs que ens 
permet aillar les cèl·lules que expressen un determinat marcador a la seva membrana. 
Vam escollir la forma siàlica de NCAM (PSA-NCAM), marcador expressat en cèl·lules 
hepàtiques estrellades i també en el nostre cultiu cel·lular, perquè reunia les 
característiques de ser una molècula de membrana i no estava descrita la seva 
expressió en la població SP. Amb aquesta tècnica vam aconseguir seleccionar 
positivament la població que expressava PSA-NCAM, des d’un 36% abans de realitzar 
la tècnica, fins a gairebé un 80% després dels dos processos de selecció. Amb la fracció 
enriquida de la població per PSA-NCAM passem a explorar el segon objectiu de la tesi, 
després d’haver recomprovat el fenotip de cèl·lules estrellades tant en les fraccions 
positives com en la negativa obtingudes durant el procés.  
 
 Tal com hem sugerit en el primer objectiu, les substàncies solubles de les PaSC 
tenen gran importància sobre elles mateixes, però també plantegen la possibilitat que 
tinguin efectes paracrins sobre les cèl·lules veïnes: acinars i ductals. Hi ha estudis 
previs de transdiferenciació del tipus cel·lular ductal cap a un fenotip endocrí. En 
humans es va descriure que era freqüent trobar cèl·lules � fora de l’illot associades als 
ductes (Bouwens and Pipeleers, 1998), i ductes humans cultivats in vitro en unes 
determinades condicions de diferenciació poden arribar a produir insulina (Bonner-
Weir et al., 2000), (Yatoh et al., 2007). En línies cel·lulars de rata, el grup del Dr Perfetti 
ha diferenciat cèl·lules ARIP ductals cap a productores d’insulina amb tractaments 
amb GLP1 o bé HGF (Hui et al., 2001), (Anastasi et al., 2005). Aquests estudis fan que 
ens plantegem utilitzar el model de cèl·lules ARIP com a eina per valorar possibles 
efectes del medi condicionat de PaSC/ABCG2+. 
 
 Les cèl·lules hepàtiques estrellades són morfològicament i funcionalment 
similars a les PaSC. Els estudis sobre possibles funcions de les PaSC venen avalats per 
estudis realitzats prèviament en HpSC. La participació d’aquestes cèl·lules en la fibrosi 
hepàtica està ben descrita, i en pàncreas, es pot dir que les PaSC també desenvolupen 
principalment aquesta funció (Gutierrez-Ruiz et al., 2002). En el fetge, les cèl·lules 
estrellades actives influencien el creixement i proliferació d’altres tipus cel·lulars, 
sobretot els hepatòcits, a través de senyals paracrines (Gressner, 1998).  El factor KGF 
(Keratinocyte Growth Factor) secretat per les HpSC afavoreix la regeneració del fetge 
i/o la supervivència dels hepatòcits en pacients amb malalties hepàtiques cròniques 
(Steiling et al., 2004). En aquest sentit, altres estudis indiquen que el co-cultiu de HpSC 
amb hepatòcits pot millorar alguns aspectes funcionals d’aquests (Thomas et al., 2005). 
També en fetge hi ha indicis de la capacitat de les cè·lules estrellades com a inductores 
de la diferenciació: el co-cultiu de HpSC amb cèl·lules mare dóna lloc a hepatòcits 
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(Nagai et al., 2002). De moment, no hi ha estudis similars en pàncreas. Així doncs, 
basant-nos en aquestes funcions descrites fins ara de les HpSC sobre altres tipus 
cel·lulars, els efectes del medi condicionat del nostre cultiu primari sobre la línia ARIP 
es van centrar en la investigació de possibles efectes sobre proliferació i expressió 
gènica. 
 
EFECTES PARACRINS DEL MEDI CONDICIONAT DE PaSC 
 
 Les cèl·lules ARIP van ser tractades amb medi condicionat de PaSC/ABCG2+ 
(que conté tots els factors que han secretat les cèl·lules estrellades) durant diferents 
temps. Amb el tractament amb el medi condicionat observem una inhibició 
significativa de la proliferació de la línia ARIP. L’assaig de BrdU mesura la 
incorporació de l’anàleg de timidina durant la fase S, i per tant és una mesura directa 
de la proliferació. Aquesta disminució de la proliferació podria ser deguda a la 
toxicitat del medi, amb afectació de la maquinària cel·lular, on a més de deixar de 
proliferar, la cèl·lula perdria la seva viabilitat. Per resoldre aquesta possibilitat 
realitzem assajos de MTT, i els resultats ens indiquen que la viabilitat no està 
modificada pel tractament amb medi condicionat. En aquest assaig es mesura la 
reducció del compost MTT cap a una sal de formazan gràcies als enzims mitocondrials, 
per tant és una mesura l’activitat metabòlica de la cèl·lula, de la seva viabilitat.  
 
 Per tant, les cèl·lules deixen de proliferar però segueixen sent metabòlicament 
actives. Una altra explicació a la disminució de la proliferació podria ser que el medi 
hagués perdut part dels nutrients, i que això hagués provocat que les cèl·lules ARIP 
deixessin de proliferar. Per descartar aquesta segona hipòtesi fem els mateixos 
experiments amb medi condicionat provinent d’altres línies cel·lulars pancreàtiques 
com �TC (endocrines) i mPAC (ductals), i els resultats demostren que la proliferació i 
la viabilitat de cèl·lules ARIP tractades amb medi condicionat provinent d’altres línies 
no es veu afectada. En conclusió, la disminució de la proliferació no es per manca de 
nutrients del medi, ni per toxicitat del mateix, sinó que podem suggerir que els efectes 
són deguts a substàncies secretades per les cèl·lules estrellades, que podrien tenir un 
efecte sobre les ciclines o altres proteïnes que regulen la proliferació cel·lular. 
 
 Amb aquest efecte inhibitori sobre la proliferació clarament demostrat, i amb la 
premissa del balanç entre proliferació i diferenciació en els sistemes biològics (Cras-
Meneur et al., 2001), observem que el medi condicionat de PaSC és capaç de produir 
canvis gènics i proteics en les cèl·lules ARIP tractades:  

(1) La disminució de CK19, filament intermedi marcador del tipus cel·lular 
ductal, es va veure clarament tant a nivell immunocitoquímic com a nivell de mRNA, 
arribant a reduir l’expressió d’aquesta citoqueratina a la meitat. Aquest fet que ens 
podria indicar que les cèl·lules estan perdent, en part, el seu propi fenotip ductal.  

(2) En el cas de Pdx1, l’increment a nivell proteic era molt evident, i presentava 
localització nuclear (fet que indica l’estat actiu d’aquest factor de transcripció). A nivell 
de mRNA, veiem que alguns passatges ja expressaven nivells de Pdx1 basals abans de 
ser tractats amb medi condicionat. Tot i això, després del tractament amb medi 
condicionat, sempre veiem un increment significatiu d’aquest factor de transcripció en 
tots els experiments realitzats, i això ens fa pensar que  factors solubles secretats per les 
PaSC poden actuar de manera directa sobre la cèl·lula o de manera indirecta mitjançant 
altres factors, i poden modificar l’expressió gènica i proteica de les cèl·lules ARIP. En 
canvi, observem nivells basals de Ngn3, Pax-6 i Nkx 2.2 en el cultiu de cèl·lules ARIP, 
que no es modifiquen pel tractament amb medi condicionat.  
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 Malgrat l’increment d’expressió de PDX1 no arribem a detectar l’expressió 
d’insulina. Alguns grups, però, són capaços de transdiferenciar les cèl·lules ARIP cap a 
cèl·lules productores d’insulina després del tractament amb GLP1  (Bulotta et al., 
2002),(Hui et al., 2001),  o HGF (Anastasi et al., 2005). Una possible explicació a la 
nostra incapacitat per completar el procés de transdiferenciació seria per la limitació 
del model, ja que segons el clon de la línia utilitzat, les cèl·lules ARIP poden no ser un 
bon model de diferenciació (Silver and Yao, 2001). El clon utilitzat en els estudis que 
aconsegueixen produir insulina amb el tractament amb GLP-1 (Hui et al., 2001) havia 
estat cedit pel Dr J.M Egan de Baltimore; en canvi, el nostre clon cel·lular provinent de 
l’ATCC (American Type Culture Collection) tractat amb exendin-4 no era capaç de 
produir insulina. Aquesta evidència ens fa pensar que el clon cel·lular del que hem 
disposat per realitzar el nostre estudi no és el més adequat per dur a terme experiments 
de transdiferenciació cel·lular. 
 
CARACTERITZACIÓ DEL SECRETOMA DE PaSC 
 
 Els efectes antiproliferatius d’aquest medi, i la seva capacitat de modificar 
l’expressió gènica de la línia ARIP, ens porten a caracteritzar el secretoma del nostre 
cultiu primari de PaSC/ABCG2+ per obtenir la composició del medi condicionat. Per 
fer-ho, passem a caracteritzar per primera vegada el secretoma de cèl·lules 
pancreàtiques estrellades.  
 
 Aconseguim la identificació del 68 % de les proteïnes analitzades (76 spots d’un 
total de 112). La identificació de 61 proteïnes a partir de 76 spots s’explica pel fet que 
hem obtingut formes diferents de la mateixa proteïna (en estats de reducció, metilació, 
o bé fragments de les mateixes). Pel que fa a la identificació de proteïnes intracel·lulars 
en el medi, el percentatge obtingut en el nostre estudi és semblant al d’altres estudis de 
secretoma que utilitzen el mateix procediment experimental per l’obtenció del medi 
condicionat (Wang et al., 2004). Aquestes proteïnes no secretades podrien correspondre 
a proteïnes estructurals procedents de cèl·lules desenganxades durant el processament  
de la mostra. Tot i que no podem atribuir els efectes del secretoma a les proteïnes 
intracel·lulars, ens han servit per completar la caracterització de les nostres 
PaSC/ABCG2+ i reafirmar la seva identificació com a cèl·lules pancreàtiques 
estrellades. 
 
 En la classificació per funcions de totes les proteïnes obtingudes en el 
secretoma, destaquem que les proteïnes de creixement, diferenciació i 
desenvolupament corresponen a un 11% del total, i un 9,84% corresponen a proteïnes 
classificades en la funció de resposta immune. Les cèl·lules hepàtiques estrellades 
expressen molècules de presentació d’antígens i poden dur a terme el procés de 
fagocitosi, per tant tenen un paper en la funció immunitària (Unanue, 2007; Vinas et al., 
2003; Winau et al., 2007). També s’ha descrit que les HpSC poden modular la resposta 
immunitària en trasplants (Chen et al., 2006). En el pàncreas, la seva capacitat de 
fagocitar ha estat descrita recentment (Shimizu et al., 2005), i en el nostre estudi 
corroborem aquesta propietat. També pels resultats del secretoma identifiquem les 
proteïnes MHC classe I, lisozim C, RAG1, ICA 1, APG16 i cutaneous T-cell lymphoma 
associated antigen, que podrien contribuir en el possible paper de les PaSC en la funció 
immunitària. 
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 Observem certes coincidències dels nostres resultats amb l’estudi de secretoma 
realitzat en HpSC, on també identifiquen proteïnes intracel·lulars (Kristensen et al., 
2000). Les proteïnes comunes en els dos estudis són: MMP2, HSPA5, enolasa, 
calreticulin, catepsin, collagens I i III, piruvat quinasa, SPARC, tropomiosina, 
ubiquitina i vimentina. Les cèl·lules estrellades de pàncreas i de fetge han estat 
comparades a nivell transcripcional i presenten variacions òrgan-específiques però 
tenen un fenotip transcripcional comú (Buchholz et al., 2005). Podem destacar però 
com a novetat en aquest camp, que el nostre estudi descriu per primera vegada la 
secreció de  PEDF, Wnt5b i LIF per part de les cèl·lules estrellades pancreàtiques. 
 
 Quan classifiquem només de les proteïnes solubles en famílies segons les seves 
funcions, la més abundant passa a ser l’agrupació de proteïnes de matriu extracel·lular, 
corroborant la principal funció descrita d’aquestes cèl·lules en la formació de la matriu 
extracel·lular. La matriu està formada per una mescla insoluble de molècules que 
inclouen, entre altres, col·lagens, laminines, fibronectines, i heparan sulfat 
proteoglicans. La matriu no només facilita un suport sòlid a les cèl·lules sinó que 
també actuaria com un reservori de citoquines i factors de creixement. El nostre estudi 
ha identificat perlecan i col·lagens secretats per PaSC/ABCG2+, a més de substàncies 
remodeladores d’aquesta matriu com MMP2, molècules que ens permeten destacar la 
importància del microambient que es crea al voltant d’aquestes cèl·lules. De la 
classificació dels factors solubles també destaquem que les proteïnes de diferenciació i 
desenvolupament es segueix mantenint en un 11% (igual que en la classificació del 
secretoma complet). Veiem que les proteïnes de desenvolupament i diferenciació seria 
un agrupació funcional que no perd importància quan s’analitza el secretoma tenint en 
compte únicament els factors solubles. Així doncs, tot i que la funció principal 
d’aquestes cèl·lules estaria relacionada amb la regulació de la matriu extracel·lular, si 
que podem suggerir que en determinades circumstàncies aquestes cèl·lules podrien 
contribuir en el complex procés de la neogènesi.  
 
 Per la identificació de les proteïnes solubles ens hem basat en la predicció de la 
presència de pèptid senyal o de la possible secreció de vies no clàssiques amb la 
metodologia que ens ofereix el programa SecretomeP. Els autors dels algoritmes que 
utilitza el programa per donar els resultats de secreció han publicat la metodolgia 
(Bendtsen et al., 2004) i la fiabilitat d’aquest programa ha estat validada per grups 
externs (Emanuelsson et al., 2007). En estudis recents de secretoma ja s’accepta aquest 
tipus de resultats basats en la predicció del SecretomeP com a secreció per la via no 
clàssica (Alvarez-Llamas et al., 2007). Del total de proteïnes identificades en el nostre 
estudi, el 61% eren secretades (37 de 61). El tipus de secreció majoritària però seria la 
via clàssica (70%), mentre que a la resta proteïnes secretades per les vies no clàssiques 
serien minoritàries (correspondrien únicament al 30%).   
 
 La maquinària de secreció de les cèl·lules eucariotes consisteix principalment en 
la via clàssica, que passa pel reconeixement del pèptid senyal, el trasllat al reticle 
endoplasmàtic (RE) i l’empaquetament en vesícules de transport fins a l’aparell de 
Golgi, on el transport post-Golgi secretarà la proteïna a l’exterior de la cèl·lula. Però pel 
trasllat d’una proteïna a l’espai extracel·lular també hi ha descrits quatre mecanismes 
alternatius a la via clàssica, dos d’ells basats en el sistema intracel·lular de vesícules (1 i 
3), i dos d’ells basats en la translocació directa del factor citosòlic a través de la 
membrana plasmàtica (2 i 4) (veure figura 5). (1) Veiem que un dels mecanismes 
correspon a la secreció a través de lisosomes que tenen la capacitat de fusionar-se amb 
la membrana plasmàtica. (2) Una altra manera de secretar substàncies és a través canals 
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formats per proteïnes transportadores residents a la membrana plasmàtica; i un 
exemple de família de transportadors seria la ABC (ATP-Binding-Cassette). En el 
nostre cas, la presència del subtipus ABCG2 en les cèl·lules estrellades podria haver 
afavorit el transport d’alguna de les substàncies sense pèptid senyal cap a l’espai 
extracel·lular. (3) Un tercer mecanisme que permet la secreció no clàssica és a través 
d’exosomes derivats de cossos multivesiculars; (4) i la darrera via de secreció no 
convencional seria a través d’un procés anomenat “membrane blebbing” que allibera la 
proteïna i microvesícules derivades de la membrana plasmàtica a l’espai extracel·lular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.- Esquema dels tipus de secreció per vies no clàssiques (Nickel, 2005) 
 
 
 El programa Ingenuity Pathways ens permet la identificació de xarxes 
d’interaccions biològiques i les associa a les seves funcions més rellevants. En el nostre 
model ens va servir per intentar relacionar entre elles les molècules identificades en el 
secretoma de les PaSC/ABCG2+, i sobretot per suggerir possibles funcions de les 
molècules solubles secretades en el pàncreas. L’anàlisi del nostre secretoma per 
Ingenuity Pathways ens va proposar tres xarxes principals: 
 
 Xarxa 1.- Les funcions d’aquesta xarxa identificades pel programa serien 
organització i ensamblatge cel·lular. El punt més important que destaquem d’aquesta 
xarxa és que identifica TGF�1 (Factor de creixement transformant) com a node central 
“non focus”. Això ens fa plantejar estudiar més profundament aquest factor en el 
nostre cultiu primari.  
 
 El factor TGF�1 pertany a una família de proteïnes que inclou entre altres, 
activines, TGF�, i BMP (Proteïna morfogènica de l’òs). Són citoquines secretades que 
regulen diferents funcions cel·lulars com proliferació, apoptosi, diferenciació, i 
migració en diferents tipus cel·lulars, i tenen un paper clau en el desenvolupament 
embrionari de l’organimse (Galvez-Gastelum et al., 2004). El TGF� està implicat en 
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diverses patologies humanes que inclouen desordres autoimmunes i vasculars, 
malalties fibròtiques i càncer (Massague et al., 1992). Està considerada una citoquina 
multifuncional (pleiotròpica) pels diferents efectes que té sobre diferents tipus 
cel·lulars. TGF� està considerat com un potent inhibidor de la proliferació en la majoria 
de tipus cel·lulars, sobretot en cèl·lules epitelials, endotelials i hematopoiètiques, però 
estimula el creixement de determinades cèl·lules mesenquimals (Huang and Huang, 
2005), (Damdinsuren et al., 2006). També s’ha descrit que en altres models cel·lulars 
TGF� té efectes diferenciadors, per exemple la seva expressió en múscul llis és capaç 
d’induir la diferenciació de progenitors endotelials, obrint noves vies en el camp de 
l’enginyeria de teixits vasculars (Zhu et al., 2005), i en ESC s’ha demostrat que la 
senyalització aberrant de TGF� té efectes en la seva posterior diferenciació tant in vivo 
com in vitro (Goumans et al., 1998). En el sistema immunitari és capaç de diferenciar 
cèl·lules T reguladores (Luo et al., 2007) i també hi ha estudis que demostren que 
promou la diferenciació de condròcits (Han et al., 2005). En el cas del pàncreas, veiem 
que és capaç d’influenciar el desenvolupament de pàncreas exocrí i endocrí  (Sanvito et 
al., 1994); i estudis amb ratolins transgènics amb dominant negatiu de TGF�RII 
demostren la implicació de TGF� en el creixement i diferenciació de les cèl·lules 
exocrines (Bottinger et al., 1997). Tot i això, també s’ha descrit que en combinació amb 
GLP-1 durant el desenvolupament pot afavorir la porció endocrina (Tei et al., 2005). En 
línies cel·lulars, la seva senyalització és necessària de transdiferenciar les cèl·lules 
exocrines AR42J tractades amb exendin-4 en cèl·lules productores d’insulina (Yew et 
al., 2004), (Yew et al., 2005). Finalment, TGF� també té implicacions en els processos de 
EMT relacionats amb la fibrosi (Kalluri and Neilson, 2003), (Kondo et al., 2004). 
  
 En el camp de les cèl·lules estrellades, TGF�1 pot exericir diversos efectes. En 
les PaSC, la secreció d’aquesta proteïna està implicada en processos profibrogènics 
(Rane et al., 2006). A més, en cèl·lules estrellades de pulmó s’ha identificat TGF�1 com 
la molècula que afavoreix la diferenciació cap a  miofibroblasts (Evans et al., 2003), com 
també en HpSC (Wiercinska et al., 2006) i PaSC (Apte et al., 2004). Altres efectes 
descrits de TGF�1 en el model de PaSC serien el control del seu creixement de manera 
autocrina (Kruse et al., 2000), efectes potenciats en combinació amb PDGF (Kordes et 
al., 2005). 
 
 S’han descrit 5 isoformes de TGF� en diferents organismes (en mamífers TGF� 
1,2,3  i en aus i amfibis 4 i 5 respectivament).  El TGF� es produeix com un precursor 
dimèric de 25 kDa secretat en forma latent, i queda anclat a la superfície cel·lular o a la 
matriu extracel·lular a través de la proteïna d’unió a TGF� latent (LTBP) (veure figura 
6). La porció C-terminal de 112-114 aminoàcids és la regió activa després de ser tallada 
proteolíticament. L’activació de TGF� es dóna per diversos factors, incluint pH extrem, 
altes temperatures, proteolisis limitada o desglucosilació del pèptid associat a la 
latència (LAP). S’ha descrit que la proteïna MMP2, amb activitat proteolítica, pot 
activar directament TGF�1 per dissociació del pèptid LAP (Mott and Werb, 2004). En el 
nostre cultiu primari hem detectat ambdues molècules (MMP2 i TGF�1 actiu). 
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Figura 6.- Estructura de TGF� i les seves unions al pèptid associat a la latència (LAP) i 
a la proteïna d’unió a TGF� latent (LTBP) (Oklu and Hesketh, 2000). 
 
 Malgrat que està descrit que les PaSC secreten TGF�1  (Shek et al., 2002), aquest 
factor no va poder ésser identificat per proteòmica perquè els gels utilitzats en el nostre 
estudi de proteòmica tenen una resolució mínima de 20 KDa. Per detectar aquest factor 
en el medi condicionat utilitzem la tècnica d’ELISA. La quantitat de TGF�1 actiu en el 
nostre medi condicionat és comparable a la descrita en altres estudis (Shek et al., 2002), 
(Aoki et al., 2006).  
 
 
EFECTES DE TGF�1 SOBRE LA LÍNIA DUCTAL ARIP 
 
 Les propietats de TGF�1 descrites en la inhibició de proliferació de cèl·lules 
epitelials (Boyd and Massague, 1989) ens van fer pensar que podria ser la molècula 
causant dels efectes descrits en el nostre model ductal ARIP (també epitelial). Estudis 
en ratolí  havien demostrat que TGF�1 exercia una inhibició específica del creixement 
dels ductes mamaris sense afectar l’estroma del voltant (Daniel et al., 1989). Per 
estudiar si TGF�1 tenia efectes sobre el nostre model ARIP, el primer que calia era 
comprovar l’expressió dels receptors de TGF� en aquestes cèl·lules. S’han descrit tres 
receptors que permeten la funció de senyalització de TGF� (TGF�R-I, TGF�R-II, 
TGF�R-III), encara que alguns investigadors han proposat l’existència de tres receptors 
adicionals (tipus IV, V i VI) en determinats tipus cel·lulars (Massague et al., 1987). En 
absència de lligand, els receptors tipus I i II, que són Ser/Thr protein quinases, estan com 
a homodímers a la superfície cel·lular. TGF�1 es pot unir directament al receptor II o bé 
arribar-hi a través del receptor III. Quan TGF�1 està unit al receptor II, es forma un 
complex heterotetramèric amb el receptor I, que transmet la senyal de transducció 
intracel·lular, que principalment és dependent de Smads, però també pot tenir efectes 
independents d’aquesta via (Heldin et al., 1997), (Derynck and Zhang, 2003). 
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 La presència dels 3 receptors va ésser positiva en el nostre model ARIP, i vam 
passar a investigar si era el factor antiproliferatiu del medi condicionat que actuava 
sobre la línia ARIP. En l’experiment de proliferació amb el segrestador de TGF� en el 
medi condicionat recuperem la proliferació fins a nivells basals, fet que demostra que 
TGF� és el factor que ens està induint la inhibició de la proliferació. Aquests resultats 
es confirmen amb la presència de TGF�1 exogen al medi basal, que disminueix la 
proliferació a uns nivells semblants al medi condicionat. Aquests experiments, junt 
amb la comprovació que la viabilitat no es veu modificada en cap dels tractaments, ens 
permeten suggerir el paper clau de TGF�1 del medi condicionat en la inhibició de la 
proliferació de les cèl·lules ARIP.  
 
 D’altra banda, per investigar la implicació de TGF�1 del medi condicionat en 
l’increment de PDX1 observat, vam utilitzar el mateix anticòs segrestador que en 
l’experiment de proliferació. Tot i que observem una lleugera disminució de 
l’increment de PDX1 en la condició on hem segrestat TGF�, aquest no arriba a 
disminuir fins a nivells basals. Aquest resultat, juntament amb el fet que l’addició de 
TGF�1 exogen no sigui capaç d’incrementar PDX1 ens indica que en el medi 
condicionat hi ha una combinació de factors amb capacitat d’augmentar l’expressió 
d’aquest factor de transcripció, on TGF�1 jugaria un discret paper. 
 
 Com a conclusió d’aquesta part podem dir que en el nostre model TFG�1 
inhibeix la proliferació de la línia ARIP, suggerint efectes paracrins d’aquesta molècula 
a nivell ductal. En canvi, no demostrem el paper de TGF�1 en la inducció de PDX1. 
Això ens porta a investigar altres factors identificats en el secretoma. 
 
ALTRES CANDIDATS AMB POSSIBLES EFECTES PARACRINS SOBRE LA 
LÍNIA ARIP 
 
 Continuant amb l’anàlisi bioinformàtic dels resultats del secretoma, en les 
xarxes 2 i 3 obtenim la següent informació: 
 
 Xarxa 2.-  Identifica wnt5b, PEDF (serpinF1), SPARC, MMP2, i col·lagens, entre 
altres, a la fracció extracel·lular de la xarxa.  
 
 Wnt5b és una proteïna glicosilada membre de la família Wnt (Wingless type) 
que una vegada secretada pot quedar associada a la superfície cel·lular o a la matriu 
extracel·lular (Smolich et al., 1993). S’han descrit 10 membres d’aquesta família, que 
poden realitzar funcions diverses en com a molècules de senyalització en 
desenvolupament, diferenciació i tumorigènesi (Wodarz and Nusse, 1998). També 
s’han descrit funcions d’aquesta família en proliferació, i diferenciació neural (Lange et 
al., 2006), com també en l’autorenovació de cèl·lules troncals hematopoiètiques (Reya 
et al., 2003). Les seves principals vies d’actuació inclouen la via canònica (a través de �-
catenina) i la no-canònica. 
 S’ha demostrat que Wnt5b, la molècula indentificada en el nostre secretoma, 
s’expressa en el mesènquima el dia embrionari 15.5 del desenvolupament pancreàtic 
(Heller et al., 2002), mentre que en adults s’expressa en la fracció exocrina però no en 
els illots humans (Heller et al., 2003). En un estudi realitzat en població japonesa 
detecten una associació entre Wnt5b i la diabetis mellitus tipus 2, alhora que descriuen 
que la seva expressió augmenta en les primeres fases de la diferenciació adipocitària de 
la línia 3T3-L1 (Kanazawa et al., 2005; Kanazawa et al., 2004). La presència de Wnt5b en 

164 



Discussió 

el medi condicionat, i la seva identificació com a molècula secretada en models de 
diferenciació, ens permet suggerir que pot haver jugat algun paper en els efectes 
observats en la línia ARIP tractada amb medi condicionat. 
 
 PEDF és una glicoproteïna secretada de 50 kDa que va ser identificada per 
primera vegada al 1989 en medi condicionat de cultius cèl·lules epitelials humanes de 
retina (Tombran-Tink and Johnson, 1989). Es va caracteritzar per la seva activitat 
neurotròfica en cèl·lules del retinoblastoma Y79 tractades amb medi condicionat que 
contenia PEDF (Tombran-Tink et al., 1991). Posteriorment es va demostrar que 
promovia la supervivència de cultius primaris de neurones granulars del cerebel en 
rata (Taniwaki et al., 1995). La seva funció en promoure la supervivència i diferenciació 
de neurones va ser confirmada posteriorment tant in vivo com in vitro en neurones de 
pollet (Houenou et al., 1999). Els processos de supervivència i diferenciació necessiten 
una regulació molt acurada i l’establiment d’unes condicions determinades, i en el cas 
de PEDF la seva actuació en un procés o un altre depèn del tipus cel·lular i les 
condicions del nínxol.  En aquest sentit, cal destacar que recentment s’ha descrit que 
PEDF secretat per la zona subventricular ajuda a mantenir el nínxol de cèl·lules 
troncals neurals i promou la seva renovació (Ramirez-Castillejo et al., 2006), establint 
una conexió entre les cèl·lules vasculars i neurals (Pumiglia and Temple, 2006).  
 
 PEDF es va incloure dins de la família de les serpines (també s’anomena serpin 
F1), tot i que no presenta la típica funció de peptidasa caracterísitica d’aquesta família 
(Steele et al., 1993). A més de la retina, s’ha detectat la seva expressió per Northern Blot 
en molts teixits humans com pulmó, cor, fetge i múscul esquelètic, tot i que en pàncreas 
la seva expressió és gairebé indetectable (Tombran-Tink et al., 1996). Tot i això, el ratolí 
knock-out per serpin f1 presenta hiperplàsia de les cèl·lules epitelials exocrines i una 
angiogènesi excessiva (Doll et al., 2003).  
 

Altres funcions associades a aquest factor serien la inhibició de la capacitat de 
migració d’alguns tipus cel·lulars, com també del creixement tumoral de pròstata, 
glioma, osteosarcoma i melanoma (Fernandez-Garcia et al., 2007). Aquestes evidències 
obren un nou camp de recerca de PEDF i la seva implicació en l’acció antitumoral. 
Altres nivells d’actuació de PEDF inclouen el camp de la diferenciació adipocitària, on 
un estudi de proteòmica ha identificat PEDF en 3T3-L1 com a molècula secretada 
diferencialment per pre-adipòcits però no per adipòcits madurs (Kratchmarova et al., 
2002). Aquesta identificació va ser confirmada en un altre estudi de 3T3-L1 on 
caracteritzen noves adipoquines relacionades amb la diferenciació (Wang et al., 2004), i 
recentment en humans s’ha detectat la seva presència en el secretoma de teixit adipós 
visceral (Alvarez-Llamas et al., 2007) i en teixit adipós derivat de cèl·lules progenitores 
(Zvonic et al., 2007). Aquestes evidències suggereixen un possible paper de PEDF en la 
formació i fisiologia de l’adipòcit. 

 
L’existència de receptors per aquesta substància ha estat àmpliament estudiada 

pel grup de la Dra Patricia Becerra, que va descriure cronològicament l’existència de 
receptors de PEDF en cèl·lules de retinoblastoma Y79 (Alberdi et al., 1999), en cèl·lules 
de retina bovina (Aymerich et al., 2001) i finalment en rosegadors i humans (Notari et 
al., 2006). En el secretoma de HpSC no s’ha identificat PEDF, com tampoc tenim 
constància fins ara de la seva localització pancreàtica. La detecció per primera vegada 
d’aquest factor en el medi condicionat de PaSC/ABCG2+, el ventall de funcions 
descrites d’aquesta molècula i la presència dels seus receptors en la línia ARIP ens fa 
pensar en una possible implicació de PEDF en l’efecte del medi condicionat observat en 
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les cèl·lules ARIP condicionades, tot i que desconeixem si aquests receptors s’expressen 
a les cèl·lules ductals in vivo. D’altra banda, el nostre cultiu primari també expressa 
receptors de PEDF, que podrien col·laborar a la seva pròpia transdiferenciació cap a 
fenotip endocrí (funció autocrina).  
 
 SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) és una proteïna de la 
matriu extracel·lular d’expressió restringida en teixits de vertebrats adults que estan en 
constant renovació com el teixit ossi, o en teixits danyats (Bradshaw and Sage, 2001).  
Per ser el component majoritari de l’os, a excepció dels col·lagens, aquesta proteïna 
també ha estat anomenada osteonectina. La seva capacitat per interaccionar amb 
proteïnes residents a la matriu extracel·lular i de regular l’expressió de MMP fa pensar 
en SPARC com a reguladora de les interaccions entre les cèl·lules i el medi 
extracel·lular tant en resposta a danys com en desenvolupament.  Aquesta molècula 
està implicada en la diferenciació in vitro de miofibroblasts esquelètics (Cho et al., 
2000), i també s’ha identificat com un factor amb una expressió elevada en models 
murins d’obesitat experimental (Tartare-Deckert et al., 2001). En cèl·lules 
mesenquimals de ratolins knock-out per SPARC s’observa una morfologia alterada i un 
augment de la proliferació (Bradshaw et al., 1999)  
 En el cas de les HpSC, la molècula SPARC ja ha estat identificada en el seu 
secretoma i la seva expressió està correlacionada amb els estadis de la fibrogènesi en 
les hepatitis humanes cròniques (Nakatani et al., 2002). En el nostre estudi de 
secretoma de PaSC/ABCG2+ podem destacar que és la proteïna més abundant, ja que 
correspon a l’spot més gran en tots els gels analitzats. 
 
 Les metal·loproteinases (MMP) són una família d’enzims depenents de zinc 
que es classifiquen en 5 grups majoritaris segons la seva especificitat de substrat i les 
seves característiques estructurals. Concretament MMP2 i MMP9 són gelatinases, i 
degraden el col·lagen de la membrana basal tipus IV que formaria la matriu 
extracel·lular subendotelial normal, fet que afavoriria la seva reposició patològica per 
col·lagen formador de fibres. L’activitat de les MMP pot ser inhibida per TIMPs (tissue 
inhibitors of metalloproteinases). Fins al moment s’han identificat quatre subtipus de 
TIMPs; però TIMP2 seria el que està particularment implicat en la inhibició de MMP2 
(Corcoran et al., 1996). 
 
 Les MMPs regulen la composició de la matriu extracel·lular i contribueixen a 
crear un microambient determinat en resposta a estímuls. A més de tallar col·lagen, les 
MMPs també poden tallar l’heparan sulfat (o perlecan), i les laminines (Mott and Werb, 
2004). En el nostre cas, podem pensar que les MMPs podrien haver contribuit a crear el 
microambient idoni perquè les cèl·lules estrellades secretin diferents substàncies en 
resposta a estímuls. Estudis anteriors ja havien descrit que les PaSC secretaven 
metal·loproteinases, en concret MMP2, MMP9 i MMP13, i els seus inhibidors TIMP1 i 
TIMP2 (Phillips et al., 2003), suggerint que la implicació de les PaSC en la formació de 
matriu extracel·lular i en fibrogènesi estaria relacionada amb la seva capacitat de 
regular la degradació i la síntesi de proteïnes de la matriu extracel·lular. A més, aquest 
estudi també indica que el tractament amb TGF�1 augmentaria la síntesi de MMP2 
(Phillips et al., 2003), fet que podria explicar la detecció d’aquesta metal·loproteinasa 
concreta en el nostre model de PaSC que també secreta TGF�1. 
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Podem destacar que a la xarxa 2 l’anàlisi bioinformàtic ens ha localitzat la 
majoria de les proteïnes relacionades amb diferenciació a l’espai extracel·lular, amb 
possibilitat d’interacció amb les cèl·lules veïnes. Les principals funcions d’aquesta 
xarxa identificades en l’anàlisi bioinformàtic estarien relacionades amb 
desenvolupament de teixits. En el nostre model seria potser la combinació de les 
molècules extracel·lulars i les seves interaccions el que proporcionaria un ambient 
idoni per les possibles accions de les PaSC/ABCG2+ sobre altres línies. 

 
 Xarxa 3.- Per últim, en aquests xarxa, tenim una única proteïna focus 
extracel·lular, el Leukemia inhibitory factor  (LIF).  
 
 LIF va ser identificada en medi condicionat de cèl·lules tumorals amb capacitat 
d’inhibir la leucèmia mieloide murina. És una glicoproteïna polifuncional que pot ser 
induida en gairebé tots els teixits de l’oganisme (Metcalf, 2003). En desevolupament 
embrionari, LIF és imprescindible per la implantació del blastocit (Lass et al., 2001), i el 
ratolí knock-out per LIF presenta anomalies en l’hipocamp (Bugga et al., 1998).  

 
 En cèl·lules embriòniques LIF es caracteritza per donar-los la capacitat de 
mantenir la seva pluripotencialitat (Williams et al., 1988). Aquesta propietat l’ha 
convertit en un element indispensable en la majoria de cultius de cèl·lules troncals in 
vitro, fins a arribar a la fase de formació de cossos embriònics (Smith et al., 1988), (Amit 
et al., 2004). Concretament en el camp de les cèl·lules troncals neurals ja s’han descrit 
grups de gens implicats en l’autorenovació d’aquestes cèl·lules regulats directa o 
indirectament per LIF (Wright et al., 2003); i també en models pancreàtics es fa servir 
LIF per mantenir l’estat indiferenciat i potenciar l’autorenovació de les ESC fins al 
moment de la diferenciació (Lumelsky et al., 2001). 
 
 La molècula  LIF també s’anomena “Differentiation factor” tot i que, no es pot 
considerar que la inducció de diferenciació sigui una de les seves accions principals. 
En desenvolupament de sistema nerviós exerceix la funció diferenciadora d’astròcits 
(Bugga et al., 1998; Nakashima et al., 1999), i s’ha demostrat la necessitat de la 
senyalització a través del receptor de LIF per obtenir la diferenciació d’astròcits a partir 
de precursors neurals (Koblar et al., 1998), en combinació amb IL6 (Nakanishi et al., 
2007). Les accions diferenciadores en pàncreas inclouen la generació de cèl·lules 
productores d’insulina a partir de cèl·lules exocrines de rata adulta mitjançant el cultiu 
combinat de EGF i LIF (Baeyens et al., 2005), i recentment s’ha demostrat que algunes 
de les vies que actuen en aquests diferenciació serien a través de Ngn3 i JAK/STAT 
(Baeyens et al., 2006). Així doncs, les accions pleiotròpiques de LIF són molt diverses i 
poden arribar a ser contràries segons el tipus cel·lular on actua i el temps: veiem 
l’efecte diferenciador en cèl·lules del sistema nerviós, en canvi en cèl·lules 
embriòniques el que fa es mantenir l’estat indiferenciat.  
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Aquesta molècula actua per la unió a un receptor de membrana heterodimèric 
format per una subunitat anomenada LIF-R� (gp190) i una subunitat anomenada 
gp130, que comparteix amb altres citocines com la interleucina-6. Concretament en el 
cas del pàncreas de rata s’ha analitzat la presència de LIF i els seus receptors en 
condicions normals i en regeneració (De Breuck et al., 2006). Per immunocitoquímica 
detecten LIF en els ductes, tot i que els seus receptors s’expressen tant en ductes com 
en cèl·lules acinars, suggerint funcions autocrines i paracrines de LIF. En el nostre 
estudi hem determinat la presència de receptors de LIF en cèl·lules ARIP. Les seves 
implicacions descrites en els camps de la diferenciació neural o endocrina, fan que ens 
plantegem la possibilitat que en el nostre model ARIP, LIF hagués exercit alguna 
funció en els efectes del medi condicionat; com també l’expressió de receptors de LIF 
en el cultiu primari suggereix els seus efectes autocrins.  
 
 Com a resum d’aquest segon objectiu podem dir que la localització in vivo de les 
PaSC i la seva capacitat de secretar substàncies ens van fer plantejar possibles efectes 
paracrins sobre altres tipus cel·lulars pancreàtics. Concretament hem demostrat que el 
medi condicionat de PaSC té efectes antiproliferatius sobre la línia cel·lular ductal 
ARIP a través de TGF�1.  El medi condicionat també té capacitat per induir canvis 
d’expressió gènica i proteica a les cèl·lules ARIP. Finalment hem caracteritzat per 
primera vegada el secretoma de PaSC, identificant molècules com PEDF, LIF i Wnt5b. 
Podem suggerir que alguns d’aquests factors secretats per les PaSC podrien haver 
afavorit els processos de transdiferenciació cel·lular descrits en l’objectiu I. 
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MODEL PROPOSAT DELS EFECTES DEL SECRETOMA DE PaSC 
 

Les dades aportades en aquesta tesi suggereixen un doble paper de les 
substàncies secretades per les PaSC/ABCG2+: sobre elles mateixes (efecte autocrí, 
veure figura 7) i sobre les cèl·lules ductals (efecte paracrí, veure figura 8). 

En el nostre model, les cèl·lules PaSC/ABCG2+ cultivades en plàstic 
s’activarien i procedirien a secretar els factors solubles que detectem durant la 
caracterització del model, com FGF i la resta de factos identificats en el secretoma, 
d’entre els que destaquem PEDF, LIF i TGF�1. El cultiu també expressa els receptors 
per aquests lligands, indicant que poden actuar sobre elles mateixes. 

Una part del cultiu primari s’inactiva i adopta en el fenotip quiescent, amb la 
propietat d’acumular retinol i formar agrupacions tridimensionals, i mantenint 
l’expressió dels receptors del fenotip actiu. 

El cultiu en Matrigel suplementat amb exendin-4 permetria que les 
PaSC/ABCG2+ es transdiferenciessin cap a un fenotip endocrí amb capacitat de 
biosintetizar i secretar insulina en resposta a glucosa, i expressar gens que no li són 
propis com glut2, IAPP, glucagó, PC1/3, i PC2. La presència també de  CK19 podria 
representar en estadi intermig en la transdiferenciació que ha passat de mesènquima a 
epiteli. 
 
EFECTES AUTOCRINS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Model proposat dels efectes autocrins del secretoma de PaSC. 
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Pel que fa als efectes dels factors solubles secretats per PaSC/ABCG2+ sobre la 

línia cel·lular ductal ARIP, les nostres dades demostren que el secretoma de 
PaSC/ABCG2+ produeix una inhibició de la proliferació significativa de les cèl·lules 
ductals, així com canvis d’expressió gènica. Amb els experiments realitzats en aquesta 
tesi demostrem que el TGF�1 secretat per les cèl·lules estrellades és el factor que causa 
la inhibició de la proliferació de les cèl·lules ARIP, en canvi no identifiquem el factor 
causant dels canvis d’expressió gènica, tot i que els candidats proposats serien PEDF i 
LIF. 
 
 
 
EFECTES PARACRINS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Model proposat dels efectes paracrins del secretoma de PaSC sobre les 
cèl·lules ARIP ductals. 
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CONCLUSIONS
 
 
 
 
1.- La població pancreàtica ABCG2(+) obtinguda mitjançant la selecció amb 
mitoxantrone correspon al fenotip de cèl·lules estrellades pancreàtiques (PaSC), i 
presenta marcadors propis de cèl·lules troncals adultes. 
 
 
2.- El cultiu en Matrigel i exendin-4 de les cèl·lules PaSC/ABCG2+ en estat quiescent 
provoca la seva transdiferenciació cap a un fenotip endocrí i de cèl·lula productora 
d’insulina. 
 
 
3.- El secretoma de la població PaSC/ABCG2+ inhibeix la proliferació de la línia ductal 
ARIP sense afectar la seva viabilitat, alhora que indueix canvis gènics i proteïcs a la 
mateixa. El factor TGF�1 secretat per les PaSC/ABCG2+ és el responsable de la 
inhibició de la proliferació de la línia ductal ARIP. 
 
 
4.-  La caracterització del secretoma identifica un total de 37 proteïnes solubles i 24 
proteïnes intracel·lulars. Entre les proteïnes solubles, es descriu per primera vegada la 
presència de PEDF, LIF i Wnt5b en aquest tipus cel·lular. 
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Taula I.- Primers utilitzats en l’objectiu I 

Nom Seqüència pb F/R T annealing GenBank 
ABCG2 ACAAAAGCTGAATTAGATCAACTT 641 FW 59 NM_181381  

GAGATTCACCAAGAGGCCAG RV 
NESTINA GCGGGGCGGTGCGTGACTAC 523 FW 62 NM_012987

AGGCAAGGGGGAAGAGAAGGATGT RV
THY 1.1 CGCTTTATCAAGGTCCTTACTC 343 FW 52 P01830

GCGTTTTGAGATATTTGAAGGT RV
NCAM CAGCGTTGGAGAGTCCAAAT 300 FW 54 NM_031521

TTAAACTCCTGTGGGGTTGG RV
INSULINA TGGCCCTGTGGATCCG 329 FW 52 NM_019129

AGTTGCAGTAGTTCTCCAGCTGG RV
PDX-1 GAGCCCAGCCGCGTTCATCT 318 FW 60 NM_022852

CCCCGCTCGTTGTCCCGCTACTA RV
GLUCAGÓ ATCATTCCCAGCTTCCCAGA 161 FW 72 NM_012707

CGGTTCCTCTTGGTGTTCAT RV 
SOMATOSTATINA CAGACTCCGTCAGTTTCTGCA 270 FW 72 NM_012659

GCTAACAGGATGTGAATGTC RV 
TBP ACCCTTCACCAATGACTCCTATG 190 FW 60 NM_001004198 

ATGATGACTGCAGCAAATCGC RV
IAPP (AMILINA) AGTCCTCCCACCAACCAATGT 220 FW 62 NM_012586

AGCACAGGCACGTTGTTGTAC RV
CHROMOGRANINA A CGGCTTTGGCGCTTCTGCT 401 FW 60 NM_021655

CTTGGAGGGGGCTTCTGATGCT RV
PC 1/3 ATCGCCGCCCAGCCTCTC 449 FW 56 NM 017091

GTTCCGCCCATATCACACGA RV
PC2 GGACCGCCTTGTATGACGAGAG 440 FW 58 NM 012746 

CAACTTGCCGGTGGGTGGTATTTT RV
GLUT2 GACACCCCACTCATAGTCACAC 270 FW 57 P12336

CAGCAATGATGAGAGCATGTG RV 
GLP1R TCTCTTCTGCAACCGAACCT 350 FW 55 NM_012728

CTGGTGCAGTGCAAGTGTCT RV
CK 19 ACAGCCAGTACTTCAAGACC 690 FW 57 AY464140 

CTGTGTCAGCACGCACGTTA RV 
INSULIN TGGCCCTGTGGATCCG 329 FW 52 NM_019129

AGTTGCAGTAGTTCTCCAGCTGG RV
NGN3 TGGCGCCTCATCCCTTGGATG 160 FW 60 NM_021700.1 

CAGTCACCTGCTTCTGCTTCG RV
VIMENTINA GCCAGCAGTATGAAAGTGTG 496 FW 60 NM_031140

AGTGGGTGTCAACCAGAGGAA RV
DESMINA  AGACTTGACTCAGGCAGCCAAT 384 FW 60 NM_022531

CGGAAGTTGAGAGCAGAGAAGG RV
GFAP TGGCCACCAGTAACATGCA 538 FW 60 NM_017009

GACTCCTTAATGACCTCGCCAT RV
ALFA-ACTINA ATCCGATAGAACACGGCATC 500 FW 60 RGD:1559154 

AGAAGAGGAAGCAGCAGTGG RV
Col·lagen I GCCACCTCAAGAGAAGTC 440 FW 58.5 BC133728.1

ATAGCGACATCGGCAGGATCG RV
MMP2 GCTGATACTGACACTGGTACTG 217 FW 60 NM_031054

CAATCTTTTCTGGGAGCTC RV

RTGFB I ACCGCGTGCCAAATGAAGAGGAT 464 FW 55ºC L26110.1
TGCCGTGGACAGAGCGAGTTTGAT RV 

RTGFB II TGGCCGCTGCACATCGTCCTG 366 FW 55ºC AF474028.1
CTCGCCCGCCCTTTTCTTTTCCTT RV

RTGFB III AGCAGCGCGGCCCACAGCATC 531 FW 55ºC NM_017256.1
GAAGGGGGCATCCAGGGCGAGACT RV 

TIMP-1 ACAGCTTTCTGCAACTCG 335 FW 61ºC NM_053819.1
CTATAGGTCTTTACGAAGGCC RV

AMILASA TGATGCTGCTAAGCACATGT 581 FW 59ºC NM_031502
TGACGCCATCGATGTTCACA RV
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P48 TGCAGTCTATCAACGACGC 714 FW 57ºC X98446.1
GGACAGAGATCTTCCAGTTC RV 

FGF 1 GGTGCTCCCTATTTTTGGTTGAC 281 FW 57ºC NM_012846.1
TACACATGGCTCCCCTCTTTGTA RV

FGF 7 ATCCTGCCAACTCTGCTCTACAGA 500 FW 57ºC Z22703.1
CTTCCCTTTGACCAGGAATCCCCTT RV

FGF 10 TGTTGCTCTTCTTGGTGTCTTCC 244 FW 57ºC NM_012951.1
GACCTTGCCGTTCTTTTCAATCT RV

FGF 8 CGTGCTGGAGAACAACTACA 194 FW 56ºC NM_133286.1
GGGTAGTTGAGGAACTCGAAG RV 

NEURO D1 AGGAAGAAGAGGAAGAGGAGGATG 350 FW 58ºC D82347.1
TTGGTGGTGGGTTGGGATAAG RV

PAX 4 AGCTGTTTTGGCTCCAGCTGTC 219 FW 58ºC  NM_031799 
AACCAGACCCTCACCGTGTC RV

PAX 6 ACTGAGGAACCAGAGAAGACAGGC 402 FW 58ºC NM_013001.2
GGAACTTGACACTCCAGGTGAAATG RV

ADD NGN3 humà CGGAATTCGTAGGATGACGC 700 FW 55ºC NM_020999
TCGGATCCCCTTTCACAGAA RV

FGFR1-IIIb TTATAGCTCGGATGCGGAGGTG 445 FW 56ºC AF000144
TCAGAGACGCCAGCTAGCATGG RV 

FGFR2-IIIb TAAATAGCTCCAATGCAGAAGTGC 424 FW 56ºC Z35138
GATGTCTCCCGTTGAGGAAAGACG RV

FGFR2-IIIc GGAATGTAACTTTTGAGGACGCTGG 377 FW 56ºC Z35137
GATGTCTCCCGTTGAGGAAAGACG RV

FGFR 4 AAGGATTTGGCAGACCTGATC 291 FW 56ºC BC100260.1
TGCACTTCCGAGACTCCAGATAC RV

Taula II.- Primers utlititzats en l’objectiu II 

Nom Seqüència pb F/R T annealing GenBank 
Calreticulin GGGCCCCTGATACCAAATGTC 467 FW 57 XM_001067664

CTCTCGCCGCTGCCTTCC RV
Wnt5b  GCGCTGCTGGTGTGGTGAATG 415 FW 60 XM_342747

CCGGGCTGGGCTGGTTGA RV
Calumenin  AGCTCCGGGGAAAACTCAG 501 FW 60 NM_022535

CTCCGCTCATCTCTAACCATAATC RV
SPARC  AAACCCCTGCCAGAACCATCATTG 415 FW 60 NM_012656

CTCCAGGCGCTTCTCGTTCTCGTG RV
DIXDC1 GGGCAAATATGGATAAGGATGAGC 435 FW 57 NM_001037654 

GTGACCGCCCCCGAACC RV
Neuromodulin-GAP 43 CTCCCGTTGCTGATGGTGTGG 453 FW 60,5 NM_017195

GGTCAGCCTCGGGGTCTTCTTTAC RV
Synaptotagmin V  CAGGGCAGAACACGCACGCACATA 524 FW 59 BC_092198

CTCCGGCCCAGCTCCTTCACTTCC RV
Transcobalamin 2  TGGGCCAGCGTCTCTTACCTT 508 FW 60,5 NM_022534

CCGGCCATGGCTTCTGTGTC RV
PEDF (serpin F1) GGAGCCCGTAGTGGAGGAGGATGA 417 FW 60 BC_078686

ATGCGAGGGTTGCCAGTGAGGATT RV 
AHNAK  GTCGGCTCCTCAAGTCTCCATACC 482 FW 57 XR_005457

TCCCCGACACTTTCACACCATCT RV
DHRS4 AGGCGGCTCGGTGGTGATT 441 FW 58 NM_153315

TGGCGGTGGCAAGGAAGG RV 
Glypican 1 variant  GCTGCTGCTGCCCGATGACTAT 489 FW 61 NM_030828

CCGCAGCCCTGGATGACCTTA RV
RAB15 GCCGGGCCGCTTCCTTCT 404 FW 61 NM_198749

GCGCTCGCTGCTAATGTCGTA RV 
ARHGEF2 AGACCCGGGAAAAGGAGAAGATGA 445 FW 58 NM_001012079 

TGACGCAGCCCCAGAGGAGAC RV
ICA 1-like  TCGGTTTGCTCAAGATAAGTCAGT 404 FW 54.5 NM_030844

TGGCCCGATGTCTAAAAGTCTCTA RV
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LIF AGGTCTTGGCCGCAGGGATTG 508 FW 58 NM_022196
TCGGGGACACAGGGCACAT RV

ERABP CATGGTGGTCGAGCTGAAAGAGAA 448 FW 55 NM_024136
GTAGGGAAGGAGAGGCCAGGTAGG RV

RAB14 TCGGGGATATGGGAGTAGGAA 541 FW 54.5 NM_053589
GGGGCTGAGGGTTTGTGTTGTA RV 

APG16 like  CGGCCACAGCGGGAAAGTT 542 FW 58 XM_001067061
CCCACGCCACCGCATTGATAGAAG RV

MMP2 GCTGATACTGACACTGGTACTG 217 FW 60 NM_031054
CAATCTTTTCTGGGAGCTC RV

Collagen I GCCACCTCAAGAGAAGTC 440 FW 58.5 BC133728.1
ATAGCGACATCGGCAGGATCG RV

Vimentin GCCAGCAGTATGAAAGTGTG 496 FW 60 NM_031140
AGTGGGTGTCAACCAGAGGAA RV

Desmin  AGACTTGACTCAGGCAGCCAAT 384 FW 60 NM_022531
CGGAAGTTGAGAGCAGAGAAGG RV 

GFAP TGGCCACCAGTAACATGCA 538 FW 60 NM_017009
GACTCCTTAATGACCTCGCCAT RV

TBP ACCCTTCACCAATGACTCCTATG 190 FW 60ºC NM_001004198 
ATGATGACTGCAGCAAATCGC RV

PDX1 GAGCCCAGCCGCGTTCATCT 318 FW 60ºC NM_022852
CCCCGCTCGTTGTCCCGCTACTA RV

CK19 ACAGCCAGTACTTCAAGACC 690 FW 57ºC AY_464140 
CTGTGTCAGCACGCACGTTA RV 

RTGFB I ACCGCGTGCCAAATGAAGAGGAT 464 FW 55ºC L26110.1
TGCCGTGGACAGAGCGAGTTTGAT RV 

RTGFB II TGGCCGCTGCACATCGTCCTG 366 FW 55ºC AF474028.1
CTCGCCCGCCCTTTTCTTTTCCTT RV

RTGFB III AGCAGCGCGGCCCACAGCATC 531 FW 55ºC NM_017256.1
GAAGGGGGCATCCAGGGCGAGACT RV 

NGN3 TGGCGCCTCATCCCTTGGATG 160 FW 60 NM_021700.1 
CAGTCACCTGCTTCTGCTTCG RV

Nkx 2.2 GCTGACCAACACAAAGACG 352 FW 59ºC XM_001056116.1
CTGGGTCTCCTTGTCATTG RV

Pax 6 ACTGAGGAACCAGAGAAGACAGGC 402 FW 58ºC NM_013001.2
GGAACTTGACACTCCAGGTGAAATG RV

PEDF R TGTGGCCTCATTCCTCCTAC 190 FW 58ºC XM_341960
TGAGAATGGGGACACTGTGA RV

LIF R TTGGAAATACGTTCCGCCCT 302 FW 58ºC NM_031048
GGAACACTGCCGATTTTCCTG RV 

gp 130 TCCAGCGTGGCTCTAACTTCA 318 FW 58ºC NM_001008725.2
CACAGCATGTTCTTCCCCTCA RV

TBP  Real Time TTCGTGCCAGAAATGCTGAA FW NM_001004198 
GTTCGTGGCTCTCTTATTCTCATG RV

PDX1  Real Time CCGCGTTCATCTCCCTTTC FW NM_022852
CTCCTGCCCACTGGCTTTT RV

CK19  Real Time AAGGTCCAGGACCTTGAGATTG FW AY_464140 
CCTTCCAGGGCAGCTTTCA RV
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Taula III. Anticossos utilitzats durant la caracterització del cultiu primari. 

ANTICOSSOS PRIMARIS DILUCIÓ CASA COMERCIAL 2ari
ANTI-GFAP 1000 DAKO Z-0334 RABBIT
ANTI-CROMOGRANINA A 100 BioNova RB-9003  MOUSE
ANT-DESMINA 100 Chemicon MAB-3430 MOUSE
ANTI-VIMENTINA 100 Chemicon MAB-3400 MOUSE
ANTI-C PÈPTID 100 LINCO 4023-01 GOAT
ANTI-NESTINA 100 BD BIOSCIENCES 556309 MOUSE
ANTI-PSA NCAM 250 US BIOLOGICAL P-4460 MOUSE
ANTI-NCAM 100 SIGMA C-9672 MOUSE
ANTI-ALFA ACTINA 10 US BIOLOGICAL A0760-22 MOUSE
ANTI-INSULINA 2000 DAKO A-0564 GUINEA PIG 
ANTI-CD38 10 Cedit pel Dr Pablo Engel MOUSE
ANTI-CD106 (VCAM) 200 BD BIOSCIENCES 553330 MOUSE
ANTI-LAMP2 100 Santa Cruz sc-8100 GOAT
ANTI PDX1 100 Santa Cruz sc-14662 GOAT
ANTI-CK19 1000 DAKO Z-0622 RABBIT
ANTI-CD90 (THY-1.1) 100 BD BIOSCIENCES 554897 DIRECTE (FITC 

CONJUGAT) 

ANTICOSSOS SECUNDARIS DILUCIÓ CASA COMERCIAL 
anti rabbit Cy2 TM 500 Jackson  Immuno Research 711-225-152 
anti guinea pig-AMCA  500 Jackson Immuno Research 706-155-148  
anti mouse Cy3 TM 500 Jackson Immuno Research 705-225-147 
anti mouse IgM-FITC 500 Sigma F-9259 
Goat TRITC  500 Sigma T-7028 
anti rabbit Cy3 TM 500 Jackson  Immuno Research 711-165-152 
anti mouse Cy2 TM 500 Jackson  Immuno Research 715-225-150 
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Taula IV.- Proteïnes identificades per emprempta peptídica en el secretoma de 
PaSC/ABCG2+. MW(T)-pI(T): pes molecular i punt isoelèctric teòrics, MW-pI: pes 
molecular i punt isoelèctric obtinguts en el gel, Hits: nombre de pèptids adjudicats a cada 
proteïna, % Cov:  percentatge de seqüència que cobreixen, AC: número d’accés obtingut 
a la base de dades Swiss Prot.  
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Annex 

Taula V.- Proteïnes focus incloses en les xarxes proposades pel programa Ingenuity 
Pathways 
 
 
 

(c)2000-2007 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.
id genes score focus genes top functions

1 ANXA4,ARHGEF2,BAT1,CALU,CNN3,COL5A1,DDX18,DES,DHRS4,DIXDC1,ENO1, 27 15 Cellular Assembly and Organization,Cell Death
FOS,HSPA5,IL15,MAPK8,MYC,OMG,PDLIM7,PGK1,PKIG,PLS3,PRL,PSMD6,
RPS18,SUMO2,TGFB1,TOR2A,TPM1,TPM2,TPM3,TPM4,TSPAN7,YY2,ZFP161

2 CIAA1,CIAA2,COL10A1,COL11A2,COL14A1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,COL3A1, 27 15 Dermatological Diseases and Conditions,Cardiovascular System
COL5A3,DDR1,DDR2,GAP43,HSPA8,HSPH1,LMNA,MMP2,P4HA1,P4HB, Development and Function, Tissue Development
PCOLCE,PLXNB2,PPP1R15A,RAB14,SERPINE1,SERPINF1,SERPINH1,
SMARCB1,SPARC,TCN2,THBS2,TP53,UPP1,VIM,WNT5B,ZBTB7B

3 AHNAK,AK2,ALDOA,CALR,CBR1,CD300D,CIB2,CTSB,ELF3,F2,FCGR1B,FCGR1C, 22 13 Cell-To-Cell Signaling and Interaction,Cellular Growth and Proliferation,
FFAR2,FTL,GFAP,GSTA4,IL6,IL1F6,IL1F9,KCTD13,KNG1,LARGE,LIF,MYCN,MYL6, Connective Tissue Development and Function
PKM2,RAG1,SERPINB8,SLC16A5,SLCO1A2,SP1,STXBP3,TAGLN,TNF,UBR2

4 RAB27A,SYTL5 2 1 Cellular Assembly and Organization,Hair and Skin Development and Function
5 RAB15,RABIF,RPH3A,ZFYVE20 2 1 Cellular Assembly and Organization,Molecular Transport,Protein Trafficking

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Llegenda per a la visualització gràfica (corresponent a les figures 46, 47 i 48 de 
resultats) amb les funcions de les proteïnes descrites pel programa Ingenuity 
Pathways. 
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Taula VI.  Abreviacions de totes les proteïnes que formen part de les vies 
biològiques proposades pel programa Ingenuity Pathways 
 

(c)2000-2007 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.
name description genbank networks location family
AHNAK AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) DQ203293 3 Nucleus other
AK2 adenylate kinase 2 -- 3 Cytoplasm kinase
ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate M12919 3 Cytoplasm enzyme
ANXA4 annexin A4 -- 1 Plasma Membrane other
ARHGEF2 rho/rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2 NM_001012079 1 Cytoplasm other
BAT1 HLA-B associated transcript 1 -- 1 Nucleus enzyme
CALR calreticulin D78308 3 Nucleus transcription regulator
CALU calumenin AJ001929 1 Unknown other
CBR1 carbonyl reductase 1 X84349 3 Cytoplasm enzyme
CD300D Cd300D antigen -- 3 Plasma Membrane transmembrane receptor
CIAA1 CIA Autoantibody QTL 1 -- 2 Unknown other
CIAA2 CIA Autoantibody QTL 2 -- 2 Unknown other
CIB2 calcium and integrin binding family member 2 -- 3 Unknown kinase
CNN3 calponin 3, acidic -- 1 Cytoplasm other
COL10A1 collagen, type X, alpha 1 -- 2 Extracellular Space other
COL11A2 collagen, type XI, alpha 2 -- 2 Extracellular Space other
COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1 (undulin) -- 2 Extracellular Space other
COL1A1 collagen, type I, alpha 1 XM_213440 2 Extracellular Space other
COL1A2 collagen, type I, alpha 2 AF121217 2 Extracellular Space other
COL2A1 collagen, type II, alpha 1 -- 2 Extracellular Space other
COL3A1 collagen, type III, alpha 1 BC087039 2 Extracellular Space other
COL5A1 collagen, type V, alpha 1 AJ005394 1 Extracellular Space other
COL5A3 collagen, type V, alpha 3 -- 2 Extracellular Space other
CTSB cathepsin B NM_022597 3 Cytoplasm peptidase
DDR1 discoidin domain receptor family, member 1 -- 2 Plasma Membrane kinase
DDR2 discoidin domain receptor family, member 2 -- 2 Plasma Membrane kinase
DDX18 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18 -- 1 Nucleus enzyme
DES desmin NM_022531 1 Unknown other
DHRS4 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 4 NM_153315 1 Unknown enzyme
DIXDC1 DIX domain containing 1 NM_001037654 1 Unknown other
ELF3 E74-like factor 3 -- 3 Nucleus transcription regulator
ENO1 enolase 1, (alpha) BC090069 1 Cytoplasm transcription regulator
F2 coagulation factor II (thrombin) -- 3 Extracellular Space peptidase
FCGR1B Fc fragment of IgG, high affinity Ib, receptor (CD64) -- 3 Plasma Membrane transmembrane receptor
FCGR1C Fc fragment of IgG, high affinity Ic, receptor (CD64) -- 3 Plasma Membrane transmembrane receptor
FFAR2 free fatty acid receptor 2 -- 3 Plasma Membrane G-protein coupled receptor
FOS v-fos FBJ murine  oncogene homolog -- 1 Nucleus transcription regulator
FTL ferritin, light polypeptide BC061525 3 Cytoplasm other
GAP43 growth associated protein 43 NM_017195 2 Plasma Membrane other
GFAP glial fibrillary acidic protein U03700 3 Cytoplasm other
GSTA4 glutathione S-transferase A4 -- 3 Cytoplasm enzyme
HSPA5 heat shock 70kDa protein 5 M14050 1 Cytoplasm other
HSPA8 heat shock 70kDa protein 8 BC098914 2 Cytoplasm enzyme
HSPH1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 -- 2 Cytoplasm other
IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) -- 3 Extracellular Space cytokine
IL15 interleukin 15 -- 1 Extracellular Space cytokine
IL1F6 interleukin 1 family, member 6 (epsilon) -- 3 Extracellular Space cytokine
IL1F9 interleukin 1 family, member 9 -- 3 Extracellular Space cytokine
KCTD13 potassium channel  domain containing 13 -- 3 Cytoplasm ion channel
KNG1 kininogen 1 -- 3 Extracellular Space other
LARGE like-glycosyltransferase -- 3 Cytoplasm enzyme
LIF leukemia inhibitory factor NM_022196 3 Extracellular Space cytokine
LMNA lamin A/C NM_001002016 2 Nucleus other
MAPK8 mitogen-activated protein kinase 8 -- 1 Cytoplasm kinase
MMP2 matrix metallopeptidase 2 X71466 2 Extracellular Space peptidase
MYC v-myc  viral oncogene homolog -- 1 Nucleus transcription regulator
MYCN v-myc viral related oncogene -- 3 Nucleus transcription regulator
MYL6 myosin, light polypeptide 6 XM_001053789 3 Cytoplasm other
OMG oligodendrocyte myelin glycoprotein -- 1 Plasma Membrane G-protein coupled receptor
P4HA1 procollagen-proline alpha polypeptide I -- 2 Cytoplasm enzyme
P4HB procollagen-proline, beta polypeptide -- 2 Cytoplasm enzyme
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PCOLCE procollagen C-endopeptidase enhancer U94710 2 Extracellular Space other
PDLIM7 PDZ and LIM domain 7 (enigma) -- 1 Cytoplasm other
PGK1 phosphoglycerate kinase 1 BC063161 1 Cytoplasm kinase
PKIG protein kinase inhibitor gamma -- 1 Unknown other
PKM2 pyruvate kinase, muscle M24359 3 Cytoplasm kinase
PLS3 plastin 3 (T isoform) -- 1 Cytoplasm other
PLXNB2 plexin B2 -- 2 Plasma Membrane other
PPP1R15A protein phosphatase 1, subunit 15A -- 2 Cytoplasm other
PRL prolactin -- 1 Extracellular Space cytokine
PSMD6 proteasome 26S subunit, non-ATPase, 6 NM_198730 1 Cytoplasm other
RAB14 RAB14, member RAS oncogene family NM_053589 2 Cytoplasm enzyme
RAB15 RAB15, member RAS onocogene family NM_198749 5 Cytoplasm enzyme
RAB27A RAB27A, member RAS oncogene family -- 4 Cytoplasm enzyme
RABIF RAB interacting factor -- 5 Unknown transporter
RAG1 recombination activating gene 1 XM_001079242 3 Nucleus enzyme
RPH3A rabphilin 3A homolog (mouse) -- 5 Plasma Membrane transporter
RPS18 ribosomal protein S18 -- 1 Cytoplasm other
SERPINB8 serpin peptidase inhibitor, clade B  member 8 -- 3 Cytoplasm other
SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade E member 1 -- 2 Extracellular Space other
SERPINF1 serpin peptidase inhibitor, clade F (pigment epithelium derived factor) BC078686 2 Extracellular Space other
SERPINH1 serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47) BC086529 2 Extracellular Space other
SLC16A5 solute carrier family 16, member 5 (monocarboxylic acid transporter 6) -- 3 Plasma Membrane transporter
SLCO1A2 solute carrier organic anion transporter family, member 1A2 -- 3 Plasma Membrane transporter
SMARCB1 SWI/SNF related, matrix associated, subfamily b, member 1 -- 2 Nucleus other
SP1 Sp1 transcription factor -- 3 Nucleus transcription regulator
SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) BC061777 2 Extracellular Space other
STXBP3 syntaxin binding protein 3 NM_053637 3 Plasma Membrane transporter
SUMO2 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 2 (yeast) -- 1 Unknown other
SYTL5 synaptotagmin-like 5 NM_178333 4 Unknown other
TAGLN transgelin NM_031549 3 Cytoplasm other
TCN2 transcobalamin II; macrocytic anemia AF054810 2 Extracellular Space transporter
TGFB1 transforming growth factor, beta 1 -- 1 Extracellular Space growth factor
THBS2 thrombospondin 2 -- 2 Extracellular Space other
TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) -- 3 Extracellular Space cytokine
TOR2A torsin family 2, member A -- 1 Extracellular Space other
TP53 tumor protein p53 -- 2 Nucleus transcription regulator
TPM1 tropomyosin 1 (alpha) M60667 1 Cytoplasm other
TPM2 tropomyosin 2 (beta) BC090009 1 Cytoplasm other
TPM3 tropomyosin 3 NM_057208 1 Cytoplasm other
TPM4 tropomyosin 4 J02780 1 Cytoplasm other
TSPAN7 tetraspanin 7 -- 1 Plasma Membrane other
UBR2 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 2 -- 3 Unknown enzyme
UPP1 uridine phosphorylase 1 -- 2 Cytoplasm enzyme
USP15 ubiquitin specific peptidase 15 AF106657 Cytoplasm peptidase
VIM vimentin X62952 2 Cytoplasm other
WNT5B wingless-type MMTV integration site family, member 5B AF481944 2 Extracellular Space other
YY2 YY2 transcription factor -- 1 Unknown other
ZBTB7B zinc finger and BTB domain containing 7B -- 2 Nucleus transcription regulator
ZFP161 zinc finger protein 161 homolog (mouse) -- 1 Nucleus other
ZFYVE20 zinc finger, FYVE domain containing 20 -- 5 Cytoplasm other
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