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RESUM  

El càncer d’ovari (CaOV) és el quart càncer ginecològic més comú després del 

càncer de mama, endometri i cèrvix i representa la cinquena causa de mort per càncer 

en la població femenina. El CaOV epitelial (EOC) representa el 90% de tots els tumors 

ovàrics i és el més letal, amb una mort anual mundial de 115.000 dones, 

aproximadament. La majoria de les pacients amb CaOV es diagnostiquen quan la 

malaltia està molt avançada. El tractament es basa en citorreducció quirúrgica seguit 

de quimioteràpia basada en platí i taxans, però la majoria de les pacients presenten 

recurrència i acaben morint a conseqüència de la metàstasi. El cisplatí (CDDP) és 

l’agent citotòxic utilitzat en la teràpia del CaOV, però genera quimioresistència, 

l’obstacle més gran per tractar les pacients amb la malaltia recurrent. Les proteïnes de 

resistència MDR (Multidrug resistant proteins), els processos de reparació NER o 

Mismatch Repair i les alteracions de la via de p53, són exemples de mecanismes que 

poden adquirir les cèl·lules tumorals resistents al CDDP. 

L'objectiu del present estudi ha estat comprendre els mecanismes de 

quimioresistència al CDDP del CaOV humà. L'estudi s’ha centrat en la combinació de 

nous fàrmacs amb el CDDP per sensibilitzar les cèl·lules resistents al CDDP. 

Es van establir cultius primaris de CaOV com a model ex vivo per analitzar la 

resposta als nous tractaments, amb origen tant de tumors sòlids com de líquid ascitic 

(LASC). La majoria de mostres processades van ser viables, van créixer amb èxit i es 

van poder congelar per l’ús experimental. 

El CDDP és un fàrmac genotòxic que dirigeix a les cèl·lules cap a apoptosi a 

través de l'activació de la via de p53. Una senyalització defectuosa en aquesta via, 

compromet la funció de p53, i com a conseqüència el CDDP no indueix apoptosi. Un 

nou grup de molècules petites no genotòxiques, les Nutlines (Nut3a) han estat 

desenvolupades per inhibir la unió de p53-Mdm2, induint apoptosi en tumors 

quimiorresistents a través de l’activació de la via de p53. En el present estudi, Nut3a 

es va usar per sensibilitzar la línia cel·lular resistent A2780cis al CDDP. Els resultats van 

mostrar que Nut3a actuava de forma sinèrgica amb el CDDP, induint aturada a la fase 
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G2/M del cicle cel·lular i potenciant la mort cel·lular per apoptosi de la línia resistent 

A2780cis. A més, la combinació de CDDP+Nut3a també va induir apoptosi i 

senescència als cultius primaris amb p53 salvatge. Com a conclusió, la Nut3a 

sensibilitzava a les cèl·lules de CaOV quimiorresistents al CDDP, augmentant l’apoptosi 

a les línies cel·lulars i als cultius primaris de CaOV. Juntament amb la inducció 

d’apoptosi es va trobar una disminució del gen Survivina. 

Survivina, membre de la família de proteïnes anti-apoptòtiques (IAP) es troba 

altament expressada en tots tipus de tumors i absent en teixits adults diferenciats 

normals, i és responsable de la progressió del càncer i resistència a fàrmacs en molts 

tipus de càncer. L’YM155, és un petit compost que inhibeix selectivament l'expressió 

del promotor de la Survivina induint apoptosi a cèl·lules tumorals in vitro i in vivo. 

Estudis suggereixen que l’YM155 també és un agent que genera dany al DNA. En el 

present treball, es va determinar l’eficàcia de l’YM155 en combinació amb el CDDP in 

vitro i in vivo. Els resultats van mostrar que l’YM155 combinat amb el CDDP va induir 

aturada en G2/M del cicle cel·lular, apoptosi i augment del dany al DNA a la línia 

A2780cis, sensibilitzant les cèl·lules al CDDP. De la mateixa manera, la combinació de 

l’YM155 amb el CDDP va sensibilitzar als cultius primaris de CaOV al CDDP induint 

també apoptosi i senescència. Treballs in vivo mostren com la combinació de CDDP i 

YM155 va disminuir significativament la mida tumoral dels xenoinjerts de CaOV, i va 

ser ben tolerat pels ratolins.  

Els nostres resultats suggereixen que les combinacions de Nut3a i/o YM155 amb 

el CDDP podrien ser una bona opció per la teràpia de CaOV resistent al CDDP, éssent 

la combinació amb la Nut3a exclusiva pels tumors amb p53 salvatge, i amb l’YM155 

independent de l’estat de p53. 



                                                                                                                                    SUMMARY 
 

 

 3 

SUMMARY 

Ovarian cancer (OVCa) is the fourth most common gynecological cancer 

followed by breast, endometrial and cervical cancer, representing the fifth cause of 

death for cancer in female population.  Epithelial OVCa (EOC) represents 90% of all 

ovarian tumors and is the most lethal, killing approximately 115.000 women annually 

world-wide. The majority of patients with EOC are diagnosed with advanced disease, 

and managed with surgical cytoreduction followed by platinum and taxane-based 

chemotherapy, but the majority of them will eventually suffer from recurrence of 

disease and death as a consequence of metastasis. Cisplatin (CDDP) is the cytotoxic 

agent used in OVCa as therapy, but it leads to chemoresistance, the largest obstacle in 

treating patients with recurrent disease.  Multidrug Resistance Proteins (MDR), 

Mismatch Repair processes and alterations in the p53 pathway are examples of 

properties within tumor cells that may lead to CDDP resistance. 

The aim of the present study has been to understand the mechanisms of human 

epithelial OVCa chemoresistance to CDDP. The study was focused in the combination 

of novel drugs with CDDP to sensitize OVCa resistant cells to the chemotherapeutic 

agent. 

OVCa primary cell culture was established as an ex vivo model for analyzing the 

response to new treatments. Primary cell cultures were obtained from both solid 

tumors and ascites (LASC). The majorities of samples processed were viable, growth 

successfully and could be frozen for experimental use. 

CDDP is a genotoxic drug that leads cells to apoptosi through the activation of 

the p53 pathway. Defective signaling in this pathway compromises p53 function, and 

thus CDDP does not induce apoptosi. A new group of non-genotoxic small molecules 

called Nutlins (Nut3a) have been developed to inhibit p53-Mdm2 binding, inducing 

apoptosi in chemoresistant tumors through the activation of the p53 pathway. In the 

present study, Nut3a was used to sensitize the resistant OVCA cell line A2780cis to 

CDDP. The results showed that Nut3a synergized with CDDP, inducing cell cycle arrest 

in G2/M and potentiating apoptotic cell death in the A2780cis resistant cell line. In 
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addition, the combination CDDP+Nut3a also induced apoptosi and senescence in wild 

type TP53 primary cell cultures. Nut3a sensitized chemoresistant OVCa cells to CDDP, 

increasing apoptosi both in cell lines and in primary tumor cell lines. Together with the 

induction of apoptosi, there was a decrease of the Survivin gene. 

Survivin, a member of the anti-apoptotic protein family (IAP), is highly 

expressed in all types of tumor and is missing in normal differentiated adult tissues, 

and it is responsible for cancer progression and drug resistance in many types of 

cancer. YM155 is a small chemical compound that selectively suppresses the Survivin 

promotor, inducing apoptosi in cancer cells both in vitro and in vivo. Studies also 

suggest that YM155 is a DNA damaging agent. In the present study, the efficacy of 

YM155 in combination with CDDP was determined both in vitro and in vivo. The 

results showed that YM155 combined with CDDP induced G2/M cell cycle arrest, 

apoptosi and increased DNA damage in the A2780cis resistant cell line sensitizing 

these cells to CDDP. Additionally, YM155 in combination with CDDP sensitized primary 

cell cultures to CDDP inducing apoptosi and senescence. Studies in vivo show how the 

CDDP+YM155 combination significantly decreased the tumor size of the OVCa 

xenografts, being well tolerated by mice.  

Our results suggested that the combination of Nut3a and/or YM155 with CDDP 

could be a good option for the therapy of CDDP resistant OVCa, being the Nut3a 

combination exclusive for wild type p53 tumors, and YM155 combination 

independently of p53 status. 
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INTRODUCCIÓ 

1 Càncer d’ovari: generalitats 

 

1.1 Definició i epidemiologia  

El càncer d’ovari (CaOV) abarca tots aquells tumors malignes ubicats a l’ovari o 

bé amb origen en aquest. És el quart càncer ginecològic més freqüent (precedit del 

càncer de mama, endometri i cèrvix), i el que causa més mortalitat en càncers 

ginecològics en dones a Europa i Estats Units degut al mal pronòstic de la malaltia. 

Representa la cinquena causa de mort  per càncer a la població femenina (Siegel et al. 

2012). La seva incidència és de 12-17 casos per cada 100.000 dones per any, sent 

superior al nord d’Europa i Estats Units que a Àsia o Àfrica. Cada any es diagnostiquen 

225.000 nous casos i es produeixen 140.000 morts a tot el món (Globocan 2008). A 

Espanya es diagnostiquen uns 3.300 casos anuals, el que representa el 5,1% dels 

càncers entre les dones (AECC). La incidència a Espanya es pot considerar elevada, 

amb una taxa de 8 nous casos/100.000 habitants/any (Globocan 2008). Només un 

44% de les pacients diagnosticades amb CaOV a Espanya, sobreviuen més enllà dels 5 

anys (AECC).   

La baixa supervivènvia associada al CaOV és deguda a que les pacients es 

diagnostiquen en un estadi avançat de la malaltia donat que és un tumor 

intraabdominal que creix silenciosament i a més, fins al moment no hi ha un mètode 

de diagnòstic que pugui ser utilitzat com a screening per detectar estadis precoços. En 

aquest sentit, en el moment del diagnòstic aproximadament un 75-80% de les 

pacients presenten el tumor en estadi avançat (amb metàstasi més enllà dels ovaris) i 

presenten una suprevivència als 5 anys del 30%. Tan sols 20% de les pacients són 

diagnosticades en fases inicials de la malaltia (tumor localitzat a l’ovari) i les 

possibilitats de curació i supervivència als 5 anys poden arribar a ser del 90% (Cho & 

Shih Ie 2009). 

És una malaltia predominant en dones perimenopàusiques i 

postmenopàusiques, amb el 80-90% diagnosticades entre els 45 i 75 anys, sent l’edat 
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de més incidència els 60 anys. S’estima que una de cada 70 dones en països 

desenvolupats tindrà la malaltia al llarg de la seva vida (Cannistra 2004). 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. Localització dels ovaris a l’aparell genital femení. 
 
 

1.2 Etiologia  

Els factors de risc en el CaOV  són la història familiar i els síndromes hereditaris 

associats. La història familiar, especialment si hi ha dos o més familiars de primer grau 

amb antecedents de CaOV, és el factor que més augmenta el risc pel carcinoma 

d’ovari. No obstant, els casos familiars constitueixen el 5-10% de totes les neoplàsies 

d’ovari, i es caracteritzen per presentar-se en edats més baixes que l’esporàdic. Hi ha 

tres síndromes hereditaris associats que predisposen a l’aparició del CaOV:  

 Síndrome del càncer d’ovari-mama hereditari: les mutacions als gens BRCA1 i 

BRCA2 estan associades a la predisposició a la malaltia. S’estima que les 

mutacions a BRCA1 són responsables del 5,7% dels CaOV a pacients menors de 

40 anys, el 4,6% entre edats de 40 i 50, i el 1,1% per sobre dels 50 anys. A més, 

individus de famílies d’alt risc amb mutacions BRCA1 tenen un risc acumulatiu 

superior al 87% de tenir càncer de mama a l’edat dels 70, a més d’un risc 

quatre vegades major de càncer de colon i pròstata. El risc pel càncer de mama 

i CaOV a portadores de mutacions de BRCA2 és del 84% i 27%, respectivament. 

Donat que només una fracció de les dones portadores de dites mutacions 

desenvoluparan CaOV, es pensa que és degut a una combinació de factors com 

la mutació específica, una altra modificació de gens, fenòmens epigenètics i 

interaccions gen-mediambientals (Holschneider & Berek 2000).  
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 Càncer de colon hereditari no polipós (HNPCC) (síndrome de Lynch Tipus II): El 

HNPCC o síndrome de Lynch és un síndrome hereditari que es caracteritza per 

augmentar el risc de tenir càncer de colon, i està associat a mutacions dels 

gens reparadors del DNA o MisMatch Repair genes (MMR) (MSH2, MLH1, 

MSH6 i PMS2) que causen inestabilitat genòmica general, i com a 

conseqüència, un estat d’hipermutabilitat que facilita que les mutacions 

s’acumulin de manera accelerada. És una malaltia autosòmica dominant que 

incrementa el risc de tenir altres càncers com endometri, mama i ovari (Prat et 

al. 2005). 

 Càncer d’ovari “site-specific”: és el menys freqüent de tots tres síndromes 

hereditaris, i es caracteritza per tenir un risc més elevat de desenvolupar 

CaOV. La majoria de les famílies que presenten aquest síndrome tenen 

mutacions al gen BRCA1. 

El CaOV familiar apareix a una edat més baixa que l’esporàdic. Els càncers 

associats a mutacions dels gens BRCA apareixen al voltant dels 50 anys, i els associats 

al síndrome de Lynch, als 40 anys. Estudis moleculars suggereixen sobrexpressió de 

HER2/neu en una proporció més elevada de l’esperat.    

Altres factors de risc que augmenten la freqüència a desenvolupar CaOV són: 

menarquia primerenca, endometriosi, teràpia hormonal substitutòria a la menopausa, 

no haver tingut fills (quants més embarassos, la probabilitat de desenvolupar càncer 

disminueix), maternitat tardana (tenir fills en edat avançada), baix nombre de parts, 

menopausa tardana, dieta rica en grasses, entre d’altres. Pel que fa a les races, les 

dones de raça blanca tenen 50% més de probabilitat de tenir CaOV que les afro-

americanes. Ser descendent jueu Ashkenazi augmenta la probabilitat de tenir 

síndrome de càncer mama-ovari. L’edat també és un factor de risc important, ja que a 

partir dels 50 anys el risc de contraure la malaltia és major (Roett & Evans 2009). 
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1.3 Classificació dels tumors d’ovari 

Són tots els tumors que es desenvolupen en aquest òrgan. Depenent del tipus 

cel·lular a partir del qual es creu que s’origina el CaOV es classifiquen en: tumors de 

l’epiteli-estroma, tumors de cèl·lules germinals i tumors dels cordons sexuals-estroma 

(Fig.2) (Karst & Drapkin 2010).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representació esquemàtica de l’anatomia de l’ovari. A la figura es poden identificar els diferents teixits 
i tipus cel·lulars dels que s’originen els diferents tipus de tumor d’ovari.  

 

Els tumors de l’epiteli-estroma, depenent del grau d’agressivitat, es poden 

subdividir en: 

 Tumors benignes o adenomes:  no invaeixen ni destrueixen teixits i òrgans 

pròxims, ni es disseminen a altres parts del cos. Solen créixer lentament i en general 

no són perjudicials. 

 Tumors malignes (càncer): cèl·lules amb capacitat d’invair l’estroma danyant 

teixits i òrgans pròxims al tumor. Més del 70% són bilaterals i entre el 70-80% 

apareixen en estadis avançats de la malaltia, sent l’adenocarcinoma (ADK) serós el 

més freqüent (60-80%).  

   Tumors Borderline (Low Malignant Potencial (LMP) tumors): són tumors amb 

potencial maligne baix. Biòlogicament són diferents als carcinomes i la majoria de les 

vegades no són precursors d’aquests. Tenen característiques cel·lulars de malignitat 

(atípies, mitosi) i presenten major o menor grau de proliferació i estratificació sense 

invair l’estroma. La majoria de les dones amb tumors borderline es diagnostiquen en 

una etapa temprana i es solen curar amb cirurgia sola 

http://www.cancerresearchuk.org/). 

http://www.cancerresearchuk.org/
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El grau de diferenciació histològica es basa en l’índex de l’activitat mitòtica, grau 

d’anaplàsia cel·lular i estructura histològica. Els tumors malignes poden tenir des de 

grau 1 a grau 3. Els tumors de grau 1 tenen una aparença quasi normal, anomenats 

tumors ben diferenciats; els de grau 2 semblen menys normals, anomenats tumors 

moderament ben diferenciats; i els de grau 3 tenen una aparença atípica i 

s’anomenen tumors pobrement diferenciats o indiferenciats (Nucci MR 2009).  

Els tumors malignes epitelials (carcinomes) representen el 90% dels CaOV i són 

els més letals. És un grup heterogeni de neoplàsies que exhibeixen una gran varietat 

de morfologies, manifestacions clíniques i alteracions genètiques. Els tumors malignes 

epitelials es classifiquen en diferents tipus histològics, els quals es basen  en el tipus 

cel·lular que els constitueix:   

 Serosos 

 Endometrioides  

 Mucinosos 

 De Cèl·lula clara 

 De Cèl·lules transicionals  

 Mixtes 

 Indiferenciats 

 

Els tipus histològics serós, endometrioide i mucinós tenen una morfologia 

similar a diversos teixits del tracte genital femení, els quals exhibeixen diferenciació 

Mülleriana. Els tumors serosos s’assemblen a l’epiteli de la trompa de Fal·lopi, els 

tumors endometrioides s’assemblen a l’epiteli de l’endometri proliferatiu, i els 

mucinosos presenten similituds morfològiques amb l’epiteli endocervical o entèric. Els 

tumors de cèl·lules clares tenen una morfologia similar a l’endometri gestacional, i els 

tumors de Brenner a l’epiteli del tracte urinari (Fig.3). 
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           68-70%       Serós 
           3%               Mucinós 
           9-11%         Endometrioide 
           12-13%       Cèl·lula Clara 
           1%               Tumor de Brenner 
           6%               Tumor  Mixte 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Tipus histològics més freqüents dels carcinomes d’ovari. El carcinoma serós s’assembla a l’epiteli de les 
trompes de Fal·lopi, el carcinoma endometrioide té l’aparença de les glàndules endometrials, el carcinoma 
mucinós a l’epiteli endocervical i el carcinoma de cèl·lules clares, a l’endometri gestacional (Karst & Drapkin 
2010).   

 
Entre els diferents tipus histològics hi ha diferències en el comportament del 

tumor (potencial de malignitat alt o baix), comportament clínic, en la incidència i les 

alteracions genètiques, entre d’altres. En termes de comportament, els carcinomes 

serosos solen ser molt agressius, són neoplàsies d’alt grau que es disseminen 

ràpidament a la cavitat peritoneal; els carcinomes mucinosos i endometrioides són 

típicament lesions de baix grau, i confinades a l’ovari. La histologia del tumor també té 

un impacte en el pronòstic: els carcinomes serosos d’estadi avançat i els carcinomes 

de cèl·lules clares tenen una supervivència als 5 anys del 20-30%, i difereixen a la seva 

resposta a la quimioteràpia: els tumors serosos (inicialment) responen molt a la 

quimioteràpia, mentre que els tumors de cèl·lules clares en són molt resistents (Karst 

& Drapkin 2010). En quant a la incidència, les freqüències relatives dels tipus 

principals de carcinoma d’ovari es presenten a la Taula 1, on es pot observar que el 

carcinoma serós és el més comú, seguit del carcinoma de cèl·lules clares i 

endometrioide, amb incidències similars. Els carcinomes mucinosos són els menys 

comuns (McCluggage WG 2011).  

 

 

 

Taula 1. Freqüències relatives dels tipus de carcinoma d’ovari. Basat en dos estudis poblacionals recents            
(McLuggage WG 2011). 
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                               Estadi I/II            Estadi III/IV 
Serós                         36%                        88% 
Cèl·lula Clara            26%                        5% 
Endometrioide         27%                        3% 
Mucinós                    8%                           1% 

L’estadificació del CaOV es basa en la classificació internacional de la Federació 

Internacional de Ginecologia i Obstetricia (classificació FIGO) (Taula 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taula 2. Estadis del CaOV segons la Federació Internacional de Ginecología i Obstetricia (FIGO). 

 

En quant a freqüències d’estadi segons el tipus histològic, els carcinomes 

serosos són els que es troben en estadi més avançat (III i IV), mentre que els 

endometrioides, de cèl·lules clares i mucinosos es troben normalment confinats a 

l’ovari, en un estadi primerenc (I i II) en el moment del diagnòstic (Taula 3) 

(McLuggage WG  2011). 

 

 

Taula 3. Distribució dels estadis dels tipus histològics de carcinoma d’ovari. Basat en dos estudis poblacionals 
recents (McLuggage WG 2011). 

 
Estadi I: Creixement limitat als ovaris. 
 

Estadi IA: Creixement limitat a un ovari: no hi ha cèl·lules malignes a l’ascitis. No hi ha tumor a les 
superfícies externes; càpsules intactes. 
Estadi IB: Creixement limitat a ambdós ovaris; no hi ha cèl·lules malignes a l’ascitis. No hi ha tumor a 
les superfícies externes; càpsules intactes. 
 Estadi IC: El tumor es troba en estadi IA o IB, però es troba tumor a la superficie d’un o ambdós 
ovaris, o la(les) càpsula(es) perforada(es), o ascitis o rentats peritoneals positius per cèl.lules 
malignes. 
 

Estadi II: Creixement que implica un o amdós ovaris amb extensió pèlvica. 
 
 Estadi IIA: Extensió i/o metàstasi a l’úter i/o trompes de Fal·lopi. 
 Estadi IIB: Extensió a altres teixits pèlvics. 

Estadi IIC: El tumor es troba en estadi IIA i IIB però es troba tumor a la superficie d’un o ambdós 
ovaris, o la(les) càpsula(es) perforada(es), o ascitis o rentats peritoneals positius per cèl.lules 
malignes. 
 

Estadi III: Tumor que afecta un o ambdós ovaris amb metàstasiperitoneals fora de la pelvis i/o ganglis 
retroperitoneals o inguinals. La metàstasi superficial hepàtica equival a l’estadi III. El tumor es limita a la pelvis 
però amb extensió maligna histològicament comprovada a l’intestí prim o a l’omentum. 
 

Estadi IIIA: Tumor amb ganglis negatius però amb sembra miscroscòpica histològicament confirmada 
de les superficies peritoneals extrapèlviques. 
Estadi IIIB: Tumor d’un o ambdós ovaris amb metàstasis histològicament confirmades de les 
superfícies extrapèlviques; cap excedeix a 2 cm de diàmetre. Ganglis negatius. 
Estadi IIIC: metàstasis abdominals extrapèlviques de més de 2 cm de diàmetre i/o ganglis positius 
retroperitoneals o inguinals. 
 

Estadi IV: Creixement que afecta a un o ambdós ovaris amb metàstasi a distància. Si existeix vessament 
pleural, haurà de tenir citologia positiva. Les metàstasis a parènquima hepàtic equivalen a estadi IV. 
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En l’actualitat, amb l’estadiatge clínic i quirúrgic correcte i els tractaments 

quimioterapèutics disponibles, s’estima que la supervivència als 5 anys està als 

voltants del 93% pels estadis I, 70% pels estadis II, 37% pels estadis III, i 25% pels 

estadis IV.  

1.4 Alteracions genètiques i epigenètiques del CaOV 

Múltiples anomalies genètiques i epigenètiques s’han detectat en CaOV de 

pacients diferents (Taula 4A). L’activació dels gens es produeix a través de 

l’amplificació, la hipometil·lació i mutació, mentre que els resultats de la inactivació 

genètica és per l’eliminació de grans regions cromosòmiques, la pèrdua 

d’heterogozitat (LOH) en locis determinats i la metil·lació del promotor. Només el 10-

15% dels CaOV s’associen amb mutacions de la línia germinal, com mutacions a 

BRCA1, BRCA2 o els MMR del càncer colorrectal no-polipós hereditari, pèrdua de la 

qual predisposa a la transformació i inestabilitat genètica (Bast et al. 2009). 

Gens supressors de tumors: Molts gens supressors de tumors estan implicats 

en l’oncogènesi del CaOV. Si bé els oncògens necessiten d’un sol esdeveniment 

genètic, en els gens supressors de tumors generalment es necessita la pèrdua dels dos 

al.lels. Hi ha excepcions, on no es necessita la pèrdua dels dos al.lels, com és el cas de 

TP53, que només amb un esdeveniment genètic pot perdre la seva funció. Alguns dels 

gens supressors tumorals que perden la funció en CaOV són TP53 (60-80% càncer 

esporàdic i familiar), PTEN, (3-8% càncer esporàdic), BRCA1 (6-8% mutacions o LOH) i 

BRCA2 (3-6% mutacions o LOH) (Bast et al. 2009). 

Oncògens: Almenys 15 oncògens estan implicats en CaOV (Taula 4B) 11 

d’aquests ooncògens mostren amplificació genòmica. També s’han trobat anomalies 

en el nombre de còpies de DNA en el 37% de 283 loci que se sap que contenen 

microRNA no codificant. En contrast amb les anomalies del nombre de còpies, 

l’activació de mutacions en els oncògens no són comuns en CaOV (Bast et al. 2009). 
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Taula 4. Anomalies genètiques i epigenètiques del CaOV (A). Oncògens associats al CaOV epitelial (B) (Bast et al. 
2009). 

A 

B 
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1.5 Biomarcadors moleculars del CaOV epitelial 

Donat que els carcinomes d’ovari són un grup heterogeni de neoplàsies, hi ha 

proposades diferents vies de tumorogènesi, amb diferent comportament biològic, 

pronòstic i resposta al tractament. Els recents avenços han conduit als autors a 

proposar una classificació innovadora que combina les característiques anatòmiques i 

clíniques amb anormalitats moleculars d’aquests tumors (Taula 5). Aquesta nova 

classificació proporciona una informació pronòstica predictiva de resposta al 

tractament basada en els mecanismes patogenètics, proposant un model dualístic de 

carcinogènesi que engloba el CaOV epitelial de Tipus 1 i Tipus 2.  

Tumors tipus 1: S’inclouen els tumors serosos de baix grau, l’ADK 

endometrioide de baix grau, l’ADK mucinós, el tumor de Brenner maligne i alguns 

carcinomes de cèl·lules clares. Lesions precursores genèticament estables (usualment 

tumors borderline), que es manifesten en un estadi primerenc de la malaltia (tumor 

confinat a l’ovari), amb indolent curs clínic i amb bon pronòstic (Kurman & Shih Ie 

2010). Són tumors que creixen lentament i la majoria tenen mutacions a KRAS, BRAF, 

PTEN i ß-Catenina (CTNNB1) i perfil de MSI-H (alta inestabilitat de microsatèl·lits). Són 

el 25% de tots els CaOV epitelials (Bast et al. 2009). 

 Mutacions de KRAS i BRAF: KRAS i el seu efector BRAF són part de la família 

d’oncògens Ras i actuen com a iniciadors de la senyal extracel·lular 

RAS/RAF/MEK regulada per ERK/Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), el 

qual regula les respostes cel·lulars com la proliferació, la diferenciació i la 

supervivència cel·lular (Fig.4). La majoria de les mutacions activadores de KRAS 

es troben presents als codons 12,13 o 61, donant lloc a l’activació constitutiva 

de la GTPasa que condueix a l’estimulació del creixement (Kalamanathan et al. 

2011). Mutacions de KRAS i el seu efector BRAF es presenten en el 5-15% de 

tots els CaOV. Es troben presents a tumors de baix grau i estadis primerencs de 

la FIGO (I i II). KRAS és més comú a tumors mucinosos (50-68%), BRAF a tumors 

serosos (30-35%). Aquestes mutacions es troben 60% a tumors borderline 

(Ferte et al. 2010). 

 



                                                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 

 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Via de senyalització de RAS-RAF-MEK-ERK. Via activada en tumors humans incluint mutacions a RAS, 
BRAF i MEK1 (Kalamanathan et al. 2011). 

 

 Mutacions de ß-Catenina (CTNNB1): CTNNB1 codifica per la β-catenina, una 

proteïna reguladora important implicada en l’adhesió cel·lular i la transducció 

de senyals a través de la via Wnt, i juga un paper important en el 

desenvolupament, la proliferació cel·lular i la diferenciació. Les mutacions de 

β-catenina en CaOV es solen trobar en un 17-60% dels carcinomes 

endometrioides de grau 1, i s’associen a un bon pronòstic (Ferte et al. 2010). 

 Mutacions a PTEN (Phosphatase and TENsin homology): És un important gen 

supressor de tumors, la funció del qual és controlar la migració i proliferació 

cel·lular mitjançant la regulació negativa de la quinasa serina/treonina AKT. 

Presenta activitat 3’fosfoinositol, regulant de forma negativa PI3K a través de 

la desfosforilació de fosfatidilinositols-2,4,5 trifosfats (PIP3) i fosfatidilinositols-

3,4 difosfat (PIP2) (Fig.5). La inactivació de PTEN per mutació succeeix en un 3-

8% dels CaOV esporàdics (Bast et al. 2009). La pèrdua d’aquest gen supressor 

PTEN per mutació o pèrdua d’heterozigositat succeeix 20-43% en càncers 

endometrioides i 28% en càncers serosos (ambdós, de baix grau). L’expressió 
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baixa redueix el risc de mortalitat en pacients amb p53 mutada (Lalwani et al. 

2011). 

 Mutacions a PIK3CA: gen que codifica per la subunitat catalítica (p110α) de la 

proteïna PI3K, proteïna oncogènica que fosforila a PIP2 i PIP3, activant a AKT, 

el qual indueix proliferació i inhibició de l’apoptosi (Fig.5). L’activació de la via 

PI3K/AKT genera resistència al tractament amb platí i taxans, mitjançant la 

supressió de l’apoptosi (Kalamanathan et al. 2011). Pot haver amplificació del 

gen (4% de tots els CaOV) o bé mutacions (35% de tots els CaOV), sobretot en 

carcinomes de cèl·lula clara i endometrioides. Es correlacionen amb un estadi 

primerenc de la FIGO i la detecció del tumor és en edat primerenca (Ferte et 

al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Il·lustració esquemàtica de la senyalització de PI3K/PTEN. Mutacions activadores de PIK3CA o 
mutacions d’inactivació de PTEN activen la senyalització d’AKT, la qual activarà la síntesi proteica i creixement 
cel·lular. Abreviacions: GF, el factor de creixement; PDK1, fosfoinosítids dependents de 3-quinasa 1; PIP3, 
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat; PI3K, fosfoinosítids-3-quinasa; PIK3CA, fosfoinosítids-3-quinasa (PI3K); 
polipèptid catalitzador, alfa; PTEN, homòleg de fosfatasa i tensina; RTK, receptor tirosin quinasa (Cho & Shih Ie 
2009). 

 

 MSI-H (Alta Inestabilitat de Microsatèl·lits): associat al síndrome de de Lynch 

II (síndrome de càncer de colon hereditari no polipós, HNPCC), caracteritzat 

per mutacions als gens de MMR hMLH1 i hMLH2, les mutacions dels quals 

porten a inestabilitat dels microsatèl·lits i inactivació dels gens que regulen el 

cicle cel·lular i la reparació de DNA. Les pacients amb HNPCC tenen un risc del 
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12% de desenvolupar CaOV (lalwani et al, 2011). Està associat a tumors 

endometrioides i serosos (menys freqüent) de baix grau. Tenen bon pronòstic 

quan se’ls aplica el tractament (Ferte et al. 2010). 

Tumors tipus 2: són els tumors de creixement agressiu i es presenten en un 

estadi avançat de la malaltia. S’inclouen: ADK serós i endometrioide d’alt grau, i el 

tumor maligne Mullerià mixt. Representen el 75% dels CaOV epitelials. S’originen de 

nou a l’epiteli annexial, presentant inestabilitat cromosòmica i comportament 

altament agressiu. Aquests tumors presenten freqüents mutacions a TP53, BRCA1 o 

BRCA2 i/o amplificacions a HER2.  

 Mutacions a TP53: El gen supressor de tumors TP53 codifica la proteïna 

p53 supressora de tumors, factor de transcripció que juga un papel vital en 

la regulació del cicle celular, reparació del DNA i la mort cel·lular per 

apoptosi (Fig.6). Es considera el gen més freqüentment alterat en càncers 

humans, i la pèrdua de proteïna p53 funcional s’ha observat en la majoria 

dels CaOV. La funció de TP53 es pot perdre en un sol esdeveniment (Bast et 

al. 2009). Mutacions i pèrdua de la funció de TP53 és una de les 

anormalitats genètiques en CaOV i s’observa en un 60-80% dels CaOV 

esporàdics i està altament correlacionat amb tumors d’alt grau de 

malignitat. Mutacions a TP53 i la conseqüent sobrexpressió es troba en 4% 

de la malaltia pre-invasiva, 10-20% dels càncers d’etapa inicial i 40-60% del 

càncer avançat i es correlaciona amb metastasi potencial (Bast et al. 2009). 

Recentment, s’ha descrit que el 96% dels tumors serosos d’alt grau (HGSC) 

tenen TP53 mutat (The Cancer Genome Atlas Research Network 2011, 

Durinck et al. 2011). Mutacions i/o pèrdua d’heterozigositat del gen TP53 

s’han identificat en els carcinomes primerencs i inclusions epitelials d’ovari 

(Pothuri et al. 2010), el que suggereix que la mutació de TP53 pot ser un 

esdeveniment primerenc a la patogènesi dels carcinomes serosos d’alt grau 

(HGSC). Les mutacions a p53 són menys comuns a altres tipus histològics 

de CaOV, sent 45% als endometrioides, 19% als mucinosos i 8% dels de 

cèl·lula clara (Corney et al. 2008).  
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Figura 6. Via de senyalització de p53. Efectes de les mutacions de p53 en la progressió del cicle cel·lular, 
reparació de DNA i apoptosi  (Kalamanathan et al. 2011). 

 

 Mutacions BRCA 1 o BRCA2: gens necessaris per la reparació homòloga de 

DNA quan hi ha trencament de doble cadena (Double Strand Break o DSB). La 

pèrdua de la seva funció genera error en la reparació, reordenament 

cromosòmic i inestabilitat genòmica. Els CaOV amb menys expressió de BRCA1 

o BRCA2 són menys capaços de reparar el dany generat pel cisplatí, i per tant, 

presenten més sensibilitat a la teràpia. També són sensibles a la teràpia amb 

inhibidors de PARP (Ferte et al. 2010). Rarament es troben mutats en càncers 

esporàdics, les mutacions somàtiques són del 5-15% aproximadament. 

L’expressió de BRCA1 o BRCA2 pot ser silenciada per metilació. El risc de 

desenvolupar CaOV en portadores de mutacions varia segons el defecte 

genètic (BRCA1 30-60%, i per BRCA2 15-30%). Recentment s’ha denominat 

“BRCAness syndrome” i es correlaciona amb els tumors HGSC, i està associat a 

un bon pronòstic. També es troba en carcinomes endometrioides d’alt grau.  

 Amplificacions de HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2): el 

nombre de còpies del gen generalment és superior a 4 i es correlaciona amb 

tumors d’alt grau potenciant la seva progressió agressiva. La sobrexpressió de 

HER2 i l’amplificació són fenòmens estranys (11% i 7% respectivament, a 

tumors tipus 2 de CaOV epitelial), no es correlacionen a la resposta al 

tractament i tenen presència de líquid ascític (Ferte et al. 2010). Els 

carcinomes mucinosos (tipus 1) tenen amplificació de HER2 en un 20-30%, 
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Biomarcadors 
moleculars 

Prevalència Associació 
amb graus 
histològics 

Associació amb 
altres 
biomarcadors 

Associació amb situació 
particular 

Impacte terapèutic 

KRAS (mutacions 
als codons 12, 13, 
61) 

5–15%  de tots 
els CaOV 

Correlació 
amb baix grau 
(>20%) 

Exclusiu a 
mutacions de BRAF 

Estadis temprans de la FIGO:  
Carcinoma mucinós: 50–68%; 
Tumor serós de baix grau: 30-
35%; 
Tumor serós borderline: 35% 
Carcinoma endometroide de baix 
grau: 11% 

 

BRAF (mutació)  Correlació 
amb baix grau 
(>30%) 

Exclusiu a 
mutacions de KRAS  

Estadis temprans de la FIGO: 
Carcinoma de baix grau: 30–35%; 
Tumor serós borderline: 28% 

 

β-catenin 
(CTNNB1 
mutacions) 

 Correlació 
amb baix grau 

 Tipus endometroide: 17–60% 
Tipus serós: 2% 

 

MSI-H (HNPCC, 
esporàdica 
pèrdua de MMR)  

12–24% Correlació 
amb baix grau 

 Tipus endometroide i serós 
(aquest menys freqüent) 

Bon pronòstic 

PTEN (LOH, 
mutació,) 

Pèrdua: 3–8%; 
Expressió 
reduïda: 68% 

Mutacions en 
correlació 
amb baix grau 

 Mutacions o pèrdua 
d’heterozigositat PTEN: Tipus 
endometroide: 20-43% 
Tipus serós: 28% 

Pèrdua de PTEN  és 
millor pronòstic pel 
subtipus serós; Expressió 
reduïda de PTEN genera 
mal pronòstic. 

PIK3CA (mutació, 
amplificació) 

Mutació: 4% 
Amplificació: 
35% 

 Exclusiu a BRAF,  I 
mutacions de KRAS  

Carcinoma de cèl.lula clara: 33% 
Carcinoma endometroide: 26–
34% 

 

TP53 
(mutació,LOH) 

Mutacions a 
TP53 60-80% 
dels CaOV 
esporàdics 

Correlació 
amb alt grau 

Associat amb 
BRCA1 LOH 

Serosos d’alt grau: 96%  
 
Endometroide: 45% 
Mucinós: 19% 
Cèl·lula Clara: 8% 

Mutació i 
sobreexpressió: mal 
pronòstic, resistència a la 
teràpia I menys temps de 
supervivència. 

BRCA1/BRCA2 
“BRCAness” 
(mutació, LOH) 

5–15% de tots 
els CaOV 
 40% de les 
dones 
Ashkenazi 
jueves amb 
CaOV 

Correlació 
amb alt grau 

Pèrdua epigenètica 
de BRCA1 es 
correlaciona amb 
amplificació de 
PI3KCA  
Mutacions a BRCA1 
es correlaciona 
amb baixada de 
mRNA de PTEN 

Carcinoma serós d’alt grau; 
Carcinoma endometroide d’alt 
grau. 

Bon pronòstic. Sensible a 
teràpia amb platins; 
sensible a inhibidors de 
PARP 

amb una incompleta resposta al tractament i menys temps de supervivència 

(Lalwani et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taula 5. Perfil de mutacions dels diferents subtipus histològics de CaOV. Abreviacions: HG Serous, Serós d’alt 
grau; LG Serous, Serós de baix grau; Clear Cell, Cèl·lula clara; EMCA, carcinoma endometrioide; Mucinous, 
Mucinós (Kuo et al. 2009). Biomarcadors moleculars del CaOV epitelial (B). Abreviacions: FIGO, International 
Federation of Gynecologists and Obstetricians; FISH, Fluorescence In Situ Hybridization; HNPCC; Hereditary 
Nonpolyposis Colon Cancer; LOH, pèrdua d’heterozigositat; MMR, Mismatch Repair; MSI-H, Alta Inestabilitat de 
microsatèl·lits ; PARP, Poly (ADP-Ribose) Polymerase (Ferté 2010; Lalwani et al, 2011). 
 
 
 
 

A 

B 
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2 Tractament del CaOV 

En la majoria de pacients amb CaOV, el primer pas del tractament és la cirurgia, 

per eliminar el màxim el teixit tumoral possible, seguit de la quimioteràpia.  

2.1 La cirurgia en CaOV 

El tractament quirúrgic es realitza amb la intenció d’extripar tot el tumor 

macroscòpic (citoreducció completa) o el màxim tumor possible. Quan menys volum 

de tumor residual quedi a la cirurgia inicial, major temps de supervivència i període 

lliure de malaltia tindrà la pacient. Es parla de “citoreducció òptima” quan el tumor 

residual post quirúrgic no supera els 2 cm de diàmetre (en cada localització) i 

“citoreducció no òptima”, quan la resta tumoral supera els 2 cm (OncoGuia de Ovario 

2004). 

2.2 La quimioteràpia en CaOV 

En el tractament de CaOV avançat (III i IV) la quimioteràpia es considera un 

complement fonamental a la cirurgia. La quimioteràpia adjuvant s’administra 

generalment després de la cirurgia per disminuir la incidència de disseminació a 

distància del càncer. El tractament sistèmic recomanat per la primera línia de 

quimioteràpia és una combinació de derivats platinats (carboplatí o cisplatí) i taxans 

(paclitaxel) administrat per via intravenosa durant 6 cicles cada 21-28 dies. Es 

prefereix la combinació carboplatí-paclitaxel que la de cisplatí-paclitaxel, donat que el 

carboplatí és menys tòxic que el cisplatí, no obstant, es considera com un règim 

alternatiu (Bookman et al. 2003). 

Les pacients que responen inicialment a la teràpia amb derivats del platí i han 

tingut un interval lliure de malaltia > 6 mesos es consideren clínicament sensibles al 

platí i generalment tenen bona resposta (taxes de fins al 60%) a re-tractaments amb 

derivats del platí i taxol (paclitaxel). Tanmateix, les pacients que recidiven < 6 mesos 

després del final de la teràpia amb platins o que progressen durant la mateixa, es 

consideren platino-refractàries. Són pacients amb mal pronòstic i amb una taxa de 

resposta als derivats del platí inferior al 10% i se’ls ha d’administrar una segona línia 

de quimioteràpia: els taxans com agents únics (produeixen taxes globals de resposta 
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del 14-30%) (http://www.sego.es), o altres fàrmacs (Fig.7) (sent la taxa global de 

resposta a dits agents només del 10-25%) amb resposta de duració relativament curta, 

tornant a recaure a la malaltia. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Tractaments alternatius als derivats del platí pel CaOV refractari (Agarwal & Kaye 2003). 

 

En alguns casos, quant la malaltia està tan avançada que no es pot realitzar una 

cirurgia citoreductora òptima, la quimioteràpia és el tractament inicial: és el que 

s’anomena quimioteràpia neoadjuvant. Després de 3 ó 4 cicles de quimioteràpia es 

pot tornar a valorar la possibilitat de resecció quirúrgica, i en cas de ser possible, 

completar el tractament quimioterapèutic després de la cirurgia. Aquesta estratègia 

és viable, ja que es pot aconseguir la citoreducció òptima en pacients que inicialment 

no eren quirúrgiques. 

2.2.1 Els taxans (paclitaxel) 

El paclitaxel és el taxà estàndar que s’usa en el CaOV. També el docetaxel és 

efectiu i menys tòxic (Vasey et al. 2001), podent-se augmentar el seu ús en el 

tractament de CaOV. El paclitaxel i docetaxel són agents antimitòtics que actuen 

mitjançant la unió intracel·lular irreversible de la β-tubulina dels microtúbuls, els quals 

els estabilitza evitant la despolimerització dels polímers formats. Això genera detenció 

en fase G2/M del cicle cel·lular i apoptosi, a través de vies dependents i independents 

de p53 (Ganansia-Leymarie et al. 2003). Paclitaxel també és capaç de modular la via 

mitogen-activated protein kinase (MAPK), generant desfosforilació de la proteïna pro-

apoptòtica BAD, la fosforilació de BCL-2, i la inducció d’apoptosi (Haldar et al. 1997).  

http://www.sego.es/
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Les proteïnes associades als microtúbuls (MAP) també modulen la citotoxicitat 

del paclitaxel: MAP4 augmenta la polimerització dels microtúbuls, la unió de paclitaxel 

i la quimiosensibititat a aquest. L’expressió de MAP4 també està regulada 

negativament per p53, i això podria explicar la major sensibilitat d’algunes línies 

cel·lulars mutades per p53 al paclitaxel (Wahl et al. 1996). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Vies de senyalització del paclitaxel (Tx). Vies que indueixen aturada de cicle cel·lular i/o apoptosi. Les 
proteïnes en blau promouen, les marró inhibeixen les vies mencionades (Agarwal & Kaye 2003). 

 

2.2.2 Els platins (cisplatí) 

El cisplatí (CDDP) és un agent alquilant que s’uneix covalentment a les cadenes 

de DNA modificat-ne l’estructura, fet que genera inhibició de síntesis i bloqueig de 

replicació. És eficaç en el tractament de càncer de testicle, d’ovari, i també s’utilitza 

àmpliament pel tractament de càncer de bufeta, càncer de cap i coll uterí, càncer de 

coll, càncer d’esòfag i càncer de pulmó de cèl·lules petites. El CDDP presenta un seguit 

de desvantatges que inclouen efectes secundaris greus, incluint  nefrotoxicitat, 

neurotoxicitat i ototoxicitat, nàusees i vòmits. Aquests efectes limiten la dosi que pot 

ser aplicada en pacients. Malgrat que el CDDP s’usa àmpliament en clínica, la seva 

aplicació encara és limitada a determinats tipus de tumor. Alguns com el colorrectal i 

càncer de pulmó de cèl·lules grans tenen una resistència intrínseca al CDDP, mentre 

que d’altres com el càncer de pulmó de cèl·lules petites, i alguns CaOV desenvolupen 
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resistència adquirida després del primer tractament (Cepeda et al. 2007). El carboplatí 

te quasi el mateix espectre d’activitat que el cisplatí però presenta menys toxicitat (no 

és nefrotòxic, neurotòxic mielotòxic ni ototòxic). L’oxaliplatí és particularment efectiu 

en el tractament del càncer de colon colorrectal avançat i en CaOV resistents al CDDP 

(Ahmad 2010). 

 

 

 
 
 

Figura 9. Estructura molecular de molècules anticancerígenes derivades del platí (Kellet A et al. 2012). 
 

 

2.2.2.1 Formació d’adductes  

El cisplatí és el prototip dels anàlegs del platí; també denominat                              

cis-diamminedichloroplatinum (II) (CDDP), degut a que la citoxicitat de la molècula es 

relaciona amb l’orientació cis dels àtoms de clor. El CDDP s’administra a les pacients 

per via intravenosa en solució salina (solució de clorur sòdic) i entra a les cèl·lules per 

difusió passiva o activament importat pel transportador de coure CTR1 (transportador 

de coure 1) (Ishida et al. 2002). La concentració intracel·lular de CDDP és 

contrarestada per l’exportació realitzada per ATP7B (Copper-transporting P-type 

adenosine triphosphate) i ATP7A (Copper-transporting ATPase 1) que transporten el 

CDDP a l’exterior de la cèl·lula (eflux) (Safaei & Howell 2005); també per la inactivació 

del CDDP pel glutatió (Meijer et al. 1992) o metalotioneïna (Surowiak et al. 

2007)(Fig.10). 
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Figura 10. Transport cel·lular del CDDP. A més de la difusió passiva, el CDDP està activament importat pel 
transportador de coure CTR1. El transportador de coure tipus p-trifosfat d’adenosina (ATP7B) té un paper 
important en l’eflux del CDDP. Tant el coure, com el CDDP, tenen la capacitat de reduir l’absorció de l’altre i 
poden provocar la degradació i deslocalització de CTR1 (Kelland 2007).  

 

Una vegada dins del citoplasma, el CDDP se sotmet a una hidròlisi: els lligands 

clorur es substitueixen per una molècula d’aigua, produint una molècula carregada 

positivament. La hidròlisi es produeix preferentment dins de les cèl·lules, que tenen 

una concentració molt més baixa de ions clorur que el torrent sanguini. Una vegada la 

hidròlisi ha tingut lloc, el CDDP es pot unir al DNA. L’àtom de platí del CDDP s’uneix 

covalentment a la posició N7 de les purines per formar adductes 1,2- o 1,3-intra-

catenaris i adductes inter-catenaris (Fig.11A). Els adductes més freqüentment 

observats són els intra-catenaris entre guanines adjacents (65%) o els adductes intra-

catenaris entre adenina i guanina (25%). El CDDP pot extendre’s a través d’una base 

per unir dues guanines (GxG) a la mateixa cadena de DNA (Fig.11B). Són menys 

freqüents els adductes inter-catenaris, que es formen quan el CDDP s’uneix a les bases 

a través de les dues cadenes de DNA (al voltant de 1% dels adductes) i es creu que són 

altament tòxics (Fig.11B) (Masters & Koberle 2003).  
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Figura 11. Formació d’adductes per part del CDDP. L’àtom de CDDP s’uneix covalentment a la posició N7 de les 
purines per formar adductes 1,2- or 1,3-intra-catenaris i adductes inter-catenaris causant diferents respostes 
cel·lulars com: l’aturada de replicació, aturada del cicle cel·lular, reparació de DNA i apoptosi (A) (Kelland 2007, 
Wang & Lippard 2005). Diferents tipus d’adductes formats entre DNA-CDDP i freqüència (B) (Masters & Koberle 
2003). 

 

Els adductes de CDDP deformen l’estructura del DNA i provoquen diverses 

respostes cel·lulars, així com la detenció de la replicació, la inhibició de la transcripció, 

la detenció del cicle cel·lular, la reparació de DNA i l’apoptosi. 

El CDDP també pot interaccionar amb altres molècules que poseeixen llocs 

nucleofílics tal com pèptids, proteïnes que continguin grups tiol, enzims de replicació i 

RNA. Només un 5-10% de les unions covalents del CDDP es troben al DNA, mentre que 

el 75-80% s’uneix a proteïnes  (Ahmad 2010). 

2.2.2.2 Reconeixement del dany del DNA 

Les modificacions dels CDDP distorsionen el DNA. Els adductes 1,2- intra-

catenaris doblen la cadena de DNA de manera significativa cap al solc major, deixant 

al descobert una superfície ampla i poc profunda del solc menor en la que diverses 

classes de proteïnes reconeixen el dany i s’hi uneixen.  Entre elles la caixa de proteïnes 

d’alta mobilitat 1 i 2 (HMG1 i HMG2), el factor de transcripció TATA binding protein 

(TBP), les proteïnes de reparació components del MMR com hMSH2 o hMutSα, el 

“upstream binding factor” RNA polimerasa 1 humà (hUBF) i altres proteïnes com la 

histona H1 que preferentment reconeixen els adductes 1,2- intra-catenaris.  La caixa 

A B 
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de proteïnes HMGB1 reconeix el dany del DNA generat pel CDDP, s’hi uneix amb alta 

afinitat i estabilitza la cadena doblada superenrollada de DNA i contribueix a la 

citoxicitat del fàrmac. Quan aquestes proteïnes s’uneixen als adductes 1,2-intra-

catenaris protegeixen les lesions de Pt-DNA dels mecanismes de reparació; aquest 

mecanisme incrementa la sensibilitat de les cèl·lules tumorals al CDDP fent de barrera 

de les proteïnes de Nucleotide Excisión Repair (NER) in vitro. La deficiència en 

reparació permet que els adductes s’acumulin i es bloquegin vies essencials com la 

transcripció i s’activi la mort cel·lular programada. Molts estudis indiquen que els 

nivells de proteïna HMGB es correlacionen amb la sensibilitat al CDDP, per exemple, la 

sobrexpressió de HMGB1 que és induïda per l’addició d’hormones esteroides, 

sensibilitza el càncer de mama al CDDP (He et al. 2000). Però la relació entre els 

inhibidors dels nivells de proteïna HMGB in vivo i la toxicitat al CDDP és contradictòria. 

Alguns estudis amb línies cel·lulars resistents al CDDP, sovint tenen sobrexpressió de 

HMGB (Nagatani et al. 2001). Aquestes discrepàncies són degudes a què l’habilitat de 

HMGB a impactar sobre la citoxicitat al CDDP depèn del tipus cel·lular i les condicions 

de creixement (Jung & Lippard 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Reconeixement dels adductes de DNA-platí. Paper de HMGB1 (Wang & Lippard 2005). 
 
 
 
 

2.2.2.3 Cisplatí i cicle cel·lular 

Quan es produeix una lesió en el DNA, la cèl·lula requereix d’un temps per 

poder-la reparar. Per això és important que la cèl·lula deixi temporalment de 
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progressar, de manera que el dany al DNA va acompanyat d’una aturada del cicle 

cel·lular. Al llarg del cicle cel·lular hi ha uns punts de control (checkpoints) que 

s’activen quan hi ha dany al DNA (punts de control de dany al DNA) que tenen com a 

funció aturar la progressió del cicle cel·lular, la inducció de gens de reparació i la 

inducció d’apoptosi. 

Els punts de control de dany al DNA usen proteïnes sensores de dany com ATM, 

ATR, per detectar dany al DNA i iniciar un seguit de senyals de transducció, que 

mitjançant proteïnes mediadores passaran a uns transductors. Aquests, són proteïnes 

Ser/Thr quinases Chk1 i Chk2  que tenen la funció de regular el cicle cel·lular 

mitjançant la fosforilació de proteïnes efectores, com p53 i les fosfatases Cdc25. La 

fosforilació de p53 l’estabilitzarà, amb una conseqüent activació de gens essencials 

per la regulació cicle cel·lular. La fosforilació de Cdc25 la inactivarà i s’exportarà del 

nucli així evitant la progressió de fases del cicle cel·lular (Fig. 13). Els punts de control 

del cicle cel·lular es troben a G1 a S (punt de control G1/S), a la replicació del DNA 

(punt de control intra-S), o en G2 de la mitosi (punt de control G2/M) (Sancar et al. 

2004). 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Components dels punts de control de dany al DNA en cèl·lules humanes. El dany és detectat per 
sensors, que mitjançant els mediadors, passen la senyal als transductors, els quals activaran o inactivaran altres 
proteïnes (efectores) que participaran directament a les fases del cicle cel·lular (Sancar et al. 2004). 

 
 

El CDDP produeix primerament una aturada en fase S, després es manté a la 

fase G2/M i finalment a G1, que bloquejarà les cèl·lules en G2/M impedint que 

progressin i tornin a G1. La detenció a la fase S és transitòria i es produeix per la 
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inhibició del complex Cdk2/ciclina A a les 6-12h, mentre que l’aturada més duradera 

és en fase G2/M quan s’inhibeix el complex Cdc2-ciclina B a les 12-18 hores 

(Fig.14)(He et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efectes del CDDP en el cicle cel·lular (He et al. 2011). 
 
 

Regulació del punt de control de la fase G2/M: El punt de control de la fase 

G2/M evita que les cèl·lules iniciïn la mitosi en cas de dany al DNA. L’activació de 

ATM/ATR  (amb el CDDP, preferentment ATR), fosforila Chk1 i/o Chk2 i p53 (Ser15) i 

l’estabilitza. L’estabilització de p53 permet la transcripció de p21 i de 14-3-3σ i juntes 

poden iniciar el punt de control de G2/M, amb la inhibició de complexes Cdk/ciclina. A 

més, amb l’activació de Chk1 i Chk2 també es fosforilen els membres de la família 

Cdc25 (Cdc25a, Cdc25b i Cdc25c), encarregats de desfosforilar i activar Cdks. La 

fosforilació de Cdc25C (Serina 216) provoca que  s’hi uneixi la proteïna adaptadora 14-

3-3-σ, formant un complex inactiu incapaç de desfosforilar la tirosina 15 de les Cdks 

dels complexes Cdk2/ciclina A i Cdc2/ciclina B (Fig.15) (Sancar et al. 2004).  
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Figura 15. Regulació de la fase G2/M.  
 
 

Regulació del punt de control de la fase G1/S: El punt de control G1/S assegura 

que la cèl·lula no es dupliqui amb el DNA danyat. L’aturada a la fase G1 del cicle té lloc 

a través de l’activació de p53 i la seva diana p21. La proteïna p53 és fosforilada per 

Chk1/2 (Serina 20) o bé per ATR (Serina 15). La fosforilació de p53 activa i estabilitza la 

proteïna, i promou la dissociació amb el seu inhibidor Mdm2. Una vegada p53 es 

troba activada, pot transcriure els gens que permetran l’aturada de cicle en fase G1/S, 

entre elles es troba la proteïna p21, la qual inhibeix el complex Cdk2/ciclina E que no 

deixarà progressar a la fase G2/M. A més, també s’uneix al complex Cdk4/ciclina D 

evitant així la formació de RB i ocasionant l’alliberació del factor de transcripció E2F, el 

qual participa en la transcripció dels gens necessaris per la progressió a la fase S 

(Fig.16) (Sancar et al. 2004; Sengupta & Harris 2005; Cann KL 2007). 

 

 

 

 

 

 DANY 
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Figura 16. Regulació de la fase G1/S.  

  

Si el dany produït perl CDDP no és reparat durant la fase G2/M, l’eliminació 

controlada dels compostos platinats es du a terme mitjançant la mort cel·lular, ja que 

així s’impedeix el pas de dany a les cèl·lules filles. 

2.2.2.4 Cisplatí i mort cel·lular 

El CDDP indueix dos tipus de mort cel·lular diferent: la necrosi i l’apoptosi (Fig. 

17). La necrosi es caracteritza per una inflor citosòlica i una pèrdua temprana de la 

integritat de la membrana. Pel contrari, les cèl·lules sotmeses a l’apoptosi es 

caracteritzen per tenir contracció cel·lular, condensació de la cromatina i 

fragmentació del DNA. El tipus de mort cel·lular produïda pel CDDP és dependent de 

la concentració i estat cel·lular. La necrosi es pot induir directament si el dany al DNA 

és molt elevat, o com a conseqüència d’un programa apoptòtic inacabat (Gonzalez et 

al. 2001).  

 

   DANY 
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Figura 17. Vies de mort induïdes pel CDDP. El CDDP indueix apoptosi i necrosi, dos models diferents de mort 
cel·lular. El dany al DNA genera aturada del cicle cel·lular, inhibeix la transcripció i indueix l’apoptosi (Wang & 
Lippard 2005). 

 

L’apoptosi és la principal resposta de les cèl·lules als agents quimioterapèutics. 

Quan hi ha dany al DNA generat pel CDDP, es pot iniciar el procés d’apoptosi a través 

de la via ATM/ATR. El CDDP activa preferentment ATR (Damia et al. 2001; Zhao & 

Piwnica-Worms 2001), la qual fosforila a p53 (Ser15) per activar-la (Appella & 

Anderson 2001). ATR també activa la quinasa Chk1 la qual també fosforilarà a p53 

(Ser20) i l’activarà (Shih Ie & Kurman 2005). El CDDP també pot activar a Chk2 (Damia 

et al. 2001). Quan p53 s’estabilitza i s’activa, indueix la transcripció de proteïnes pro-

apoptòtiques com NOXA, PUMA o Bid, que funcionen com a inhibidors de Bcl-2 i Bcl-

xL. La proteïna p53 també activa la transcripció de Bax, la qual participa en la formació 

de porus mitocondrial que permetrà la sortida de citocrom c, i per tant, l’activació de 

la via intrínseca o mitocondrial de l’apoptosi (Fig.18)(Cann & Hicks 2007).  

El  CDDP també pot induir apoptosi per la via extrínseca augmentant els nivells 

de proteïna de Fas i el seu lligand FasL (Fulda et al. 1998) els quals produiran senyals a 

l’interior de la cèl·lula, es formaran complexes provocant canvis a les molècules que el 

composen i desencadenaran l’activació de la caspasa 8, la qual provocarà la cascada 

d’activació d’altres caspases efectores 3 i 7 (Fig.18). 
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L’activació de l’apoptosi mitjançant el dany per CDDP no només té lloc amb p53. 

Amb absència de p53, la proteïna p73 també es pot activar amb la citoxicitat del CDDP 

i induir apoptosi (Gong et al. 1999). L’activació de p73 es produïda per la quinasa 

tirosina c-Abl, la qual s’activa quan hi ha dany al DNA produït pel CDDP. C-Abl també 

activa a algun membre de la via de les MAPK, com p38, la qual també podrà activar 

p73 i l’apoptosi (Fig.18)(Ahmad 2010). La proteïna p73 pot induir apoptosi a través de 

la inducció de PUMA, la qual provoca la translocació de Bax al mitocondri i alliberació 

del citocrom c (Melino et al. 2004). També s’ha mostrat que activi el gen NOXA i BAX 

(Flinterman et al. 2005). És estrany que p73 estigui mutat als tumors, i normalment es 

troba sobrexpressat, això és la raó per la qual molts tumors que tenen mutada p53 

siguin vulnerables als agents citotòxics. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efectes del CDDP i vies cel·lulars implicades. La mort cel·lular o la supervivència dependrà de la 
intensitat de senyals generades i la xarxa de vies implicades (Siddik ZH 2003). 

 
La proteïna p53 també pot induir apoptosi independentment de l’activitat 

transcripcional. P53 és capaç d’unir-se físicament amb Bcl-2, Bcl-xL i Mcl-1 a la 

membrana mitocondrial, inhibint-ne la seva activitat anti-apoptòtica. A més, pot 

interactuar directament amb Bak facilitant la permeabilització de la membrana 

mitocondrial i l’alliberació del citocrom c (Chari et al. 2009).  
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Quan hi ha excés de dany al DNA produït pel CDDP, s’indueix la hiper-activació 

de PARP. Alts nivells de PARP trenquen NAD+ i transfereix ADP-ribose (ADPR) a grups 

carboxils de proteins nuclears, generant esgotament de NAD+/ATP i resultant necrosi 

(Herceg & Wang 2001). 

2.2.2.5 Cisplatí i dany: Paper de H2AX 

Els adductes intra-catenaris generats pel CDDP són reparats mitjançant la 

reparació per escissió de nucleòtids (NER), mentre que els adductes inter-catenaris es 

reparen mitjançant un mecanisme més complex amb components de NER, DSB 

(Double Strand Break) i TLS (Translesion DNA Synthesis). Les cèl·lules defectuoses de 

NER, degut a mutacions a ERCC1 (proteïna de reparació per escissió del grup de 

complementació creuada 1), ERCC4 (XPF), ERCC2 (XPD) o ERCC3 (XPB) són 

extremadament sensibles al CDDP (Roos & Kaina 2012). 

La via de reparació dels adductes inter-catenaris a les cèl·lules en divisió 

requereix de les endonucleases ERCC1-XPF per iniciar incisions dobles a cada costat 

dels  braços de l’adducte, deixant una unió covalent entre les dues cadenes del DNA 

per dur-se a terme la reparació per recombinació homòloga. Els adductes inter-

catenaris generen un obstacle en la forquilla de replicació en les cèl·lules que es 

divideixen, generant trencament de doble cadena (DSB). Els DSB creats per replicació 

requereixen de la reparació per recombinació homòloga per a ser reparats (De Silva et 

al. 2000). Cèl·lules defectuoses en ERCC-XPF o components de la reparació per 

recombinació homòloga, són més sensibles al CDDP, ja que no es reparen ni els 

adductes inter-catenaris ni els DSB del DNA. Els adductes inter-catenaris que no són 

reparats i els DSB són les majors lesions citotòxiques produïdes pel CDDP (Clingen et 

al. 2008). 

Els DSB són lesions greus que poden iniciar inestabilitat genòmica i portar les 

cèl·lules a ser tumorals. La formació de DSB com a conseqüència del col·lapse de la 

forquilla de replicació, activa a ATM i a altres PI-3 like kinases (ATR i DNA-PK) que 

fosforilaran la proteïna histona H2AX. Aquesta és ràpidament fosforilada a una serina 

a quatre residus de l’extrem COOH (Ser C-4) formant γH2AX als llocs naixents de DSB. 

La fosforilació a la Ser139 de l’extrem carboxi-terminal té lloc entre 1 i 3 minuts 
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després de la lesió al DNA, arribant al màxim als 30 minuts, on un gran nombre de 

molècules γH2AX s’acumulen a la cromatina al voltant dels DSB, creant un focus (focis) 

per les proteïnes de reparació de DNA i remodelació de cromatina. Els anticossos que 

reconeixen γH2AX permeten visualitzar els foci on es troba la proteïna, i per tant les 

lesions DSB del DNA. Per tant, mitjançant immunofluorescència per l’anticòs γH2AX es 

poden visualitzar el danys al DNA. Usar la detecció de γH2AX per determinar el grau 

d’inducció de DSB pot ajudar a detectar les cèl·lules precanceroses, els càncers per 

etapes, supervisar l’eficàcia de les teràpies contra el càncer, i desenvolupar nous 

medicaments (Bonner et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Via de senyalització de H2AX. H2AX és un component central a nombroses senyals en resposta al 
doble trencament de cadenes del DNA (DSB) (Bonner et al. 2008). 
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2.3 Resistència al tractament amb cisplatí 

Una de les causes implicades en la baixa supervivència de les pacients amb 

CaOV és l’aparició a la resistència a la quimioteràpia, inicialment al CDDP i 

posteriorment als taxans, fenòmen conegut com a quimioresistència (QR). Les 

pacients es classifiquen com a quimioresistents quan recidiven (el càncer torna a 

aparèixer) durant els primers 6 mesos després de l’aplicació de la teràpia; 

mitjanament sensibles si recidiven entre els 6 i 12 mesos; i sensibles al CDDP si triguen 

en recidivar més de 12 mesos (Oncoguia d’Ovari  2004). 

La biologia molecular i cel·lular dels tumors malignes epitelials d’ovari és 

complexa i caracteritzada per un fenotip agressiu que confereix resistència als 

tractaments actuals. La resistència al tractament pot ser intrínseca del propi tumor 

(resistència innata) o bé pot ser adquirida en el decurs de la malaltia (resistència 

adquirida) com a conseqüència de la selecció que exerceixen els tractaments 

antineoplàsics (Oncoguia d’Ovari 2004).  

Els processos cel·lulars pels quals el CDDP entra i ataca a la cèl·lula inclouen: 

transport del fàrmac a l’interior de la cèl·lula; formació dels adductes i reconeixement 

per les proteïnes de resposta al dany; transducció de senyals que porten a la cèl·lula a 

aturada del cicle cel·lular, reparció i/o mort. Qualsevol factor que interfereixi en les 

esmentades vies, generarà a la cèl·lula el fenotip resistent al CDDP. Els majors 

mecanismes que inhibeixen el potencial anti-proliferatiu i citotòxic del CDDP, i que es 

troben en CaOV, es classifiquen en tres grups: mecanismes de resistència pre-diana, 

mecanismes de resistència diana i mecanismes de resistència post-diana (Fig.20) 

(Galluzzi et al. 2012). 
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Figura 20. Mecanismes de resistència al CDDP. El CDDP no té efecte a la cèl·lula tumoral resistent degut a que 
no s’acumula, o quan entra dins la cèl·lula és inactivat per grups tiol; o bé perquè el dany al DNA generat pel 
CDDP és reparat, no tenint-se en compte alhora de que la cèl·lula repliqui; o bé perquè els mecanismes 
d’apoptosi estan inactivats (A) (Fuertes et al. 2003). Mecanismes moleculars de resistència al CDDP en diferents 
models (B) (Wang & Lippard 2005). Increment de la tolerància al dany i la reparació com a mecanismes de 
resistència al CDDP (C) (Kelland 2007). 
 

Mecanismes de resistència pre-diana: acumulació reduïda de la droga a 

l’interior de la cèl·lula per defectes en el transport o per la inactivació del fàrmac a 

l’interior de la cèl·lula: La proteïna transmembrana involucrada a l’homeostasi del  

coure CTR1, té un paper important en l’entrada del CDDP a la cèl·lula. Les cèl·lules 

deficients en dit transportador, presenten resistència al CDDP per la reduïda 

acumulació del fàrmac a l’interior. Els quelants de coure potencien l’entrada del CDDP 

dins les cèl·lules in vitro i in vivo sensibilitzant les cèl·lules al fàrmac (Katano et al. 

2002; Holzer et al. 2006; Ishida et al. 2010). Hi ha unes proteïnes responsables de 

l’exportació del CDDP des de l’interior de la cèl·lula mitjançant ATP, són les ATP 

Binding Cassette transporters (ABC), com les proteïnes de resistència a multidrogues 

(MRP): MRP1, MRP2, MRP3 i MRP5. La proteïna MRP2 és la major responsable de la 

sortida del CDDP de les cèl·lules quimioresistents (Liedert et al. 2003). Les proteïnes 

A B 

C 
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ATPases ATP7A i ATP7B involucrades a l’homeostasi de ions com el coure, també 

poden exportar el CDDP i es troben sobrexpressades a línies cel·lulars resistents al 

CDDP (Safaei et al. 2004). El CDDP pot unir-se a molècules nucleofíliques del 

citoplasma, incluint glutatió (GSH), metionina, metalotionines i altres proteïnes riques 

amb cisteïna, que inactiven el fàrmac a l’interior de la cèl·lula. Nivells elevats de GSH, 

de l’enzim que catalitza la síntesis de GSH (Ү-GCS), de l’enzim que efectua la 

conjugació entre GSH i CDDP (GST) i l’expulsa a l’exterior de la cèl·lula, s’han observat 

en cèl·lules resistents al CDDP in vitro i ex vivo. Els fàrmacs conjugats amb S-glutatió 

són ràpidament expulsats de l’interior de la cèl·lula per bombes GS-X com són les 

MRP1 i MRP2. Proteïnes de baix pes molecular que contenen grups tiol com les 

metalotionines són capaces d’unir-se al CDDP i inactivar-lo a l’interior de la cèl·lula, 

incapacitant-lo per danyar el DNA. Elevats nivells d’aquestes proteïnes generen el 

fenotip quimioresistent (Galluzzi et al. 2012). 

 Mecanismes de resistència diana: Les cèl·lules resistents al CDDP adquireixen 

la capacitat de reparar els adductes augmentant el ritme de reparació o tolerant les 

lesions sense reparar-les. La majoria de lesions al DNA generades pel CDDP són 

eliminades pel sistema NER. Els nucleòtids danyats són eliminats mitjançant una 

incisió en ambdós llocs de la lesió, seguit de la síntesi del DNA per reconstituir la 

integritat genètica (Gillet & Scharer 2006). Almenys 20 proteïnes participen en la NER, 

incluint la reparació per escissió. L’alta expressió de proteïnes NER (com 

l’endonucleasa ERCC1) es correlaciona negativament amb la resposta clínica en molts 

càncers humans, entre ells el CaOV (Fig.20C) (Galluzzi et al. 2012). Les lesions del DNA 

induïdes pel CDDP també són detectades pel sistema MMR, que s’encarrega de les 

insercions errònies, supressions i incorporacions errònies de bases incorporades que 

apareixen durant la replicació del DNA i la recombinació. Les proteïnes del sistema 

MMR que estan relacionades amb el reconeixement dels adductes inter-catenaris 

GpG són les MSH2 i MLH1. La proteïna MLH1 repara els desajustos del DNA, i si falla, 

transmet la senyal cap a l’apoptosi. La deficiència d’aquesta proteïna genera 

resistència al CDDP (Fig.20C), i la hipermetil·lació del seu promotor prediu la baixa 

supervivència en pacients amb recaiguda de CaOV (Galluzzi et al. 2012). L’increment 

de la síntesi de translesió o derivació replicativa que permet a la cèl·lula tolerar sense 
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reparar les lesions del CDDP (Koberle B et al 2010) està efectuada per un grup 

específic de DNA polimerases com POLH, POLI, Polk, REV 1, REV3 i Rev7 (Shachar et al. 

2009). POLH i l’heterodímer  REV3-Rev7 estan involucrades a la derivació replicativa 

dels adductes GpG. Els defectes en POLH i REV3 s’han relacionat amb una major 

sensibilitat al CDDP en moltes línies de tumors in vitro (Fig.20C) (Galluzzi et al. 2012). 

L’increment de la reparació per recombinació homòloga (HR) també genera 

resistència al CDDP. Dos components crítics en la HR són les proteïnes BRCA1 i BRCA2. 

Els tumors deficients en BRCA1/2 responen millor a la quimioteràpia, les segones 

mutacions que reestableixen la funció de dits gens, adquireixen quimioresistència al 

CDDP. Hi ha proteïnes citoplasmàtiques capaces d’unir-se al CDDP i generar el fenotip 

resistent. El CDDP s’uneix al DNA mitocondrial, així com al canal aniònic dependent de 

voltatge VDAC, proteïna de la membrana exterior mitocondrial que controla funcions 

vitals i participa en el complex de porus de transició i permeabilitat. Les cèl·lules 

deficients o amb inhibició de VDAC són molt resistents al CDDP (Galluzzi et al. 2012). 

Mecanismes de resistència post-diana: pot resultar d’un seguit d’alteracions, 

incluint defectes en les senyals de transducció que provoquen l’apoptosi en resposta 

al dany al DNA, o problemes a la maquinària de mort per apoptosi (Fig.20C).  El dany 

generat pel CDDP no reparat, condueix a l’activació d’una cascada de senyalització 

pro-apoptòtica. Alteracions genètiques i epigenètiques dels components d’aquesta via 

complexa de senyalització, s’han associat amb nivells variables de resistència al CDDP 

(Fig.21). 
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Figura 21. Mecanismes involucrats en la inhibició de la via apoptòtica en cèl·lules resistents al CDDP. Més d’un 
mecanisme inhibidor de l’apoptosi s’observa normalment en cèl·lules resistents, el què contribueix a la 
resistència multifactorial al fàrmac (Siddik ZH 2003).  

 

Un dels majors mecanismes de resistència post-diana implica la inactivació del 

gen TP53. Les pacients amb CaOV que tenen p53 salvatge, tenen major probabilitat de 

beneficiar-se de la teràpia amb CDDP en comparació a les que tenen mutacions 

(Kigawa et al. 2001; Gadducci et al. 2002; Feldman et al. 2008) .  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Ruptura de la via d’apoptosi p53 dependent en cèl·lules resistents al CDDP (Siddik ZH 2003). 

 
Altres membres transductors pro-apoptòtics tals com els membres de la família 

MAPK poden contribuir al fenotip resistent al CDDP. Els membres de la família JNK, 
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ERK i SAPK transmeten senyals pro-apoptòtics en resposta al CDDP en una gran 

variabilitat de graus segons les condicions i tipus cel·lulars. Inhibició de la proteïna N-

terminal c-JUN Kinase (JNK), de la proteïna extracellular signal-regulated kinase (ERK) i 

la proteïna Stress-Activated Kinase (SAPK) s’ha associat amb increment i decreixement 

de la sensibilitat al CDDP depenent de les condicions experimentals (Mansouri et al. 

2003; Galluzzi et al. 2012).  

Les alteracions als factors que regulen i executen l’apoptosi, ja sigui provocada 

pel dany al DNA o estrés oxidant a través de la via mitocondrial (apoptosi intrínseca) o 

via extrínseca, són responsables de la sensibilitat al CDDP. Diverses proteïnes 

participen en aquestes cascades letals i moltes d’elles han demostrat modular la 

resposta al CDDP, tanmateix només algunes d’aquestes proteïnes preveuen la 

resposta al CDDP en l’àmbit clínic. 

 Bax like Proteins: membres pro-apoptòtics de la família de proteïnes de Bcl-2. 

Proteïnes com Bax (Bcl-2 Associated X protein), Bak (Bcl-2 Antagonist Killer 1) 

ajuden a la permeabilització de la membrana mitocondrial i a la sortida del 

citocrom c, i la conseqüent activació de la caspasa 9 i 3 (apoptosi intrínseca). La 

deficiència de Bak/Bax confereix resistència al CDDP i a altres estressants 

cel·lulars in vitro (Galluzzi et al. 2012). 

 Bcl-2 like proteins: membres anti-apoptòtics de la família de proteïnes de Bcl-2. 

Actuen prevenint la integritat de la membrana mitocondrial, inhibint 

directament els membres pro-apoptòtics. Els membres principals d’aquesta 

família són: Bcl-2 (B Cell Leukemia/Limphoma‐2), Bcl-XL (B-Cell Lymphoma 

extra large), Bcl-w i Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia 1). Sobrexpressió de Bcl-2, 

Bcl-XL i Mcl-1 confereix resistència a molts estressants in vitro. En clínica, alts 

nivells de Bcl-2 generen resistència al CDDP i recidiva de la malaltia incluint 

càncer de cap, coll, ovari i pulmó. Inhibidors químics de Bcl-2 like proteins 

estan sent provats clínicament per evadir la quimioresistència (Galluzzi et al. 

2012). 
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 BIRC5 (Survivina): la Survivina és una proteïna inhibidora de caspases de la 

família de les IAP (Inhibitory Apoptosi Protein). Forma part del component del 

Chromosome Passenger Complex (CPC) i té un paper en la regulació de la 

segregació cromosòmica. Per tant, és una proteïna reguladora de l’apoptosi i 

de la divisió cel·lular. Sobrexpressió de Survivina s’associa a la 

quimioresistència al CDDP i al mal pronòstic a molts tipus de càncer com el 

càncer gàstric, d’ovari i de pulmó (Kato et al. 2001; Nakamura et al. 2004; 

Karczmarek-Borowska et al. 2005). Inhibidors de Survivina com l’YM155 o 

LY2181308 estan sent avaluats com agents simples o en combinació amb el 

CDDP pel tractament de diversos càncers (Ryan et al. 2009) 

(http://www.clinicaltrials.gov). 

 Caspases: les caspases iniciadores (caspasa 9 i caspasa 8) i les executores 

(caspasa 3 i caspasa 7) de l’apoptosi. In vitro s’ha observat que modificacions 

en la cascada de les caspases genera resistència al CDDP (Janson et al. 2010). 

3 Mecanismes d’activació de l’apoptosi 

Existeixen nombrosos mecanismes de control de l’apoptosi, la qual pot ser 

iniciada en resposta a condicions que poden trobar-se durant el desenvolupament 

tumoral: el dany al DNA, activació d’oncògens, hipòxia i desregulació de les senyals de 

creixement. L’apoptosi és un mecanisme inherent per reduir la possibilitat de persistir 

viables les cèl·lules anormals amb potencial per formar tumors. L’adquisició de 

resistència a l’apoptosi, amb la gradual acumulació de cèl·lules neoplàsiques com 

alternativa al procés de proliferació, és una característica de la majoria, o de tots els 

tipus de càncer (Spurgers et al. 2006). Així, la majoria dels agents quimioterapèutics 

actuals utilitzen mecanismes d’inducció de l’apoptosi per la seva acció antitumoral (Hu 

& Kavanagh 2003; Blagosklonny 2005).  

Durant el procés apoptòtic la morfologia cel·lular s’altera (Fig.23). La cèl·lula 

s’arrodoneix, es formen blebs a la membrana citoplasmàtica i desensemblatge del 

citoesquelet. En el nucli, la cromatina es condensa i es redueix la mida del nucli, 

desintegrant-se. També es redueix el volum total de la cèl·lula, que es torna més 
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densa. Els orgànuls es condensen i el reticle endoplasmàtic es dilata, però els 

mitocondris es mantenen morfològicament intactes. En les etapes finals de l’apoptosi, 

el nucli i el citoplasma es fragmenten en petits crepuscles envoltats de membrana 

anomenats cossos apoptòtics. En el procés de l’apoptosi, a diferència de la necrosi, la 

membrana plasmàtica es manté íntegra durant el procés, fet que evita la pèrdua de 

material a l’espai intercel·lular i assegura un procés de mort cel·lular sense inflamació. 

El procés d’apoptosi acaba amb el reconeixement i fagocitosi dels cossos apoptòtics 

pels macròfags perifèrics. Aquests poseeixen receptors que interactuen 

específicament amb les cèl·lules apoptòtiques, com el CD14, vitronectina, el 

transportador ABC1, entre d’altres (Rodenburg et al. 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Canvis morfològics i bioquímics produïts durant l’apoptosi (Hotchkiss et al. 2009). 

De forma paral·lela a aquests canvis morfològics, la cèl·lula apoptòtica 

experimenta una sèrie de canvis bioquímics. Moltes senyals provoquen canvis en el 

potencial de membrana mitocondrial i en la seva permeabilitat que donaran lloc a la 

sortida del citocrom c al citoplasma. També es perd l’assimetria en la composició de la 

membrana plasmàtica: els fosfolípids de fosfatidilserina que en condicions normals es 

troben exclusivament a la membrana lipídica interna de les cèl·lules, queden exposats 

també a la membrana externa. Aquest és un esdeveniment primerenc i forma part de 
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les senyals que permeten als macròfags reconèixer i fagocitar les cèl·lules 

apoptòtiques in vivo (Fadok et al. 1992). A més, s’activen unes endonucleases que 

tallen el DNA genòmic pels espais nucleosomals, generant fragments de DNA 

múltiples de 180 parells de bases (Wyllie et al. 1980; Montague & Cidlowski 1996). 

També s’observa una activació de proteïnes de la família de Bcl-2 com Bax o Bak com 

la degradació de la família de les IAPs per via proteosomal (Bader & Steller 2009). 

Aquests canvis bioquímics s’utilitzen com a marcadors de les diferents etapes de 

l’apoptosi. 

3.1 Les caspases 

La maquinària executora de l’apoptosi està constituïda per una família de 

aspartat-cisteïna proteases anomenades caspases. Són proteases ubiqües altament 

específiques que proteolitzen els seus substrats per darrere d’un residu d’aspàrtic 

(Thornberry & Lazebnik 1998). L’activació de les caspases és un procés altament 

regulat per evitar que la cèl·lula entri en apoptosi de manera inespecífica. Dins de la 

cèl·lula totes les caspases es troben en forma inactiva com zimògens inerts o pro-

caspases. Les caspases actives o madures es formen quan les pro-caspases es tallen 

pels llocs de tall (aspartat) donant lloc a tetràmers formats per la unió dels dos 

heterodímers, és a dir, amb dos centres actius (Chowdhury et al. 2008) (Fig.24).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Processament de la pro-caspasa a caspasa madura, formació de la proteasa heterotetramèrica 
(Chowdhury et al. 2008). 
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En els vertebrats les caspases es poden classificar segons la seva funcionalitat, la 

qual està relacionada amb la seva estructura (Pop & Salvesen 2009):  

 Caspases iniciadores (Caspases 2, 8, 9 i 10): són les primeres en activar-se 

després de l’estímul apoptòtic.  

 Caspases executores (Caspases 3, 6 i 7): activació per ruptura. Són les 

responsables de la majoria de proteòlisi de la fase executora de l’apoptosi. 

 Caspases inflamatòries (Caspases 1, 4, 5 i 12): la majoria d’elles s’activen per 

mecanismes de dimerització i no estan implicades en l’apoptosi. 

Les caspases s’activen per cascades de proteòlisi entre elles mateixes, de 

manera que s’amplifica la senyal apoptòtica. Les caspases iniciadores s’activen de 

manera cooperativa per interacció amb proteïnes adaptadores. Per exemple, la 

caspasa 9 s’activa en la formació del complexe apoptosoma, format per Apaf-1 i 

citocrom c, que indueix la dimerització de la caspasa 9 (Pop & Salvesen 2009). Una 

vegada activada, la caspasa 9 proteolitza i activa a les caspases 3 i 7, les quals 

degraden els substrats que portaran a l’apoptosi. Les caspases executores es troben 

formant dímers i són activades per les caspases iniciadores que les proteolitzen i 

pateixen un canvi conformacional. Les caspases executores són les responsables finals 

de la morfologia apoptòtica. 

3.1.1 Vies d’activació de les caspases 

Existeixen diferents mecanismes de senyalització a través dels quals es pot 

iniciar el mecanisme d’apoptosi mitjançant l’activació de les caspases: la via extrínseca 

i la via intrínseca o mitocondrial. 

La via extrínseca s’inicia amb la unió de lligams extracel·lulars específics a 

receptors de la superfície cel·lular. Es tracta de lligands de la família del Factor de 

Necrosi Tumoral (TNF) com TNFα, FasL/CD95L, TWEAK i el TNF-related apopotosi-

inducing ligand (TRAIL) que s’uneixen a receptors de mort que comprenen la família 

de TNFR (TNF receptor 1 (TNFR1), TNF receptor 2 (TNFR2), CD95 (Fas/APO-1), TRAIL-

R1, TRAIL-R, DR3 i DR6) induint canvis conformacionals que inicien una cascada de 
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senyalització (Chowdhury et al. 2008). A través dels dominis de mort (Death Domain, 

DD), aquests receptors recluten un seguit de proteïns adaptadores no enzimàtiques 

com TRADD i FADD (Fig.25), que recluten a la pro-caspasa 8 per unió a dominis 

efectors de mort (DED) i formant un complex anomenat DISC. L’alta concentració de 

pro-caspasa 8 en el DISC estimula l’activació per autoproteòlisi per proximitat, i així la 

caspasa 8 actua sobre altres caspases i es desencadena la senyal apoptòtica (Hotchkiss 

et al. 2009). La caspasa 8 pot proteolitzar a Bid, sent la seva forma proteolitzada (tBid) 

capaç d’induir la sortida de factors mitocondrials pro-apoptòtics (Fig.27). La proteòlisi 

de Bid a tBid enllaça aquesta via extrínseca amb la via intrínseca o mitocondrial.  

L’expressió dels receptors, del seu transport a membrana i l’expressió dels 

lligands són processos altament regulats. A més de la regulació per part de les 

proteïnes de la família de les XIAP, aquesta via de senyalització apoptòtica pot ser 

inhibida per proteïnes de la família de les FLIP (FLICE-inhibitory proteins) (Irmler et al. 

1997) que actuen desplaçant a la pro-caspasa 8 del DISC.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Activació de la via extrínseca de l’apoptosi. Els dominis de mort (DD) del receptor s’uneixen a un DD 
de la proteïna adaptadora FADD, deixant al descobert un domini efector de mort (DED), el qual s’unirà a un DED 
en el predomini de la pro-caspasa 8 formant el DISC. La unió d’ambdues molècules de pro-caspasa 8 juntes 
genera una autoactivació de la caspasa 8 que trenca i activa a les caspases executores. Les senyals oncogèniques 
que promouen l’apoptosi, poden augmentar l’expressió dels lligands de mort i/o receptors de mort i augmentar 
la sensibilitat dels esdeveniments apoptòtics de senyalització (Green & Evan 2002). 

 
La via intrínseca també anomenada via mitocondrial és la principal via 

d’activació de les caspases (Tait & Green 2010). Via que esdevé activa per múltiples 

estímuls externs o interns com: agents quimioterapèutics, hipòxia, radiació UV, 



                                                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 

 46 

molècules d’estrès (espècies reactives d’oxigen i nitrogen) activació d’oncògens, virus i 

bacteris, falta d’unió a la matriu extracel·lular, o deprivació de citoquines, neutrofines 

o factors de creixement. Aquests estímuls pro-apoptòtics modifiquen diversos 

components cel·lulars que actuen com a sensors i transmeten el senyal d’inici de mort 

al mitocondri. La membrana externa del mitocondri conté canals aniònics dependents 

de voltatge, mentre que l’espai intermembranós conté diverses molècules com 

citocrom c, les proteïnes Smac/Diablo, Omi/Htr2a, endonucleasa G i el factor in-

ductor d’apoptosi (AIF) (van Loo et al. 2002). Quan es permeabilitza la membrana

mitocondrial externa (MOMP, Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) 

s’alliberen una gran quantitat de substrats del mitocondri al citoplasma, un dels 

més importants és el citocrom c, el qual s’unirà als dominis autoinhibitoris de la pro-

teïna APAF1 (Apoptotic Protease Activating Factor), activant-la, i permetent l’exposició 

del domini d’oligomerització. El domini CARD (Caspase Recruiting Domain) de l’oligò-

mer s’uneix als dominis CARD de la pro-caspasa 9. El citocrom c, APAF1 i la pro-

caspasa 9 formaran l’apoptosoma, complex heptamètric format per varies molè-

cules de citocrom c, APAF1 i pro-caspasa 9. L’apoptosoma indueix la reorganització 

del centre actiu i activació de la caspasa 9, que activarà les caspases efectores 3 i 7 (Fig.26). 

En aquest pas el procés de mort cel·lular és irreversible.  
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Figura 26. Esquema de la via intrínseca o mitocondrial de l’apoptosi. L’alliberació del citocrom c indueix la 
formació de l’apoptosoma i activació de les caspases (Ledgerwood & Morison 2009). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27. Model de les vies de senyalització que efectuen l’apoptosi (Fulda i Vucic 2012)- 

 
La via intrínseca o mitocondrial està altament regulada pels membres de la 

família Bcl-2, proteïnes que s’associen entre sí a través dels seus dominis BH per 

formar homo- i/o hetero-complexes que juguen diferents papers en el procés de 

permeabilització de la membrana mitocondrial externa (MOMP) i la sortida del 

citocrom c. Es distingeixen membres amb funció pro-apoptòtica i membres amb 
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funció anti-apoptòtica. Les cèl·lules expressen membres pro-apoptòtics i anti-

apoptòtics, i el balanç entre tots dictaminarà la supervivència i mort cel·lular. Tots els 

membres de la família de proteïnes de Bcl-2 comparteixen el domini d’homologia BH 

(BCL-2 Homology: BH1, BH2, BH3, BH4). Aquests dominis d’homologia són crítics per 

la funció d’aquestes proteïnes, incluint el seu impacte en la supervivència cel·lular i la 

seva capacitat d’interactuar amb altres membres de la família i de les proteïnes 

reguladores. Els membres d’aquesta família es poden subdividir en tres grups segons 

la seva estructura i funció:  

 Membres anti-apoptòtics (Bcl-2-like) Tots ells tenen 4 dominis BH. Els dominis 

BH1, BH2 i BH3 formen un espai hidrofòbic que permet la interacció amb el 

domini BH3 de membres pro-apoptòtics. Si es sobrexpressen, protegeixen a les 

cèl·lules de diferents estímuls apoptòtics. Actuen prevenint la integritat de la 

membrana mitocondrial inhibint directament als membres pro-apoptòtics. 

(Danial & Korsmeyer 2004) (Fig.28). 

 Membres pro-apoptòtics multidomini (Bax-like): Conserven 2 ó 3 dominis BH. 

Quan s’activen, actuen perturbant les membranes intracel·lulars formant 

porus a la membrana mitocondrial externa, induint a MOMP i permetent la 

sortida dels factors mitocondrials (Danial & Korsmeyer 2004) (Fig.28). Bax i Bak 

són essencials per la formació del MOMP i apoptosi (Green & Evan 2002). 

 Membres pro-apoptòtics amb només el domini BH3 (BH3-only): tenen una 

seqüència més divergent als altres membres de la família Bcl-2, excepte en que 

mantenen el domini BH3, indispensable per la seva funció pro-apoptòtica. Es 

subdivideixen basant-se amb la seva capacitat per interactuar només amb 

proteïnes pro-apoptòtiques o amb proteïnes pro-apoptòtiques i efectores 

(Fig.28) (Danial & Korsmeyer 2004). Entre els membres BH-3-only que només 

s’uneixen a membres anti-apoptòtics trobem a Bad (Bcl-2 Antagonist of cell 

Death) i Noxa. Bim (Bcl-2 Interacting Mediator of cell death), Puma i tBid 

actuen amb proteïnes anti-apoptòtiques i proteïnes efectores induint 

l’oligomerització de Bax i Bak (Fig.29) (Chipuk et al. 2010).  
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Figura 28. Membres de la família de Bcl-2. Les proteïnes Bcl-2 like són anti-apoptòtiques i promouen la 
supervivència cel·lular; Bax-like i BH3-only promouen l’apoptosi. Es mostren els dominis BH i TM, que 
corresponen al domini d’homologia i al domini lipofílic transmembrana, respectivament (Lomonosova & 
Chinnadurai 2008). 

 
 

Les proteïnes BH3-only tenen un paper anterior a Bax/Bak, i la sobrexpressió de 

Bcl-2 o Bcl-XL bloqueja al MOMP induït per l’expressió de proteïnes BH3-only . Així els 

membres de la família de Bcl-2 són crucials per determinar la resposta mitocondrial a 

diversos estímuls pro-apoptòtics (Garrido et al. 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Diferents perfils d’unió i de potència apoptòtica de les proteïnes Bh3-only: l’habilitat de Bim, Puma i 
tBid per unir-se a totes les proteïnes anti-apoptòtiques contrasta amb la selectivitat de Bad i Noxa (Adams & 
Cory 2007). 

 
 
 

       Domini receptor 

       Domini lligand 
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3.1.2 Inhibició de les caspases: Família de les IAP 

La família de les IAP (Inhibitor of Apoptosi) comprèn un grup de proteïnes 

inhibidores fisiològiques de les caspases. Els principals membres d’aquesta família 

són: Xiap, hIAP1 (c-IAP2), hIAP2 (c-IAP1) i Survivina. Les proteïnes IAP es van descriure 

inicialment en baculovirus capaces d’inhibir el procés d’apoptosi a cèl·lules d’insectes 

infectades per aquest patogen (Crook et al. 1993). Són proteïnes conservades al llarg 

de l’evolució i s’han trobat homòlegs a vertebrats i invertebrats (Giménez-Bonafé et 

al. 2009). 

Les IAPs es caracteritzen per posseir tres motius d’unió a zinc 

d’aproximadament 70 residus, anomenats Baculoviral IAP Repeat (BIR), que permeten 

la interacció proteïna-proteina i serveixen pel reconeixement de motius d’unió a IAP 

(motius IBM) situats a la regió N-terminal de la caspasa iniciadora 9 i les caspases 

efectores 3 i 7 (Altieri 2010). També contenen un domini a la posició C-terminal 

anomenat RING el qual participa en el marcatge de proteïnes per a la seva degradació 

per ubiquitinització, ja que actuen com a E3 ubiqüitina ligases. A més, les IAP1 i IAP2 

també tenen un domini CARD o domini d’interacció proteïna-proteïna el qual 

afavoreix el reclutament de caspases (Fig. 30) (Zangemeister-Wittke & Simon 2004).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Membres de la família de les IAP i els seus dominis característics. Denominacions alternatives es 
mostren en parèntesis. La X-linked IAP (XIAP) és el membre millor caracteritzat d’aquesta família. Abreviacions: 
BIR, Baculoviral IAP Repeat; CARD, CAspase-Recruitment Domain; ILP, IAP-Like Protein; MIHA, Mammalian IAP 
Homologue A; NAIP, Neuronal Apoptosi Inhibitory Protein (Salvesen & Duckett 2002). 

 

http://www.nature.com/nrm/journal/v3/n6/glossary/nrm830.html#df2


                                                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 

 51 

Les IAPs exerceixen una àmplia gama d’activitats biològiques que promouen la 

supervivència del càncer i la proliferació cel·lular. Actualment es considera que només 

la Xiap és inhibidora específica i directa de les caspases pro-apoptòtiques (3, 7 i 9) 

(Eckelman & Salvesen 2006). Les mutacions, translocacions, amplificacions dels gens 

IAPs estan associats amb diversos tumors malignes (Fulda & Vucic 2012). 

L’activitat de les proteïnes IAP està regulada per un grup de proteïnes 

reguladores que s’uneixen a les IAP i inhibeixen el seu efecte anti-apoptòtic. Aquest 

grup de proteïnes es caracteritzen per la presència d’un residu conservat IAP-Binding 

Motif (IBM) en els seus extrems N-terminals que els permet unir-se al domini BIR de 

les IAP. Aquesta associació impedeix la unió de les IAP amb les caspases i en alguns 

casos estimula la seva auto-ubiqüitinització i degradació. Aquestes proteïnes són: 

Smac/ DIABLO, OMI/HTRA2 o GSPT1/eRF3 (Hegde et al. 2003), les quals es troben 

segrestades al mitocondri i són alliberades quan es reben estímuls apoptòtics. Es creu 

que l’activitat anti-apoptòtica de hIAP1 i hIAP2, que són les IAPs amb més similituds a 

XIAP, seria la d’unir-se a Smac/ DIABLO o OMI/HTRA2 per evitar que aquestes 

proteïnes s’unexin a XIAP i s’activin les caspases (Eckelman & Salvesen 2006). 

3.1.2.1   La Survivina 

La Survivina és el membre més petit de la família de les IAP o inhibidors 

d’apoptosi. És una proteïna de 16,5 KDa de 142 aminoàcids codificada per una sola 

còpia del gen localitzat en el cromosoma humà 17q25. Estructuralment la Survivina té 

un únic domini BIR (Baculoviral IAP Repeat) a la part central, el qual és essencial per la 

funció inhibidora de les caspases, i li manca el domini RING-finger present en altres 

membres de la família (Mita et al. 2008). La Survivina existeix principament com a 

homodímer, però estudis recents han demostrat que la Survivina monomèrica pot 

tenir alguna funció (Pavlyukov et al. 2011). El gen humà de la Survivina té splicing 

alternatiu generant 5 isoformes diferents: la forma salvatge de la Survivina o full 

lenght Survivin, Survivina-2B, SurvivinaΔEx3, Survivina-3B i Survivina 2α (Jacob et al. 

2012). La Survivina pot localitzar-se subcel·lularment al nucli i al citoplasma, i són 

regulades independentment durant la progressió del cicle cel·lular. En cèl·lules 

tumorals, Survivina també pot estar localitzada al mitocondri, i al produir-se l’estímul 
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que desencadena el procés d’apoptosi, pot ser alliberada al citoplasma conferint 

citoprotecció a través del bloqueig de la caspasa 9 (Dohi et al. 2004a). 

Regulació de la Survivina 

L’activitat de la Survivina pot ser regulada per mecanismes transcripcionals i 

post-traduccionals. L’expressió de la Survivina és dependent del cicle cel·lular, 

incrementant durant la fase G1 i sent màxima a la fase G2/M. L’augment a G2/M 

s’hipotetitza que és per inhibir la cascada apoptòtica durant la mitosi (Kanwar et al. 

2010). Tanmateix, s’ha suggerit que el gen SURVIVINA podria ser globalment 

desregulat a cèl·lules transformades, conduint a la seva sobrexpressió en totes les 

fases del cicle cel·lular, no només en fase G2/M.  

Un dels mecanismes de regulació de la Survivina té lloc a nivell transcripcional. 

L’activitat del promotor de la Survivina és regulada a través de la β-catenina, el qual 

indueix al factor de cèl·lules T o TCF. A més, la transcripció també por ser induïda per 

EGFR, NFkB, Myc, PI3K/AKT, Stat3 i Sp1. El mateix promotor conté dos llocs de 

reconeixement del factor de transcripció Sp1 (Li & Altieri 1999). P53 pot reprimir 

l’activació del promotor de la Survivina de forma indirecta mitjançant la inhibició de 

Sp1 (Esteve et al. 2007). Altres estudis pioners de Hoffman i col·laboradors van 

identificar la Survivina com un dels gens reprimits per p53 mitjançant la formació del 

complex E2F-Rb (Hoffman et al. 2002). Altres estudis de la repressió de Survivina 

mitjançant p53 són descrits per Mirza i col·laboradors (Mirza et al. 2002). S’ha 

demostrat que un dels repressors de la Survivina és BRCA (Wang et al. 2008), així com 

PTEN també juga un paper repressor de la Survivina (Guha et al. 2009). El factor de 

transcripció Stat3 juga un paper important en l’activació del promotor de la Survivina; 

s’ha observat que els inhibidors de Stat3 (SD-1029) disminueixen els nivells de 

Survivina i augmenten l’apoptosi en línies de CaOV (Duan et al. 2006). HIF-alfa-1 (HIF-

1α) és un altre factor de transcripció implicat en la regulació de la Survivina, a través 

del qual, el factor EGF estimula la regulació de Survivina en línies cel·lulars de càncer 

de mama. La via de senyalizació mitjançant Akt també està involucrada en l’expressió 

de la Survivina. Estudis demostren que els Inhibidors de la via PI3K/AKT com els 
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Geranylgeranyltransferasa I (GGTIs) indueixen apoptosi en cèl·lules de CaOV 

mitjançant la inhibició de la via PI3K/AKT i l’expressió de Survivina (Dan et al. 2004).  

A més de la regulació transcripcional, la Survivina obté modificacions post-

traduccionals. Survivina és regulada per la proteïna de xoc tèrmic 90 (Hsp90), 

coneguda per la seva activitat xaperona. La interrupció de la interacció Survivina-

Hsp90, resulta en la degradació de la proteïna mitjançant proteosoma, el que 

comporta defectes en la mitosi i apoptosi (Fortugno et al. 2003). Una altra modificació 

post-traduccional és la fosforilació de Survivina a la treonina 34 (Thr34) per Cdc2 

(CDK1), que la manté estable i relantitza el procés de degradació pel proteosoma. 

Aquesta fosforilació pot augmentar l’afinitat de la Survivina per la caspasa 9, o 

alternativament estabilizar el complex Survivina-caspasa-9 durant la divisió cel·lular. 

Aquesta forforilació serveix per mantenir viable a la cèl·lula durant la divisió cel·lular 

(O'Connor et al. 2000). S’ha observat que la inhibició de la fosforilació a la Thr34 

regula a la baixa l’expressió de Survivina i millora l’apoptosi dependent de caspasa en 

línies cel·lulars de CaOV (Pennati et al. 2005). 

La Survivina té una vida mitjana curta (30 minuts), sent regulada per mitjà de la 

degradació proteosomal després de ser poliubiqüitinitzada (Yamamoto et al. 2008). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Regulació de Survivina a nivell transcripcional i post-traduccional (Yamamoto et al. 2008). 

 
 

Funcions de la Survivina 

La Survivina juga un paper multifuncional dins la cèl·lula ja que pot actuar en 

diferents mecanismes fisiològics. A més de participar en la regulació de l’apoptosi, 
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també pot intervenir en múltiples funcions cel·lulars relacionades amb el cicle cel·lular 

com la divisió cel·lular, la resposta a l’estrés i la vigilància dels punts de control del 

cicle cel·lular, mitosi i reparació del DNA (Altieri 2008; Giménez-Bonafé et al. 2009). 

Les principals funcions establertes per la Survivina són la regulació del cicle 

cel·lular i la inhibició de l’apoptosi (Fig.32 i 33). En la regulació del cicle cel·lular, 

Survivina actua durant la metafase i anafase on té dues localitzacions diferents: una 

associada a la polimerització de la tubulina (inclou centrosomes, microtúbuls de la 

metafase i fus mitòtic de l’anafase) participant en la regulació dels moviments dels 

microtúbuls;  l’altra localització té lloc al cinetocor dels cromosomes a la metafase on 

juga un paper important en la segregació dels cromosomes. En aquest grup, la 

Survivina s’associa amb els reguladors de la citocinesi, tals com la quinasa Aurora B, 

INCENP i Borealin/Dasra, formant part del CPC. Per tant, la Survivina orienta 

adequadament els cromosomes en els cinetocors i contribueix a la formació del fus 

mitòtic bipolar (Mita et al. 2008) (Fig.32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Survivina en la mitosi. Survivina forma part del Chromosomal Passenger Complex que és essencial per 
la correcta segregació cromosòmica i citocinesi. A  més, la Survivina s’associa directament amb la polimerització 
de la tubulina i contribueix a la dinàmica dels microtúbuls (Mita et al. 2008).    

 

El paper de la Survivina amb l’apoptosi ha estat objecte de controvèrsia. 

Inicialment la Survivina i altres IAP van ser postulades per unir-se selectivament a les 
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caspases 3, 7 i 9 i promoure la seva degradació (Altieri 2003b). Tanmateix, aquest 

model va ser qüestionat per les observacions que Survivina manca dels motius 

estructurals que efectuen la unió a caspases, els quals sí són presents en altres IAPs 

(XIAP; c-IAP1, c-IAP2). Banks i col·laboradors suggereixen que Survivina és incapaç de 

lligar a caspases ja que no té la seqüència enllaçador trobada riu amunt del segon BIR, 

usada per lligar a la caspasa 3 (Banks et al. 2000). S’ha demostrat que la Survivina 

inhibeix directament l’activació de la caspasa 9, però no la de les caspases 3 i 7 (Mita 

et al. 2008). Quan la cèl·lula tumoral rep estímuls apoptòtics, la Survivina que està al 

mitocondri surt al citoplasma inhibint l’activitat de la caspasa 9 (Dohi et al. 2004a). Per 

dur a terme la inhibició, Survivina requereix del cofactor Hepatitis B virus X-Interaction 

Protein (HBXIP), que conjuntament inhibeixen la caspasa 9 (Marusawa et al. 2003). A 

més, també s’uneix amb XIAP per inhibir conjuntament a la caspasa 3 i 9 (Dohi et al. 

2004b). La inhibició de l’apoptosi mitjançant Survivina és un mecanisme més sofisticat 

que la inhibició de caspases directa i requereix de la cooperació d’altres molècules 

(Fig.33) (Mita et al. 2008). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Survivina i apoptosi. Amb les senyals pro-apoptòtiques, Survivina s’allibera del mitocondri al 
citoplasma i inhibeixa la caspasa 9 activa, requerint de la proteïna X del virus de l’hepatitis B (HBXIP) amb  X-
linked IAP (XIAP). Survivina és inhibida per  Smac/Diablo (Mita et al. 2008).     
 
 

Survivina i resistència al tractament 

Survivina s’expressa a nivells elevats durant el desenvolupament del teixit 

embrionari i fetal, mentre que en teixits adults la seva expressió és pràcticament 
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inapreciable excepte en placenta, tim, cèl·lules mare CD34+, i cèl·lules epitelials basals 

colòniques (Ambrosini et al. 1997; Gianani et al. 2001; Zhang et al. 2001; Liu et al. 

2010). Tanmateix, la sobrexpressió de Survivina s’ha observat en quasi tots els tumors 

malignes humans, incluint neuroblastoma, gliomes, càncer de pulmó, mama, estómag, 

esòfag, pàncrees, ovari, colon, melanoma (Church & Talbot 2012). En CaOV la 

sobrexpressió mitjana de Survivina és del 74% correlacionant-se amb un mal pronòstic 

de la malaltia (alt grau, tipus histològic, mutacions a p53) (Cohen et al. 2003). 

L’expressió de Survivina en CaOV augmenta durant la carcinogènesi: en ovari normal 

no hi ha expressió de mRNA de Survivina, mentre que es troba en un 73% en 

carcinomes d’ovari, 47% en tumors borderline i 19% en tumors benignes d’ovari. En 

els carcinomes d’ovari, els nivells d’expressió de mRNA de Survivina es correlaciona 

amb estadis clínics, el grau de diferenciació, els subtipus histològics i metàstasi. Per 

tant, la sobrexpressió de Survivina és important en la progressió dels tumors de CaOV 

i és un factor pronòstic (Liguang et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

Taula 6.  Survivina i càncer. Expressió de la Survivina en càncers humans (A) (Church & Talbot 2012). Nivells 
d’expressió de mRNA de Survivina a CaOV en els diferents graus de tumor, estadis, tipus histològics i metàstasi 
(B) (Liguang et al. 2007). 

 

Es coneix que el promotor de la Survivina es troba silenciat en cèl·lules normals, 

però altament activat en cèl·lules tumorals. L’expressió diferencial de Survivina entre 

cèl·lules normals i tumorals sembla estar relacionada no tant sols amb una 

hiperactivitat de determinades vies oncogèniques com E2F, Ras mutat, Stat3, NFKB, 

A B 
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entre d’altres, sinó també per la pèrdua de gens supressors com PTEN, p53, Rb, BRCA i 

APC, que de forma constitutiva silencien el gen de la Survivina (Andersen et al. 2007). 

La sobrexpressió de Survivina s’ha relacionat amb la resistència a un gran ventall 

d’agents quimioterapèutics i a la radioteràpia. La supressió de l’expressió de la 

proteïna podria conferir sensibilització als diferents tipus de tractament, així com el 

tractament amb CDDP. Una associació dels nivells de Survivina amb la resistència a 

l’apoptosi mediada pel CDDP s’ha reportat a línies de càncer de pròstata (Nomura et 

al. 2005), càncer de tiroides (Tirro et al. 2006) i mesotelioma (Zaffaroni et al. 2007). A 

més,  l’expressió de la Survivina a teixits de càncer ha revelat una correlació inversa 

per la supervivència global dels pacients amb carcinoma gàstric, càncer d’esòfag i de 

pulmó tractats amb CDDP (Koberle et al. 2010). 

S’han desenvolupat múltiples estratègies per inhibir l’expressió de la Survivina, 

així com oligonucleòtids anti-sentit, siRNA, ribozims, inmunoteràpia i molècules  

inhibidores (YM155). Es pot inhibir la transcripció a través del bloqueig del promotor 

(petites molècules com YM155), inhibint la traducció proteica (ús de siRNA, 

oligonucleòtids, ribozims) o interferint la seva funció (mutants dobles negatius). 

Alguns d’ells han estat provats en estudis clínics de fase I i II (Church & Talbot 2012). 

3.1.3 Paper de p53 en la regulació de l’apoptosi 

Un 60-80% dels CaOV presenta alteració molecular del gen TP53 (mutacions 

puntuals o delecions 17). La proteïna p53 també s’anomena “guardià del genoma” 

perquè és l’encarregada de coordinar la resposta cel·lular enfront un gran ventall 

d’estímuls tant diversos com: l’estrés produït pel trencament en una cadena de DNA, 

per radiacions UV, activitats oncogèniques, entre d’altres. Depenent del tipus i el 

nivell d’estímul, p53 pot actuar activant mecanismes d’apoptosi, senescència, aturada 

de cicle cel·lular, reparació del dany al DNA, metabolisme cel·lular o autofàgia 

(Vogelstein et al. 2000). Per portar a terme qualsevol d’aquestes accions, p53 actua 

com a factor de transcripció activant o reprimint la transcripció de gens essencials per 

cada resposta. La proteïna p53 es troba molt ben regulada per un seguit de 

modificacions post-traduccionals durant l’homeòstasi en cèl·lules normals i en 

resposta a un estímul d’estrés. L’activació de p53 consta de tres passos principals: 
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l’estabilització de la proteïna p53, l’antirepressió i l’activació del promotor específic. 

L’estabilització de p53 implica la seva fosforilació (per ATM, ATR, DNA-PK, Chk1/2) i els 

nivells de Mdm2; l’antirepressió per Mdm2 està regulada per l’acetil·lació i fosforilació 

de p53; i l’activació dels gens diana de p53 que impliquen modificacions post-

traduccionals addicionals com l’acetil·lació (segons l’acetil·lació de p53 s’activaran uns 

gens o altres) i la concentració de cofactors (Kruse & Gu 2009). 

3.1.3.1 Estructura i funció de p53 

El gen TP53 es localitza al braç curt del cromosoma 17 i conté 11 exons amb dos 

llocs alternatius de transcripció, i diverses formes de splicing alternatiu. Hi ha fins a 9 

isoformes diferents de p53, la funcionalitat de les quals està sent estudiada 

(http://p53.bii.a-star.edu.sg/aboutp53/index.php). Existeixen variants polimòrfiques 

de p53 que poden associar-se amb els nivells de mRNA de p53 i l’augment de càncer 

(Gemignani et al. 2004); aquests polimorfismes també poden modular la resposta a la 

quimioteràpia (Sullivan et al. 2004). La proteïna p53 consta de 393 aminoàcids, i mitja 

dotzena de dominis participen en la seva funció (Fig.34) (Olsson et al. 2007).  

En la regió amino-terminal (aminoàcids 1-44) conté el domini de transactivació 

(TAD, Transactivation Domain) imprescindible per l’activació transcripcional dels gens 

diana de p53. Conté el domini acídic de transactivació i el lloc d’unió a Mdm2, el qual 

inhibirà la funció transcripcional de p53. El domini ric en prolines (PR, Proline-Rich 

domain) (aminoàcids 58-101)  facilita la interacció proteïna-proteïna i que condueix la 

resposta de p53 induïda pel dany al DNA, activant el procés d’apoptosi. El domini 

d’unió a DNA (aminoàcids 102-292) és on es troben la majoria de mutacions (<90%). El 

28% de les quals succeeixen en sis residus (Fig.34) (Vousden & Lu 2002). El domini 

d’oligomerització (aminoàcids 325-356) consisteix en una cadena beta que 

interacciona amb l’altre monòmer de p53 per formar un dímer, seguida d’una hèlix 

alfa, la qual efectua la dimerització de dos dímers de p53 per formar un tetràmer. Una 

p53 funcional actua de forma tetramèrica, constituïda per dos homodímers de p53. En 

aquest domini també se situa una de les dues senyals d’exportació del nucli (NES, 

Nuclear Export Signal). En la regió carboxi terminal, hi ha 3 senyals de localització 

nuclear (NLS, Nuclear Localization Signal). La més N-terminal (aminoàcids 316-324) 

que consisteix en tres residus de lisina, és la més conservada (Fig.34). 

http://p53.bii.a-star.edu.sg/aboutp53/index.php


                                                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 

 59 

 

 

 
 

 
 
Figura 34. Dominis de la proteïna p53. El domini d’unió al DNA és la diana de més del 90% de les mutacions de 
p53 trobades en càncers humans (http://p53.bii.a-star.edu.sg/aboutp53/index.php;  Vousden & Lu 2002). 

 
3.1.3.2 Regulació de p53 a través de la interacció amb Mdm2 

Podem definir l’activació de p53 com un increment en la concentració de la 

proteïna i un augment en la seva activitat transcripcional cap a gens amb resposta a 

p53. En cèl·lules normals amb absència d’estrés i de mutacions per TP53, la proteïna 

p53 presenta una vida mitjana molt curta (de 6 a 20 minuts), els nivells de la qual 

estan molt regulats principalment per l’activitat E3 ubiqüitin lligasa de la proteïna 

Mdm2. Mdm2 i p53 es regulen mútuament a través d’un circuit de retroalimentació 

autoreguladora (Wu et al. 1993). Quan p53 s’activa i els seus nivells són alts, p53 

actua com a activador transcripcional del gen MDM2 (Barak et al. 1993). Mdm2 amb 

una vida mitjana molt curta degut a la seva activitat autoubiqüinitzadora, interactua 

amb p53 inhibeix la seva activitat mitjançant (Fig.35): 

 

 Unió al domini de transactivació de p53 (posició N-terminal) i inhibició de la 
seva activitat transcripcional (Momand et al. 1992; Chen et al. 1993). 

 Exportació de p53 del nucli al citoplasma promovent la seva degradació i la 
inhabilitat per accedir als gens diana.  

 Mdm2 té activitat E3 lligasa, promou la conjugació de p53 a poliubiqüitina. 
Aquesta conjugació a poliubiqüitina marca a p53 per ser degradada via 
proteosoma (Kubbutat et al. 1997). 

 
 
 
 
 
 

Freqüència de mutacions 

http://p53.bii.a-star.edu.sg/aboutp53/index.php
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Figura 35. Regulació de p53 per Mdm2. p53 i Mdm2 formen un loop de retroalimentació autoregulatori. P53 
estimula l’expressió de Mdm2. Mdm2 inhibeix l’activitat de p53 bloquejant la seva activitat transcripcional, 
afavorint la sortida de p53 del nucli i estimulant la seva degradació. El dany al DNA o l’activació d’oncògens 
indueixen l’activació de p53. Els oncògens regulen positivament a ARF, que evita la degradació de p53 mitjançant 
la inhibició de Mdm2. De forma similar, els inhibidors de la unió p53-Mdm2 haurien d’activar l’activitat 
supressora de tumors de p53 a cèl·lules que expressen p53 salvatge. Aquests compostos a l’unir-se amb Mdm2 
podrien afectar també les activitats de Mdm2 independents de p53 (Chene 2003). 

 
El lloc d’interacció entre ambdues proteïnes es troba en el domini N-terminal de 

p53, anomenat BOX1. En la interacció Mdm2-p53, s’ha observat que hi participen un 

nombre limitat de residus d’aminoàcids que són fonamentals per la interacció entre 

ambdues proteïnes. Únicament tres aminoàcids de p53 són essencials per la unió 

Mdm2-p53: Phe19, Trp23 i Leu26, els quals són inserits a una butxaca hidrofòbica que 

es troba a la superfície de la molècula de Mdm2 (Fig.36) (Klein & Vassilev 2004; 

Shangary & Wang 2008). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 36. Aspectes estructurals de la interacció p53-Mdm2  (Vassilev 2007). 
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3.1.3.3 Mecanismes d’estabilització i activació de p53 

L’activació de p53 depèn de senyals d’estrés, tant intrínsecs com extrínsecs 

(llum UV, hipòxia, dany al DNA, deprivació de nutrients, senyals oncogèniques, etc.). 

Aquests estímuls estan relacionats amb mecanismes que controlen la fidelitat de la 

replicació del DNA, la segregació dels cromosomes i la divisió cel·lular. 

Les senyals d’estrés que rep la cèl·lula són detectades ràpidament (entre 1 

minut i 1 hora) per unes proteïnes que transmetran la informació a p53, i regularan la 

seva concentració i activitat. La proteïna p53 rep unes modificacions post-

traduccionals, les quals poden donar-se a diferents llocs i impliquen: fosforilacions, 

acetil·lacions, metil·lacions, ubiqüinitzacions, sumolitzacions i neddilacions (Fig.37). A 

més, segons el tipus de dany al DNA, Mdm2 s’autopoliubiqüinitza degradant-se i 

incrementant els nivells de p53 (Harris & Levine 2005; Levine et al. 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Diversitat de senyals que porten a l’activació de p53 (Harris & Levine 2005).  

 

3.1.3.4 Dianes moleculars de p53 

Existeixen gens diana de p53 implicats en l’aturada de cicle cel·lular com: 

CDKN1A, 14-3-3σ i GADD45. Altres estan implicats en l’apoptosi, ja sigui la via 

extrínseca (CD95/FAS/APO1, DR4,DR5) o la via intrínseca (BAX, NOXA,PUMA) i 
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altres que ajuden a l’apoptosi encara que per mecanismes desconeguts (PERP, 

SCOTIN, P53, AIP, i alguns PIG) (Levine et al. 2006). Existeixen altres gens diana de 

p53: p48 i p53R2, implicats en la reparació del DNA, que contraresten les espècies 

reactives d’oxigen; altres que estan implicats en la comunicació cel·lular i que donen 

lloc a proteïnes de secreció: IGF-BP3 (que evita que IGF-1 activi una resposta de 

creixement), PAI i maspin (inhibidors de proteases), trombospondina (anti-

angiogènica), o TSAP-6 (augmenta la producció d’exosomes) (Fig.38). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Via de p53. Gens regulats i respostes cel·lulars (Harris & Levine 2005; Levine et al. 2006). 
 
 

4 Estratègies per sensibilitzar les cèl·lules 

tumorals: tractaments combinats 

4.1 Inhibició de la interacció entre p53 i Mdm2: Nutlines 

El gen MDM2 es troba amplificat o sobrexpressat en molts tipus tumorals. En un 

estudi es demostra que aproximadament el 48% dels tumors d’ovari tenen 

amplificació de MDM2, sent els tumors borderline i els carcinomes serosos els que 

presenten més amplificació (80% i 58%, respectivament), mentre que els mucinosos 

presenten un 33%, i els endometriodes no tenen amplificació (Mayr et al. 2006). La 
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majoria de tumors d’ovari borderline expressen més alts nivells de Mdm2 que els 

cistadenomes benignes i carcinomes (Palazzo et al. 2000). En presència d’alts nivells 

de Mdm2 disminueix la capitat d’activar p53, i tot i ser funcional, es troba inhibida per 

aquesta interacció promovent el procés de carcinogènesi (Chene 2003). El disseny de 

compostos que inhibeixen la interacció entre p53 i Mdm2 és una bona estratègia per 

l’activació de p53 en els tumors. Diversos estudis mostren que la disrupció de la 

interacció entre proteïnes mitjançant oligodesoxinucleòtids de MDM2 antisentit 

(Wang et al. 1999; Tortora et al. 2000) o petits pèptids (Chene 2003), poden 

desencadenar l’activació de p53 que donarà lloc a una inhibició del creixement 

tumoral. Les primeres molècules petites selectives i inhibidores de Mdm2 són les 

Nutlines (anàlegs de la cis-imidazolina). Les Nutlines poden actuar en un rang de 

concentració nanomolar desplaçant a la proteïna p53 i evitant la interacció amb 

Mdm2, i han demostrat ser capaces d’activar la via de p53 tant in vitro com in vivo 

oferint una prova de la utilitat terapèutica de la inhibició de Mdm2 en tumors amb 

p53 salvatge (Vassilev 2004).  

Les Nutlines es sintetitzen com a racèmics, on els enantiòmers poden ser 

separats a través de l’ús de columnes. Hi ha descrites tres classes de Nutlines: Nutlina-

1, Nutlina-2 i Nutlina-3 (Fig.39), la qual es pot subdividir en 3a i 3b. S’ha demostrat 

que les Nutlines actuen en un rang entre 100-300 nM però amb diferències d’afinitats 

entre enantiòmers, de 150-200 vegades. La Nutlina-3b és 150 vegades menys potent 

que el seu enantiòmer Nutlina-3a respecte a la unió amb Mdm2. Per tant, la Nutlina-

3b serveix com a control de l’activitat cel·lular no relacionada amb Mdm2 (Vassilev 

2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Estructura molecular de la Nutlina-1,-2,-3 (Vassilev 2004). 
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4.1.1 Mecanisme d’acció de les nutlines 

Les Nutlines penetren a la membrana cel·lular i actuen desplaçant la interacció 

de p53 amb Mdm2. La molècula de Nutlina imita els tres residus d’aminoàcids de p53 

(Phe19, Trp23 i Leu26) fonamentals per la interacció entre Mdm2-p53, els quals 

s’insereixen a la butxaca hidrofòbica de la superfície de la molècula de Mdm2. La 

Nutlina s’uneix a la butxaca hidrofòbica de Mdm2, degut a que imita dits aminoàcids, 

així evitant la unió de p53 a Mdm2  (Vassilev 2007) (Fig.40). 

 

 

 

 

Figura 40. Mecanisme d’acció de la Nutlina. La molècula de Nutlina (vermell) imita els tres residus d’aminoàcids 
crucials de p53 (verd) per la interacció entre Mdm2-p53. S’uneix a la butxaca hidrofòbica de Mdm2 (blanc) 
inhibint la interacció Mdm2-p53 (Vassilev 2007). 

 
Un dels primers mecanismes per l’activació de p53, com bé s’ha esmentat, són 

les modificacions post-traduccionals que exprimenta la molècula, on les fosforilacions 

són les més estudiades. En un estudi de Thomson i col·laboradors on van tractar les 

cèl·lules de càncer de colon humà amb Nutlina i van analitzar 6 residus de serina claus 

per a la activació de p53, van demostrar que la Nut3a, a diferència d’altres compostos, 

no induïa fosforilacions. No obstant, la Nutlina és capaç d’induir la transactivació de 

gens diana de p53 i la inducció d’apoptosi, igual o millor que altres agents 

quimioterapèutics (Thompson et al. 2004). 

El tractament in vitro amb Nutlina de cèl·lules tumorals amb p53 salvatge, pot 

induir -depenent del tipus cel·lular- diversos fenòmens, entre els que s’inclouen: 

aturada del cicle cel·lular, disminució de la proliferació cel·lular, inducció d’apoptosi i 

en alguns casos, senescència. La resposta ve donada a través de l’activació 

transcripcional dirigida per p53 (Vassilev 2007). Això s’ha demostrat en: osteosarcoma 

(Pishas et al. 2011), limfoma (Manfe et al. 2012), leucèmia limfoblàstica aguda (Gu et 

al. 2008), leucèmia limfocítica crònica (Coll-Mulet et al. 2006), leucèmia mielògena 
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aguda (McCormack et al. 2011), càncer de pulmó (Cao et al. 2006), càncer de pròstata 

(Logan et al. 2007), glioblastoma (Villalonga-Planells et al. 2011), i cèl·lules escamoses 

de cap i coll (Roh et al. 2011). 

 En la majoria dels estudis anteriors també s’ha observat que la combinació de 

Nutlina amb un altre agent antineoplàsic, potencia el seu efecte per un mecanisme 

sinèrgic (Coll-Mulet et al. 2006; Secchiero et al. 2007; Barbarotto et al. 2008; Carter et 

al. 2008; Kojima et al. 2008; Zhu et al. 2008; Drakos et al. 2009; Voltan et al. 2010) i 

també amb la radiació (Long et al. 2010). 

La Nutlina indueix apoptosi a cèl·lules que tenen p53 salvatge, tot i que hi ha 

estudis indiquen que pot induir apoptosi a cèl·lules amb p53 mutada però parcialment 

funcional (Drakos et al. 2009). A les cèl·lules que no obtenen p53 funcional, Nutlina 

pot induir l’activació d’altres proteïnes associades a Mdm2, com p73 i E2F1 i activar 

l’apoptosi per un mecanisme independent de p53. p73 s’ha proposat ser un dels 

factors responsables de l’efecte observat amb la Nutlina a cèl·lules amb p53 mutat. 

S’ha demostrat que quan les cèl·lules tenen p53 disfuncional i s’exposen a altes 

concentracions de Nutlina (per exemple 20-30 µM), p73 és desplaçada de la seva unió 

amb Mdm2, donant com a resultat la detenció del cicle cel·lular i l’apoptosi (Lau et al. 

2008; Peirce & Findley 2009; Tabe et al. 2009). També s’ha demostrat que la Nutlina 

inhibeix la unió de E2F1 amb Mdm2, augmentant l’activitat transcripcional de E2F1 i 

augmentant la inducció d’apoptosi després de la quimioteràpia a través de l’augment 

de p73 i Noxa, a cèl·lules amb p53 mutada (Ambrosini et al. 2007). La Nutlina potencia 

l’efecte de la quimioteràpia convencional a cèl·lules de limfoma de cèl·lules T que 

tenen pèrdua de p53 (Manfe et al. 2012), així com sensibilitza a línies cel·lulars de 

sarcoma al  CDDP i a la Doxorrubicina amb p53 mutada (Ohnstad et al. 2011). 

Han hagut avenços en el desenvolupament de molècules inhibidores de la 

interacció Mdm2-p53, com molècules terapèutiques potencials per tractar el càncer, 

amb ènfasi a la Nutlina (Secchiero et al. 2011; Shen & Maki 2011). Un dels inhibidors 

de Mdm2 emergents és RO5045337 (RG7112), que es tracta d’una formulació oral 

d’una molècula derivada de la Nutlina que es troba actualment en estudis clínics de 

fase I, per pacients amb tumors sòlids avançats (NCT00559533), leucèmia aguda 



                                                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 

 66 

refractària i leucèmia linfocítica crònica (NCT00623870). L’objectiu d’ambdós estudis 

és determinar la dosi màxima tolerada i la dosi òptima de RO5045337, administrat 

com a monoteràpia. Les dades preliminars han demostrat que els perfils de seguretat 

acceptables amb la resposta són els pacients amb liposarcoma, leucèmia mielògena 

aguda i la leucèmia linfocítica crònica (Yuan et al. 2011). Un altre inhibidor de Mdm2 

que s’ha provat en estudis clínics en fase I, és un nou derivat de la triptamina JNJ-

26854165 (NCT00676910), el qual s’ha administrat a pacients amb tumors sòlids en 

estat avançat i/o refractaris per avaluar la seguretat, la dosi òptima i la dosi màxima 

tolerada, administrat com a monoteràpia (Yuan et al. 2011). 

4.1.2 Nutlines i cisplatí 

Tal com s’ha comentat prèviament, moltes neoplàsies entre les que s’inclouen 

el CaOV, són resistents al tractament amb CDDP. Degut aquest fet, s’estan realitzant 

grans esforços en la recerca de noves molècules que permetin sensibilitzar aquests 

tumors enfront al tractament, i aconseguir millorar la supervivència de la pacient així 

com la seva qualitat de vida. Diversos estudis mostren que uns nivells baixos de p53 a 

la cèl·lula indueixen resistència després del tractament amb quimioteràpia o 

radioteràpia; la inhibició de p53 per part de Mdm2 pot ser unes de les causes que 

explicarien aquesta resistència (Chen et al. 1996). 

Estudis previs han demostrat que el tractament amb Nutlina sensibilitza enfront 

al CDDP induint diferents mecanismes en funció del tipus cel·lular tractat. En un estudi 

realitzat amb cèl·lules de neuroblastoma, es va demostrar que la Nutlina estabilitzava 

a p53 i sensibilitava a les cèl·lules al CDDP induint apoptosi (Barbieri et al. 2006). Aíxi 

mateix, estudis amb tumors testiculars malignes de cèl·lules germinals (Bauer et al. 

2010), càncer testicular (Koster et al. 2011), i càncer gàstric (Endo et al. 2011) han 

demostrat que la Nut3a té un efecte additiu o sinèrgic amb el CDDP potenciant 

l’efecte apoptòtic. 

Un important estudi ha descrit que la Nutlina inhibeix l’apoptosi del ronyó 

durant el tractament amb CDDP (Jiang et al. 2007). La Nutlina bloqueja l’activació de  

Bax i Bak i la sortida del citocrom c, així evitant l’apoptosi a les cèl·lules del ronyó. 

Donat que el CDDP és un agent que es caracteritza per presentar nefrotoxicitat (Arany 
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& Safirstein 2003; Taguchi et al. 2005), l’ús de la Nutlina combinada amb el CDDP 

podria ser útil per evitar la toxicitat generada per aquest agent. 

 

4.2 Molècules inhibidores de la Survivina: YM155 

La Survivina, membre crític de la família de proteïnes inhibitòries de l’apoptosi 

(Deveraux & Reed 1999; Salvesen & Duckett 2002; Liston et al. 2003), es troba 

altament expressada en càncers humans i indetectable als teixits adults diferenciats 

normals (Li & Ling 2006). Survivina està implicada en la regulació de l’apoptosi i en el 

control del cicle cel·lular i mitosi (Altieri 2003a; Wheatley & McNeish 2005), així com 

en altres processos fisiopatològics (Li & Brattain 2006; Lechler et al. 2007), incluint la 

seva importància a l’inici del càncer (Dasgupta et al. 2006), l’angiogènesi (Conway et 

al. 2003; Iurlaro et al. 2004; Byun et al. 2007), la progressió del tumor, la resistència a 

fàrmacs i radiació (Virrey et al. 2008), i la recidiva tumoral (Li 2005). Donat que es 

troba altament expressada en càncer, té capacitat per inhibir l’apoptosi, la resisència 

als fàrmacs i la radiació, la promoció de proliferació de cèl·lules tumorals i la seva 

associació en diversos paràmetres clínico-patològics, Survivina és potencialment un 

dels objectius més prometedors pel tractament pel càncer. A més, degut la seva 

absència en teixit normal, té potencial per tenir una toxicitat molt limitada (Cheng et 

al. 2012).  

La Survivina no és una proteïna de membrana i no té una activitat enzimàtica 

intrínseca, de manera que trobar tractaments que tinguin com a objectiu inactivar les 

funcions de Survivina és una tasca complexa. A més, estudis cristalogràfics han 

demostrat la presència de pocs llocs potencials perquè els fàrmacs puguin actuar. 

Malgrat això, s’han descrit múltiples estratègies que tenen com objectiu disminuir 

l’expressió o funció de Survivina, les quals inclouen: oligonucleòtids anti-sentit, siRNA, 

ribozims, la inmunoteràpia, mutants dominants-negatius i petites molècules. L’ús dels 

antagonistes de Survivina en combinació amb les teràpies antitumorals convencionals, 

podria ser una opció òptima pel tractament del càncer (Ryan et al. 2009). 

Una de les primeres molècules utilitzades per inhibir Survivina és Sepantronium 

bromide, també conegut com a YM155. És un petit compost amb una única estructura 
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química (Fig.41) que va ser seleccionat mitjançant un cribatge d’alt rendiment com a 

supressor específic de l'expressió de Survivina per inhibició del seu promotor. La 

inhibició del promotor ocasiona una inhibició del mRNA i la proteïna de forma temps i 

dosi-dependent, donant lloc a una activació de l’apoptosi, sense afectar els nivells 

d’expressió d’altres IAPs tant in vitro com in vivo (Nakahara et al. 2007; Nakahara et 

al. 2011a).  

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Estructura química de l’YM155 (Minematsu et al. 2008). 

 
 

Els efectes antitumorals de l’YM155 s’han analitzat en una bateria de 119 línies 

tumorals humanes, observant-se una major activitat antitumoral a línies cel·lulars 

derivades de limfoma de no Hodking, càncer de pròstata hormono-dependent, càncer 

d’ovari, sarcoma, càncer de pulmó de cèl·lula gran, càncer de mama, leucèmia i 

melanoma (Nakahara et al. 2011a). El registre promig d’inhibició del creixement del 

50% (IC50) avaluat per assaig de sulforhodamina B va ser de 15 nM. La mitjana de 

valors de IC50 per a cèl·lules mutants per p53 va ser de 11 nM, mentre que per 

cèl·lules amb p53 salvatge va ser de 16 nM, el que suggereix que l’YM155 inhibeix el 

creixement independentment de l’estat de p53 (Nakahara et al. 2011a). En models de 

xenoinjert de mama, bufeta, càncer de pulmó de cèl·lula gran i malanoma, la infusió 

contínua de YM155 durant 3 ó 7 dies (1-10 mg/kg) va demostrar una activitat 

antitumoral significativa sense mostrar pèrdua del pes corporal dels ratolins. 

Regressions tumorals induïdes per l’YM155 es van associar a la reducció dels nivells 

intratumorals de l’expressió de Survivina, l’augment de l’apoptosi i la disminució dels 

índexs de mitosi (Nakahara et al. 2011a). 

 

 

pc
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4.2.1 Mecanisme d’acció de l’YM155 

Estudis de farmacocinètica revelen que la distribució de l’YM155 als teixits 

tumorals és 20 vegades més alta que en plasma. Menor concentració d’YM155 en 

plasma reflexa una reduïda exposició a teixits normals, mentre que una major 

concentració en els tumors, reflexa una major exposició a teixits tumorals. Aquesta 

diferència entre ambdues localitzacions podria ser explicada per l’estructura de la 

molècula. Es coneix que diversos transportadors de cations orgànics es troben 

sobrexpressats en càncers humans, i tenint en compte que l’YM155 és una molècula 

petita, composta amb un resta de catió orgànic, existeix la possibilitat que s’incorpori 

a l’interior de les cèl·lules canceroses mitjançant aquests transportadors (Nakahara et 

al. 2007). Estudis han demostrat que l’YM155 en humans és absorbit de la sang als 

hepatòcits i a cèl·lules tubulars proximals via transportadors orgànics de cations 1 /2 

(OCT1 i OCT2). Per tant a les línies cel·lulars, l’YM155 és introduït al seu interior 

mitjançant els transportadors OCT1/2 (Minematsu et al. 2010). 

Un estudi recent investigà la capacitat de l’YM155 per inhibir selectivament la 

transcripció de Survivina, i revelà que el nucli promotor de la Survivina (269pb) juga 

un paper important en els efectes inhibitoris de l’YM155, sent un esdeveniment 

selectiu sense l’associació de la detenció a fase G1 del cicle cel·lular. També es va 

demostrar que la inhibició del promotor de Survivina mitjançant YM155, és en part, a 

través de la inhibició de la transcripció mitjançant la interrupció de Sp1 amb la regió     

-149 a -71 del nucli promotor de la Survivina (Cheng et al. 2012). Recentment s’ha 

identificat que un dels objectius moleculars de l’YM155 és el factor de transcripció 

d’interleucina potenciador d’unió factor 3 (ILF3), que regula l’expressió de la Survivina. 

El complex (ILF3)/NF110 és objetiu directe de la unió de l’YM155. L’augment de 

l’activitat  del promotor de la Survivina per la sobrexpressió de ILF3/NF110 és 

atenuada per l’YM155 d’una manera dependent a la concentració, el que suggereix 

que ILF3/NF110 és l’objectiu fisiològic a través del qual l’YM155 efectua la supressió la 

Survivina. Els resultats també mostren que l’única regió C-terminal de la ILF3/NF110 

és important per promoure l’expressió de la Survivina, ja que és important per l’alta 

afinitat d’unió amb l’YM155 (Nakamura et al. 2012). Un altre estudi demostra que 

p54NRB s'uneix al promotor de Survivina regulant-ne l'expressió. p54NRB forma un 
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complex amb ILF3 i activen la transcripció de Survivina. L’YM155 indueix la interrupció 

del complex ILF3/ p54NRB, transportant a ILF3 al nucleol separant-lo de p54NRB i per 

tant, inhibint la transcripció de Survivina. A més, la regulació de l'expressió de 

Survivina mitjançant el complex ILF3/ p54NRB actua coordinadament amb E2F1 i E2F2 

(Fig.42) (Yamauchi et al. 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 42. Paper del complex ILF3/ p54
NRB

 en la transcripció de la Survivina, regulada per l’YM155 (Yamauchi et 

al. 2012). 

Estudis recents han demostrat que un nou compost imidazolium naphtquinona 

anomenat NSC80467 presenta un aspecte d’activitat similar a l’YM155. Ambdós 

agents tenen símil estructural, un alt grau de coeficient de correlació i capacitat per 

inhibir l’expressió de Survivina. El tractament de línies cel·lulars PC3 amb cadascun 

dels agents, va mostrar una inducció dosi-dependent (a dosis nanomolars) dels 

marcadors de dany de DNA γH2AX i KAP-1. La dosi necessària de cada agent per 

estimular γH2AX va ser considerablement inferior a la dosi necessària per inhibir 

Survivina, demostrant que el dany al DNA és el primer esdeveniment generat per 

ambdós agents. La resposta al dany al DNA va ser confirmada amb un panel de línies 

cel·lulars tractades amb els dos agents, on es va demostrar que γH2AX i KAP-1 

s’expressaven en presència de les molècules. Aquest estudi va demostrar que 

NSC80467 i l’YM155 són agents de dany al DNA, on la supressió de Survivina seria un 

esdeveniment secundari (Glaros et al. 2012). NSC80467 i l’YM155 són quinones 

poliaromàtiques que pertanyen funcionalment a un grup divers d’agents contra el 

càncer (incluint antraciclines, doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicina C i 

mitoxantrones) que són principalment agents intercalants i perjudicials del DNA. 

Malgrat que  NSC80467 i YM155 no obtenen el grup alquilant altament reactiu (per 
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exemple, l’aziridina en mitomicina C), tenen un alt potencial per intercalar-se al DNA i 

generar dany (Glaros et al. 2012). 

Actuament l’YM155 es troba en estudis clínics de fase I i II per diferents tipus de 

càncer, administrat com a monoteràpia o en combinació amb altres agents 

quimioterapèutics (Church & Talbot 2012). En estudis clínics de fase I, l’YM155 ha 

estat provat en pacients amb tumors sòlids avançats i amb limfomes. Les conclusions 

de l’estudi permeten afirmar que l’YM155 pot ser administrat de forma segura, sense 

aparició d’una toxicitat severa. En alguns pacients es mostra reducció tumoral 

analitzada per tomografia computeritzada (Tolcher et al. 2008; Satoh et al. 2009). 

Dels estudis en fase II alguns es troben encara en estat actiu 

(http://www.clinicaltrials.gov). Els resultats dels estudis amb càncer de pulmó de 

cèl·lula gran avançat, melanoma avançat, càncer de pròstata resistent a la teràpia amb 

taxans i linfoma refractari difós de cèl·lules B, demostren que l’YM155 com a 

monoteràpia té una modesta activitat antitumoral, però és probable que en 

combinació amb altres tractaments pugui tenir una acció quimio o radiosensibilitzant 

(Tolcher et al. 2008; Giaccone et al. 2009; Lewis et al. 2011; Cheson et al. 2012). 

Estudis preclínics amb l’YM155 en combinació amb agents quimioterapèutics, 

demostren que el doble tractament indueix molta més apoptosi comparat als 

tractaments simples, tan in vitro com in vivo. En un model de xenoinjert humà de 

pulmó (NSCLC), la combinació de l’YM155 amb docetaxel indueix intensament 

l’apoptosi i millora l’activitat antitumoral, en comparació amb l’YM155 o el docetaxel 

com agents únic (Nakahara et al. 2011b). En melanoma, el tractament combinat 

d’YM155 amb docetaxel indueix una major apoptosi que la suma de les taxes 

individuals dels tractaments simples in vitro i amb regressió tumoral en el model de 

xenoinjert de melanoma, sense pèrdua de pes corporal (Yamanaka et al. 2011). 

YM155 combinat amb Rituximab genera millores significatives en la regressió del 

tumor i supervivència en models de xenoinjert de limfoma de no Hodking, demostrant 

que l’efecte antitumoral de la combinació de l’YM155 amb Rituximab s’acompanya 

d’una disminució en el metabolisme de la glucosa del tumor i la proliferació cel·lular 

(Kita et al. 2012). L’YM155 potencia la quimiosensibilitat a la gemcitabina a les 

http://www.clinicaltrials.gov/
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cèl·lules de càncer de pàncrees i potencia l’efecte antitumoral als xenoinjerts (Yoon et 

al. 2012).  

4.2.2 YM155 i cisplatí 

Estudis previs han demostrat que el tractament amb l’YM155 sensibilitza 

enfront al CDDP a diferents tipus cel·lulars, mitjançant la inhibició de Survivina i 

conseqüent inducció d’apoptosi i/o mitjançant la inhibició de la reparació del DNA. 

Estudis demostren que l’YM155 sensibilitza a les cèl·lules de càncer de pulmó als 

compostos del platí in vitro i in vivo; s’observa sinergisme entre ambdós compostos 

augmentant l’apoptosi i inhibint la reparació del DNA (Iwasa et al. 2010). El pre-

tractament amb YM155 reverteix la resistència al CDDP a cèl·lules tumorals de cap i 

coll in vitro i in vivo sense produir toxicitat sistèmica i millorant l’eficàcia terapèutica 

del CDDP (Kumar et al. 2012). 

L’inhibidor farmacològic YM155 ha demostrat una toxicitat acceptable i eficàcia 

terapèutica com agent únic a les primeres etapes d’assajos clínics. L’YM155 en 

combinació amb teràpies citotòxiques, també ha demostrat actuar amb sinèrgia 

sensibilitzant a les cèl·lules a la quimioteràpia convencional, així com la sensibilització 

de cèl·lules al CDDP, el que podria suposar una millora terapèutica a la teràpia actual 

del CaOV. 
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OBJECTIUS 

El càncer d’ovari (CaOV) és el quart càncer ginecològic més freqüent després del 

càncer de mama, endometri i cèrvix, i representa la cinquena causa de mort per 

càncer a la població femenina. De tots els tipus de CaOV, l’epitelial representa el 90% 

de tots els tumors d’ovari i són els més letals. La baixa supervivència associada al 

CaOV és deguda, en la majoria de casos, al fet que les pacients es diagnostiquen en un 

estadi avançat de la malaltia, al no haver fins al moment un mètode de diagnòstic de 

detecció precoç. A més, són tumors poc sensibles als tractaments estàndars degut a 

múltiples factors, entre els quals s’inclouen característiques intrínseques primàries, i 

altres adquirides durant el decurs de la malaltia, fenomen conegut com a 

quimioresistència, al que comporta un mal pronòstic de la pacient. El tractament del 

CaOV es basa en la cirurgia citoreductora, i un cop extripat el tumor i determinat 

l’extensió de la malaltia, s’estableix el tractament amb quimioteràpia, basada en la 

combinació de platí (cisplatí, CDDP) i taxans (paclitaxel). 

Malgrat als esforços en la innovació de noves tècniques quirúrgiques i la millora 

dels protocols quimioterapèutics, la majoria de les pacients presenten una 

supervivència als 5 anys del 30%.  

L’objectiu global d’aquesta tesi ha estat avançar en el coneixement dels 

mecanismes de quimioresistència del CaOV epitelial humà al cisplatí. Aquest objectiu 

general es pot concretar en tres objectius específics: 

1. Establir cultius primaris de CaOV epitelial a partir de mostres humanes 

utilitzant-se com a model ex vivo per l’estudi de la resposta al tractament del 

CaOV amb noves combinacions de molècules. 

2. Estudiar l’efecte de l’inhibidor de Mdm2 Nutlina-3a, sol i en combinació amb 

CDDP en línies cel·lulars i cultius primaris de CaOV, per avaluar la capacitat 

sensibilitzadora al CDDP. 
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3. Determinar l’efecte de l’inhibidor de Survivina YM155, sol i en combinació amb 

CDDP, en línies cel·lulars i cultius primaris de CaOV per avaluar la seva 

capacitat de sensibilització al CDDP. Per corroborar els estudis in vitro i ex vivo 

s’ha usat un model xenoinjert de CaOV.   
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MATERIALS I MÈTODES 

1 Cultius cel·lulars  

1.1 Recollida de mostres de pacients  

La recollida de mostres per l’establiment de cultius primaris va ser tant de 

tumors sòlids com de líquids ascítics (LASC).  

Els tumors sòlids es van obtenir de biòpsies de pacients i es van recullir al Servei 

d’Anatomia Patològica de l’Hospital Universitari de Bellvitge  (HUB). Les mostres van 

ser preservades i transportades des de l’hospital al laboratori en condicions estèrils  

amb medi MCDB105/M199 (Taula M7) (1:1) a temperatura ambient. Part de la mostra 

es va utilitzar per establir el cultiu primari i la resta es va guardar a -80°C pel seu 

posterior ús. Tota la informació de la mostra es va recopilar en una base de dades 

interna on es va anotar la data de recollida, el pes del tumor, el tipus i els vials de la 

mostra que es van poder congelar a -80°C. Per cada mostra es tenia el número 

corresponent de biòpsia assignat pel servei d’anatomia patològica i una codificació 

pròpia. En aquesta, s’hi indicava el número de tumor processat, seguit del passe. 

Exemple: #7p1 (mostra número 7, passe 1). 

Els LASCs es van obtenir de les laparatomies o les paracentesis terapèutiques 

procedents del Servei de Ginecologia de l’HUB. Les mostres es van recullir al quiròfan 

en un recipient estèril i es van transportar al laboratori a temperatura ambient. Tota la 

informació de la mostra es va guardar en una base de dades interna on es va anotar la 

data de recollida, el volum de la mostra, el tipus i el número d’historial clínic de la 

pacient. Per cada mostra es tenia una codificació pròpia, seguint el model dels tumors 

sòlids. Exemple: LASC#8p2 (mostra número 8, passe 2). 

En tots dos casos, la identitat de la pacient es va mantenir confidencial.  
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El diagnòstic de cada mostra va ser realitzat pel Servei d’Anatomia Patològica 

del HUB, seguint els criteris clínics, morfològics i moleculars de classificació proposada 

per l’OMS. Les pacients van ser informades i van donar el seu consentiment firmat per 

l’ús de les mostres en estudis d’investigació, a més dels projectes desenvolupats que 

es troben avalats pel Comitè Ètic de l’HUB, número de protocol 06/03.  

1.2 Establiment de cultius primaris de CaOV 

Segons si el tipus de mostra era tumor sòlid o LASC, es va procedir a realitzar un 

protocol determinat.  

1.2.1 Tumors sòlids 

El medi de transport es va retirar i la mostra es va decantar en una placa de 

Petri de 6 ó 10 cm, depenent de la mida de la mostra.  Part del medi es va eliminar 

amb precaució de no perdre teixit. Quan la mida de la mostra va ser suficientment 

gran, amb ajuda del bisturí i pinces, es va tallar un tros i es va posar a un criovial per a 

ser congelat a -80°C, rotulant el número de tumor, el número de biòpsia i la data de 

processament.  

La resta de la mostra es va pesar i es va procedir a la disgregació mecànica: en 

una placa de Petri s’hi va afegir un volum de Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) 

(Taula M7) sense Ca2+ i sense Mg2+ fins a cobrir la mostra. Amb l’ajuda del bisturí i 

les pinces estèrils es va disgregar mecànicament fins a obtenir trossos de la mida de 

~1-4 mm3 (Fig.M1). Posteriorment, es va realitzar la disgregació enzimàtica amb 

col·lagenasa II  a una concentració final de 200 U/ml amb el volum corresponent de 

HBSS segons el pes de la mostra: < 100 mg (0,5 mL de col.lagenasa II + 4,5 mL de 

HBSS), 100-500 mg (1 mL de col.lagenasa II + 9 mL de HBSS), > 500 mg: 2 mL de 

col.lagenasa II + 18 mL de HBSS). La mostra es va mantenir en agitació constant (80 U) 

a 37°C durant aproximadament 1 hora. El temps de disgregació va ser variable en 

funció de la mida, la textura i el tipus de tumor. Per facilitar el procés, els agregats es 

van acabar de disgregar suaument pipetejant diverses vegades amb la pipeta p1000. 

Un cop la mostra disgregada, es va centrifugar a 500 g durant 5 minuts per retirar el 

medi HBSS, resuspenent amb medi fresc MCDB105/M199 (1:1) amb presència de 10% 
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de sèrum boví fetal (FBS) (Taula M7) i 1% de penicil·lina-estreptomicina (Taula M7). Es 

va centrifugar a 500 g durant 5 minuts i es va retirar el sobrenedant. A continuació el 

pellet de cèl·lules es va resuspendre amb medi fresc, en un volum adequat en funció 

del nombre de plaques que es sembraven (uns 200 mg de teixit a cada placa de 6 cm).  

Els cultius primaris es van mantenir en un incubador amb atmòsfera humida, pressió 

parcial de CO2 del 5% a una temperatura constant de 37°C. 

 

 

 

 

Figura M1. Establiment de cultius primaris de CaOV a partir de mostra sòlida. 

 
 

1.2.2 Líquid ascític (LASC) 

Un volum de 10 mL de LASC es va transferir directament a flascons de T-75 amb 

un volum equivalent de medi complet MCDB105/M199 (1:1), 10% de sèrum boví fetal 

(FBS) i 1% penicil·lina-estreptomicina. El nombre de flascons T-75 usats per mostra va 

dependre del volum inicial d’aquesta. Amb volums grans, la mostra es va 

homogeneitzar, sembrant-se un màxim de 10 flascons de T-75, amb LASC directe i 

amb el volum equivalent de medi complet. Per l’obtenció de cultius primaris a partir 

de pellet de LASC, es va obtenir un volum de LASC de 50 mL, es va centrifugar a 300 g 

durant 5 minuts i el pellet es va resuspendre amb medi complet per plaquejar-lo en un 

flascó de T-75. Un volum de LASC de 25-50 mL es va centrifugar a 500 g durant 5 

minuts i el pellet i el sobrenedant es van guardar a -80°C en tubs diferents, pel 

posterior ús. Els LASCs es van mantenir en un incubador amb atmòsfera humida, 

pressió parcial de CO2 del 5% a una temperatura constant de 37°C (Shepherd et al. 

2006).  
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1.3 Manteniment dels cultius primaris de CaOV 

Al dia següent, els cultius primaris s’observaven al microscopi òptic, i 

normalment, després de 24 hores de plaqueig, algunes cèl·lules ja s’observaven 

adherides a la placa. Si el cultiu presentava molts eritròcits i detritus cel·lulars, es 

retirava el sobrenedant i s’afegia 100% de medi fresc, per evitar la dificultat 

d’observació i la possible reduïda viabilitat del cultiu primari. Tanmateix, si el cultiu 

primari presentava pocs eritròcits i detritus cel·lulars, s’afegia medi condicionat al 

90%. El medi condicionat consisteix en afegir al medi fresc (MCDB105/M199) un 

volum de medi que ja ha estat en cultiu. Aquest es retira de la placa i es centrifuga a 

300 g durant 5 minuts. Un volum determinat del sobrenedant es filtra amb una malla 

de 0,70 µM i es mescla amb un volum de medi fresc, el qual varia en funció del temps 

que té el cultiu i la confluència d’aquest. Quan els cultius primaris estan poc 

confluents, el medi condicionat es fa del 90% (90% sobrenedant en 10% de medi 

fresc), i a mesura que augmenta la confluència cel·lular disminueix el percentatge de 

medi condicionat, des del 70% al 10% (aquest últim quan la confluència del cultiu és 

del 90%). La renovació parcial es va fer cada 2-3 dies amb medi condicionat per evitar 

la pèrdua dels factors de creixement que les pròpies cèl·lules en cultiu sintetitzen i 

excreten al medi.  

Per eliminar els hematies dels cultius primaris no es va usar cap tampó de lisi, ja 

que les cèl·lules epitelials d’ovari s’adhereixen ràpidament a la placa, mentre que els 

hematies queden flotant pel medi. A més, el medi usat per propagar les cèl·lules 

epitelials (MCDB105/M199) no permet el creixement de cèl·lules hematopoiètiques, 

eliminant-se els hematies a mesura que es van realitzant els canvis de medi (Shepherd 

et al. 2006). 

Quan les cèl·lules van assolir una confluència del 80-90% es va retirar el medi, es 

van rentar amb PBS 1X i s’hi va afegir un volum de trispsina-EDTA al 0,25% (Taula M7), 

necessari per a cada placa. Es van incubar a 37°C durant un parell de minuts i amb 

l’ajuda d’un scraper es van desenganxar les cèl·lules adherides. Per bloquejar l’acció 

de la tripsina, es va afegir medi de cultiu complet precalentat i es va centrifugar a 300 

g durant 5 minuts. El pellet es va resuspendre en medi fresc i es va plaquejar en una 



                                                                                                                MATERIALS I MÈTODES 

 

 79 

placa de volum superior o diverses plaques si es volia expandir el cultiu. El ratio de 

sembra dels cultius primaris va ser de 1:2, monitoritzant-se cada 24-48 hores per 

observar l’eficiència de sembra i la morfologia general de les cèl·lules.   

Els cultius primaris es van congelar a passe 0-4, depenent de la confluència. 

Congelar cultius primaris a passes més alts és possible, però a mesura que s’augmenta 

el número de plaquejos es perden les característiques originals del tumor 

(especialment cultius primaris amb passes iguals o superiors a 6), per això és 

important congelar els cultius primaris establerts a passes baixos.  

En experiments que es van usar cultius primaris, es van usar aquells de passes 0-

4, ja que la nostra experiència ens ha demostrat que en passes superiors, les mostres 

moren o entren en senescència. 

1.4 Enriquiment dels cultius primaris de CaOV amb cèl·lules 

epitelials 

Una de les problemàtiques dels cultius primaris de CaOV és el creixement 

descontrolat de fibroblasts, els quals creixen de forma ràpida expandint-se per la 

placa, emmascarant les cèl·lules epitelials. La presència de fibroblasts en els cultius 

primaris es va avaluar diàriament, portant-se a terme diferents protocols per a 

solucionar l’esmentada problemàtica per obtenir cultius primaris rics en cèl·lules 

epitelials. 

1.4.1 Anticòs 1B10 (Anti-Fibroblast Surface Protein) 

L’anticòs murí monoclonal IgM 1B10 (AbCam, ab11333) és específic, citotòxic i 

reconeix una proteïna de la superfície dels fibroblasts que es troba absent a cèl·lules 

epitelials i limfòcits humans (Esterre et al. 1992). L’anticòs reacciona amb molècules 

de la superfície de la membrana dels fibroblasts, teixit de macròfags i el 95% de 

monòcits de sang perifèrica (Singer et al. 1989). L’anticòs s’utilitza per eliminar els 

fibroblasts del cultiu inhibint-te l’adherència a la placa o bé per efecte citotòxic en 

presència de proteïnes de complement de conill. Quan l’anticòs s’uneix a la superfície 

dels fibroblasts humans amb presència de proteïnes de complement, les fixa i es 

desencadena la cascada bioquímica fins a formar el complex d’atac de membrana, que 
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acabarà matant el fibroblast. Així doncs, per eliminar els fibroblasts d’un cultiu 

epitelial és essencial incubar l’anticòs amb sèrum de conill, el qual posseeix les 

proteïnes de complement necessàries per lisar la cèl·lula. Estudis previs demostren 

que l’ús de l’anticòs 1B10 amb complement de conill redueix amb èxit els fibroblasts 

dels cultius epitelials humans de tim, enriquint-los amb cèl·lules epitelials (Singer et al. 

1989). Altres estudis descriuen la distribució subcel·lular de l’antigen que reconeix 

l’anticòs 1B10, demostrant la seva localització a la superfície de la membrana cel·lular 

i a lisosomes dels fibroblasts. La immunoreactivitat de l’anticòs 1B10 és específic per 

fibroblasts diferenciats de la musculatura llisa en el context de cèl·lules vasculars de 

múscul llis (Ronnov-Jessen et al. 1992).  

Procediment: 

L’eliminació de fibroblasts en cultius epitelials de CaOV amb l’anticòs 1B10 es va 

realitzar amb cèl·lules adherides o en suspensió.  

Cèl·lules adherides: Les cèl·lules adherides es van tripsinitzar amb EDTA al 

0,02% per a retirar part dels fibroblasts, ja que es desenganxen amb més facilitat que 

les cèl·lules epitelials. A continuació es va procedir a tractar la placa amb l’anticòs 

(1:800 en DMEM/FBS al 10%) incubant a 37°C durant 40 minuts. Passat el temps, es va 

rentar amb DMEM sense FBS, es va afegir sèrum de conill (1:8 en DMEM/FBS al 10%) i 

es va incubar a 37°C durant 45 minuts. A continuació es va recullir el medi i es va fer 

un rentat amb PBS 1X (per recullir els fibroblasts morts) afengint medi complet FBS al 

10%, penicil·lina-estreptomicina a l’1%, MCDB105/M199 (1:1).  

Cèl·lules en suspensió: : La placa es va tripsinitzar amb EDTA al 0,02%, es va 

recullir el medi amb cèl·lules i es van centrifugar a 300 g durant 5 minuts. El pellet de 

cèl·lules es va resuspendre amb 2-3 mL d’anticòs 1B10 (1:800 en DMEM/FBS al 10%) i 

es va incubar a 37°C durant 40 minuts en agitació. Passat el temps, es va rentar amb 

DMEM sense FBS, resuspenent el pellet amb 2-3 mL de sèrum de conill i incubant a 

37°C durant 45 minuts en agitació. A continuació es va centrifugar a 300 g durant 5 

minuts i es va resupendre amb medi complet FBS al 10%, penicil·lina-estreptomicina a 

l’1%, MCDB105/M199 (1:1).  



                                                                                                                MATERIALS I MÈTODES 

 

 81 

Els cultius primaris tractats amb l’anticòs es van mantenir en un incubador amb 

atmosfera humida, pressió parcial de CO2 del 5% a una temperatura constant de 37°C. 

A les 24 hores es va observar al microscopi la morfologia de les cèl·lules.  

La riquesa de cèl·lules epitelials dels cultius primaris es va avaluar mitjançant 

immunofluorescència usant el marcador epitelial específic CAM 5.2 (Taula M5), el qual 

es va analitzar mitjançant immunofluorescència (veure apartat 4.3.4). 

1.4.2 Tripsinització selectiva  

L’altre mètode utilitzat per eliminar els fibroblasts dels cultius primaris va ser la 

tripsinització selectiva, tècnica que es basa en l’ús de tripsina-EDTA al 0,25% amb 

incubacions a temps curt.  

Procediment: 

Es va afegir el volum necessari de tripsina a la placa i es va incubar a 37°C durant 

exactament 30’’. Seguidament es va retirar la placa de l’incubador i es va colpejar 

diverses vegades durant 30’’ més, a temperatura ambient. Les primeres cèl·lules que 

es van desenganxar de la placa van ser els fibroblasts, mentre que les cèl·lules 

epitelials hi van quedar adherides.  

Després de la tripsinització selectiva tots els cultius primaris procedents de LASC 

es van analitzar mitjançant immunoflourescència amb l’anticòs Calretinina (específic 

de mesoteli) (Taula M5) per verificar absència de contaminació de cèl·lules 

mesotelials.  

La riquesa de cèl·lules epitelials dels cultius primaris es va avaluar mitjançant 

immunofluorescència usant el marcador epitelial específic CAM 5.2 (Taula M5), el qual 

es va analitzar mitjançant immunofluorescència (veure apartat 4.3.4). 

En tots els experiments es va treballar amb cultius primaris amb riquesa de 

cèl·lules epitelials superior al 80%.  
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1.5 Ús de línies cel·lulars de CaOV 

Les línies cel·lulars de carcinoma humà A2780p i la seva derivada resistent al 

CDDP A2780cis, es van adquirir de la ECCAC (European Collection of Cell Culture). Són 

línies cel·lulars que obtenen un període de duplicació molt curt (aproximadament 24 

hores), són adherents i amb una alta eficiència de clonació. Tenen 46 cromosomes, 

amb anormalitats citogenètiques comuns i pròpies: les comuns són la duplicació d’una 

porció específica del cromosoma 1q i un punt de ruptura del cromosoma 6; les pròpies 

són concretes de la línia resistent al CDDP, i abarquen des de delecions específiques 

de porcions dels cromosomes X, 6 i 20, addicions en el cromosoma 13p, fins a 

translocacions que impliquen els braços q dels cromosomes 4 i 7. 

Les línies A2780p i A2780cis es van cultivar amb medi RPMI 1640 (Taula M7) 

amb presència de FBS al 10%, glutamina a l’1%, i penicil·lina-estreptomicina a l’1%. La 

resistència adquirida de la línia A2780cis es va mantenir suplementant el medi de 

cultiu amb 1 µM de CDDP (Taula M7) cada 2-3 passes.  

La línia OV90 de carcinoma humà (serós papil.lar) es va adquirir a la ATCC 

(American Type Culture Collection). És una línia cel·lular procedent de LASC que obté 

un període de duplicació molt curt, és adherent i amb una alta eficiència de clonació. 

Té 46 cromosomes, amb deleció al cromosoma 3p24. Sobrexpressa el gen Her+/neu i 

presenta una mutació al gen de p53, al codó 215 de l’exó 6.   

La línia OV90 es va cultivar amb medi MCDB105/M199 (1:1) amb presència de 

FBS al 10% i de penicil·lina-estreptomicina a l’1%. 

Les línies cel·lulars usades es van mantenir en un incubador amb atmòsfera 

humida, pressió parcial de CO2 del 5% a una temperatura constant de 37°C. Totes les 

manipulacions es van realitzar en condicions estèrils en una campana de flux laminar i 

tot el material va ser prèviament esterilitzat. Totes les línies cel·lulars van ser 

analitzades per ser lliures de Mycoplasma. 

Quan les cèl·lules van assolir una confluència del 70-80%, es va retirar el medi 

de la placa i es va rentar amb PBS 1X. S’hi va afegir un volum de tripsina-EDTA al 

0,25% necessari per a cada placa o flascó, i es va incubar a 37°C durant un parell de 
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minuts. Es va afegir medi de cultiu complet i es va centrifugar a 200 g durant 5 minuts. 

El pellet de cèl·lules es va resuspendre amb medi complet i es va plaquejar en una 

placa de volum superior o diverses plaques si es volia expandir el cultiu.  El ratio de 

dilució de les cèl·lules per plaquejar-les de nou varia en funció de la línia: el ratio 

recomanat per la línia A2780p és de 1:3, per la línia A2780cis és de 1:5 i per la línia 

OV90 és de 1:10. 

1.6 Criopreservació i descongelació de línies i cultius 

primaris de CaOV 

La criopreservació de les cèl·lules epitelials de CaOV va permetre el seu 

emmagatzematge per la seva posterior utilització. Les cèl·lules es van congelar quan 

estaven confluents i en fase exponencial. Les cèl·lules es van tripsinitzar i centrifugar a 

200 g durant 5 minuts. A continuació es va resuspendre el pellet de cèl·lules amb 1 mL 

de solució de criopreservació (FBS + DMSO al 10%) per a cada tub a congelar (2-3 x 106 

cèl·lules/mL). La mostra es va aliquotar en criovials de 2 mL i es va mantenir a -80°C 

durant 12-24 hores a un contenidor d’isopropanol o bé porexpan per així aconseguir 

una disminució progressiva de la temperatura (aproximadament 1°C cada minut). 

Posteriorment les mostres es van traslladar a un congelador de -150°C.  

Per la descongelació de cèl·lules es va afegir 1 mL de medi complet prèviament 

calentat a 37°C, el que facilitava la ràpida descongelació de les cèl·lules al mateix 

temps que disminuïa la concentració de DMSO en el medi. Després de pipetejar 

diverses vegades, les cèl·lules descongelades es van recullir amb 10 mL de medi 

precalentat. Les cèl·lules es van centrifugar a 200 g (línies cel·lulars) ó 300 g (cultius 

primaris) durant 5 minuts. El pellet de cèl·lules es va resuspendre amb medi de cultiu i 

es va sembrar a la placa corresponent. 

1.7 Seguretat 

La manipulació de les mostres primàries humanes i de línies cel·lulars es va 

realitzar a una cabina de flux laminar de bioseguretat IIA (http://www.  

ub.edu/ossma/higiene/cabines.htm). Pels cultius primaris humans, es van usar 
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incubadors d’ús exclusiu per cèl·lules primàries d’origen humà 

(http://www.ub.es/ossma/higiene/cultiuscel.htm). 

2 Obtenció de mostres congelades 

Les mostres de teixit fresc congelat van ser obtingudes en el Servei d’Anatomia 

Patològica de l’HUB i corresponien a mostres de teixit tumoral de càncer d’epiteli 

d’ovari i mostres de teixits normal d’ovari. Les mostres es van mantenir 

criopreservades a -80°C i la part disseccionada pel nostre estudi, va ser conservada 

amb RNAlater (Taula M7) per evitar la degradació del RNA abans i durant el 

processament. 

Les mostres es van etiquetar i identificar amb el número de biòpsia assignat pel 

Servei d’Anatomia Patològica. Un cop realitzada l’extracció de DNA i RNA, es va 

assignar un número únic a cada extracció, el qual va ser registrar a una base de dades 

(LIMS). Les dades eren: edat de la pacient, diagnòstic, estadi del tumor i, en aquells 

casos que fos possible, la informació clínica de la pacient (recidiva, metàstasi, 

quimioteràpia rebuda, etc.). En tot moment la informació de la pacient es va mantenir 

confidencial, i sense incloure cap dada personal.  

Totes les mostres analitzades en aquest estudi procedents de l’HUB van ser 

utilitzades amb el consentiment de les pacients i l’aprovació del Comitè Ètic de l’HUB. 

3 Biologia cel·lular 

3.1 Anàlisi de la viabilitat cel·lular i apoptosi 

3.1.1 Anàlisi de la viabilitat per MTT  

Un dels mètodes més clàssics per a determinar la viabilitat cel·lular és l’assaig 

de MTT, el qual es basa en la reducció metabòlica del Bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-ilo)-2,5-difeniltretrazol (MTT) de color groc en un compost amb coloració blavosa 

anomenat sal de formazan, portada a terme mitjançant l’enzim mitocondrial succinat-

deshidrogenasa, permetent d’aquesta forma determinar la funcionalitat mitocondrial 

de les cèl·lules tractades. Aquest mètode és molt utilitzat en assajos de supervivència i 

http://www.ub.es/ossma/higiene/cultiuscel.htm
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proliferació cel·lular. La quantitat de cèl·lules vives és proporcional a la quantitat de 

sals de formazan produïdes. 

Procediment: 

Les cèl·lules de CaOV es van cultivar a plaques de 96 pous amb una confluència 

de 1-2x104 cèl·lules per pou, en un volum final de 100 μL. Després del tractament amb 

el fàrmac, es van addicionar 10 μL de MTT (Taula M7), i es va incubar a 37°C durant 2 

hores. A continuació es va retirar el medi i es va resuspendre en 100 μL de DMSO 

(Taula M7) pipetejant diverses vegades, de manera que el DMSO trenqués les 

cèl·lules, fent que les sals de formazan li donessin color porpra. Es va afegir DMSO a 

tres pous buits que van ser el blanc de l’experiment. A continuació es va determinar 

l’absorbància a 540 nm en un lector multiplaca. La viabilitat es va expressar en 

percentatge respecte la viabilitat de les cèl·lules que no van ser tractades (control). 

Cada condició de l’experiment es  va realitzar per triplicat i els resultats es van 

expressar en forma de mitjana ± desviació estàndard. Una disminució de la viabilitat 

mesurada per aquest sistema podia ser deguda a la mort cel·lular, a la disminució de 

la proliferació de les cèl·lules tractades respecte les cèl·lules no tractades, o a ambdós 

processos simultàniament.  

3.1.2 Anàlisi de la viabilitat per citometria de flux 

L’anàlisi de viabilitat cel·lular també es va realitzar per citometria de flux. El 

funcionament del citòmetre requereix d’una suspensió que bé pot ser cel·lular, de 

microorganismes o de nuclis. La mostra que conté les cèl·lules s’injecta a través  d’una 

petita agulla en un fluid que ho envoltarà i anirà ascendent d’una en una fins la 

càmera de flux. És en aquest lloc on el làser incideix en les cèl·lules, produint-se una 

dispersió de la llum que serà captada per uns sensors que processaran les mides 

obtingudes. Quan el feix de llum del làser incideix sobre una cèl·lula la llum es dispersa 

de forma: 

 Frontal (Foward Scatter, FSC): És el detector que correlaciona amb la mida de 
la cèl·lula.    

 Lateral (Side Scatter, SSC): És el detector que correlaciona amb la rugositat i 
complexitat interna de la  partícula.    
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Per discernir si una cèl·lula es troba en apoptosi s’usen marcadors de membrana 

que es poden marcar amb fluorescència. El citòmetre utilitzat, FACSCalibur (Beckton 

Dickinson, Mountain View, CA, USA) disposa de 2 làsers d’excitació: el primer a 488 

nm, i el segon a 635 nm. Els fotodetectors són 4: FL1 (530/30), FL2 (585/42) i FL3 

(670LP), que detecten els espectres d’emissió quan s’excita amb el primer làser (488) i 

el FL4 (661/10) quan s’excita amb el segon làser (635). Així es poden utilitzar diferents 

fluorocroms per la mateixa mostra, sempre i quan els fluorocroms siguin excitables 

per aquests làsers i l’espectre d’emissió sigui detectat pels diferents fotodetectors 

(Fig.M2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura M2. Esquema del  funcionament del FACSCalibur. El citòmetre disposa de 2 làsers i 4 fotodetectors (FL). A 
més, detecta dues caraterístiques cel·lulars: La mida (FSC) i la complexitat (SSC). A l’esquema es representa quin 
fotodetector s’ha d’utilitzar per la detecció de fluorocroms comuns (www.bdbiosciences.com) 

 

L’apoptosi es caracteritza per una sèrie de canvis morfològics com la pèrdua  

d’asimetria a la membrana, la condensació del citoplasma i nucli, i el trencament 

internucleosomal del DNA. Un dels primers indicis de l’activació de l’apoptosi és la 

translocació del fosfolípid fosfatidilserina situat a la cara interna de la membrana a  la 

cara externa (Fig.M3). L’Anexina V és una proteïna que té una gran afinitat per la 

fosfatidilserina de manera dependent de calci (Ca2+), sempre que aquesta es trobi 

accessible, tal i com succeeix quan s’externalitza durant l’apoptosi. L’Anexina V és una 

proteïna de 35 kDa i es conjuga amb fluorocroms com el isotiocianat de fluoresceïna 
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(FITC) de manera que les cèl·lules apoptòtiques que exposen fosfatidilserina i són 

conjugades amb Anexina V-FITC, poden ser excitades a 488 nm i ser detectades pel 

citòmetre (FL1).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura M3. Esquema representatiu de l’anàlisi d’inducció d’apoptosi per marcatge cel·lular amb Anexina V. 
Quan les cèl·lules entren en apoptosi, es perd l’asimetria de la bicapa lipídica i els residus de fosfatidilserina 
queden exposats a la superfície extracel·lular. L’Anexina V és una molècula impermeable que s’uneix 
específicament en aquests residus de fosfatidilserina. Unida a fluorocroms, l’Anexina V permet analitzar la 
quantitat de cèl·lules que entren en apoptosi.   

 

En l’apoptosi tardana, la membrana plasmàtica perd la seva integritat i es torna 

permeable a compostos com el iodur de propidi (IP). Aquests procés es produeix més 

tard que la translocació de la fosfatidilserina i també es dóna en la mort per necrosi. 

Quan l’IP pot entrar a la cèl·lula s’intercala entre les cadenes d’àcids nucleics. L’IP a 

l’excitar-se a 488 nm, pot ser detectat tant per FL2 com per FL3.  

Utilitzant aquests marcadors es poden distingir tres poblacions de cèl·lules 

durant el procés d’apoptosi (Fig.M4). Una primera població de cèl·lules que no emet 

cap fluorescència (cèl·lules vives), una altra positiva per Anexina V i negativa per 

marcatge IP (cèl·lules en un estat inicial d’apoptosi) i una altra amb el doble marcatge 

Anexina V-FITC i IP (cèl·lules en un estat més tardà del procés apoptòtic). L’aparició 

d’aquestes tres poblacions és un indicatiu d’una apoptosi típica. Existeix la possibilitat 

de l’aparició d’una quarta població que només marcaria IP, que seria senyal de la 

possible existència d’un procés necròtic.  
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Figura M4. Anàlisi per citometria de flux. Imatge de les diferents poblacions durant el procés d’apoptosi 
analitzades per citometria de flux. Les cèl·lules tractades amb un agent apoptòtic o sense tractar (control), es 
van incubar amb Anexina V-FITC i IP i es van analitzar amb el citòmetre de flux. Les cèl·lules apoptòtiques 
exposen fosfatidilserina a la membrana i es marquen amb l’Anexina V (quadrant verd). Quan el procés 
d’apoptosi avança, la membrana cel·lular es torna permeable al IP i es tornen positives per aquest fluorocrom 
(quadrant morat). Les cèl·lules vives són Anexina V i IP negatives (quadrant vermell). Modificat de la web 
abdserotec.com. 

 

Procediment: 

Es va recullir el medi  d’incubació, les cèl·lules es van rentar dues vegades amb 

PBS 1X i es van tripsinitzar. Es va inactivar la tripsina amb medi complet i es van 

ajuntar les cèl·lules tripsinitzades amb les flotants presents en el medi d’incubació. A 

continuació la mostra es va centrifugar a 200 g durant 5 minuts,  resuspenent el pellet 

amb 1 mL de medi complet. Les cèl·lules es van contar i se’n van recullir 200.000 en 

tubs de citometria i es van centrifugar a 200 g durant 10 minuts. El pellet de les 

cèl·lules es va resuspendre amb 500 µL de tampó d’unió 1X i es va centrifugar a 800 g 

durant 10 minuts, retirant el sobrenedant i incubant amb Anexina V (200 µL de tampó 

d’unió 1X + 5 µL Anexina V (Taula M7) per tub) a temperatura ambient durant 10 

minuts, protegit de la llum. A continuació la mostra es va centrifugar a 800 g durant 10 

minuts, resuspenent el pellet cel·lular amb IP (Taula M7) (400 µL de tampó d’unió 1X + 

4 µL de IP per tub). 

En el citòmetre es van adquirir 10.000 esdeveniments (cèl·lules) analitzats amb 

el programa CellQuest (de Beckton Dickinson). L’apoptosi es va calcular sumant les 

cèl·lules Anexina V+/IP- (estat inicial d’apoptosi) amb les cèl·lules Anexina V+/IP+ (estat 

tardà del procés d’apoptosi). 
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3.2 Anàlisi de cicle cel·lular i pic subdiploid per citometria de 

flux 

L’anàlisi  d’una  població  cel·lular  en  estat  replicatiu  es pot seguir  a  través  

d’un  marcatge  nuclear  de  cèl·lules  en  suspensió  i  posterior  anàlisi  de les  

propietats  fluorescents de cada cèl·lula a la població.  

Les cèl·lules quiescents i les cèl·lules en fase G1 posseeixen únicament una còpia  

de DNA, doncs tenen una fluorescència equivalent a 1X. Per contra, les cèl·lules que es 

troben en la fase G2/M, tenen 2 còpies de DNA i el marcatge amb fluorescència  

equival a 2X. Les cèl·lules en fase S que es troben sintetitzant DNA, tenen valors 

compresos entre les poblacions 1X i 2X. Finalment, les  cèl·lules  apoptòtiques tenen el 

DNA fragmentat, i tenen baixa fluorescència trobant-se per davant del pic de G1 (no 

arriben a tenir 1X). Aquesta fase s’anomena pic subdiploid i representa les cèl·lules en 

fase apoptòtica (Fig.M5). 

El gràfic es divideix en 3 subpoblacions: 1X correspon a la fase G0/G1, 2X 

correspon a la fase G2/M i la fase S es troba entre els dos pics.  

                

 

 

 

                            

Figura M5. Representació de les fases del cicle cel·lular. Modificat de la web meduniwien.ac.at 

 

Procediment: 

Es va recullir el medi  d’incubació, les cèl·lules es van rentar dues vegades amb 

PBS 1X i es va tripsinitzar. Es va inactivar la tripsina amb medi complet i es van ajuntar 

les cèl·lules tripsinitzades amb les flotants presents en el medi d’incubació. Les 

cèl·lules es van contar i se’n van recullir 1 x 106, les quals es van centrifugar a 200 g 
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durant 5 minuts. Les mostres es van rentar dues vegades amb 1 mL de PBS-FBS a 

l’0,1% (Taula M6) i es van centrifugar a 500 g durant 1 minut. El pellet de cèl·lules es 

va resuspedre amb 0,5 mL de PBS 1X amb 1% de sèrum i amb una pipeta Pasteur es 

van afegir 2 mL d’etanol fred (prèviament refrigerat a-20°C) al 70% gota a gota, 

agitant amb el vòrtex suaument (les cèl·lules ben resuspeses i amb cura d’evitar la 

formació d’agregats). Es van fixar a -20°C (temps mínim de 2 hores i fins a 3 

setmanes). El dia de l’anàlisi amb el citòmetre, les mostres es van centrifugar a 200 g 

durant 5 minuts per eliminar l’etanol. A continuació, es va fer un rentat amb PBS 1X 

amb 1% de FBS i es va centrifugar descartant la fase aquosa. Per la determinació del 

pic subdiploid, es va afegir 100 µL de tampó citrat‐fosfat  pH 7.8 (Na2HPO 0.2M: àcid 

cítric 0.1M (192:8)) incubant a temperatura ambient durant 45 minuts. A continuació 

les mostres es van centrifugar a 200 g durant 5 minuts per eliminar el tampó. Amb les 

mostres que es va treballar es va poder prescindir d’aquest pas, ja que el pic 

subdiploid apareixia amb o sense l’addició del tampó citrat-fosfat. 

Les mostres es van resuspendre amb 400 µL de PBS 1X amb 1% de sèrum (FBS), 

50 µL de IP (stock 0,5 mg/mL) i 5 µL de RNAsa A lliure de DNAsa (10 mg/mL). Es van 

incubar a 37°C durant 30-45 minuts, a les fosques. Les mostres es van analitzar per 

citometria de flux amb FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). 

L’anàlisi del cicle cel·lular es va dur a terme amb el software ModFit LT (Verity 

Software, Inc,Topsham, ME).  

3.3 Anàlisi de l’apoptosi, dany al DNA i proliferació cel·lular 

mitjançant citometria de flux 

L’anàlisi de l’apoptosi, dany al DNA i proliferació cel·lular es va dur a terme amb 

el kit de la casa comercial BD Pharminogen (Ref.: 562253). És un kit dissenyat amb la 

inclusió d’anticossos fluorescents específics per la incorporació de BrdU, H2AX 

fosforilada (γH2AX) i PARP truncat. El kit obté unes sondes que permeten l’anàlisi per 

citometria de flux multicolor de la proliferació, el dany al DNA i l’apoptosi 

respectivament, de les cèl·lules individuals dins de les mostres. La tinció 

inmunofluorescent de les cèl·lules que han incorporat Bromodeoxyuridine (BrdU, un 

anàleg del precursor de la timidina del DNA) i l’anàlisi per citometria de flux, 
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proporciona una tècnica d’alta resolució per determinar la freqüència i la naturalesa 

de les cèl·lules individuals que han sintetitzat DNA. L’exposició de les cèl·lules a BrdU 

permet la incorporació de BrdU activament en les fraccions del cicle cel·lular i per 

tant, es pot  determinar la cinètica del cicle cel·lular. La funció de la proteïna H2AX 

fosforilada (γH2AX) és el reclutament i localització de les proteïnes de reparació del 

DNA. γH2AX promou la reparació del DNA i manté l’estabilitat genòmica. Roptures del 

DNA de doble cadena (DSB) causades per errors de replicació, apoptosi o altres 

processos fisiològics, i el dany al DNA generat per radiacions ionitzants, llum 

ultravioleta o agents citotòxics, porten a la fosforilació de la proteïna, la qual 

promourà la reparació dels DSBs. PARP (poli[ADP-ribosa] Polimerasa) és un enzim 

associat a la cromatina nuclear que està implicat en la reparació del DNA. Durant 

l’apoptosi, la caspasa-3 s’uneix a PARP inactivant-la i incapacitant a les cèl·lules per 

reparar el dany al DNA. Per aquesta raó, la forma truncada de PARP serveix com a 

marcador de l’apoptosi cel·lular.  

Procediment: 

Un nombre de 500.000 cèl·lules es van plaquejar en plaques de 10 cm. Passades 

24 hores es va afegir el fàrmac i es va incubar durant el temps desitjat. Passat el 

temps,  es va realitzar la incubació amb 10 µL de 1 mM de BrdU per cada 1mL de 

medi, durant 45 minuts. A continuació es van recullir les cèl·lules (medi i cèl·lules 

adherides), que es van contar, fixar i permeabilitzar amb els tampons que descriu el 

kit (Ref.: 562253, BD Pharminogen). A continuació, les mostres es van congelar a          

-80°C. El dia que es feia l’anàlisi, les mostres es van descongelar i es van re-fixar. A 

continuació es van tractar amb DNase durant 1 hora. Passat el temps, les mostres es 

van incubar amb els anticossos CP-Cy5.5 Mouse Anti-BrdU, Alexa Fluor 647 Mouse 

Anti-H2AX (pS139), PE Mouse Anti-Cleaved PARP (Asp214), a la concentració indicada 

al datasheet, incubant-les a 4°C durant tota la nit. Al dia següent, les mostres es van 

passar pel citòmetre FACsCalibur usant el programa CellQuest (Beckton Dickinson). Es 

van usar controls per posar a punt els protocols d’apoptosi, dany i proliferació cel·lular 

de cada línia cel·lular. Per fer settings d’apoptosi, les línies es van tractar amb la dosi 

d’estaurosporina que generava apoptosi a cadascuna de les línies a les 24 hores. Pels 

settings de dany al DNA, les cèl·lules es van tractar amb la dosi de CDDP que se sabia 
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que generava dany a cadascuna de les línies, durant 24 hores. Per BrdU les cèl·lules 

havien d’estar proliferants i no es van tractar amb cap fàrmac. 

3.4 Anàlisi de senescència cel·lular 

La senescència es descriví per primera vegada per Hayflick i Moorhead en 

fibroblasts humans (Hayflick & Moorhead 1961). És un fenomen que s’observa quan 

les cèl·lules han arribat al límit de Hayflick (nombre finit de duplicacions) i deixen de 

dividir-se. Les cèl·lules humanes es tornen senescents quan han arribat en aquest 

número de divisions o bé  per un seguit d’estímuls oncogènics, ja sigui en cultiu o in 

vivo. La senescència cel·lular es caracteritza per l’aturada irreversible de creixement i 

l’obtenció d’unes certes funcions cel·lulars alterades. En cultiu s’identifiquen per la 

seva incapacitat de sintetitzar DNA, una propietat que també es comparteix amb la 

quiescència cel·lular. Són cèl·lules incapaces de proliferar en resposta a estímuls 

mitogènics, ja que es troben en fase G0/G1 i a diferència de la quiescència, és 

irreversible. També són resistents a estímuls que indueixen el mecanisme de mort 

cel·lular per apoptosi i presenten canvis fenotípics: morfològicament són grans i 

aplanades amb una gran quantitat de vacuoles.  

Dimri i col·laboradors descriviren un biomarcador associat amb el fenotip 

senescent, una senescència associada a la beta-galactosidasa (SA-beta-gal), la qual es 

detecta mitjançant un assaig colorimètric utilitzant un substrat de X-gal (Dimri et al. 

1995).  La presència del biomarcador SA-beta-gal és independent de la síntesi de DNA 

i generalment discrimina les cèl·lules senescents de les quiescents. El mètode que 

detecta SA-beta-gal és un assaig molt útil i simple que permet identificar cèl·lules 

senescents en poblacions cel·lulars heterogènies.  

Procediment: 

Es van utilitzar plaques de 6 pous. Després del tractament amb els fàrmacs, el 

medi es va aspirar i les cèl·lules es van rentar amb PBS 1X estèril. A continuació, es va 

procedir a la fixació cel·lular, mitjançant 1 mL de tampó de fixació 1X (diluït amb aigua 

destil·lada) durant 10-15 minuts, a temperatura ambient. A continuació es va procedir 

a preparar la solució staining en un tub de plàstic de polipropilè:  
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a. 930 μL de tampó staining 1X (diluït en aigua destil.lada) 

b. 10 μL de suplement de staining A 

c. 10 μL de suplement de staining B 

d. 50 μL de X‐gal diluït en dimetilformamida (20 mg de X‐gal en 1 mL de 

dimetilformamida per preparar un stock 20X. L’excés de X‐gal es pot guardar a ‐20°C 

tapat de llum durant 1 mes). 

Un cop passat el temps de fixació, els pous es van rentar dues vegades amb PBS 

1X i s’hi va afegir la solució staining, incubant tota la nit a 37°C.  Al dia següent, es va  

observar al microscopi invertit LEICA si les cèl·lules havien adquirit la coloració blava 

(indicador de senescència) i es van obtenir fotografies de diferents camps. De cada 

condició, es van contar les cèl·lules de mínim de 5 camps diferents i es va calcular el 

nombre de cèl·lules marcades respecte les totals. Es va utilitzar el microscopi Leica 

DM IRB i el software ProgRes®CapturePro 2.7. Per guardar les mostres es va retirar la 

solució staining, afegint glicerol al 70% i es van guardar a 4°C. 

La senescència sempre es va analitzar després del temps d’incubació amb el 

fàrmac determinat. Per confirmar que la senescència era irreversible, es va deixar 

passar el temps d’incubació, es va retirar el medi i se’n va afegir de nou. Després de 3 

ó 4 dies, es va tornar a determinar la senescència cel·lular. 

4 Biologia molecular 

4.1 Anàlisi de DNA 

4.1.1 Extracció de DNA  

L’extracció de DNA es va realitzar a partir de pellets de línies cel·lulars i cultius 

primaris, i de mostres tumorals de teixit congelat.  

 

Procediment: 

En el cas de les mostres de teixit congelat, un màxim de 25 mg de teixit es van 

tallar usant un bisturí estèril en una placa de Petri. La placa i el bisturí van ser 
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reemplaçats després d’un sol ús, i tot el procediment es va dur a terme sobre gel sec 

per preservar la integritat del teixit. Per la homogeïnització de la mostra es van afegir 

600 μL de tampó de lisi (Quiagen) i amb l’ajuda del politró es va disgregar la mostra. 

Amb els pellets de les línies cel·lulars i dels cultius primaris, es va afegir el volum 

determinat de tampó de lisis (Quiagen) segons el nombre de cèl·lules de la mostra  

(350 µL per < 5 x 106;  600 µL per 5 x 106 – 1 x 107). Amb l’ajuda d’una xeringa es va 

homogeinitzar la mostra. Es va procedir a l’extracció de DNA seguint el protocol 

recomanat per l’extracció de DNA de Quiagen (DNA/RNA MiniHandbook. Cat.No.: 

80204).  

4.1.2 Quantificació de DNA 

Les mostres es van quantificar amb l’aparell NanoDrop model ND-1000, 

espectrofotòmetre usat per a la quantificació d’àcids nucleics sense la necessitat 

d’una dilució prèvia, amb 1 μL de mostra directa de DNA. 

 

4.1.3 Mètode de MLPA (Multiplex Ligase-dependent Probe 

Amplification)  

La tècnica del MLPA és una tècnica que permet analitzar el nombre de còpies de 

fins a 40 seqüències de DNA o mRNA en un sol tub de reacció (Eldering et al. 2003). Es 

pot aplicar en l’anàlisi del número de còpies de seqüències de DNA genòmic, o del 

perfil d’expressió de mRNA (RT-MLPA)(veure apartat 4.2.5).  

En la tècnica de MLPA, el DNA genòmic s’hibrida a una solució amb parells de 

sondes específiques (Fig.M6). Cada parell de sondes consisteix en una sonda amb una 

seqüència específica contra una seqüència diana (20-30 nucleòtids) unida a una 

seqüència per un dels primers (per la posterior PCR); i una sonda amb una altra 

seqüència específica en un extrem (25-43 nucleòtids) i una seqüència per a l’altre 

primer en l’altre extrem. A més, té un fragment de mida variable (19-370 nucleòtids) 

al mig, per a generar les diferències de mida que permetran la resolució 

electroforètica: ambdues sondes estan dissenyades per dirigir-se a zones adjacents al 

cDNA, de manera que poden ser lligades per una lligasa. Així es genera una sonda 
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flanquejada per seqüències per primers, que podrà ser amplificada per PCR, mentre 

que les sondes que no s’uneixin a la seva diana no es podran lligar ni tampoc 

amplificar per PCR. La quantitat de sonda lligada produïda és proporcional al nombre 

de còpies de la seqüència diana, i després de l’amplificació per PCR i de la separació 

per electroforesi capil·lar, les àrees i altures relatives dels pics indicaran la deleció o 

duplicació de la seqüència diana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M6. Esquema dels passos que es realitzen en la tècnica del RT-MLPA. Extret de la pàgina web del 
fabricant, MRC Holland.  

 

Els kits utilitzats van ser MLPA kit P037 i P038 de MRC-Holland (Amsterdam, The 

Netherlands) per la detecció simultània de 55 seqüències alterades (Taula M1). 

Procediment: 

El DNA (200 ng) es va hibridar durant 16 hores a 60°C contra la solució amb la 

mescla de sondes de MLPA. Els oligonucleòtids hibridats van ser lligats mitjançant 

l’addició de Ligase-65 (MRC-Holland, Amsterdam) i es van incubar a 54°C durant 15 

minuts. Els productes de lligació es van amplificar per PCR (35 cicles de 30 segons a   

95°C; 30 segons a 60°C i 1 minut a 72°C) amb un únic parell de primers (un d’ells 

marcat amb el fluorocrom FAM). Els fragments producte de la reacció de PCR van ser 

separats per electroforesi capilar en un ABI-Prism 3730 Genetic Analyzer de 48 
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capilars (Applied Biosystems/Hitachi, Foster City, CA). L’àrea i l’altura dels pics es van 

mesurar mitjançant el software GeneScan (Applied Biosystems). Les dades van ser 

analitzades amb el software Coffalyser (MCR-Holland) i es van calcular els valors de 

RCN (relative copy number). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Taula M1. Relació dels gens analitzats amb els kits de MLPA P037 i P038. S’indica la localització de cada gen i la 
mida de cadascun dels productes de PCR, segons les dades de la casa comercial. 
 
 

4.2 Anàlisi de RNA 

4.2.1 Extracció de RNA 

L’extracció de RNA es va realitzar a partir de pellets de línies cel·lulars i cultius 

primaris, i de mostres tumorals de teixit congelat. 

 

Procediment: 

En el cas de les mostres de teixit congelat, un màxim de 25 mg de teixit es van 

tallar usant un bisturí estèril en una placa de Petri. La placa i el bisturí van ser 

reemplaçats després d’un sol ús, i tot el procediment es va dur a terme sobre gel sec 

per preservar la integritat del teixit. Per la homogeïnització de la mostra es van afegir 

600 μL de tampó de lisi (Quiagen) i amb l’ajuda del politró es va disgregar la mostra. Es 
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va usar el kit d’extracció  DNA/RNA (MiniHandbook. Cat.No.: 80204) amb el qual es 

pot obtenir molècules de RNA més llargues de 200 nucleòtids. També permet aillar 

simultàniament DNA. 

Amb els pellets de les línies cel·lulars i els cultius primaris es van usar  2 kits, 

segons el nombre de cèl·lules del què es partia. Es va usar el Kit RNeasy Micro 

Handbook (Quiagen) quan la mostra contenia menys de 5 x 105  cèl·lules; o  RNeasy 

Mini Handbook (Quiagen) quan la mostra contenia 5 x 105- 1 x 107   cèl·lules. En 

ambdós kits s’hi va afegir el tampó de lisi (volum dependent del nombre de cèl·lules) i 

amb l’ajuda d’una xeringa, es va homogeinitzar la mostra. Es va procedir a fer 

l’extracció de les mostres seguint les instruccions del fabricant mitjançant l’ús de 

columnes. El RNA es va eluir en un volum final de 60 μL de tampó d’elució 

proporcionat pel kit i es va guardar a -80°C. A diferència d’altres mètodes de 

purificació de RNA, aquests protocols sempre es realitzen a temperatura ambient. 

Per obtenir i treballar amb solucions de RNA, tot el material utilitzat ha d’estar 

autoclavat, lliure de RNases. Es pot netejar la zona de treball amb RNaseZap (Taula 

M7) i l’ús de guants per evitar que les RNAses degradin el RNA. 

4.2.2 Quantificació de RNA 

Les mostres es van quantificar amb l’aparell NanoDrop model ND-1000, 

espectrofotòmetre usat per a la quantificació d’àcids nucleics sense la necessitat 

d’una dilució prèvia, amb 1 μL de mostra directa de RNA. 

 

4.2.3 PCR quantitativa a temps real (qRT-PCR) 

Variant de la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) utilitzada per amplificar i 

simultàniament quantificar de forma absoluta el producte de l’amplificació del DNA. 

Utilitza, de la mateixa manera que la PCR convencional, un motlle de DNA, almenys un 

parell de primers o cebadors específics, dNTPs, un tampó de reacció adequat i una 

DNA polimerasa termoestable. A la mescla se li afegeix una substància marcada amb 

un fluorocrom que, en un termociclador que obtingui sensors per a mesurar 

fluorescència, s’excitarà a la longitud d’ona apropiada que permetrà mesurar la taxa 
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de generació d’un o més productes específics. Aquesta mesura es realitza després de 

cada cicle d’amplificació i és per això que s’anomena PCR en temps real.  

Procediment: 

Prèviament a la realització de la PCR es va sintetitzar el cDNA codificant (cDNA) 

a partir de mRNA. Per la síntesi de la primera cadena de cDNA es va partir de 1000 ng 

de RNA en un  volum final de 20 µL, usant el kit comercial de retrotranscripció High 

Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied  Biosystems, Part No.: 4390778). Les 

mostres es van posar en un termociclador, les condicions del qual van ser: 5 minuts a 

25°C, 30 minuts a 42°C i 5 minuts a 85°C. 

Per estudiar la modulació de l’expressió de mRNAs, els cDNAs obtinguts 

mitjançant retrotranscripció es van utilitzar com a motlle per l’amplificació mitjançant 

PCR quantitativa. Es van utilitzar els kits predissenyats de Assay on Demand Gene 

(Applied Biosystems) específics per a cadascun d’ells. Aquests kits contenen primers i 

sondes Taqman fluorescents específiques que permeten la monitorització de la PCR 

mitjançant l’aparell ABI Prism 7700 Sequence Detection System (PE Applied 

Biosystem). Les dades es van analitzar amb el programa Sequence Detector Software 

(SDS versió 2.3; Applied Biosystem). Es va analitzar el gen de la Survivina (BIRC5), amb 

l’assaig TaqMan® (Hs00977611_g1, Applied Biosystem) i com a controls endògens de 

l’experiment es van usar el gens 18S (Hs99999901_s1, Applied Biosystem) i GUSB 

(assaig Hs99999908_M1, Applied Biosystem). 

4.2.4 TaqMan Low Density Array (TLDA) 

La TLDA és una placa que conté una matriu de reacció per l’etapa de la PCR 

(Fig.M7). Els pous de la matriu contenen assajos d’expressió gènica TaqMan que 

detecten l’amplificació en temps real dels gens escullits per l’usuari. Els nivells 

d’expressió gènica es determinen mitjançant la fluorescència generada durant la PCR 

utilitzant l’aparell ABI Prism 7700 Sequence Detection System (PE Applied Biosystem).  

 

 



                                                                                                                MATERIALS I MÈTODES 

 

 99 

Procediment: 

Es va usar una placa TaqMan custom array (ref.: 4346800, Applied Biosystems). 

Prèviament a la realització de la PCR de la TLDA, es va sintetitzar cDNA a 50 ng/µL 

mitjançant el kit comercial de retrotranscripció High Capacity RNA-to-cDNA Master 

Mix (Applied Biosystems, Part No.: 4390778). Es van carregar 250 ng de 

cDNA/reservoir. Les dades es van analitzar amb el programa Sequence Detector 

Software (SDS versió 2.3; Applied Biosystem).  

 

 

 

 

 
Figura M7. Esquema de la placa TLDA, assaig TaqMan. 

 

4.2.5 Mètode de RT-MLPA (Multiplex Ligase-dependent Probe 

Amplification)  

El RT-MLPA és una adaptació del MLPA que permet analitzar el nombre de 

còpies de fins a 40 seqüències de mRNA en un sol tub de reacció. Permet l’anàlisi del 

perfil d’expressió de mRNA de les condicions d’interès. 

El kit utilitzat va ser RT-MLPA kit R011-Apoptosis de (MRC-Holland), que permet 

analitzar el perfil d’expressió de gens relacionats amb l’apoptosi (gens pro i anti-

apoptòtics), entre els que es troben dianes directes de p53, que poden donar una 

certa idea d’estat de la via de p53. Les seqüències de mRNA a analitzar es van 

retrotranscriure amb primers específics per a cada seqüència. A continuació el 

procediment va ser l’equivalent al MLPA per DNA genòmic (veure apartat 4.1.3). Les 

dades obtingudes es van normalitzar amb el normalitzador adequat en cada tipus 

cel·lular per compensar errors en la càrrega inicial del RNA.  
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En el RT-MLPA les dades es poden representar de maneres diferents: 

Representant directament els valors dels pics d’electroforesi “expressió relativa”, 

donant una idea de la quantitat de mRNA de cada gen, o bé normalitzant les dades 

amb un gen normalitzador adequat, obtenint uns valors que indiquen si el gen ha 

inhibit o activat la seva transcripció després d’un tractament. Aquests valors es poden 

referir al control de manera que s’obtingui “Expressió relativa al control” o “vegades 

d’inducció” (Fold Induction). En aquesta tesi s’han graficat els resultats del RT-MLPA 

com a “vegades inducció”. 

El protocol de RT-MLPA és similar al del MLPA descrit anteriorment (veure 

apartat 4.1.3). En aquest cas es parteix de RNA que es retrotranscriu usant primers 

específics dels gens, l’expressió dels quals es vol analitzar. Es continua el procés com 

en el MLPA i els resultats obtinguts en l’electroforesi capil·lar es processen 

normalitzant amb β-glucoronidasa (GUSB) o β-microglobulina (B2M). 

4.2.6 Seqüenciació de TP53  

El terme seqüenciació del DNA es basa en la determinació de l’ordre de bases 

nucleotídiques en una molècula de DNA. El coneixement d’aquestes seqüències és 

bàsic per la investigació. 

 

Procediment: 

L’estat de p53 es va analitzar a les línies cel·lulars A2780p, A2780cis, OV90 i en 

alguns cultius primaris de CaOV. Es va partir de mostra de RNA, que es va obtenir 

mitjançant el kit d’extracció AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Quiagen). Seguidament es va 

realitzar la retrotranscripció (RT-PCR) usant Superscript III one-step PCR Platinum 

Polymerase (Invitrogen, cat#12574-026) amb 200 ng de RNA total. El cDNA es va 

amplificar utilitzant primers p53-2 (p53-2F: CCCCCTCTGAGTCAGGAAAC; p53-2R: 

AGAGGAGCTGGTGTTGTTGG) resultant amb un fragment de 920bp de llargada, 

contenint els exons 3 a 8. Les condicions de la PCR van ser: 55°C 3 minuts, 94°C 2 

minuts, (94°C 1 minut, 62°C 1 minut, 72°C 1 minut) x 40 cicles, 72°C 5 minuts. 

Seguidament,  les mostres es van purificar amb EZNA Cycle-Pure Kit (Omega Biotek) i 

posteriorment es van seqüenciar amb Big Dye 3.1. La reacció de PCR i anàlisi es van 
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fer mitjançant electroforesi (Applied Biosystem/Hitachi, CA, USA). Les seqüències es 

van aliniar amb MultiAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) i 

amb el programa Gene tool 1.0.0. 

4.3 Anàlisi de proteïnes 

4.3.1 Extracció de proteïnes 

Es va recullir el medi  d’incubació de les cèl·lules, es va rentar dues vegades amb 

PBS 1X i es va tripsinitzar. Es va inactivar la tripsina amb medi complet i es van ajuntar 

les cèl·lules tripsinitzades amb les flotants presents en el medi d’incubació. El 

contingut es va centrifugar a 200 g durant 5 minuts, resuspenent el pellet amb 1 mL 

de PBS 1X i passant-lo a un eppendorf de 1,5 mL. La mostra es va centrifugar a   

15.000 g durant 5 minuts per acabar d’eliminar completament el PBS, i es va aspirar el 

sobrenedant. 

Per lisar el pellet de cèl·lules es van afegir de 50-100 µL de tampó de Laemli 

(taula M6) i es va pipetejar fins a disgregar completament el pellet. Seguidament les 

mostres es van escalfar a 100°C durant 10 minuts per eliminar les restes de DNA de la 

mostra. Les mostres es van congelar a -20°C o es va procedir a la quantificació. 

4.3.2 Quantificació de proteïnes 

Per l’anàlisi de proteïnes mitjançant la tècnica de Western blot, prèviament s’ha 

de quantificar la concentració de proteïnes existents de la mostra per carregar la 

mateixa quantitat a cada pou del gel d’electroforesi.  

La quantificació de proteïnes es va dur a terme amb el kit “Micro BCA Protein 

Assay Reagent”(Roche), utilitzant el lector de plaques a 540 nm. Aquest kit es basa en 

una detecció colorimètrica quantitativa amb l’àcid bicincrònic (BCA) que detecta la 

reducció de coure (Cu+) deguda l’entorn bàsic de les proteïnes. És un reactiu 

compatible amb la presència de diversos detergents, entre ells SDS a l’1%. Dues 

molècules de BCA quelen una molècula de Cu+ i el complex resultant presenta color, 

de manera directament proporcional a la quantitat de proteïna existent a la mostra. 
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Procediment: 

Es va usar una placa de 96 pous, en la qual s’hi van usar 2 pous per mostra 

(duplicat). Per preparar la patró es van afegir 25 μL per pou d’una recta patró de BSA 

construïda a partir d’una sèrie de dilucions. 

Les mostres es van preparar en un volum final de 60 µL diluïdes amb aigua 

destil·lada 1:10. Un volum de 25 μL de la mostra es va afegir al pou (per duplicat). A 

continuació, es va preparar el reactiu BCA amb les solucions A i B  proporcionades pel 

kit (raó 50:1). Es va preparar un volum necessari de reactiu per afegir a cada pou un 

volum final de 200 μL. La placa recoberta de film transparent es va vortejar suaument 

i es va deixar a 37°C durant 30 minuts. La quantificació de proteïnes es va realitzar 

utilitzant el lector de plaques a λ 540 nm. Per l’anàlisi de dades, les quals es van 

exportar en un full d’excel, obtenint la recta patró d’albúmina i la concentració de la 

mostra d’interès. 

4.3.3 Anàlisi de proteïnes mitjançant Western blot 

La  tècnica  del  Western  blot  és  un  mètode  utilitzat  a  biologia  molecular  

per detectar proteïnes d’una mostra cel·lular o d’un teixit homogeneïtzat. La tècnica 

s’inicia amb una electroforesi desnaturalitzant on les mostres són separades en funció 

de la seva massa. A continuació, les proteïnes són transferides del gel a una 

membrana de PDVF o de nitrocel·lulosa mitjançant l’acció d’un camp elèctric. Les 

proteïnes es desnaturalitzen amb la presència del SDS, el qual les carrega 

negativament, de manera que quan migren cap a la membrana, hi queden retingudes. 

Un cop les proteïnes són exposades en aquestes membranes, es poden detectar 

mitjançant l’ús d’anticossos específics: s’utilitza un anticòs primari que s’uneix 

directament a la proteïna d’interès; i un anticòs secundari específic contra les 

immunoglobulines de l’espècie on s’ha produït l’anticòs primari, que el reconeix. 

L’anticòs secundari està conjugat amb l’enzim peroxidasa (HRP, Horseradish 

peroxidase) que produeix llum en presència d’un substrat quimioluminiscent. 
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Procediment: 

Es van carregar de 20 a 50 μg de proteïna per pou, dependent de la 

concentració inicial d’aquesta. Es van carregar en condicions desnaturalitzants i 

reductores, en presència de tampó Laemli, DTT (100 mM) i blau de bromofenol 

(s’utilitza per a visualitzar l’avanç del front de proteïnes en l’electroforesi) (Taula M7). 

Les mostres es van escalfar a 95°C durant 10 minuts abans de carregar-les al gel per 

desnaturalitzar-les completament.  

El gel (SDS-PAGE) està format per una part concentradora (tampó apilador) 

(Taula M6), que es prepara a una concentració del 3% d’acrilamida (Taula M7) i d’una 

part separadora (tampó separador) (Taula M6) que en funció de les proteïnes que es 

volen analitzar, es prepara del 8 al 15% d’acrilamida. A menor mida de la proteïna a 

analitzar, major és el percentatge de gel a preparar, per permetre una millor resolució 

de les proteïnes per la seva mida. Es va preparar el gel al 12%, ja que és l’òptim per un 

rang de proteïnes entre 14-60 KDa, el qual conté:  

Gel separador:  5 mL del tampó lower (Taula M6) 

  8 mL d’acrilamida 30%  

  7 mL d’aigua destil·lada  

 75 μL d’APS (persulfat amònic) (Taula M7) 

  25 μL de Temed (Taula M7) 

Gel concentrador (apilador): 2,5 mL de tampó upper (Taula M6) 

                             1 mL d’acrilamida 30% 

                             6,5 mL d’aigua destil·lada 

                             40 μL d’APS 

                             10 μL de Temed 
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Un cop polimeritzat el gel, es va introduir dins la cubeta amb el tampó 

d’electroforesi 1X (Taula M6) i les mostres es van carregar en els pous generats a la 

part del gel concentrador. Es va aplicar un corrent elèctric amb voltatge constant de 

125 mV. Una vegada finalitzada l’electroforesi, es va realitzar la transferència amb el 

tampó de transferència 1X,  a una membrana PVDF activada prèviament (1 minut amb 

metanol i 4 minuts amb aigua).  

Tampó de transferència 1X : 100 mL de tampó de transfèrencia (Taula M6),  

800 mL d’aigua destil·lada  

100 mL de metanol  

La transferència es va realitzar en un cassette (Fig.M8) i es va aplicar un corrent 

de 400 mA durant 1 hora en una cubeta amb el tampó de transferència, en fred i en 

agitació contínua per evitar el calentament excessiu. A continuació, la membrana es 

va rentar amb TBS-T (Taula M6) durant 5 minuts i en agitació, i a continuació, es va 

incubar durant 1 hora amb solució de bloqueig (Taula M6) per bloquejar les unions 

inespecífiques de l’anticòs primari. Seguidament, la membrana es va incubar amb 

presència de l’anticòs primari contra la proteïna d’interès en cada cas (Taula M3) a 4°C 

amb agitació, tota la nit. A continuació, la membrana es va rentar 3 vegades amb TBS-

T (Taula M6) durant 5 minuts, en agitació i es va procedir a la incubació amb l’anticòs 

secundari durant 1 hora (Taula M4). Finalment, la membrana es va rentar 2  vegades 

amb TBS-T durant 5 minuts, i 1 última vegada amb TBS (Taula M6).  Per a la detecció 

de l’anticòs secundari, es va utilitzar la solució de ECL (Taula M7), la qual quan entra  

en contacte amb l’enzim HRP de l’anticòs secundari, s’oxida i emet luminiscència. La 

membrana es va posar en un cassette amb solució de ECL Plus i una pel·lícula 

fotogràfica per a detectar la llum emesa per la membrana a la zona on l’anticòs 

secundari unit al primari, detectà la proteïna d’interès. La pel·lícula es va revelar pels 

mètodes tradicionals de revelador i fixadors, o bé de manera automàtica amb la 

màquina Intelligent DarkBox Fujifilm. 

La densitometria del western blot es va realitzar mitjançant el software ImageJ, 

amb el qual es van quantificar les àrees de les bandes del gel. L’àrea de cada condició 
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es va referenciar a l’ àrea de la seva actina (control de càrrega), i es es va comparar 

amb el control (no tractament), el marcatge del qual va ser considerat 1. 

 

       
 
 
 
 
 
 
                     
Figura M8. Esquema del cassette del western blot. Preparació del cassette per la transferència de proteïnes del 
gel d’acrilamida fins a la  membrana. Modificat de la web sciencegateway.com.  

 
 

4.3.4 Anàlisi de proteïnes mitjançant Immunofluorescència  

Tècnica que usa anticossos que reconeixen epítops específics de proteïnes. Es 

du a terme amb mostres de cèl·lules intactes que han perdut la matriu extracel·lular. 

Es basa en la unió directa de l’anticòs primari a la proteïna d’interès, i la unió d’un 

anticòs secundari específic contra les immunoglobulines de l’espècie on s’ha produït 

l’anticòs primari. L’anticòs secundari va unit a un fluorocrom el qual, quan és excitat 

per un làser emet fluorescència que pot ser detectada. Si l’anticòs secundari està unit 

al fluorocrom Alexa 488, les cèl·lules que obtinguin la proteïna, seran excitades a 488 

nm i detectades mitjançant un làser. La població de cèl·lules positives per la proteïna, 

seran les que tindran el marcatge del nucli i fluorescència de 488. La població de 

cèl·lules negatives per la proteÏna no emetran fluorescència i només es detectaran 

amb el marcador de nuclis. La tècnica de immunofluorescència es va realitzar tant 

amb cèl·lules adherides com en cèl·lules en suspensió. 
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Procediment: 

Cèl·lules adherides (anàlisi amb microscopia confocal): Les cèl·lules es van 

sembrar a plaques de 24 pous amb cobreobjectes de vidre, rodons i estèrils. Es van 

deixar a l’incubador fins estar adherides als cobreobjectes i amb la confluència 

desitjada.  

Fixació: Amb paraformaldehid al 4%, que es va obtenir dissolent la solució stock 

de paraformaldehid al 16% (Taula M6) amb PBS. Es va retirar el medi dels pous i es va 

afegir paraformaldehid al 4% durant 20 minuts. Es van fer 3 ó 4 rentats amb PBS 1X. 

L’últim rentat no es va descartar i es va guardar la placa a 4°C amb PBS 1X durant un 

període màxim de 15 dies. 

El procés de la immunocitoquímica pròpiament dita, es va iniciar amb 2 rentats 

amb PBS-Tritó 0,2% (Taula M6) de 5 minuts. Es va fer el bloqueig de les unions 

inespecífiques amb una solució de sèrum normal de cavall (NHS) (Taula M7) 1:10 i 

PBS-Tritó al 0,2% a temperatura ambient, sense agitació durant dues hores. La 

incubació amb l’anticòs primari preparat amb NHS 1:100 i PBS-Tritó al 0,2% a la 

concentració adequada, es va deixar tota la nit a 4°C. La concentració dels anticossos 

que es van utilitzar en immunofluorescència es mostren a la Taula M5. Al dia següent, 

les mostres es van deixar atemperar durant 30-45 minuts i es van fer 4 rentats de PBS 

1X de 5 minuts. Les mostres es van incubar amb l’anticòs secundari a temperatura 

ambient, tapat de la llum durant 1 hora. Es van rentats 3 vegades amb PBS 1X durant 

5 minuts i es va procedir a la tinció de nuclis cel·lulars amb DRAQ5 (1:3000) (Taula M7) 

preparat amb PBS 1X durant 30 minuts. Per finalitzar, les mostres es van rentar 3 

vegades amb PBS 1X durant 5 minuts i es va procedir a realitzar el  muntatge: 5 μL de 

Mowiol (Taula M7)  i el cobreobjectes.  

Les mostres es van conservar durant una setmana aproximadament a 4°C a una 

cambra fosca. Per un millor anàlisi i per evitar la pèrdua de fluorescència, les mostres 

es van visualitzar al confocal el més aviat possible. Es va usar un confocal espectral 

(Leica TCS-SL amb dos detectors i el software de captació LCS (Leica Confocal 

Software). 
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Cèl·lules en suspensió (anàlisi per citometria de flux, FACS): Les plaques es van 

tripsinitzar, es va recullir el medi i el contingut es va centrifugar a 300 g durant 5 

minuts. Les cèl·lules es van contar i se’n van recullir 5 x 106 resuspenent-les amb 1 mL 

de PBS. Es van centrifugar a 300 g, resuspenent-se amb 500 μL de la solució de fixació 

(paraformaldehid al 4%) a temperatura ambient amb agitació suau (agitador orbital) 

durant 15 minuts. Les mostres es van centrifugar a 800 g i es va procedir a fer dos 

rentats amb PBS-FBS a l’1% a temperatura ambient durant 5 minuts. El bloqueig es va 

realitzar amb 500 μL per mostra amb PBS-Tritó al 0,2% i FBS al 20%, a temperatura 

ambient amb l’agitador orbital durant 1 hora. Les mostres es van centrifugar a 800g i 

es van rentar 2 vegades amb PBS-FBS a l’1%, durant 5 minuts. Els pellets de cèl·lules es 

van resuspendre amb 1 mL de la solució d’incubació (PBS-Tritó al 0,2% i FBS a l’1%) i 

es van separar 100 μL pel control (no anticòs primari ni secundari), 100 μL pel control 

de la immuno (anticòs secundari), 100 μL per l’experiment (anticòs primari i 

secundari) i 100 µL pel control isotípic (IGg i l’anticòs secundari). Les mostres es van 

incubar amb agitació suau a 4°C tota la nit. Al dia següent, a les mostres se’ls va afegir 

1 mL de solució de rentat (PBS-FBS a l’1%) i es van deixar en agitació suau durant 3 

minuts. Es van centrifugar a 400 g a 4°C durant 3 minuts i es van resuspendre amb 50 

μL de solució d’incubació (PBS-Tritó al 0,2% i FBS a l’1%). El secundari es va incubar a 

temperatura ambient i en agitació durant 45 minuts. Passat el temps, es va afegir 1 

mL de solució de rentat (PBS-FBS a l’1%) i es va centrifugar a 400 g a 4°C durant 3 

minuts (dues vegades). Per últim, es va resuspendre amb 400 μL i es va adquirir en el 

citòmetre de flux. La població de cèl·lules positives per la proteïna van ser les cèl·lules 

que van emetre més fluorescència (anticòs secundari unit a un fluorocrom Alexa488 

excitable a 488 nm i detectat pel fotodetector del citòmetre (FACSCalibur, BD 

Bioscence,USA) (Fig.M9). 
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Figura M9. Imatge de la immunofluorescència analitzada per citometria de flux.   
Pacient #34 tractat amb l’anticòs 1B10: Hi ha dues poblacions de cèl·lules: la població positiva per la proteïna, 
aquelles cèl·lules que emeten més fluorescència (anticòs secundari unit a un fluorocrom Alexa488 excitable a 
488 nm i detectat pel fotodetector del citòmetre); les cèl·lules sense la proteïna, no se’ls unirà l’anticòs primari, 
tampoc el secundari, i no emetran fluorescència (població de cèl·lules negatives per la proteïna).  
 

 

4.3.5 Anàlisi de proteïnes mitjançant immunohistoquímica de 

teixit parafinat 

La immunohistoquímica també és un tècnica que usa anticossos que reconeixen 

epítops específics de proteïnes. Es basa en la unió directa de l’anticòs primari a la 

proteïna d’interès, i la unió d’un anticòs secundari específic contra les 

immunoglobulines de l’espècie on s’ha produït l’anticòs primari. L’anticòs secundari 

està unit a HRP, enzim que catalitza la conversió del substrat cromogènic 3,3-

Diaminobenzidine (DAB) donant color a la mostra i per tant, localitzant la proteïna. A 

diferència de la immunofluorescència, que es realitza en cèl·lules que careixen de 

matriu extracel·lular, la immunohistoquímica es realitza amb mostres de teixit. 

Procediment : 

Les mostres de teixit encobertes amb parafina es van tallar amb el micròtom 

obtenint talls de 4 µm i es van adherir a portaobjectes polilisinats, els quals 

prèviament s’havien incubat amb 50 mL de lisina al 0,1% i 50 mL d’aigua destil·lada, 

durant una hora.  

Els talls es van desparafinar amb xilol: 4 banys amb xilol de 4 minuts cadascun. A 

continuació es van hidratar: bateria d’etanols (3 de 100%; 3 de 96%; 1 del 70%, de 

5 minuts cadascun), aigua destil·lada durant 10 minuts i en PBS 1X. Després es va 

bloquejar la peroxidasa endògena submergint els cobreobjectes amb el teixit a una 

 
Cèl·lules positives per    
             CAM 5.2 

 
Cèl·lules negatives  per  
            CAM 5.2 
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solució amb 2 mL d’H2O2, 140 mL de PBS i 60 mL de metanol durant 15 minuts, 

protegit de la llum. Seguidament es van fer 2 rentats amb PBS de 5 minuts cadascun. 

Pel desemmascarament de l’epítop, les mostres es van bullir amb tampó citrat 1X 

(pH=6) (Taula M6) durant 45 minuts, deixant-les atemperar 45 minuts més dins del 

tampó. Les mostres es van rentar 2 vegades amb PBS i 3 vegades amb PBS-Tritó al 

0,2%, de 5 minuts cadascun. Pel bloqueig de les unions inespecífiques, es van afegir 

100 μL de solució de NHS al 3% amb PBS-tritó al 0,2% a temperatura ambient durant 2 

hores. A continuació les mostres es van incubar amb 50 µL de l’anticòs primari diluït 

amb 3% de NHS-PBS-tritó al 0,2% i tapades amb parafilm, i es van deixar a 4°C tota la 

nit dins la cambra humida. 

Al dia següent, les mostres es van deixar atemperar durant 30-45 minuts. Les 

mostres es van rentar 3 vegades amb PBS-Tritó al 0,2% durant 5 minuts i es va 

procedir a  incubar-les amb l’anticòs secundari durant 30 minuts, a temperatura 

ambient. Es va realitzar amb el kit de DAKO Real Envision Detection System 

Peroxidase/DAB (Rabbit/Mouse) (Ref.: K5007; DAKO).  

Les mostres es van rentar 3 vegades amb PBS durant 5 minuts i es va procedir a 

fer el revelat amb DAB durant 5 minuts. El kit de DAKO (Ref.: K5007) conté el tampó 

substrat i el DAB+cromogen, els quals es van mesclar en una proporció de 50:1. A 

continuació, es van rentar amb aigua corrent durant 10 minuts i es va procedir a fer el 

contrast amb hematoxilina diluïda (1:4 amb aigua de l’aixeta) durant 15-30 segons. 

Les mostres es van rentar 2 vegades amb aigua de l’aixeta durant 5 minuts i es va 

procedir a deshidratar-les: etanols (3 de 70%; 3 de 96%; 3 de 100%, de 5 minuts 

cadascun), de xilol (4 rentats, de 5 minuts cadascun). Pel muntatge es va usar DPX i 

cobreobjectes. 

Les zones tumorals de cada mostra es van analitzar amb el microscopi NIKON 

Eclipse E800 i el software ProgRes®CapturePro 2.7.7. 

L’avaluació del marcatge de la immunohistoquimica es va realitzar a doble cec 

(blind test) per 2 investigadors independents. Per la reactivitat positiva de la Survivina 

i la caspasa 3, el marcatge va ser de color marró i es va localitzar a citoplasma i nucli 
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ANTICÒS LOCALITZACIÓ CEL.LULAR   CONCENTRACIÓ     TAMPÓ  TEIXIT CONTROL   CASA COMERCIAL

Survivina  Nucli/Citoplasma  1:50 citrat 6 Tumor pulmó  Novus Biological

Caspasa 3  Citoplasma  1:20 citrat 6 Amígdala  Cell Signaling 

(Survivina), i a citoplasma (caspasa 3 total i truncada). Per la mesura semiquantitativa 

del immunoreactivity score (IRS) de la Survivina i la caspasa 3, es van observar de 5 a 

10 camps adjacents per cada condició, amb augments de 10X, 20X i 40X i es va 

realitzar l’anàlisi segons el mètode descrit per Zhen (Zhen et al. 2005). IRS es va 

determinar multiplicant els valors dels percentatges de les cèl·lules positives (PP) per 

l’anticòs (PP: 0 : < 1%, 1: 1-25%, 2: 26-50%, 3: 51-75%, 4: >75%) amb els valors de la 

intensitat de marcatge (SI) (SI: 0: no marcatge; 1: dèbil; 2: moderat; 3: marcatge fort). 

 
 
Taula M2. Anticossos utilitzats per la immunohistoquímica de teixit parafinat.  

 

5 Vectors d’expressió gènica 

5.1 Transfecció cel·lular  

Tècnica que permet introduir material genètic exogen a cèl·lules eucariotes 

mitjançant plasmidis o vectors vírics. La transfecció de cèl·lules animals generalment 

es du a terme obrint porus transitoris a la membrana plasmàtica de les cèl·lules 

mitjançant electroporació, per permetre el pas de material genètic. També es poden 

utilitzar altres tècniques per efectuar la transfecció, així com liposomes que es 

fusionen amb la membrana plasmàtica cel·lular dipositant el material genètic exogen.  

5.1.1 Sobrexpressió de Survivina 

La sobrexpressió de Survivina de les línies cel·lulars de CaOV es va realitzar 

mitjançant el reactiu de transfecció Fugene®6 (Taula M7), sense formulació liposomal, 

format per una mescla de lípids variats que permeten la unió a molècules de DNA de 

gran mida (plasmidis) transfectant-les dins la cèl·lula d’una forma eficient sense 

generar toxicitat.  

Procediment: 

Sobrexpressió de Survivina: Les línies cel·lulars es van sembrar a plaques de 6 

pous (1,5-2 x 105 cèl·lules per pou) en un volum final de 3 mL. Després de 24 hores, les 

cèl·lules es van transfectar amb una confluència del 30-35%. Els tubs amb els  vectors 

diluïts en OPTIMEM (2 µg de DNA en un volum final de 400 µL) i Fugene®6 (4 µL de 
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Fugene®6 per 1 µg de DNA)* diluït en OPTIMEM (volum final de 400 µL) es van 

preparar per separat. Els tubs es van vortejar durant un segon i es van deixar reposar 

5 minuts. Els tubs amb el DNA (plasmidi) i el Fugene®6  es van mesclar i a continuació 

el contingut es va vortejar i es va incubar durant 20 minuts a temperatura ambient, 

tapat de la llum. Els pous de la placa es van rentar amb PBS i es van afegir 800 µL de la 

mescla DNA/ Fugene®6 que es van deixar incubant durant 4-6 hores. Passat el temps, 

es va afegir el medi complet. 

* La quantitat de Fugene®6 (ratio DNA: Fugene®6) a usar i el temps de 

transfecció depèn del tipus cel·lular i són factors bàsics per a obtenir una bona 

eficiència de transfecció. Per determinar el millor temps de transfecció i el ratio de 

DNA: Fugene®6 es va usar el gen reporter GFP (Green Fluorescent Protein) com a 

marcador de transfecció amb diferents proporcions de volum de DNA-GFP i Fugene®6 

(1:2; 1:3; 1:4) durant 24 i 48 hores. La fluorescència de GFP es va analitzar amb 

microscopi. El millor ratio va ser de 1 µL DNA per 4 µL de Fugene a les 24 hores de 

transfecció. Això ens donava les condicions per transfectar el nostre plasmidi. 

El tractament es va realitzar 24 hores post-transfecció, i l’anàlisi es va realitzar a 

les 48 hores d’incubació amb els fàrmacs. 

Per induir l’expressió del gen de la Survivina, es va utilitzar el plasmidi pcDNA3 

(Fig.M10). Aquest plasmidi que contenia el cDNA del gen de la Survivina va ser 

amablement cedit pel Dr. Altieri, de la University of Massachusetts Medical School. 

Com a control negatiu (empty-vector) es va usar el plasmidi sol (pcDNA3). 
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Figura M10. Esquema del plasmidi pcDNA3 
 
 

5.1.2 Transfecció amb siRNA  

Mecanisme de control de l'expressió gènica que permet el bloqueig selectiu de 

l'expressió de gens específics. És necessari disposar de fragments de RNA de 19 a 22 

nucleòtids i amb una seqüència homòloga a la del gen del que se’n vol silenciar 

l’expressió. Aquests fragments de RNA (siRNA) es poden unir per complementarietat 

al mRNA del gen que es vol silenciar i al fer-ho, les molècules de doble cadena 

resultants entre mRNA i els fragments de siRNA són degradats per nucleases cel·lulars, 

de manera que el trànscrit del gen és eliminat, i la seva expressió paralitzada. Per la 

transfecció de siRNA normalment s'utilitza el reactiu de transfecció oligofectamina, 

que forma complexes estables amb oligos, permetent una transfecció eficient i no 

tòxica. 

Procediment: 

Es van usar dos protocols diferents, segons el siRNA a usar. En ambdós casos, les 

línies cel·lulars es van sembrar a plaques de 6 pous (1,5-2 x 105 cèl·lules per pou) en 

un volum final de 3 mL. Les cèl·lules es van transfectar després de 24 hores, amb una 

confluència del 30-35%. 

 siRNA de p53: La concentració de siRNA que es va usar va ser de 100 nmol/L. 

Els tubs amb els siRNA diluït amb OPTIMEM (volum final de 400 µL) i oligofectamina 

diluïda amb OPTIMEM (volum final de 400 µL) es van preparar per separat. Es van 

vortejar i es van deixar reposar 5 minuts (sempre amb absència de llum). Es van 

ajuntar els continguts dels tubs: l’oligofectamina amb el siRNA (1 µL de siRNA en 1 µL 

d’oligofectamina). La mescla dels siRNAs amb oligofectamina es va vortejar suaument 
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i es va deixar reposar 20-30 minuts, amb absència de llum. Els pous es van rentar amb 

PBS i es van afegir 400 µL de siRNA/oligofectamina, resuspenent en 400 µL de medi 

OPTIMEM per obtenir un volum final de 800 µL, i es va incubar a 37°C durant 4-6 

hores (procés de transfecció) i passat el temps es va afegir medi complet. El 

tractament es va realitzar després de 6 hores de transfecció, de manera que a l’afegir 

el fàrmac, induís la transcripció de p53, i que la silenciació amb el siRNA fos més 

efectiva degut als alts nivells de mRNA.  

Els siRNA positiu usat va ser: Human p53 siRNA (TP53 UHS40367 siRNA, 

Invitrogen), i com a control (siRNA-) Negative Universal Control siRNA, Invitrogen).  

Es va utilitzar una mescla de 2 siRNA de p53 validats per la casa Invitrogen, la 

seqüència dels quals va ser: 

CCAGUGGUAAUCUACUGGGACGGAA 

UUCCGUCCCAGUAGAUUACCACUGG 

siRNA de Survivina: Prèviament a la realització dels experiments, es va escullir 

el siRNA a utilitzar i el temps òptim d’incubació amb els fàrmacs. Les cèl·lules es van 

transfectar amb 3 siRNA diferents (F07, F09, F11) (validats per la casa Invitrogen) 

durant 24, 48 i 72 hores, i es va analitzar l’expressió proteica de Survivina. El siRNA 

que va silenciar ambdues línies cel·lulars en tots els temps va ser F07. Com a siRNA 

control es va usar un siRNA negatiu (Negative Universal Control siRNA, Invitrogen). El 

temps d’incubació dels fàrmacs va ser 48 hores, i el de transfecció 72 hores, temps en 

que Survivina es mantenia silenciada. 

El protocol usat va ser el descrit al datasheet de l’oligofectamina de la casa 

comercial Invitrogen. La concentració de siRNA usat va ser de 200 nmol/L 

(concentració òptima recomanada: 50-200 nmol/L). Els tubs amb els siRNA diluït amb 

OPTIMEM (10 µL de siRNA en 175 µL d’OPTIMEM) i oligofectamina diluïda amb 

OPTIMEM (4 µL d’oligofectamina en 15 µL d’OPTIMEM) es van preparar per separat. 

Es van vortejar suaument i es van deixar reposar 5 minuts (sempre amb absència de 

llum). Es van ajuntar els continguts dels tubs: l’oligofectamina amb el siRNA (10 µL del 

siRNA stock (20 nM) en 4 µL d’oligofectamina). La mescla dels siRNAs amb 

oligofectamina es va vortejar suaument i es va deixar reposar 20-30 minuts, amb 

absència de llum. Els pous es van rentar amb PBS, i es van afegir 800 µL d’OPTIMEM i 
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200 µL de la mescla  de siRNA/oligofectamina, obtenint un volum final de 1 mL, i es va 

deixar incubant a 37°C durant 5 hores. Passat el temps, es va afegir 500 µL de medi al 

30% de FBS. 

Els fàrmacs es van afegir 24 hores després de la transfecció amb el siRNA de 

Survivina, i després de 48 hores de tractament es va realitzar l’anàlisi. Els siRNA positiu 

usat va ser: BIRC5HSS179403 siRNA (Invitrogen), i com a control, un siRNA negatiu 

(Negative Universal Control siRNA, Invitrogen). 

 

Seqüència dels siRNAs de Survivina povats: 

F07: CACCGCAUCUCUACAUUCAAGAACU 

F09: AACGAGCCAGACUUGGCCCAGUGUU 

F11: GGCUGCACCACUUCCAGGGUUUAUU  

 

5.2 Transformació bacteriana 

És el procés pel qual els plasmidis d'interès són introduïts al bacteri E.coli, que 

creixeran i es reproduiran amb el plasmidi a l’interior, formant colònies a plaques i 

fent una selecció de les mateixes mitjançant antibiòtic que contenen les plaques. El 

plasmidi introduït conté el gen de resistència a l'antibiòtic, de manera que aquells 

bacteris que creixin a les plaques formant colònies seran els que continguin el 

plasmidi (resistents). 

Procediment:  

Les cèl·lules E.coli DH5-α competents es van descongelar a temperatura 

ambient i es van mantenir durant 10 minuts agitant-les suaument, cada 2 minuts. A 

continuació s’hi va afegir la quantitat de DNA (1-10 ng) i es va mesclar suaument, 

mantenint-se en gel durant 30 minuts. Es va realitzar un xoc tèrmic a 42-45°C durant 

90 segons i es va deixar en gel 2 minuts. S’hi van afegir 900 µL de medi LB (Taula M6) i 

es va incubar a 31°C en agitació, durant una hora. A continuació es va centrifugar a 

15.000 g durant 1 minut i es va resuspendre amb 150-200 µL de LB. Seguidament es 

va plaquejar: en una placa d'agar amb ampicil.lina (Taula M7) s’hi van afegir de 3 a 4 

boletes de vidre i es va agitar la placa per així escampar els bacteris. Un cop sembrat, 

les boletes es van retirar i la placa es va incubar a 37°C. 
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5.2.1 Inoculació de colònies bacterianes recombinades a un medi 

de cultiu líquid 

Procediment: 

De la placa de cultiu, es va “picar” (seleccionar) amb una punta estèril una 

colònia resistent i es va posar a créixer en medi de cultiu LB (Taula M6): 250 mL de 

medi LB i 250 µL d'ampicil.lina, i es va deixar a l'incubador amb agitació 37°C durant 

tota la nit, per permetre la proliferació de la colònia bacteriana. Es va procedir a 

realitzar la Maxi-Prep. 

 

5.2.2 Extracció i purificació del plasmidi amb l’insert d’interès: 

Maxi-prep. 

La Maxi-Prep és una tècnica que permet aillar el plasmidi d’interès dels bacteris.  

Procediment: 

Tot el contingut bacterià de la colònia picada el dia anterior es va transferir a 

una ampolla de centrifugació, i es va centrifugar a 4.500 g durant 15 minuts. Es va 

procedir a fer l’extracció i purificació del plasmidi seguint les instruccions del fabricant  

(Quiagen Plasmid Maxi Prep.Ref.: 121163). 

 

6 Estudis in vivo 

Els xenoinjerts subcutanis (model ectòpic) a ratolins nude mice (no obtenen 

limfòcits T), són molt usats pel desenvolupament de fàrmacs anticancerígens. El seu 

ús com a indicador predictiu de la probable activitat clínica, permet avaluar l’eficiència 

i la citoxicitat dels fàrmacs en fases pre-clíniques. 

Aquests models presenten l’avantatge sobre els models in vitro de reproduir 

l’arquitectura del tumor original. 
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6.1 Animals 

Es van usar ratolins atímics (Hsd: Athimic Nude-Foxn1nu) femelles, nulípares, 

joves (5 setmanes). Els animals eren clínicament sans i de categoria higiènic-sanitària 

lliures de gèrmens patògens específics (SFP). 

Tots els estudis es van realizar segons el procediment de treball (codi 3880) 

aprovat pel Comitè Ètic d’experimentació Animal C.E.E.A (Comitè Ètic 

d’Experimentació Animal). Cada experiment es va realitzar amb un total de 40 ratolins 

nude mice femella (4 ratolins per gàbia/grup). Les cèl·lules inoculades van ser les línies 

cel·lulars A2780p (20 ratolins) i A2780cis (20 ratolins). 

6.2 Recepció, readaptació i distribució per grups 

Els ratolins es van obtenir de la casa comercial Charles River i es van recepcionar 

a l’Institut Català d’Oncologia (ICO). Els ratolins es van inspeccionar clínicament pel 

veterinari de l’àrea de l’experimentació animal, verificant la informació del Certificat 

de Qualitat que els acompanyava. Els animals es van distribuir a l’atzar i van ser 

sotmesos a un període de readaptació de 7 dies per aconseguir l’homeostasi de tots 

els paràmetres fisiològics i l’adaptació al nou ambient.  

6.3 Condicions de manteniment 

Els experiments es van realitzar a l’ICO en sales protegides per barreres físiques, 

en condicions estèrils controlades, temperatura de 22± 2°C, humitat relativa del 65-

80%, 12 canvis d’aire/hora i un fotoperíode de 12/24 hores. 

Els animals es van allotjar en gàbies de plàstic de policarbonat, amb tapes de 

reixeta de metall inoxidable canviables. Les gàbies es van identificar mitjançant 

targetes. L’aigua es va subministrar amb biberons de policarbonat de 500 mL, amb 

pipeta d’acer inoxidable, i l’aliment va ser pinso. Tots els materials van ser esterilitzats 

mitjançant autoclau a 121°C durant 20 minuts i subministrats ad libitum.  

 

6.4 Inoculació de línies cel·lulars als nude mice 

Les línies cel·lulars utilitzades per inocular als ratolins i generar els tumors van 

ser A2780p i A2780cis. Les cèl·lules es van descongelar i es van mantenir en medi 
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RPMI 1640 suplmentat amb 10% FBS, 1% glutamina i 1% penicil.lina/estreptomicina. 

Es van mantenir en cultiu a 37°C en una atmosfera humida amb CO2 al 5%. 

Quan les cèl·lules van assolir una confluència del 80% es van rentar amb PBS 1X 

i tripsinitzar amb tripsina-EDTA al 0,25%. Es van pipetejar acuradament per evitar la 

formació d’agregats cel·lulars i es van centrifugar a 200 g durant 5 minuts. El pellet de 

cèl·lules es va resuspendre en un volum de PBS per assolir una concentració de 17,5 

milions de cèl·lules/mL (3,5 x 106 cèl·lules en 200 L de PBS). Es van aliquotar 200 L 

per cada eppendorf i es van afegir 100 µL de PBS, obtenint un volum total d’inoculació 

de 300 µL. Les cèl·lules es van transportar amb gel fins l’estabulari i es va procedir a 

anestesiar als ratolins amb isoflurà, amb una dosis d’inducció de 2 Oxigen: 4 isoflurà 

per via inhalatòria. A continuació les cèl·lules es van injectar via subcutània a 

l’esquena dels ratolins (3x106 cèl·lules/ratolí). Un cop realitzada la inoculació, els 

ratolins es van deixar reposar.  

6.5 Tractament 

A l’inici de l’experiment es van fer grups de quatre ratolins per gàbia, escollits a 

l’atzar. Hi havia 5 gàbies amb 4 ratolins cadascuna, obtenint un nombre total de 20  

ratolins (n=5) per experiment. Cada gàbia/grup contenia: ratolí control amb el vehicle 

del fàrmac (DMSO 1% en solució salina), el ratolí CDDP (només tractat amb CDDP), el 

ratolí YM155 (només tractat amb YM155), i el ratolí doble tractament (tractat amb 

CDDP i YM155) (Fig.M12). 

La concentració de CDDP era de 1 mg/ mL (dissolt en solució salina). Els ratolins 

es van tractar amb una dosi de CDDP de 4 mg/Kg en un volum de 300 L, injectat amb 

xeringa via intraperitoneal, els dies 0-4 del tractament. El fàrmac YM155 en pols es va 

dissoldre amb DMSO a l’1% fins obtenir una concentració final de 15 mg/mL. Els 

ratolins es van tractar amb una dosi de YM155 de 5 mg/Kg en un volum de 100 L, 

introduït mitjançant bombes de perfusió microsmòtiques (Alzet 7D), que alliberen el 

fàrmac de forma contínua durant els 7 dies de tractament, alliberant 0,5 L/h 

(Fig.M11). Aquestes van ser introduïdes a la cavitat intraperitoneal dels ratolins 

mitjançant cirurgia.  
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A B 

C D 

 
 
 
                                                                
 
Figura M11. Bombes Alzet de 7 dies. Pàgina web www.alzet.com 

 

Els ratolins amb el doble tractament (CDDP+YM155), se’ls va introduir la bomba 

de perfusió amb la dosis de 5 mg/Kg d’YM155 des del dia 0 al 7. El CDDP se’ls va 

injectar puntualment els dies 0 i 4 del tractament, via intraperitoneal a la dosi de 4 

mg/Kg. Als ratolins control (DMSO a l’1% en solució salina) també se’ls va introduir la 

bomba de perfusió a la cavitat intraperitoneal (Fig.M12). El protocol descrit va ser una 

modificació de Iwasa i col·laboradors (Iwasa et al. 2010).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
Figura M12. Esquema del tractament amb CDDP i YM155 durant 7 dies. Ratolins control (A): portaven la bomba 

de perfusió a la cavitat intraperitoneal, la qual alliberava de forma contínua el DMSO a l’1% en solució 

salina durant els 7 dies, amb un flux de 0.5 L/h. Ratolins amb CDDP (B): Se’ls va injectar un volum de 300L 
de CDDP a una dosi de 4 mg/Kg amb xeringa via intraperitoneal els dies 0 i 4 del tractament. Ratolins amb 
YM155 (C): el fàrmac es va dissoldre amb DMSO a una concentració final de 15 mg/mL, es va introduir als 
ratolins mitjançant bombes de perfusió a la cavitat intraperitoneal, les quals alliberaven YM155 de forma 

contínua durant els 7 dies, amb un flux de 0.5 L/h (a dosi de 5 mg/Kg). Ratolins amb doble tractament (D): 
se’ls va introduir la bomba de perfusió a dosi de 5 mg/Kg de YM155 des del dia 0 al 7, i als dies 0 i 4 de 
tractament, se’ls va injectar el CDDP via intraperitoneal a la dosi de 4 mg/Kg.  
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6.6 Determinacions realitzades 

6.6.1 Observacions clíniques 

Després de l’administració de les cèl·lules tumorals, es van realitzar 

observacions dels ratolins per tal de registrar qualsevol signe clínic manifest i detectar 

les morts que es produïssin. Es van supervisar els paràmetres de dolor, els quals van 

ser: pèrdua de pes, aspecte físic, alteracions de la conducta i mida del tumor. Es van 

considerarar signes de deteriorament quan l’animal presentava caquèxia, icterícia, 

pèrdua excessiva de pes i hipomobilitat. Si el tractament generava deshidratació, se’ls 

administrarava suero glucosat (500 µL/dia). El pes corporal i mida dels tumors es va 

mesurar el dia de l’inici del tractament i dos dies a la setmana fins al final de l’estudi, 

usant una balança digital i un peu de rei.  

6.6.2 Mesures del tumor 

Cada dos dies després de l’inoculació de cèl·lules, es va efectuar palpació de la 

zona on es van inocular les cèl·lules per detectar la presència de masses atribuïbles al 

tumor injectat i establir el temps de latència en l’aparició de tumor de cada grup. Es va 

considerar massa tumoral viable creixent quan el tumor va assolir la mida que estava 

entre el rang 0,250-0,3 cm3 tots homogenis, així ja es podia iniciar el tractament 

(Fig.M13). La mida del tumor es va mesurar amb el peu de rei, com el elipsoide 

generat a partir de la mesura del diàmetre major (L) i menor (W) aplicant la formula 

V=L2W/6. Es va procedir a sacrificar els animals passats els 8 dies de tractament.  

                                         

                                      

 

 

 

 

 

 

 

Figura M13. Mida de tumor al moment d’iniciar el tractament. 
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6.6.3  Exàmens de patologia 

Vuit dies després de la iniciació del tractament, es va practicar l’eutenàsia de 

tots els animals on es va aplicar la dislocació cervical.  

Es va realitzar l’avaluació anamatopatològica dels ratolins examinant 

cuidadosament l’aspecte extern, així com totes les cavitats i òrgans. 

Es van obtenir mostres del tumor d’ovari, els quals una part van ser preservats 

en formol neutre al 10% per a la seva posterior inclusió amb parafina i realització 

d’immmunohistoquímica per marcadors pro-apoptòtics i anti-apoptòtics. L’altra part 

del tumor es va preservar a -80C pel seu processament per l’obtenció de RNA i 

proteïna.  

7 Anàlisi de dades i estadística   

Els resultats del present treball es van expressar com a mitjana ± desviació  

estàndard (SD) dels valor obtinguts en un mínim de 3 experiments independents. En 

alguns casos es va expressar com a mitja ± error estàndard (SEM).  

Les dades es van analitzar amb el programa informàtic GraphPad Prism 5.01, 

realitzant test t de Student de dades no aparellades.  

El nivell de significància p es va indicar en el text o en el peu de figura. Les 

diferències que van assolir un p-valor menor de 0,05 es van considerar significatives.  

Els efectes sinèrgics de la combinació de dos fàrmacs es van analitzar utilitzant el 

sofware Biosoft CalcuSyn (Ferguson, MO), amb el mètode de l’Efecte de la Dosis 

Mitjana (Median Dose Effect). Segons aquest mètode, un valor de CI (Combination 

Index) de 1 indica efecte additiu; un valor per sobre de 1, efecte antagonista; i un valor 

per sota de 1, efecte sinèrgic. El software CalcuSyn calcula el CI mitjançant la fórmula:            

CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 + (D1) (D2) /(Dx)1(Dx)2.. On (Dx)1 i (Dx)2  és  la dosi del fàrmac 

1 (Dx)1  o del fàrmac 2 (Dx)2 que per sí sola genera “X%” d’inhibició. Mentre que (D1) i 

(D2) és la dosi del fàrmac 1 (D1) o del fàrmac 2 (D2) que en combinació amb l’altre 

fàrmac generen “X%” inhibició. 
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   ANTICÒS          EPÍTOP   DILUCIÓ  ORIGEN*    PES MOLECULAR (KDa)                CLON  CASA COMERCIAL

p53 Aa.37-45 1/200 R 53 Ab-5; Clone DO-7 Neomarkers

Mdm2 Aa.294-330 1/500 R 85 Clone2A10; ab16895 AbCam

Mcl-1 Domini intern 1/1000 C 40 S-19; sc-819 Santa Cruz

p21 Extrem C-terminal 1/100 C 21 C-19; sc-397 Santa Cruz

Noxa Proteïna de fusió 1/100 R 11 Clone114C307; ab13654 AbCam

Puma Aa 2-16 1/500 C 18-23 Clon ab9645 AbCam

Survivina No determinat 1/500 C 16,5 Cat No. NB 500-201 Novus Biologicals

Parp Aa.764-1014 1/500 C 116 H-250; sc-7150 Santa Cruz

Bcl-2 Aa. 41-54 1/500 R 24-26 Clone124; Cod.No.M0887 Dako

Bax Aa.43-61 1/1000 C 21 - Cedit per J.Reed

Xiap No determinat 1/500 R 55 Clone117320; Cat No.MAB822 R&D Systems

β-Actina Extrem N-terminal 1/5.000 R 42 Clone AC-15; Cat No. A5441 Sigma

Tubulina No determinat 1/1000 R 60 Ab-1; Cat#CP06 Oncogene

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula M3. Anticossos primaris utilitzats per western blot (*R=Ratolí; C= Conill) 
 

 
 
 
 
 
Taula M4. Anticossos secundaris utilitzats per western blot 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula M5. Anticossos utilitzats per immunofluorescència  
 
 
 
 
 
 

                     ANTICOSSOS SECUNDARIS     DILUCIÓ        CASA COMERCIAL

Anti-rabbit IgG, HRP linked whole antibody (from donkey )          1/5000            GE Healthcare   

Anti-mouse IgG, HRP linked whole antibody (from sheep )        1/5000            GE Healthcare   

 ANTICÒS PRIMARI    CONCENTRACIÓ             ISOTIP         REFERÈNCIA   CASA COMERCIAL

CAM 5.2 (mouse )  1/5 IgG2a 345779 Biosciences

Anti-Vimentina (mouse )  1/2000 IgG1k clon:V9,M0725 Dako

  ANTICÒS SECUNDARI     CONCENTRACIÓ        FLUOROCROM         REFERÈNCIA    CASA COMERCIAL

Goat Anti-mouse-IgG  1/500 Alexa Fluor® 488 A11001 Molecular Probes

Donkey Anti-mouse-IgG 1/500 Cy3 715-166-151 Jackson IR

MilliporePhospho-H2AX (Ser139) (mouse )  1/500 IgG1 clon: JBW301

DakoAnti-Calretinina (mouse ) 100 µL directes IgG1k NP113
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TAMPÓ COMPOSICIÓ CONCENTRACIÓ FINAL
Tris-HCl pH=6,8 80 mM

SDS 2%

Glicerol 10%

Tris 25 mM

Glicina 192 mM

SDS 0,10%

Tris 25 mM

Glicina 192 mM

Metanol 10% per proteïnes 

PM>30kDa

20% per proteïnes 

PM<30kDa

Tris 0,5 M

SDS 0,40%

Tris 1,5 M

SDS 0,40%

Tris-HCl 20 mM

NaCl 137 mM

TBS 1X 1X

Tween-20 0,10%

TBS-T 1X

Llet desnatada en pols 5%

Àcid Cítric 1,8 mM

Citrat Sòdic 8mM

Tampó Tris  pH=10 Tris 10 mM

EDTA pH=8 EDTA 1 mM

Na2HPO 0,2 M

Àcid cítric 0,1 M

Paraformaldehid 16%

Tampó fosfat 0,4 M

NaCl 140 mM

KCl 0,27mM

Na2HPO4 0,81 mM

KH2PO4 0,18 mM

PBS 1X

Tween 0,20%

PBS 1 X

FBS 0.1%

NaCl 170mM

Triptona 1%

Estracte llevat 0,50%

NaCl 170mM

Triptona 1%

Estracte llevat 0,50%

Agar 1,50%

PBS-0.1% FBS

LB (1L)

LB (plaques) (1L)

Tampó Citrat-fosfat pH= 7,8

Paraformaldehid 16%

PBS (Tampó fosfat salí) pH=7,4

PBS-T

TBS (Tris Buffered Saline) 1X pH=7,4

TBT-T pH=7,4

Solució de Bloqueig

Tampó Citrat pH= 6 ó pH=10 10mM

Tampó d’electroforesi (1x) pH=8,3

Tampó de transferència (1X) pH=8,3

Tampó apilador per l’electroforesi (upper) 

pH=6,8

Tampó separador per electroforesi (lower) 

pH= 8,8

Tampó de lisis proteica (Laemmli)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula M6. Principals tampons i solucions utilitzats. 
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PRODUCTE STOCK PROVEÏDOR
Acrilamida:Bisacrilamida   Solució 30% (37, 5.1) Bio-Rad

Ampicil.lina  50 mg/mL Sigma

Anexina V-FITC - Bender MedSystems

APS 10% Sigma

Blau de Bromofenol - Flucka Chemica

b-mercaptoetanol - Merck

cis-diamminedichloroplatinum(II) 3,3 mM en aigua Sigma

Colagenasa II 200 U/ml Sigma

DMSO - Merck

DRAQ5 - Cell Signaling

DPX - Fluka

DTT 50 mg/mL en aigua Sigma

Hanks' Balanced Salts Solution Biological Industries

ECL Plus - Amersham Biosciences

Etanol - Merck

FBS (Fetal Bovine Serum ) - Biological Industries

Fugene®6 - Roche Diagnostics

H2O2 - Sigma

Iodur de propidi (IP) 20 µg/mL Sigma

Isopropanol - Panreac

L-Glutamina 200 mM Biological Industries

Lisina 0,10% Sigma

M199 - Biological Industries

Marcador de pes molecular (proteïnes) - Bio-Rad

Membrana PVDF Hybond-P - Amersham Biosciences

MCDB105 - Biological Industries

Metanol - Merck

Marcador de pes molecular (proteïnes) - Bio-Rad

M-MLV Reverse Transcriptase 200U/µL Promega

Mowiol - Calbiochem

MTT 5mg/ml en PBS Sigma

NHS (Normal Horse Serum ) - Vector

Nutlin-3a 10 mM amb DMSO Cayman Chemical

Nutlin-3b 10 mM amb DMSO Cayman Chemical

Oligofectamina - Invitrogen

OPTIMEM - GIBCO

Penicil·lina-Estreptomicina 1000U/mL //10mg/mL Biological Industries

RNA later - Invitrogen

RNaseZAP - Ambion

RPMI 1640 - Biological Industries

SDS - Merck

Temed - Merck

Tripsina-EDTA al 0,25% - Biological Industries

Tritó®X-100 - Bio-Rad

Tween-20 - AppliChem

X-Gal 20X en dimetilformamida Cell Signaling

Xilol - Merck

YM155 1mM amb DMSO Astellas Pharma

Q-VD-Oph (Q-Val-Asp (non-omethylated)-

Oph)

20 mM DMSO R&B Systems

RNAseA                  Variable Sigma

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Taula M7.Productes 
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RESULTATS 

Objectiu 1.  Establiment de cultius primaris de 
càncer d’ovari a partir de mostres tumorals 
humanes 

 

1.1   Introducció als cultius primaris 

Per la millor caracterització dels factors associats al desenvolupament de la 

quimioresistència, han estat de gran utilitat els estudis realitzats in vitro amb línies 

cel·lulars comercials. Aquestes permeten efectuar grans avenços en l’estudi del 

creixement i diferenciació cel·lular, en l’anàlisi dels mecanismes d’acció implicats en la 

resposta cel·lular davant d’un estímul determinat, així com en el desenvolupament de 

manipulacions gèniques per comprendre millor l’estructura i funció dels gens. 

Tanmateix, després d’un elevat nombre de passes in vitro, els patrons d’expressió 

gènica observats en les línies cel·lulars poden variar notablement en relació amb les 

alteracions moleculars observades en els tumors originals. Aquest fet justifica la 

discrepància observada en ocasions entre els resultats observats in vitro i els 

observats en els pacients. Una forma d’evitar aquesta limitació és l’ús de cultius 

primaris obtinguts a partir del tumor del pacient. 

Els cultius primaris reprodueixen amb elevada precisió les alteracions 

genètiques del tumor original del qual procedeixen, i per tant, tenen un 

comportament biològic molt similar. No obstant, a mesura que es relitzen més passes, 

les cèl·lules tumorals poden anar adquirint noves mutacions gèniques i allunyar-se del 

tumor inicial del qual procedeixen.  

El nostre grup ha desenvolupat el protocol per establir cultius primaris de CaOV 

humans amb mostres de teixit fresc procedents del Servei d’Anatomia Patològica de 

l’Hospital Universitari de Bellvitge (HUB). La present tesi ha permès establir el protocol 

de cultius primaris de CaOV tant a partir de tumor sòlids com de líquids ascítics (LASC). 

Una vegada establerts els cultius, aquests s’han pogut congelar a passes baixos (entre 
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passe 0 i 4) i descongelar-se amb èxit, conservant la viabilitat i les mateixes 

característiques genètiques que el tumor inicial.  

Per treballar amb cultius primaris, és essencial fer-ho amb passes baixos 

(inferiors a 6-8 passes per a tenir resultats reproduïbles) (Dunfield et al. 2002). Una 

limitació dels cultius primaris és que, al ser cèl·lules que no estan immortalitzades com 

les línies cel·lulars, és freqüent observar senescència i mort cel·lular després d’un 

nombre limitat de divisions, i d’aquí la importància de treballar amb passes baixos. 

 

1.2  Característiques histològiques i estadis dels cultius 

primaris establerts 

 

1.2.1  Obtenció de diferents tipus histològics a partir de mostres de 

tumor sòlid i LASC. 

  Durant la realització de la tesi doctoral es van processar un total de 102 cultius 

primaris de CaOV dels quals 79 es van obtenir a partir de tumor sòlid i 23 a partir de 

líquid ascític (LASC). Les mostres obtingudes van ser tumors epitelials d’ovari, i en 

menor proporció, tumors de cèl·lules germinals i de cordons sexuals-estroma. Es van 

rebre mostres de tumors malignes, borderline i benignes. La majoria dels tumors 

serosos van ser malignes (93%), les mostres dels tumors mucinosos van ser 50% 

malignes i 40% borderline. Dels subtipus endometrioide i cèl·lula clara, tots van ser 

malignes (Fig.R1.1A). 

Considerant només les mostres malignes d’ovari, es van obtenir els tipus 

histològics següents: carcinoma serós (65%), endometrioide (13%), mucinós (11%), 

cèl·lula clara (9%); en menor percentatge tumors de cèl·lules germinals (2%) 

(Fig.R.1.1B). De les mostres de LASC, es va rebre un major percentatge de carcinomes 

serosos (73%) i mucinosos (17%), no es van obtenir casos de tipus endometrioide i 

cèl·lula clara. Es van obtenir mostres de tumor de cèl·lules germinals i de cordons 

sexuals-estroma (4% en ambdós casos) (Fig.R.1.1C). 
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LASC
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Cèl.lula Clara
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Figura R1.1. Cultius primaris de CaOV establerts a partir de tumor sòlid i de líquid ascític (LASC). Percentatge de 
mostres malignes (carcinoma), borderline i benignes dels diferents tipus histològics obtinguts (A). Percentatge de 
tipus histològics obtinguts a partir de mostres tumorals sòlides malignes (carcinomes) (B) i líquid ascític (LASC) 
de tumor maligne (C). 
 
 

 

En aquesta tesi es van establir cultius primaris de totes les mostres rebudes, 

tanmateix pels experiments realitzats amb fàrmacs, es van utilitzar només els cultius 

primaris de tumors epitelials malignes (carcinomes). 

1.2.2  Obtenció de mostres de CaOV de diferent estadi tumoral 

           L’estadi tumoral al moment del diagnòstic és un dels factors pronòstics més 

importants del CaOV. La classificació del CaOV es basa en la classificació internacional 

de la Federació Internacional de Ginecologia i Obstetricia (classificació FIGO). De les 

mostres tumorals sòlides malignes epielials, en general els estadis que més van 

predominar van ser el III (58%) i l’I (38%). L’estadi II va ser poc freqüent (4%) i no es va 

obtenir cap mostra en estadi IV, ja que en aquest, no està implicat el tractament 

quirúrgic d’entrada (Fig.R1.2).  

 

 

A 

Mostra Tumoral
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9%
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17%

0%

0%

4%

4%

Serós

Mucinós

Endometroide

Cèl.lula Clara

Germinal
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B 
LASC

75%

17%

0%

0%

4%

4%

Serós

Mucinós

Endometrioide

Cèl.lula Clara

Cèl·lules germinals

Cordons sexuals-

estroma

     Maligne      Borderline       Benigne 
Serós 93 7 0

Mucinós 50 40 10

Endometrioide 100 0 0

Cèl.lula Clara 100 0 0

C 
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Figura R1.2. Percentatge dels estadis FIGO de les mostres obtingudes a partir de tumor sòlid de CaOV epitelial.  
 

 

La majoria dels carcinomes serosos (els més abundants) van ser d’estadi III 

(76%). Dels mucinosos, el que més va abundar va ser l’estadi I (83%),  en el tipus 

endometrioide els estadis I i III (57% i 43%, respectivament), i en cèl·lula clara els 

estadis III i I (60% i 40%, respectivament)(Fig.R.1.3). 

 

 

 

          
Figura R1.3. Percentatge dels estadis FIGO segons el tipus histològic de les mostres obtingudes a partir de 
mostres tumorals sòlides de CaOV. 

 

 

1.3  Factors limitants per l’establiment de cultius primaris de 

CaOV 

          Perquè un cultiu primari creixi amb èxit i la seva viabilitat es mantingui, és 

important un adequat processament inicial de la mostra, conèixer les característiques 

d’aquesta, el temps que roman en cultiu i un correcte manteniment per evitar 

possibles contaminacions.  

De totes les mostres obtingudes a partir de tumor sòlids, un 76% van ser 

viables, van créixer amb èxit i es van poder congelar per usar en futurs experiments; 

un 16% no van créixer i un 8% es van contaminar (Fig.R1.4A). De les mostres 

obtingudes a partir de LASC: un 82% van ser viables i van créixer amb èxit; 9% no van 

   Serós Mucinós  Endometrioide Cèl·lula Clara 
Estadi I 17 83 57 40

Estadi II 7 8 0 0

Estadi III 76 8 43 60

Estadi IV 0 0 0 0

Graus FIGO

38%

4%

58%

0%

Estadi I

Estadi II

Estadi III

Estadi IV

Graus FIGO 
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Mostra Tumoral

76%

16%

8%

LASC

82%

9%
9%

Viables

No Viables

Contaminació

créixer i 9% es van contaminar (Fig.R1.4B). En conjunt, el creixement de primaris va 

ser excitós en un 80% dels casos. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura R1.4. Èxit dels cultius primaris. Percentatge de viabilitat, no viabilitat i contaminació per bacteris i/o fongs 
en cultius primaris establerts a partir de tumor sòlids (A) o de LASC (B). 

 

Els cultius primaris no viables, ho van ser per raons intrínseques de la mostra, o 

bé per factors externs. 

1.3.1   Factors limitants dependents de la mostra 

1.3.1.1   Mida de la mostra  

          Com a part de protocol, es va determinar el pes (mostra sòlida) i el volum (LASC) 

de les mostres abans d’iniciar el seu processament. En el cas de les mostres sòlides, la 

mesura del pes va permetre ajustar la quantitat de col·lagenasa I necessària per la 

disgregació mecànica del tumor, i va condicionar la viabilitat del cultiu. En el cas dels 

LASCs, el volum de la mostra no va condicionar el protocol ni la viabilitat del cultiu. 

 

La mitjana dels pesos de les mostres tumorals que va cedir el Servei d’Anatomia 

Patològica de l’HUB va oscil·lar entre els 13 mg i 2500 mg (Fig.R1.5A). Les mostres 

inferiors a 20 mg van presentar dificultats a l’hora de garantir l’èxit en l’establiment 

del cultiu, ja que el nombre de cèl·lules tumorals que es van aconseguir aillar va ser 

insuficient, independentment del tipus histològic. Mentre que les mostres amb pesos 

superiors a 100 mg van créixer molt bé i van ser viables en la majoria dels casos.  

A B 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 129 

 LASC

Serós

Mucinós

Germinal

Estromal

Indiferenciat

>5L

3-5L

1-3L

<1L

Mostra tumoral

Serós

Mucinós

Endometroide

Cèl.lula Clara

Germinal

Mixte

Indiferenciat

Altres
>500 mg

100-500 mg

<100 mg

La mitjana dels volums de LASC que va cedir el Servei de Ginecologia de l’HUB 

va oscil·lar entre els 15 mL i 7 L (Fig.R1.5B). Independentment del volum de la mostra, 

el cultius van ser viables. La viabilitat dels cultius va dependre de l’estat de la mostra, 

mai del seu volum inicial. Per tant, la mida de la mostra va ser un factor limitant per la 

viabilitat del cultiu només en aquelles que provenien de mostra tumoral sòlida, no de 

LASC. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura R1.5. Pesos de les mostres tumorals (A) i volum de LASC (B) de les mostres processades per  l’establiment 
de cultius primaris de CaOV.  

 

1.3.1.2   Diagnòstic anatomopatològic  

          En alguns casos, es van rebre mostres que no corresponien a CaOV degut a que 

en el moment de prendre la mostra (amb la peça en fresc) encara no s’havia realitzat 

l’estudi histològic. Aquests tumors van resultar ser metàstasi d’ADK de colon, 

melanoma, càncer d’endometri, etc. Aquests teixits no van ser viables degut a que el 

medi i les condicions de cultius no van ser els adequats pel seu creixement. Això el 

que ratifica és que el medi de cultiu que es va usar era específic per CaOV, de manera 

que mostres procedents d’altres teixits no van ser viables.  

1.3.1.3   Contaminació per cèl·lules mesenquimals: fibroblasts  

          Una de les problemàtiques més importants en l’establiment de cultius primaris 

de CaOV és la contaminació per fibroblasts. Tot i que els tumors són de cèl·lules 

epitelials, comuntment contenen un component de cèl·lules de l’estroma (entre els 

quals hi ha els fibroblasts) que interactuen amb l’epiteli del tumor. En un gran nombre 

de mostres processades es va observar un alt percentatge de fibroblasts que 

contaminaven el cultiu; sobretot en mostres provinents del LASC, on hi havia cultius 

A B 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 130 

amb 75% (LASC#6 p0) o fins a 100% (LASC#16 p0) de contaminació  (Fig.R1.6A). En el 

conjunt de cèl·lules que es troben en els LASCs no només hi ha cèl·lules epitelials 

malignes, també hi abunden els limfòcits, macròfags, hematies, cèl·lules mesotelials i 

fibroblasts. En mostres tumorals, la presència de fibroblasts va ser menor que en 

mostres procedents de LASC, però també van haver mostres que van presentar alt 

percentatge: 75% (#2 p1) i 90 % (#9 p1) (Fig. R1.6B). 

La presència de fibroblasts emmascarava a les cèl·lules epitelials, el que 

dificultava l’experimentació amb dites mostres. Per tant, es va buscar un mètode 

d’eliminació de fibroblasts per enriquir els cultius primaris establerts i assegurar una 

bona experimentació amb cèl·lules epitelials del respectiu tumor. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R1.6. Imatges representatives de cultius primaris de CaOV. Mostres provinents de LASC (A) i tumor sòlid 
(B) contaminats amb fibroblasts. Amb la flexta negra es mostren les cèl·lules epitelials: morfologia arrodonida i 
plana amb menor tendència a elongar-se i aliniar-se formant matrius paral·leles; mentre que els fibroblasts 
presenten una morfologia allargada, amb polaritat anterior-posterior amb tendència a elongar-se i formar 
matrius paral·leles (10X). 
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1.3.1.4   Temps en cultiu: senescència i mort cel·lular  

           Algunes mostres tumorals, tant de tumor sòlid com de LASC, van presentar 

creixement molt lent, i van haver de romandre a l’incubador durant molts dies (fins a 

30 dies). Les cèl·lules d’aquests cultius van acabar assolint una morfologia aplanada, 

típica de senescència, degut a que els cultius primaris no són línies cel·lulars 

immortalitzades, i després d’un nombre limitat de divisions acaben sent senescents 

(Fig.R1.7A). Altres cultius primaris que van romandre molt temps a l’incubador, les 

cèl·lules es desenganxaven de la placa i s’obtenia una morfologia rodona amb 

vacuolització citoplasmàtica, típica de mort cel·lular (Fig. R1.7B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R1.7. Imatges representatives de senescència cel·lular (A) i mort (B) dels cultius primaris de CaOV 
provinents de tumor sòlid. Amb la flexta nergra es mostren les cèl·lules senescents (A); amb la fletxa vermella, 
les cèl·lules mortes (B). A i B (imatges superiors i inferior esquerra ) (10X); B (imatge inferior dreta) (20X). 

 

1.3.1.5   Presència de teixit necròtic  

               En alguna ocasió les mostres de tumor sòlid van presentar necrosi 

macroscòpica. Per això, en aquells casos en què la mostra a processar presentava 

zones necròtiques, va ser necessari retirar aquestes zones abans de processar-la per 

A 

                         #6 p3                                                                     #9 p4  
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tal d’eliminar el màxim la presència de detritus cel·lulars i hematies que dificultaven la 

correcta progressió del cultiu. 

1.3.2   Factors limitants independents de la mostra 

1.3.2.1 Sobreinfecció del cultiu per bacteris o llevats  

           Alguns cultius primaris van tenir un creixement molt lent (en algunes ocasions 

superior a 2 setmanes), pel què van requerir períodes molt llargs d’estada a 

l’incubador, fet que va augmentar la possibilitat de sobreinfecció.  

1.3.2.2 Problemes tècnics  

           Els cultius primaris quan es van congelar es van emmagatzemar al congelador 

de -150 C. Es van tenir alguns problemes en aquest congelador degut a l’acabament 

de la bombona del CO2, que va generar augment de temperatura. Alguns primaris, 

degut als canvis de temperatura que van experimentar, van disminuir la viabilitat 

cel·lular. 

1.4   Establiment de cultius primaris de CaOV a partir de 

mostres tumorals sòlides i LASCs 

1.4.1   Protocol per l’establiment dels cultius primaris de CaOV 

          Els cultius primaris de CaOV es van establir a partir de mostra tumoral sòlida o 

de LASCs de pacients amb CaOV intervinguts en el Sevei de Ginecologia de l’HUB. 

Segons el tipus de mostra es va procedir a realitzar un protocol o altre. 

1.4.1.1   Protocol per l’establiment de cultius primaris de CaOV a partir de 

mostra tumoral sòlida 

          Es va dur a terme un protocol de disgregació mecànica seguit d’un tractament 

enzimàtic per tal d’obtenir cèl·lules aïllades (veure apartat de Materials i Mètodes). El 

protocol que es va usar, es va anar modificant en relació als resultats obtinguts, amb 

l’objectiu d’optimitzar i millorar el rendiment dels cultius. Inicialment, es diposita la 

mostra en una placa de Petri i s’afegeix medi HSBB per a facilitar-ne la disgregació. 

Amb l’ajuda d’un bisturí i d’unes pinces i, amb molta cura, es disgrega el teixit de 

forma mecànica, intentant obtenir fragments d’una mida el més petita possible (~1-4 
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mm3). Es recull el medi amb els fragments i es dipositen en un falcon de 50 mL, on 

s’afegeix la col·lagenasa I (a una concentració final de 200 U/mL), per a procedir a la 

disgregació enzimàtica del teixit. En un primer moment, es va realitzar la disgregació 

enzimàtica amb col·lagenasa I i DNAsa, ambdues a la mateixa concentració; els 

resultats van demostrar que la DNAsa no era necessària per la disgregació enzimàtica, 

per la qual cosa es va deixar d’utilitzar. La mostra incubada amb col·lagenasa I, es 

deixa amb agitació suau durant 1 hora a 37°C. Al finalitzar el temps d’incubació, si es 

visualitza bona disgregació del teixit, es procedeix a centrifugar la mostra a 500 g 

durant 5 minuts, retirant el sobrenedant, i ressuspenent el pellet amb medi fresc 

MCDB/M199 (1:1) amb FBS al 10% i penicil·lina-estreptomicina a l’1%, seguit d’un nou 

rentat i centrifugació amb les mateixes condicions. Finalment, la mostra ja disgregada, 

es plaqueja amb medi fresc amb FBS al 10% i de penicil·lina-estreptomicina a l’1%, en 

un volum adequat en funció del nombre de plaques que es sembren (uns 200 mg de 

teixit per cada placa de 60 mm). La figura R1.8 mostra diverses imatges de l’aspecte 

dels cultius primaris establerts a partir de teixit tumoral sòlid. En tots ells s’hi 

observen cèl·lules epitelials, amb absència de fibroblasts. Les cèl·lules tenen tendència 

a formar botons o clusters (com en el cas dels cultius primaris #9 i #6); d’altres 

presenten una morfologia arrodonida amb tendència a formar una monocapa 

compacta (com és el cas dels cultius primaris #66 i #2); També hi ha cultius amb una 

morfologia cel·lular més allargada, amb polaritat anterior/posterior, similar a la 

morfologia dels fibroblasts (cultiu #49 i #35). 
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                       #35 p0                                                              #6 p0                                                            #2 p0 

                             #66 p0                                                            #49 p0                                                            #9 p0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R1.8. Cultius primaris establerts a partir de mostra tumoral sòlida (10X). 

 
 

1.4.1.2   Protocol per l’establiment de cultius primaris de CaOV a partir de LASC 

          A diferència de les mostres tumorals, el LASC es caracteritza perquè les cèl·lules 

de CaOV s’obtenen d’una suspensió, de forma aïllada o formant clusters, pel que no 

requereix d’una disgregació mecànica ni enzimàtica per a l’establiment del cultiu. La 

mostra de LASC es pot cultivar directament o a partir del pellet. Pel cultiu directe: es 

resuspen un volum de mostra amb el mateix volum de medi de cultiu fresc 

MCDB:M199 (1:1) amb FBS al 10% i penicil·lina-estreptomicina a l’1%. Un volum de 10 

mL de LASC es transfereix directament a flascons de T-75 amb un volum equivalent 

(1:1) de medi complet. El nombre de flascons T-75 usats per mostra depèn del volum 

inicial d’aquesta. Els cultius primaris de LASC a partir de pellet: un volum de 50 mL es 

centrifuga a 300 g i el pellet es resuspen amb medi complet per plaquejar-lo en un 

flascó de T-75. No s’observen diferències en quan a creixement, viabilitat del cultiu i 

morfologia cel·lular entre els cultius establerts directament o a partir de pellet.  

La figura R1.9 mostra diverses imatges de l’aspecte dels cultius primaris de 

mostra tumoral establerts a partir de LASC. En tots ells s’hi observen cèl·lules 
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epitelials, amb absència de fibroblasts. Les cèl·lules presenten una morfologia 

arrodonida amb tendència a formar una monocapa compacta (com és el cas dels 

cultius primaris LASC#12, LASC#10, LASC#4 i LASC#3); Altres presenten una morfologia 

cel·lular més allargada, amb polaritat anterior/posterior, similar a la morfologia dels 

fibroblasts (com els cultius LASC#8 i LASC#15 ). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura R1.9. Cultius primaris establerts a partir de LASC : LASC directe (A) i a partir del pellet (B) (10X). 

 

Tots els cultius primaris es van mantenir en un incubador amb atmòsfera 

humida, pressió parcial de CO2 del 5%  a una temperatura constant de 37°C.   

Al dia següent, els primaris s’observaven al microscopi òptic, i normalment, 

després de 24 hores de plaqueig, algunes cèl·lules ja s’observaven adherides a la 

placa. Si el cultiu presentava molts eritròcits i detritus cel·lulars, es retirava el 

sobrenedant i s’afegia 100% de medi fresc, per evitar la dificultat d’observació i la 

possible reduïda viabilitat del cultiu primari. Tanmateix, si el cultiu primari presentava 

pocs eritròcits i detritus cel·lulars, s’afegia medi condicionat al 90%. A partir d’aquest 

                           LASC#8 p0                                                  LASC#12 p0                                           LASC#10 p0 
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punt, la renovació parcial es va fer cada 2-3 dies amb medi condicionat (veure apartat 

1.4.3.1). 

Per eliminar els hematies dels cultius, no es va usar cap tampó de lisi, ja que les 

cèl·lules epitelials d’ovari de seguida s’adhereixen, mentre que els hematies queden 

flotant pel medi (Fig.R1.10). El medi MCDB/M199 usat per propagar les cèl·lules 

epitelials no permet el creixement de cèl·lules hematopoiètiques i per tant, els 

hematies queden eliminats a mesura que es canvia de medi (Shepherd et al. 2006). La 

figura R1.10 mostra una imatge d’un cultiu primari als 4 dies després de la disgregació 

mecànica i enzimàtica del tumor, encara amb presència d’hematies. Es pot observar la 

formació de petits botons (clusters) de les cèl·lules als primers dies d’estar en cultiu. 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura R1.10. Formació de petits botons (clusters) 4 dies després de la disgregació mecànica i enzimàtica del 
cultiu primari #16p0 procedent de mostra tumoral sòlida. Presència d’hematies (marcats amb una fletxa) 10X (A) 
i 20X (B). 

 
 

1.4.2   Morfologia dels cultius primaris  

 En els cultius primaris establerts es va observar que diferien uns dels altres en la 

morfologia cel·lular; es van observar cèl·lules de diferent mida, complexitat i 

morfologia. En alguns casos les cèl·lules recordaven els fibroblasts estromals, amb 

morfologia allargada i amb polaritat. Aquesta morfologia és típica dels cultius primaris 

de CaOV i és anomenada fibroblast-like: morfologia fibroblàstica, amb reduïda adhesió 

intercel·lular i polaritat anterior/posterior, però es diferencien dels fibroblasts 

estromals a que tenen menor tendència a elongar-se i aliniar-se formant matrius 

paral·leles (Fig.R1.11A). Una altra morfologia típica dels cultius primaris de CaOV és la 
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que s’anomena monocapa epitelial de cèl·lules aplanades i grans (epithelial monolayer 

of flattened large cells) i té similituds al mesoteli extraovàric (Fig.R1.11B). Per últim, 

els cultius primaris de CaOV poden presentar una monocapa més compacta, la qual 

s’anomena monocapa epitelial compacta o cobblestone, la morfologia de la qual és 

més similar a la superfície de l’epiteli de l’ovari in vivo (Fig.R1.11C) (Auersperg et al. 

1994). 

 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 

 

Figura R1.11. Morfologies típiques dels cultius primaris de CaOV: #19p1: Fibroblast-like (A) #2p2; Monocapa 
epitelial aplanada o Flattened large cells (B) ; LASC#16 p2: monocapa epitelial compacta  o cobblestone (C). A i C 
(10X); B (20X).  

 
 

1.4.3   Manteniment i criopreservació dels cultius primaris  

1.4.3.1   Renovació del medi de cultiu: Medi condicionat 

 L’adherència i el creixement de les cèl·lules es va monitoritzar periòdicament 

mitjançant el microscopi. Pel manteniment cel·lular es va renovar el medi cada 2- 3 

dies amb medi condicionat. Aquest es va utilitzar per tal d’evitar la pèrdua dels factors 

de creixement i hormones que les pròpies cèl·lules en cultiu sintetitzen i excreten al 

medi, i que són necessaris pel bon creixement. El medi condicionat consisteix en afegir 

al medi fresc (MCDB105/M199) un volum de medi que ja ha estat en cultiu. Quan es fa 

un canvi de medi, aquest es retira de la placa, es centrifuga i el sobrenedant, que és el 

que conté les hormones i factors de creixement, es filtra amb una malla de 0,70 µM i 

es mescla amb un volum de medi fresc (MCDB105/M199), el qual varia en funció del 

temps que té el cultiu i la confluència d’aquest. Quan els cultius primaris estan poc 

                       #19p1                                                         #2p2                                                          #8 p0   
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confluents, el medi condicionat es fa del 90% (90% sobrenedant en 10% de medi 

fresc), i a mesura que augmenta la confluència cel·lular disminueix el percentatge de 

medi condicionat, anant del 70% al 10% (aquest últim quan la confluència del cultiu és 

del 90%).  

1.4.3.2   Eliminació dels fibroblasts en els cultius primaris de  CaOV  

 Com ja s’ha esmentat, una de les problemàtiques dels cultius primaris de CaOV 

és la presència dels fibroblasts a la mostra i el creixement d’aquests a la placa de 

cultiu emmascarant les cèl·lules epitelials. La contaminació dels cultius primaris de 

CaOV amb fibroblasts és un factor limitant que perjudica l’estudi amb els cultius 

primaris. Pel bon manteniment dels cultius i perquè les cèl·lules epitelials creixessin 

sense presència de fibroblasts, es van portar a terme diferents protocols per eliminar-

los del cultiu. A continuació, es mostren els protocols que es van realitzar i l’èxit que 

es va obtenir amb cadascun d’ells. El primer protocol es basa en l’eliminació dels 

fibroblasts mitjançant la incubació de les cèl·lules del cultiu amb un anticòs que 

reconeix els fibroblasts, el qual hi té un efecte citotòxic amb presència de proteïnes de 

complement. El segon protocol es basa en realitzar un seguit de tripsinitzacions a 

temps curts (tripsinització selectiva) que permeten específicament desenganxar els 

fibroblasts de la placa, mantenint-se adherides les cèl·lules epitelials. 

 Ús de l’anticòs 1B10 (Anti-Fibroblast Surface Protein).  

 Per l’eliminació dels fibroblasts dels cultius primaris de CaOV es va usar l’anticòs 

murí monoclonal IgM 1B10, específic i citotòxic que reconeix una proteïna de la 

superfície dels fibroblasts, absent a cèl·lules epitelials i limfòcits humans. L’anticòs 

s’uneix a la superfície dels fibroblasts humans i amb presència de proteïnes de 

complement, les fixa i es desencadena la cascada bioquímica fins a formar el complex 

d’atac de membrana, el qual acabarà matant als fibroblasts. Per l’eliminació dels 

fibroblasts d’un cultiu epitelial és essencial incubar l’anticòs amb sèrum de conill, el 

qual posseeix les proteïnes de complement necessàries per lisar el fibroblast. El 

protocol es pot realitzar amb cèl·lules adherides o en suspensió (veure apartat 1.4.1 

de Materials i Mètodes). 
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Aquest protocol es va realitzar a cultius primaris de diferents passes cel·lulars 

provinents de mostres tumorals sòlides o de LASCs, amb diferent percentatge de 

partida de fibroblasts. Per comprovar que l’eliminació dels fibroblasts s’havia dut a 

terme exitosament, es va determinar el percentatge de cèl·lules epitelials en el cultiu 

abans (pre-tractament) i després (post-tractament) del tractament amb l’anticòs 

1B10. La determinació de cèl·lules epitelials es va realitzar mitjançant l’anticòs CAM 

5.2, anticòs que permet el reconeixement de cèl·lules epitelials dels cultius primaris 

de CaOV. Per a l’anàlisi del marcatge per CAM 5.2 es van realitzar dues metodologies: 

per les cèl·lules adherides es va realitzar immunofluorescència, amb l’observació i 

contatge de mostres mitjançant microscopia confocal; per les cèl·lules en suspensió es 

va realitzar immunofluorescència,  la quantificació de la qual es va realitzar mitjançant 

citometria de flux. D’aquesta manera es va poder determinar la població de cèl·lules 

marcades per CAM5.2 de la mostra, coneixent el percentatge de cèl·lules epitelials del 

cultiu primari analitzat. 

Es van escullir cultius primaris a l’atzar, cadascun d’ells amb una proporció 

determinada de cèl·lules epitelials abans del tractament amb l’anticòs. Abans de 

tractar-los amb l’anticòs, es va determinar el percentatge de cèl·lules epitelials de 

cadascun d’ell. Els que van presentar un major percentatge en cèl·lules epitelials van 

ser: #34p1 (80%) i LASC#8p0 (50%). Els de menor percentatge van ser: #56p2 (10%), 

#17p1 (15%), #66p3 i LASC#7p2 (20%) (Fig.R1.12A). La mitjana del percentatge de 

cèl·lules epitelials de tots els cultius primaris abans del tractament va ser del 33% ± 26. 

Una vegada realitzat el protocol amb l’anticòs, es va tornar a determinar el 

percentatge de cèl·lules epitelials de tots els cultius en el post-tractament, la mitjana 

del qual va ser del 48% ± 27 (Fig.R1.12A). Els cultius que més es van enriquir en 

cèl·lules epitelials amb el protocol amb 1B10 van ser: #66 (30% enriquiment), #17p1 

(23%) i LASC#8p2 (20%). Mentre que altres es van enriquir lleugerament: LASC#7p2 

(7%) i #34p1 (6%) (Fig.R1.12A). Comparant les mitjanes de cèl·lules epitelials de tots 

els cultius en el pre i post- tractament amb l’anticòs, l’augment mitjà de cèl·lules 

epitelials va ser del 15%, el qual no va ser estadísiticament significatiu (p=0,42).  
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La figura R1.12B mostra el marcatge de CAM 5.2 mitjançant 

immunofluorescència i anàlisi per citometria de flux del primari #34p1 abans i després 

del tractament amb l’anticòs 1B10. La imatge mostra com en el pre-tractament la 

població de cèl·lules marcades amb CAM 5.2 (R2) és del 79,95%, i en el post-

tractament del 86,22%. En aquest cultiu  la incubació amb 1B10 només va enriquir-lo 

en cèl·lules epitelials un 6%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R1.12. Tractament amb l’anticòs 1B10. Percentatge de cèl·lules epitelials segons el marcatge amb CAM 5.2 
dels cultius primaris de CaOV abans i després de ser tractats amb l’anticòs 1B10, on l’anàlisi del marcatge es va 
determinar mitjançant microscopia confocal o bé citometria de flux (A). Exemple de la determinació del 
percentatge de cèl·lules epitelials mitjançant el marcatge amb CAM 5.2 i l’anàlisi per citòmetre de flux: 
percentatge de cèl·lules epitelials del cultiu primari #34p1 abans (a) i després (b) del tractament amb anticòs 
1B10 (B). 

 

Observats els resultats, es va determinar que el protocol per a l’eliminació de 

fibroblasts mitjançant l’anticòs 1B10 no era exitós pels cultius primaris de CaOV. 

 Mitjançant tripsinització selectiva  

La tripsinització selectiva és una tècnica que permet eliminar la majoria dels 

fibroblasts del medi de cultiu. Aquests es desenganxen de la placa ràpidament, 

després de tripsinitzar durant un temps curt (< 2 minuts) amb tripsina-EDTA al 0,25%, 

sense que les cèl·lules epitelials es desenganxin de la placa. Per la realització 

d’aquesta tècnica, es va afegir el volum necessari de tripsina i es va incubar a 37°C 

durant exactament 30 segons. Seguidament, es va retirar la placa de l’incubador, i 

durant 30 segons més es va colpejar diverses vegades a temperatura ambient, de 
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manera que les primeres cèl·lules que es desenganxaven de la placa eren els 

fibroblasts, mentre que les cèl·lules epitelials hi quedaven adherides.  

Aquest protocol es va realitzar a cultius primaris diferents dels analitzats i 

tractats amb l’anticòs 1B10 (només va coincidir el cultiu primari #17, amb un passe 

més alt). Els cultius primaris eren provinents de mostres tumorals o de LASCs, i amb 

diferent percentatge de partida de fibroblasts. Per comprovar que l’eliminació dels 

fibroblasts s’havia dut a terme, es va determinar el percentatge de cèl·lules epitelials 

en el cultiu, abans (pre-tractament) i després (post-tractament) durant una setmana 

de tractament amb tripsinització selectiva, cada dos dies. La determinació de cèl·lules 

epitelials es va realitzar mitjançant immunofluorescència per cèl·lules adherides amb 

l’anticòs CAM 5.2, l’anàlisi del qual es va realitzar mitjançant microscopia confocal. 

Dels cultius primaris analitzats, es va observar que cadascun d’ells presentava 

una proporció determinada de cèl·lules epitelials abans de la tripsinització selectiva. 

Els que van presentar un major percentatge en cèl·lules epitelials van ser: LASC#15p2 

(60%), #33p2 (40%) i LASC#16p2 (36%). Els de menor percentatge van ser: #17p2 

(20%), #7p2 (20%)i #13p2 (20%) (Fig.R1.13A). La mitjana del percentatge de cèl·lules 

epitelials de tots els cultius primaris abans del tractament va ser del 30% ± 16, valor 

similar al percentatge de cèl·lules epitelials dels cultius primaris abans del tractament 

amb 1B10 (Fig.R1.12), el què indicava que en general, tots els cultius primaris obtenen 

una mitjana al voltant del 30% de cèl·lules epitelials de partida. Una vegada realitzat el 

protocol amb la tripsinització selectiva, es va tornar a determinar el percentatge de 

cèl·lules epitelials de tots els cultius en el post-tractament, la mitjana del qual va ser 

del 80% ± 12. (Fig.R1.13A). Tots els cultius tractats amb tripsinització selectiva es van 

enriquir en cèl·lules epitelials: #17p2 (75% d’enriquiment), #7p2 i # 13p2 (50%), 

LASC#16p2 (44%), LASC#15p2 (35%) i #33p2 (30%). Comparant les mitjanes de 

cèl·lules epitelials de tots els cultius en el pre i post- tractament amb el protocol, 

l’augment mitjà de cèl·lules epitelials va ser del 50%, el qual va ser estadísiticament 

significatiu (p=0,0002). Cal observar que el cultiu #17, amb poques cèl·lules epitelials 

de partida (15-20%), va enriquir-se un 23% amb l’anticòs 1B10, mentre que va 

enriquir-se un 75% amb la tripsinització selectiva. 
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Per tant, aquest protocol per a l’eliminació de fibroblasts mitjançant 

tripsinització selectiva va tenir èxit i va ser usat en tots els cultius primaris que 

posteriorment es van utilitzar per realitzar els posteriors experiments.  

La figura R1.13B mostra el marcatge de CAM 5.2 mitjançant 

immunofluorescència i anàlisi per confocal del cultiu primari #7p2 abans i després de 

la tripsinització selectiva. Observant el cultiu en el microscopi òptic abans del 

tractament, es va observar una morfologia cel·lular allargada típica dels fibroblasts, i la 

imatge del confocal presentava poc marcatge verd (CAM 5.2) i molts nuclis, fet que 

indicava que hi havia molts fibroblasts i poques cèl·lules epitelials. Després de la 

tripsinització selectiva es va observar pel microscopi òptic una morfologia cel·lular 

epitelial, amb formació de clusters; i les imatges del confocal van confirmar que es 

tractava de cèl·lules epitelials (molt marcatge de CAM 5.2, verd). Per tant, la 

tripsinització selectiva estava eliminant els fibroblasts que es trobaven inicialment al 

cultiu primari. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R1.13. Enriquiment de cèl·lules epitelials dels cultius primaris mitjançant la tripsinització selectiva. 
Percentatge de cèl·lules epitelials segons el marcatge amb CAM 5.2 dels cultius primaris de CaOV abans i després 
de ser tractats amb la tripsinització selectiva, l’anàlisi es va realitzar mitjançant microscopia confocal (A).  
Exemple de la determinació del percentatge de cèl·lules epitelials mitjançant el marcatge amb CAM 5.2 i l’anàlisi 
per confocal (B): Fotografies per microscopi òptic: a (10X) i c (20X); confocal: b i d (63X) del cultiu primari #7p2 
on es mostra la riquesa de cèl·lules epitelials en el Pre- (a-b) i Post-Tractament (c-d) mitjançant l’observació de la 
morfologia cel·lular (a-c: microscopi òptic) i el marcatge amb CAM 5.2 (b-d: microscopi confocal). Les cèl·lules 
amb marcatge verd corresponen a les cèl·lules epitelials; en blau els nuclis cel·lulars (les cèl·lules o nuclis en blau 
no marcades per CAM 5.2 es consideren fibroblasts del cultiu). 
 
 

Després de la tripsinització selectiva, tots els primaris procedents de LASC es 

van analitzar mitjançant immunoflourescència amb l’anticòs Calretinina (específic de 
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mesoteli) per verificar que no hi hagués contaminació per part de cèl·lules mesotelials, 

ja que l’anticòs CAM 5.2 no distingeix entre cèl·lules de l’epiteli i mesotelials. Els 

resultats van demostrar que la majoria dels cultius procedents de LASC després de la 

tripsinització selectiva, donaven negatiu per Calretinina (Fig.R1.14). Es va concloure 

que per determinar la riquesa de cultius primaris, el marcatge amb CAM 5.2 ja era 

suficient.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R1.14. Immunofluorescència amb l’anticòs Calretinina. Determinació de la presència de cèl·lules 
mesotelials del cultiu primari LASC#6p0 després de la tripsinització selectiva. Fotografies per confocal (63X). 
Camp clar on s’observen les cèl·lules del camp (A); Marcatge de cèl·lules amb Calretinina (B) (verd). 

 
 

1.4.3.3   Criopreservació dels cultius primaris  

Quan la confluència del cultiu primari va ser del 80-90% de densitat cel·lular, es 

van transferir les cèl·lules a plaques o flascons d’una mida superior amb l’ajuda de 

tripsina o cell scraper. Es contaven les cèl·lules viables amb una cambra de Neubauer i 

si el nombre era suficient (al voltant d’un milió) es passaven la meitat a una placa 

nova, i amb l’altra meitat es realitzava un stock per congelar (FBS al 90% i DMSO al 

10%), que ens assegurava el poder treballar amb els cultius més endavant. Els cultius 

primaris eren congelats a passes baixos (0-4) amb l’objectiu d’evitar que la 

transferència cel·lular d’una placa a una altra induís l’adquisició de noves alteracions 

genètiques que modifiquessin el comportament del cultiu inicial. 

La viabilitat cel·lular després de la descongelació va ser al voltant del 80-90%. El 

creixement dels cultius descongelats no es veia afectat en quan al ritme de divisió 

cel·lular i morfologia, que sempre va ser la mateixa que la prèvia congelació. La figura 

R1.15 mostra dues imatges del mateix cultiu abans i després del procés de congelació, 

on s’hi observa que la morfologia cel·lular no s’altera. 
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Figura R1.15. Èxit del procés de congelació. Aspecte cel·lular del cultiu primari #34 abans (A) i després (B) de la 
congelació (10X). 

 
 

1.4.4   Caracterització dels cultius primaris  

1.4.4.1   Caracterització mitjançant immunofluorescència 

Com ja s’ha descrit anteriorment, una de les limitacions dels cultius primaris de 

CaOV és la contaminació per fibroblasts. Anteriorment s’han esmentat les tècniques 

usades per a l’eliminació d’aquests, sent la tripsinització selectiva la més efectiva 

(veure apartat 1.4.3.2). Quan es treballa amb cultius primaris és essencial la seva 

caracterització per assegurar la riquesa en cèl·lules epitelials.  

 Marcador CAM 5.2 

 Per una millor caracterització dels cultius primaris, es van realitzar estudis 

d’immunofluorescència utilitzant un marcador específic de cèl·lules epitelials:         

CAM 5.2.  

Per les cèl·lules adherides, es van usar cobreobjectes rodons que es van posar 

dins de les plaques on es plaquejaven els cultius primaris. Quan les cèl·lules van 

créixer, es va procedir a realitzar la immunofluorescència amb CAM 5.2, el marcatge 

del qual es va analitzar mitjançant observació amb el confocal. Les cèl·lules epitelials 

es van marcar de color verd (marcatge per CAM 5.2), mentre que les cèl·lules no 

epitelials no quedaven marcades i només s’observava el marcatge dels nuclis (color 

blau) (Fig.1.12 B). Per obtenir el percentatge de cèl·lules epitelials del cultiu primari, es 

va realitzar el contatge de cèl·lules marcades per CAM 5.2 respecte el número total de 

cèl·lules que tenia el cultiu mitjançant el contatge de diferents camps (6 camps com a 

mínim).  
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També es va realitzar la immunofluorescència per CAM 5.2 en cèl·lules amb 

suspensió, i es va analitzar per citometria de flux. Aquest anàlisi permet diferenciar les 

poblacions de cèl·lules marcades i no marcades per CAM 5.2, donant els resultats en 

percentatges de cèl·lules marcades per CAM 5.2 (epitelials) (Fig.R1.12B). 

Tots els cultius primaris que es van usar pels experiments, estaven prèviament 

caracteritzats. Es va realitzar immunofluorescència per CAM 5.2, majoritàriament per 

cèl·lules adherides, i es va analitzar pel confocal, obtenint el percentatge de cèl·lules 

epitelials del cultiu. Els primaris caracteritzats per usar en els experiments van 

presentar una mitjana de marcatge de les cèl·lules epitelials (CAM 5.2) del 85-90%. La 

majoria d’ells presentaven un marcatge igual o superior al 70%, exceptuant els cultius 

#40p3, #29p1 i #57p1, els quals van presentar un percentatge de 0%, 36% i 50%, 

respectivament. Aquests no es van usar per la realització de posteriors experiments 

(Fig.R1.16). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figura R1.16. Caracterització dels cultius primaris amb CAM 5.2. Marcatge dels cultius primaris de CaOV amb 
CAM 5.2 i anàlisi per confocal després d’eliminar els fibroblasts amb tripsinització selectiva.  

 

La figura R1.17 mostra les imatges de cultius altament contaminats per 

fibroblasts, i imatges d’uns cultius rics en cèl·lules epitelials. En els cultius 

contaminats, la morfologia cel·lular és allargada amb polaritat anterior/posterior 

típica dels fibroblasts. Les imatges per confocal confirmen l’absència de cèl·lules 

epitelials, amb poc o gens marcatge de CAM 5.2, i amb bon marcatge de nuclis 
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(fibroblasts). Els cultius rics en cèl·lules epitelials presenten una morfologia cel·lular 

fibroblast-like o cobblestone, típica de cèl·lules epitelials. Les imatges per confocal 

confirmen l’absència de fibroblasts pel total marcatge  amb CAM 5.2. 

 
  
       
 
      
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
Figura R1.17.Caracterització dels cultius primaris. Fotografies per microscopi òptic (10x) i confocal (63x) de 
cultius primaris #40p3 i #57p1 cultius altament contaminats amb fibroblasts (A). LASC#15p3 i LASC#18p3 cultius 
rics en cèl·lules epitelials (B). Observació de la riquesa en cèl·lules epitelials mitjançant l’observació de la 
morfologia cel·lular (microscopi òptic) (10X) i mitjançant el marcatge de CAM 5.2 (confocal) (63X). Les cèl·lules 
amb marcatge verd corresponen a cèl·lules epitelials; en blau els nuclis cel·lulars (les cèl·lules o nuclis en blau no 
marcades per CAM 5.2 es consideren fibroblasts del cultiu). 
 

 Altres marcadors: Calretinina, Vimentina i Citoqueratina 7 

En un principi es van usar altres marcadors que també es detectaven mitjançant 

la tècnica d’immunofluorescència: la Calretinina (que marca les cèl·lules mesotelials), 

la Vimentina (per detectar cèl·lules mesenquimals com els fibroblasts), i la 

Citoqueratina (CK), CK7 (per detectar cèl·lules epitelials). Amb l’experiència es va 

observar que CAM 5.2, era bon marcador i suficient per detectar les cèl·lules epitelials 

dels cultius primaris. En l’adult, les CKs es troben exclusivament a les cèl·lules 

epitelials, i la seva expressió varia segons el tipus d’epiteli; expressant-se a l’ovari: 

CK7, CK8, CK18 i CK19. L’anticòs monoclonal CAM 5.2 és específic per la CK8 i en 

menor mesura per la CK7, per tant, és bon marcador de cèl·lula epitelial que permet la 

detecció de carcinomes i distingir-los d’altres tumors malignes que no tenen origen 

epitelial com ara els limfomes, melanomes i sarcomes. A més, no reconeix cèl·lules 

B A 

                    #40p3                                             #57p1                LASC#15p3                                  LASC#18p3 
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mesenquimals com els fibroblasts, fet que permet saber si el cultiu primari està 

contaminat per aquest tipus cel·lular. 

El marcador Vimentina es va usar en un principi per a marcar els fibroblasts. La 

Vimentina està present a cèl·lules d’origen mesenquimàtic (fibroblasts, adipòcits, 

condròcits, osteòcits, en múscul llis i estriat). En algunes mostres es va realitzar doble 

marcatge per immunofluorescència pels marcador CAM 5.2 i Vimentina, i es va 

observar que algunes cèl·lules coexpressaven ambdós marcadors, així que algunes 

cèl·lules epitelials estaven expressant Vimentina (Fig.R1.18). Està descrit que en CaOV 

la Vimentina es coexpressa amb les CKs un 71% en els carcinomes endometrioides, un 

42% en els carcinomes serosos, i 7% en cèl·lules clares, mentre que els mucinosos 

només són positius per CKs (Dabbs & Geisinger 1988). Per tant, es va deixar d’usar la 

Vimentina com a marcador específic de fibroblasts, ja que també detectava a les 

cèl·lules epitelials.  

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura R1.18. Doble immunofluorescència amb CAM 5.2 i Vimentina. Caracterització del cultiu primari 
endometrioide #34 mitjançant el marcatge de CAM 5.2 (verd) i Vimentina (vermell). Fotografies del microscopi 
confocal (63X).   

 

Com a conclusió, es va decidir usar només el marcador CAM 5.2, suficient i 

específic per a marcar les cèl·lules epitelials dels cultius primaris. 
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1.4.4.2   Caracterització gènica mitjançant MLPA  

Un dels mètodes per caracteritzar gènicament els cultius primaris va ser 

mitjançant l’anàlisi molecular, analitzant l’expressió de diferents gens mitjançant 

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Les possibles mutacions 

presents en els gens del tumor original s’haurien de mantenir en el cultiu primari si 

aquest fos ric en cèl·lules epitelials, mentre que amb presència de fibroblasts al cultiu, 

no es mantindria el mateix patró gènic, ja que els fibroblasts no presenten el genotip 

de la cèl·lula epitelial tumoral.  

Es va analitzar el DNA genòmic tant del tumor original #7 (serós postquímio, 

estadi III) com del primari establert del cultiu (#7p1). Les mutacions (delecions) 

observades en els gens del tumor original, també van aparèixer en el cultiu primari 

(Fig.R1.19), fet que indicava que les cèl·lules que abundaven en el cultiu primari 

establert, eren epitelials que derivaven del tumor original. No es va veure expressió 

diferencial de gens entre el tumor original i el cultiu primari, fet que evidenciava 

l’absència de fibroblasts.  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 
Figura R1.19. Caracterització gènica dels cultius primaris. Caracterització del cultiu primari #7 mitjançant MLPA: 
anàlisi de l’expressió gènica del tumor original i del cultiu primari derivat. Amb claudàtor s’assenyalen les 
mutacions (delecions) dels gens.  
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Objectiu 2.  Efecte de la Nutlina-3a (Nut3a) en 
línies cel·lulars i cultius primaris de CaOV  

 

2.1 Introducció  
El gen supressor TP53 codifica per la proteïna p53 que regula la resposta a 

l’estrés produït per diferents estímuls com el trencament de DNA, radiacions UV, 

agents tòxics o activitat oncogènica. Enfront a aquestes situacions, p53 actua activant 

mecanismes d’aturada de cicle cel·lular i reparació, i si el dany és massa gran per ser 

reparat, indueix apoptosi o senescència a través d’una xarxa de vies de transducció de 

senyals anomenada via de p53. 

Les Nutlines (anàleg de la cis-imidazolina) són inhibidors potents i selectius de 

Mdm2 (Vassilev et al 2004), que han mostrat ser capaces d’activar la via de p53 tant in 

vitro com in vivo, oferint una prova d’utilitat terapèutica en tumors amb p53 salvatge. 

Les nutlines activen a p53 alliberant-la del control negatiu que exerceix Mdm2, 

compensant així els defectes que pot haver per sobre de la via de p53.  

2.2 Efecte de la Nut3a en línies cel·lulars  

2.2.1 Disminució de viabilitat i aturada de cicle cel·lular a G2/M  

Per conèixer l’efecte de la Nut3a a la quimiosensibilització del CDDP en línies de 

CaOV, es van usar línies de carcinoma d'ovari humà : A2780p (sensible al CDDP) i 

A2780cis (resistent al CDDP), ambdues salvatges per TP53. També es va usar la línia 

cel·lular OV90 (sensible al CDDP) amb p53 no funcional com a conseqüència d’una 

mutació puntual al codó 215 de l’exó 6 (AC : SerArg), aquesta línia es va usar com 

a control negatiu del tractament amb Nut3a. 

Per determinar el temps d’incubació i les dosis de CDDP i Nut3a que generaven 

disminució de viabilitat cel·lular, es va tractar la línia cel·lular A2780p a dosis creixents 

de CDDP i Nut3a a diferents temps. Les línies cel·lulars A2780p es van plaquejar en 

plaques de 96 pous i a les 24 hores, quan la confluència va ser del 60%, es va procedir 

a realitzar els tractaments: es va tractar amb dosis creixents de CDDP (de 0 a 20 µM), 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 150 

o amb dosis creixents de  Nut3a (de 0 a 10 µM) durant un període de temps de 24 a 

96 hores. La metodologia usada per avaluar la resposta als tractaments va ser l’assaig 

de viabilitat cel·lular per MTT. Les cèl·lules a dosis de 0 µM es van incubar amb aigua 

destil·lada (pel CDDP) i DMSO (per la Nut3a). 

El temps d’incubació que va mostrar una disminució del creixement cel·lular del 

50% va ser entre les 48 i 72 hores amb el tractament amb CDDP, i 72 hores amb el 

tractament amb Nut3a (Fig.R2.1A i B). Les cèl·lules presentaven una morfologia 

arrodonida, vacuolització citoplasmàtica i amb tendència a desenganxar-se de la placa 

(dades no mostrades), morfologia típica de mort per apoptosi. Tanmateix, les cèl·lules 

incubades 96 hores van mostrar un estat necròtic quan es van observar en el 

microscopi (dades no mostrades).  

Per ambdós tractaments, el temps d’incubació de 72 hores va suposar una 

disminució de viabilitat més progressiva i dosi-dependent, amb unes cèl·lules amb 

morfologia típica d’apoptosi, sense aparèixer cèl·lules en estat necròtic. Per això es va 

procedir a tractar les tres línies amb dosis creixents de CDDP (0 a 20 µM) i Nut3a (0 a 

10 µM) durant 72 hores i es va procedir a analitzar la viabilitat mitjançant l’assaig de 

MTT.  

El tractament amb CDDP va generar disminció de viabilitat a dosis baixes a les 

línies sensibles A2780p i OV90 de forma progressiva i dosi-dependent, mentre que la 

línia cel·lular resistent A2780cis va mostrar una alta viabilitat a totes les dosis, 

confirmant-se la resistència d’aquesta línia pel CDDP. La IC50 pel CDDP a 72 hores per 

les línies A2780p i OV90 va ser de 3.5 µM (Fig.R2.1C). Amb el tractament amb Nut3a, 

es va observar una disminució de viabilitat de les línies p53 salvatges A2780p i 

A2780cis, mentre que la línia OV90 no va disminuir la viabilitat en cap de les dosis, 

confirmant-se la resistència d’aquesta línia a la Nut3a, donat que és mutada per p53.  

La IC50 per la Nut3a a les 72 hores per les línies A2780p i A2780cis va ser de 5 µM 

(Fig.R2.1D). 
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Figura R2.1. Anàlisi de la viabilitat cel·lular per assaig de MTT de les línies cel·lulars de CaOV. A2780p no tractada 
(aigua, vehicle) i tractada a dosis creixents de CDDP (0 a 20 µM) amb un període de tractament de 24 a 96 hores 
(A). A2780p no tractada (DMSO, vehicle) i tractada a dosis creixents de Nut3a (0 a 10 µM) amb un període de 
tractament de 24 a 96 hores (B). Anàlisi de la viabilitat cel·lular per assaig de MTT a línies cel·lulars,  A2780p, 
A2780cis i OV90 no tractades (aigua, vehicle) i tractades amb dosis creixents de CDDP (0 a 20µM) (C) o no 
tractades (DMSO, vehicle) i tractades amb dosis creixents de Nut3a (0 a 10µM) (D) durant 72 hores. La gàfica és 
la mitjana de 3 experiments independents ± desviació estàndar. 

 

Aquestes dosis es van usar per analitzar la viabilitat i fases del cicle cel·lular a les 

línies A2780p i A2780cis en un time course de 24 a 96 hores.   

Per dur a terme l’experiment, ambdues línies cel·lulars es van plaquejar i a les 

24 hores, quan la confluència va ser del 60%, es va procedir a realitzar els 

tractaments. Les línies cel·lulars es van no tractar (DMSO), es van tractar amb CDDP 

(3,5 µM), Nut3a (5 µM) i doble tractament (pre-tractament amb 5 µM de Nut3a 

durant dues hores i posterior addició del CDDP, sense retirar la Nut3a del medi) 

(Fig.R2.2). Després de 24, 48, 72 i 96 hores d’incubació, es va procedir a avaluar la 

inducció d'apoptosi amb Anexina V mitjançant citometria de flux. Es van considerar 

cèl·lules viables aquelles que eren negatives per Anexina i iodur de propidi (AnV-/IP-). 

El cicle cel·lular es va analitzar mitjançant la unió del iodur de propidi al DNA de les 

cèl·lules i citometria de flux. Quan s’analitzen les fases del cicle cel·lular per citometria 

A B 

C D 

A2780p A2780p 
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de flux apareix una zona per davant del pic de G1 amb baixa fluorescència (fase 

SubG1), que representa les cèl·lules mortes amb el DNA fragmentat. Aquesta zona 

s’anomena pic subdiploid i indica les cèl·lules en fase apoptòtica. 

 

Figura R2.2. Esquema dels tractaments simples i doble tractament. Tractament control: tractament amb DMSO 
durant 72 hores (A). Tractament amb CDDP: 3,5 µM de CDDP durant 72 hores (B). Tractament amb Nut3a: 5 µM 
de Nut3a durant 72 hores (C). Doble tractament: Pre-tractament durant 2 hores amb 5 µM de Nut3a i addició de 
3,5 µM de CDDP durant 72hores més (D). 

 

Analitzant els resultats de la viabilitat es va observar que el tractament amb 

CDDP no va disminuir la viabilitat en la línia resistent A2780cis en cap dels temps, 

mentre que a la línia A2780p va començar a disminuir a les 48 hores d’incubació. En 

cap d’ambdues línies es va observar un efecte a les 24 hores, i a les 96 hores de 

tractaments presentaven un aspecte necròtic. Amb el tractament amb Nut3a, la línia 

A2780cis va disminuir de viabilitat a les 72 i 96 hores de tractament més que la línia 

A2780p. Amb el doble tractament, la línia A2780p va presentar un 40% de disminució 

de viabilitat a les 48 hores del tractament, mentre que per la línia A2780cis va ser a les 

72 hores. Cal destacar que el doble tractament a les 72 hores disminuïa la viabilitat 

molt més que el tractament sol amb CDDP en ambdues línies, fent palès que el 
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tractament amb Nut3a estava sensibilitzant a les cèl·lules al CDDP, fet interessant per 

la línia resistent A2780cis (Fig.R2.3A i B).  

Els resultats del cicle cel·lular van mostrar que el tractament amb CDDP a la línia 

A2780p va augmentar la fase S i G2/M a les 24 hores de tractament, amb lleuger 

augment del pic subdiploid (cèl·lules apoptòtiques). A les 48 hores, la fase G2/M va 

augmentar considerablement, amb un lleuger augment del pic subdiploid, que va 

incrementar a les 72 i 96. La fase G2/M va començar a disminuir a les 72 hores, on 

moltes cèl·lules ja estaven en el pic subdiploid (apoptòtiques) (Fig.R2.3D). A la línia 

cel·lular A2780cis, el tractament amb CDDP va aturar les cèl·lules en fase S a les 24 

hores, i en fase G2/M a les 48 hores, sempre sent inferior que la línia A2780p, i sense 

augment del pic subdiploid, degut a la resistència de la línia A2780cis al CDDP.  

Amb el doble tractament, la fase del cicle cel·lular G2/M va augmentar 

considerablement respecte el tractament amb CDDP a la línia A2780cis, tant a les 24 

com a les 48 hores (Fig.R2.3C). A les 72 hores, la fase G2/M va disminuir incrementant 

el pic subdiploid respecte les 48 hores, a ambdues línies cel·lulars, confirmant 

l’increment d’apoptosi a les 72 hores (Fig.R2.3 C i D). A les 96 hores, la fase G2/M va 

augmentar a la línia A2780cis, mentre que la línia A2780p va presentar un gran 

increment del pic subdiploid. Aquests resultats estarien indicant que a les 96 hores, 

les cèl·lules resistents al CDDP primerament estarien aturades en fase G2/M per 

posteriorment entrar en apoptosi tal i com li succeïa la línia sensible A2780p. 
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Figura R2.3. Viabilitat i cicle cel·lular de les línies cel·lulars després dels tractaments simples i doble tractament a 
diferents temps. A2780cis (A i C) i A2780p (B i D) després del no tractament (Ct), tractament amb CDDP (3,5 µM), 
Nut3a (5 µM) i doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores i anàlisi mitjançant 
citometria de flux. La viabilitat és referenciada al control (Ct). Les gràfiques representen la mitjana de tres 
experiments independents ± desviació estàndar.  
 
 

Amb aquests resultats, es va observar que el temps d’incubació de 72 hores 

amb les dosis IC50 era el temps òptim perquè hi hagués un possible efecte additiu amb 

el doble tractament, amb una disminució de viabilitat, aturada de fase del cicle 

cel·lular a G2/M i augment el pic subdiploid respecte els tractaments simples, sobretot 

a la línia resistent al CDDP A2780cis.  
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C D 
CDDP (µM)   Nut3a (µM)          CI

1 2 2 1,488

2 2 5 1,115

3 3,5 2 1,123

4 3,5 5 0,800

5 5 2 1,315

6 5 5 0,809

CDDP (µM)   Nut3a (µM)          CI
1 2 2 2,766

2 2 5 0,926

3 3,5 2 0,890

4 3,5 5 0,714

5 5 2 0,673

6 5 5 0,635

2.2.2 Potenciació de l’efecte del cisplatí 

Per analitzar amb més detall si el CDDP i la Nut3a actuaven conjuntament de 

forma additiva o sinèrgica, es va procedir a estudiar el sinergisme. Les línies cel·lulars 

A2780p i A2780cis es van pre-tractar sense Nut3a (DMSO) o amb dues dosis de Nut3a 

(2 i 5 µM) durant 2 hores. Passat el temps, es van tractar amb diferents dosis de CDDP 

(2; 3,5 i 5 µM) sense retirar el medi que contenia la Nut3a. Després de 72 hores 

d’incubació, es va procedir a analitzar la viabilitat mitjançant l’assaig de MTT. 

Aquestes dades van ser processades en relació a la fracció de cèl·lules afectades usant 

l’anàlisi de l’Efecte de Dosis Mitjana per poder caracteritzar les interaccions entre 

Nut3a i CDDP (Veure apartat de Materials i Mètodes). Es va determinar el coeficient 

de combinació (CI) mitjançant la relació de la fracció de cèl·lules afectades amb les 

diferents dosis de Nut3a i CDDP. Les combinacions van ser sinèrgiques quan CI<1.  

La combinació 3,5 µM de CDDP i 5 µM de Nut3a va mostrar ser sinèrgica a la  

línia A2780p (CI=0,800) (Fig.R2.4A i C) i a la línia A2780cis (CI=0,714) (Fig.R2.4B i D), fet 

que coincidia amb els resultats obtinguts en el time course (Fig.R2.3).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura R2.4. Estudi del sinergisme. Índex de Combinació (CI) determinat en relació a la fracció de cèl·lules 
afectades usant l’anàlisi de Efecte de Dosis Mitjana per poder caracteritzar les interaccions de Nut3a i CDDP. Les 
línies van ser no tractades (DMSO) o tractades amb diferents dosis de Nut3a (2 i 5 µM) durant 2 hores. Passat el 
temps, es va afegir el CDDP a diferents dosis (2; 3,5 i 5 µM) durant 72 hores. Es va analitzar la viabilitat cel·lular 
mitjançant MTT, i les dades es van processar per determinar el CI mitjançant el sofware Biosoft CalcuSyn . 
Isobolograma de la línia A2780p (A) i A2780cis (B) amb els seus valors numèrics (C i D).  

B A 
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A continuació es va procedir a avaluar l’apoptosi i les fases del cicle cel·lular de 

les línies salvatges (A2780p i A2780cis) i mutada (OV90) per TP53. Les línies cel·lulars 

es van tractar segons l’esquema de la Fig.R2.2. Després de 72 hores d’incubació, es va 

procedir a avaluar la inducció d'apoptosi amb Anexina V mitjançant citometria de flux. 

Es van considerar cèl·lules apoptòtiques aquelles que eren positives per Anexina

(AnV+/IP+/-). El cicle cel·lular es va analitzar mitjançant la unió del iodur de 

propidi al DNA de les cèl·lules i citometria de flux. També es va analitzar el pic 

subdiploid. 

Com es mostra a la figura R2.5, a la línia A2780cis, el tractament amb CDDP va 

induir una apoptosi del 5% ± 7 i  la Nut3a del 22,8% ± 10. Quan es va aplicar el doble 

tractament, l’apoptosi va augmentar fins al 40% ± 12 (p<0,0001). A la línia A2780p el 

tractament amb CDDP va induir una apoptosi del 20% ± 6 i la Nut3a del 15,5% ± 8, que 

va augmentar al 56,7 % ± 8 amb el doble tractament (p<0,0001). No es va mostrar cap 

efecte a la línia cel·lular amb p53 mutada OV90 (p=0,63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R2.5. Inducció d'apoptosi de les línies cel·lulars després dels tractaments simples i doble tractament. 
Apoptosi de les línies A278cis, A2780p i OV90, després de ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), 
Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores. L’apoptosi es va expressar 
com a percentatge de l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les gràfiques representen la mitjana de tres 
experiments independents   ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005  (T-Student). 
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Analitzant la morfologia cel·lular de les línies A2780p i A2780cis després dels 

tractaments, es va observar que el CDDP disminuïa el nombre de cèl·lules només a la 

línia A2780p. La Nut3a va disminuir la confluència cel·lular en ambdues línies, 

observant-se una morfologia apoptòtica, que es va potenciar amb el doble 

tractament: cèl·lules desenganxades de la placa, forma arrodonida i vacuolització 

citoplasmàtica (Fig.R2.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura R2.6. Morfologia cel·lular de les línies cel·lulars després dels tractaments simples i doble tractament. 
A2780cis i A2780p no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) i doble tractament (5 µM 
Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores (10X). 

 

Amb l’anàlisi del cicle cel·lular, es va observar que a les 72 hores de tractament 

amb CDDP, la línia A2780cis tenia 5% ± 2,4 de cèl·lules aturades en fase G2/M, mentre 

que en el doble tractament va augmentar a un 31,8% ± 4 (p=0,025), el mateix va 

succeir amb el pic subdiploid, el qual va augmentar de 1,4% ± 5 (CDDP) a 33% ± 6 

(doble tractament) (p<0,0001) (Fig.R2.7A). Tanmateix, la línia A2780p va mostrar un 

increment de la fase G2/M de 26% ± 11 (CDDP) a 35% ± 3 (doble tractament) 

(p=0,394), i el pic subdiploid va augmentar de 15,4% ± 2,3 (CDDP) a 30% ± 2 (doble 

tractament) (p=0,003) (Fig.R2.7B). No es van observar variacions significatives en el 

perfil de cicle cel·lular de la línia OV90, en la qual  la fase G2/M del doble tractament i 

el pic subdiploid van ser deguts a l’efecte del CDDP (p=0,9 i p=0,364, respectivament) 

(Fig.R2.7C). El tractament simple amb Nut3a no va induir aturada significativa de la 

fase G2/M respecte el control en cap de les tres línies cel·lulars.  
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Figura R2.7. Anàlisi del cicle cel·lular de les línies cel·lulars després dels tractaments simples i doble tractament. 
A2780cis (A), A2780p (B) i OV90 (C). Les línies van ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 
µM) o doble tractament (5µM de Nut3a + 3,5µM de CDDP) durant 72 hores. Les gràfiques representen la mitjana 
de tres experiments independents ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student) comparant 
el doble tractament respecte el tractament amb CDDP (comparació de fases G2/M (negre); comparació pic 
subdiploid (gris)). 

 

 

Així doncs, la Nut3a estava sensibilitzant a les cèl·lules resistents al CDDP, 

induint aturada del cicle cel·lular en fase G2/M i augmentant el pic subdiploid, actuant 

de forma sinèrgica amb el CDDP. 
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2.2.3 Efecte de la Nutlina-3b (Nut3b) en les línies cel·lulars  

           Hi ha descrites 3 classes de Nutlines: Nutlina-1, Nutlina-2 i Nutlina-3, i aquesta 

última es pot subdividir en 3a i 3b. La Nut3a és la forma més activa, mentre que la 

Nut3b ho és 150 vegades menys (Vassilev LT, 2004). Aquest enantiòmer inactiu s’usa 

com a control negatiu. 

Per demostrar l’especificitat de la Nut3a a les línies cel·lulars de CaOV, es va 

usar l’enantiòmer Nut3b sol i en combinació amb CDDP, i es va procedir a realitzar el 

contatge cel·lular i l’anàlisi d’apoptosi per observar si generava el mateix efecte que 

l’observat amb la Nut3a.  

Les 3 línies cel·lulars es van plaquejar i a les 24 hores, quan la confluència va ser 

del 60%, es va procedir a realitzar els tractaments segons l’esquema de la figura R2.2. 

Després de 72 hores d’incubació, es va realitzar el contatge cel·lular i es va procedir a 

avaluar la inducció  d'apoptosi. Es van considerar cèl·lules apoptòtiques aquelles que 

eren positives per Anexina i iodur de propidi (AnV+/IP+/-). 

Amb el tractament amb CDDP, la línia A2780cis va disminuir lleugerament el 

nombre de cèl·lules respecte el control (7%), mentre que les línies A2780p i OV90 van 

disminuir considerablement (61% i 35%, respectivament). El tractament amb Nut3b 

no va disminuir el nombre de cèl·lules respecte el control a cap de les tres línies 

cel·lulars, i el doble tractament va disminuir el nombre de cèl·lules només a les línies 

sensibles al CDDP A2780p i OV90 (58% i 37%, respectivament), indicant que l’apoptosi 

del doble tractament era degut al CDDP (Fig.R2.8A). 

 L’anàlisi de l’apoptosi va confirmar els resultats del contatge cel·lular. A la línia 

A2780cis la inducció d’apoptosi va ser del 5% (CDDP), i 6% (Nut3b i doble tractament). 

A la línia A2780p va ser del 23% (CDDP), del 3% (Nut3b) i del 24% (doble tractament). 

El mateix va succeir amb la línia OV90, on l’apoptosi va ser del 32% (CDDP), 6,5% 

(Nut3b) i del 32% (doble) (Fig.R2.8B). Aquests resultats confirmaven que l’efecte 

observat amb el doble tractament a les línies A2780p i OV90, era produït pel CDDP, 

sense efecte de la Nut3b. 
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Figura R2.8. Contatge cel·lular i inducció d'apoptosi de les línies cel·lulars després dels tractaments simples i 
doble tractament amb Nut3b. Contatge (A) i apoptosi (B) de A278cis, A2780p i OV90, després de ser no tractades 
(Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3b (5 µM) o doble tractament (5 µM de Nut3b + 3,5 µM de CDDP ) durant 
72 hores. L’apoptosi es va expressar com a percentatge de l’apoptosi respecte les cèl·lules no tractades. 
 

Es va demostrar que la Nut3b no tenia cap efecte, corroborant-se l’especificitat 

de la Nut3a. 

2.2.4 Anàlisi dels gens pro- i anti-apoptòtics després dels tractaments 
simples i doble tractament 

          Per tal d’avaluar el mecanisme pel qual la Nut3a era capaç d’induir mort cel·lular 

programada a les línies cel·lulars A2780p i A2780cis, es va analitzar el patró 

d’expressió de diferents gens implicats en el procés d’apoptosi mitjançant RT-MLPA. 

Les línies cel·lulars es van tractar seguint l’esquema de la figura R2.2, amb el temps 

d’incubació dels fàrmacs durant 48 hores. 

A la figura R2.9 es mostren els canvis més importants observats en el patró 

d’expressió de diferents gens implicats en l’apoptosi de les línies cel·lulars després 

dels tractaments simples i doble. Ambdues línies cel·lulars van mostrar canvis en el 

perfil de diversos gens diana de p53 amb els tractaments simples i doble. La línia 

A2780cis amb el doble tractament va incrementar els gens pro-apoptòtics i diana de 

p53 com NOXA, PUMA, BAX, APAF-1, el gen pro-apoptòtic BIM i el gen responsable de 

la aturada de cicle cel·lular CDKN1A (p21), respecte el tractament amb CDDP. 

Sorprenentment, l’expressió del gen anti-apoptòtic SURVIVINA va disminuir 

considerablement en el doble tractament respecte el CDDP. També es va observar 

gran disminució del gen anti-apoptòtic BCL-2 amb el tractament doble respecte el 
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CDDP (Fig. R2.9A). La disminució  de SURVIVINA succeïa simultàniament amb 

l’increment d’apoptosi del doble tractament respecte el tractament amb CDDP 

(FigR2.5). 

A la línia A2780p, el tractament amb CDDP va incrementar els gens pro-

apoptòtics NOXA, PUMA, BAX, BIM i APAF-1, així com el gen CDKN1A, confirmant la 

sensibilitat d’aquesta línia pel CDDP. En el doble tractament, CDKN1A també va 

augmentar però no tant com a la línia A2780cis. BCL-2 i SURVIVINA també van 

disminuir amb el doble tractament respecte el tractament simple amb CDDP 

(Fig.R2.9B). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura R2.9. Anàlisi dels nivells d’expressió del mRNA dels gens implicats en el mecanisme d’apoptosi. A2780cis 
(A) i A2780p (B) no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de 
Nut3a + 3,5 µM de CDDP ) durant 48 hores. Es va extreure RNA i es va realitzar RT-MLPA. Quantificació de mRNA 
expressada en logaritme en base 2 de l’increment relatiu en relació al control. El gen normalitzador usat va ser 
GUSB. Les gràfiques mostren la mitjana de 3 experiments independents realitzats per a cada tipus de línia 
cel·lular ± desviació estàndar. 

 

El perfil de mRNA observat en ambdues línies cel·lulars es va correlacionar amb 

la inducció d’apoptosi observada a la Fig.R2.5. Un fet interessant va ser que amb el 

tractament amb Nut3a, l’expressió de SURVIVINA va disminuir més a la línia A2780cis 

que a la línia A2780p, fet també observat amb el doble tractament. Això induïa a 

pensar que les cèl·lules resistents al CDDP A2780cis eren més sensibles a la Nut3a que 

les A2780p. 
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2.2.5 Anàlisi de les proteïnes induïdes després dels tractaments simples 
i doble tractament 

Una vegada observat el perfil dels gens relacionats amb l’apoptosi, es va 

analitzar el perfil proteic per corroborar que els canvis del mRNA es traduïssin amb 

variacions de l’expressió proteica. Es van tractar ambdues línies amb els tractaments 

simples i doble (Fig.R2.2) i a les 72 hores d’incubació, es van obtenir els lisats per 

analitzar els nivells proteics mitjançant western blot. 

El tractament amb CDDP a la línia A2780p va induir la proteïna p53 i les seves 

dianes com p21, Bax i acumulació de Mdm2. Els nivells de la proteïna anti-apoptòtica 

Bcl-2 van disminuir, coincidint amb la baixada de viabilitat des del 100% (tractades 

amb DMSO) al 73% amb el tractament amb CDDP (Fig.R2.10). El mateix tractament a 

la línia A2780cis no va generar canvis en aquestes proteïnes (Fig.R2.10). Els nivells de 

Survivina en ambdues línies cel·lulars tractades amb CDDP es van mantenir com el 

control. Amb el doble tractament, la línia A2780p també va augmentar els nivells de 

les proteïnes pro-apoptòtiques Noxa i Bax. Les proteïnes anti-apoptòtiques com Bcl-2 i 

Survivina van disminuir considerablement, coincidint amb la baixada de viabilitat del 

73% (CDDP) al 45% (doble tractament) (Fig.R2.10). A la línia A2780cis, la Nut3a va 

induir p53 i les seves dianes com p21, Noxa i Bax, mentre que els nivells de Bcl-2 i 

Survivina van disminuir. Tots aquests canvis es van potenciar amb el doble 

tractament, amb el qual els nivells de Survivina van disminuir molt més que amb el 

tractament amb CDDP, coincidint amb la baixada de viabilitat del 95% (CDDP) al 64% 

(doble tractament) (Fig.R2.10). És important destacar que amb el tractament amb 

Nut3a, la Survivina va disminuir a la línia A2780cis, mentre que a la línia A2780p es va 

mantenir com el control (Fig. R2.10). 
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Figura R2.10. Efecte dels tractaments simples i doble tractament a les línies cel·lulars. A2780cis i A2780p no 
tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de YM155 + 3,5 µM de 
CDDP ) durant 72 hores.  L’actina es va usar com a control de càrrega. La viabilitat mostrada de cada tractament 
és referenciada al control. Western blot representatiu de 3 experiments independents. 

 

Aquests resultats suggerien que la Nut3a estava dirigint a les cèl·lules resistents 

A2780cis, cap als mateixos resultats obtinguts amb la seva homòloga sensible A2780p 

tractada amb CDDP. La línia A2780cis va resultar ser més sensible a la Nut3a que la 

línia A2780p, ja que amb el tractament simple amb Nut3a només va disminuir 

Survivina a la línia A2780cis.  

2.2.6 Silenciació de p53 amb els tractaments simples i doble tractament  

 L’eficàcia de la Nut3a resideix en que la cèl·lula tractada disposi de la proteïna i 

de la via de p53 intacta. Com s’ha observat en els resultats anteriors, la Nut3a va 

induir p53 a les línies A2780p i A2780cis. A més, amb el doble tractament van 

disminuir els nivells de Survivina, disminució que podia ser conseqüència de la 

inducció de p53. Per confirmar que la inactivació de p53 podria inhibir l’efecte de la 

Nut3a, es va procedir a inhibir p53. A continuació es van tractar les cèl·lules sense 

fàrmac (DMSO), CDDP, Nut3a i doble tractament. Després de les 72 hores d’incubació, 

els lisats es van processar i es va realitzar el western blot. Es va analitzar l’apoptosi 
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mitjançant el marcatge amb Anexina V per citometria de flux. Es va contar com a 

cèl·lules apoptòtiques aquelles que van ser AnexinaV-IP positives (AnV+/IP+/-). 

Ambdues línies cel·lulars amb p53 inhibida (siRNA+) van mostrar menys 

inducció de p53 i les seves dianes (com p21 i Mdm2) en tots els tractaments respecte 

el control (siRNA-), demostrant-se l’eficàcia del siRNA. En ambdues línies, l’expressió 

de Survivina es va induir amb la inhibició de p53 (siRNA+) en tots els tractaments, 

mentre que va disminuir quan p53 era activa (siRNA-), sobretot amb el doble 

tractament (Fig.R2.11A i B).  

L’apoptosi va ser inferior en ambdues línies cel·lulars amb p53 inhibida 

(Fig.R2.11C i D). Comparant els tractaments amb p53 inhibida (siRNA+) respecte el 

control (siRNA-), es va observar que l’apoptosi de la línia A2780cis amb p53 inhibida, 

no va disminuir amb el tractament amb CDDP de forma significativa (p=0,279), mentre 

que amb Nut3a i el doble tractament va disminuir significativament (p=0,035; 

p=0,003, respectivament) (Fig.R2.11C). L’apoptosi de la línia A2780p amb p53 inhibida 

va decréixer significativament amb el tractament amb CDDP (p=0,032), mentre que 

amb la Nut3a i doble tractament va disminuir però sense ser significatiu (p=0,364; 

p=0,257, respectivament) (Fig.R2.11D). Aquests resultats tornaven a suggerir que la 

línia A2780cis era més sensible a la Nut3a que la línia A2780p. 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 165 

A
po

pt
os

i (
%

) 

A
po

pt
os

i (
%

) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura R2.11. Western blot i anàlisi de l’apoptosi de les línies cel·lulars transfectades amb siRNA de p53 i 
posteriors tractaments. A2780cis (A i C) i A2780p (B i D) transfectades amb siRNA control (siRNA-) i siRNA de p53 
(siRNA+). Després de 6 hores de transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP 
(3,5µM), Nut3a (5µM) o doble tractament (5µM de Nut3a + 3,5µM de CDDP) durant 72 hores. L’apoptosi es va 
expressar com a percentatge de l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les gràfiques representen la mitjana de 
tres experiments independent ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005 (T-Student) comparant apoptosi de 
siRNA- amb siRNA+. 

 
 

Els resultats de l’apoptosi es van confirmar amb la morfologia i confluència 

cel·lular (Fig.R2.12). Ambdues línies amb p53 activa (siRNA-) tractades amb Nut3a i 

doble tractament, van mostrar una disminució de la confluència cel·lular i una 

morfologia típica d’apoptosi (arrodonides, vacuolització citoplasmàtica, amb 

tendència a desenganxar-se de la placa). Amb p53 inhibida (siRNA+), la confluència 

cel·lular del tractament amb Nut3a i doble, va augmentar respecte el control (siRNA-) 

amb menys morfologia cel·lular apoptòtica. 
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Figura R2.12. Morfologia cel·lular de les línies transfectades amb siRNA de p53 i tractades amb tractaments 
simples i doble tractament. A2780cis (A) i A2780p (B) transfectades amb siRNA control (siRNA-) i siRNA de p53 
(siRNA+). Després de 6 hores de transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 
µM), Nut3a (5µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP ) durant 72 hores (10X). 

 

2.2.7 Expressió ectòpica de Survivina amb els tractaments simples i 
doble tractament  

Degut a la possible funció anti-apoptòtica de la Survivina, ens vam preguntar si 

la sobrexpressió ectòpica de Survivina seria capaç de protegir les cèl·lules de 

l’apoptosi induïda per la Nut3a. Les línies cel·lulars es van transfectar amb Survivina 

ectòpica i es van realitzar els tractaments simples i doble durant 72 hores. 

Per determinar el millor temps de transfecció i el ratio de DNA:reactiu de 

transfecció  (Fugene®6) a utilitzar,  les línies cel·lulars es van transfectar amb el gen 

reporter GFP (Green Fluorescent Protein) com a marcador de transfecció, amb 

diferents proporcions de volums de DNA-GFP i de Fugene®6 (1:2 ; 1:3 ; 1:4) durant 24 i 

48 hores. Es va avaluar l’eficiència de la transfecció mitjançant observació directa al 

microscopi de fluorescència (Fig.R2.13).  

La figura R2.13 mostra com la màxima eficiència de transfecció per ambdues 

línies cel·lulars ja es va observar a les 24 hores post-transfecció, amb la proporció de 
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volums de 1 µL DNA:4 µL Fugene®6, on més del 50% de cèl·lules eren flourescents 

(transfectades amb GFP) en comparació a la imatge del canal visible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R2.13. Transfecció de les línies cel·lulars amb el gen reporter GFP. A2780cis (A) i A2780p (B) a les 24 i 48 
hores, amb diferents ratios de DNA:Fugene (1:2; 1:3; 1:4). Fotografies obtingudes amb el microscopi de 
fluorescència, on es mostren les cèl·lules positives per GFP (verd) i el camp clar (10X).  
 

Les línies cel·lulars es van transfectar amb el vector control (pcDNA empty) i el 

vector amb la Survivina (pcDNA-Survivina) i a les 24 hores es van no tractar (DMSO), 

tractar amb CDDP, Nut3a i doble tractament. Després de 48 i 72 hores d’incubació, els 

lisats es van processar i es va realitzar el western blot. Es va analitzar l’apoptosi 

mitjançant el marcatge amb Anexina V per citometria de flux. Es va contar com a 

cèl·lules apoptòtiques aquelles que van ser AnexinaV positives (AnV+/IP+/-). 

L’anàlisi de l’expressió proteica a les 48 i 72 hores, va mostrar uns nivells més 

alts de Survivina a les cèl·lules transfectades amb Survivina ectòpica en comparació 

A2780cis 

A2780p 
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amb el vector control (empty vector), demostrant l’eficàcia de la transfecció 

(Fig.R2.14A i B). La sobrexpressió de Survivina va ser notable a les 48 hores, mentre 

que a les 72 hores els nivells de sobrexpressió no van ser tant alts amb el tractament 

amb Nut3a i doble, degut a l’efecte del tractament, el qual a dit temps genera 

disminució de Survivina. La restauració de Survivina no va impedir a les cèl·lules a 

activar p53, ja que es va observar inducció de p53 i les seves dianes després dels 

tractaments amb Nut3a i doble a les 48 hores (Fig.R2.14A), a ambdues línies. A les 72 

hores de tractament, p53 i les seves dianes es van induir més a la línia A2780cis (PC3-

Survivin) que a la línia A2780p (PC3-Survivin) (Fig.R2.14B).  

 La restauració de Survivina va protegir lleugerament de l’apoptosi a ambdues 

línies cel·lulars, però sense ser estadísticament significatiu. A les 48 hores de 

tractament, l’apoptosi de la línia A2780cis amb el tractament amb Nut3a va passar a 

ser del 11% ± 6,4 (pcDNA-empty) al 8,8% ± 7 (pcDNA-Survivina) i amb el doble 

tractament, del 21,8% ± 8,3 (pcDNA-empty) al 15,8% ± 4,5 (pcDNA-Survivina). A la línia 

A2780p l’apoptosi amb el tractament amb Nut3a va passar a ser del 17% ± 12,3 

(pcDNA-empty) al 12,5% ± 5,4 (pcDNA-Survivina) i amb el doble tractament, del 24,5% 

± 10,6 (pcDNA-empty) al 23% ±  4,4 (pcDNA-Survivina)(Fig.R2.14C).   

A les 72 hores de tractament, l’apoptosi de la línia A2780cis amb el tractament 

amb Nut3a va passar del 18% ± 6 (pcDNA-empty) al 13%  ± 4,4 (pcDNA-Survivina) i 

amb el doble tractament, del 32% ± 11 (pcDNA- empty) al 28% ± 8 (pcDNA-Survivina). 

A la línia A2780p l’apoptosi amb el tractament amb Nut3a va passar a ser del 11% ± 8 

(pcDNA-empty) al 10% ± 3 (pcDNA-Survivina) i amb el doble tractament, del 42% ± 15 

(pcDNA-empty) al 30% ±  18 (pcDNA-Survivina)(Fig.R2.14D).   
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Figura R2.14. Western blot i anàlisi de l’apoptosi de les línies amb expressió ectòpica de Survivina i posteriors 
tractaments. Després de 24 hores de la transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades amb 
CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 48 hores (A i C) i 72 
hores (B i D). L’apoptosi es va expressar com a percentatge de l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les 
gràfiques representen la mitjana de tres experiments independents ± desviació estàndar p<0,05 (T-Student) 
comparant apoptosi de pcDNA-empty (Empty) i pcDNA-Survivina (Surv). 
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Els resultats de l’apoptosi es van confirmar amb la morfologia i confluència 

cel·lular (Fig.R2.15). Ambdues línies amb sobrexpressió de Survivina (Surv) en tots els 

tractaments, van mostrar pocs canvis de la confluència cel·lular i morfologia comparat 

amb les cèl·lules control (empty). Aquests resultats induïen a pensar que l’expressió 

ectòpica de Survivina no era suficient per rescatar les cèl·lules A2780p i A2780cis dels 

efectes citotòxics ocasionats pels tractaments simples i doble. 

 
 
 
 

 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.15. Morfologia cel·lular de les línies cel·lulars transfectades amb Survivina ectòpica i tractades amb els 
tractaments simples i doble tractament. A2780cis (A) i A2780p (B) transfectades amb pcDNA-empty (Empty) i 
pcDNA-Survivina (Surv). 24 hores després de la transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades 
amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (3,5 µM de CDDP + 5 µM de Nut3a) durant 72 hores (10X). 
 

2.2.8 Silenciació de Survivina amb el tractament amb cisplatí 

La disminució de Survivina i augment d’apoptosi amb el doble tractament  a la 

línia A2780cis va fer pensar que la Survivina podria ser proteïna clau en la resistència 

al CDDP. Així doncs, es va procedir a inhibir-la mitjançant siRNA, tractar les cèl·lules 

amb CDDP i veure com quedava afectada l’apoptosi. 

Per conèixer el siRNA a utilitzar i el temps en el qual la Survivina es mantenia 

inhibida, les cèl·lules es van transfectar amb 3 siRNA diferents (F07, F09 i F11) i es van 
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deixar incubar 24, 48 i 72 hores (Fig.R2.16). La Survivina es va inhibir a ambdues línies 

cel·lulars a les 24 hores post-transfecció i es va mantenir inhibida fins a les 48 hores 

amb tots els siRNAs. A les 72 hores va començar a expressar-se a la línia A2780p amb 

els siRNAs F09 i F11, mentre que es va mantenir inhibida amb el siRNA F07 (Fig.R2.16). 

Per la realització dels experiments es va escullir el siRNA F07 i les 48 hores pel temps 

d’incubació dels fàrmacs, per assegurar que els nivells de Survivina es mantinguessin 

baixos mentres es feien els tractaments. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.16. Expressió de Survivina a les línies cel·lulars transfectades amb diferents siRNA de Survivina (F07, 
F09, F11) durant 24, 48 i 72 hores. 

 

Les línies cel·lulars es van transfectar amb el siRNA F07 (siRNA+) o control 

(siRNA-) i passades 24 hores es van tractar amb CDDP (3,5 µM). Després de 48 hores 

d’incubació amb el fàrmac, es va analitzar l’apoptosi mitjançant el marcatge amb 

Anexina V per citometria de flux. Es va contar com a cèl·lules apoptòtiques aquelles 

que van ser AnexinaV  positives (AnV+/IP+/-).  

L’apoptosi del tractament amb CDDP va ser superior amb Survivina inhibida 

(siRNA+) respecte el control (siRNA-), sobretot a la línia resistent al CDDP A2780cis, on 

l’apoptosi va augmentar del 5% ± 3 (siRNA-) al 15% ± 5,6 (siRNA+) (p=0,025) 

(Fig.R2.17A). A la línia A2780p l’increment no va ser tant gran, passant del 12% ± 3 
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(siRNA-) al 17% ± 6 (siRNA+) (p=0,289) (Fig.R2.17B). Per tant, amb la inhibició de 

Survivina s’estava sensibilitzant la línia A2780cis al CDDP. Això demostrava que la 

Survivina podia tenir un paper important en la resistència al CDDP en aquest tipus de 

línia cel·lular de CaOV.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.17. Apoptosi de les línies cel·lulars transfectades amb siRNA de Survivina i posterior tractament amb 
CDDP. A2780cis (A) i A2780p (B) transfectades amb siRNA control (siRNA-) i siRNA de Survivina (siRNA+). Després 
de 24 hores de transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct) i tractades amb CDDP (3,5 µM) durant 48 
hores. L’apoptosi es va expressar com a percentatge de l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les gràfiques 
representen la mitjana de quatre experiments independents ± desviació estàndar *p<0,05;**<0,005 (T-Student) 
comparant apoptosi de siRNA- amb siRNA+. 

 

Els resultats de l’apoptosi es van confirmar amb la morfologia i confluència 

cel·lular (Fig.R2.18). La línia A2780cis amb Survivina activa (siRNA-) no va mostrar 

canvis morfològics ni de confluència cel·lular respecte el control, indicant de nou la 

resistència d’aquesta línia pel CDDP; mentre que amb Survivina inhibida (siRNA+), va 

disminuir la confluència cel·lular amb una morfologia típica d’apoptosi (cèl·lules 

arrodonides, vacuolització citoplasmàtica, i tendència a desenganxar-se de la placa).  
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Figura R2.18. Morfologia cel·lular de les línies transfectades amb siRNA de Survivina i tractades amb CDDP. 
A2780cis (A) i A2780p (B) transfectades amb siRNA control (siRNA-) i siRNA de Survivina (siRNA+). Després de 24 
hores de transfecció, ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), durant 48 hores 
(10X). 

 

2.2.9 Anàlisi de la senescència després dels tractaments simples i doble 
tractament 

En anteriors resultats s’ha observat que el doble tractament generava aturada 

de cicle cel·lular en fase G2/M i augment de la proteïna p21, respecte el tractament 

amb CDDP. Està descrit que la Nut3a indueix senescència i pèrdua del potencial 

proliferatiu a diverses línies cel·lulars (Efeyan et al. 2007; Kumamoto et al. 2008; 

Lehmann et al. 2007; Villalonga-Planells et al. 2011). Es va procedir a estudiar si            

l’aturada del cicle cel·lular observada a les línies cel·lulars de CaOV era irreversible, és 

a dir, si la Nut3a era capaç de promoure senescència. Es va procedir a analitzar la 

senescència mitjançant la tinció de SA-ßGAL. 

Les línies cel·lulars es van tractar amb els tractaments simples i doble durant 72 

hores i posteriorment es va realitzar una tinció amb SA-ßGAL. Per confirmar que les 

cèl·lules havien parat de proliferar de forma irreversible, les línies cel·lulars es van 

tractar durant 72 hores, es va retirar el medi, i es va afegir medi fresc durant 4 dies 

addicionals, sense presència de fàrmacs. Es va realitzar la tinció per SA-ßGAL per a 

comprovar si continuaven presentant característiques suggestives de senescència.  
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Les cèl·lules no van presentar marcatge per AS-ßGAL en cap dels tractaments ni 

a les 72 hores (Fig.R2.19A) ni a les 72 hores + 4 dies de rentat (Fig.R2.19B). La línia 

A2780p va disminuir la confluència cel·lular després del tractament amb CDDP, 

assolint la morfologia típica d’apoptosi, sense haver marcatge per AS-ßGAL, mentre 

que la línia A2780cis es va mantenir com el control. Amb Nut3a no es va observar 

marcatge per AS-ßGAL en cap d’ambdues línies cel·lulars, ni a les 72 hores ni a les 72 

hores + 4 dies, tanmateix les cèl·lules presentaven morfologia apoptòtica. Amb el 

doble tractament, va disminuir considerablement la confluència cel·lular a ambdues 

línies cel·lulars, amb una morfologia típicament apoptòtica, amb moltes cèl·lules 

flotants sense marcatge per AS-ßGAL en cap dels temps. Així doncs, en cap dels 

tractaments les cèl·lules van assolir morfologia típica de senescència, la qual es 

caracteritza per ser una morfologia cel·lular estesa i plana.  
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72h: 
 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
72h + 4 dies rentat: 
 
 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.19. Anàlisi de la senescència cel·lular de les línies de CaOV. A2780p i A2780cis marcades amb AS-ßGAL 
després de ser tractades. Ambdues línies van ser no tractades (Ct), tractades amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o 
doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores i marcades amb AS-ßGAL (20X)(A). 
Cèl·lules 72 hores després dels tractaments, més 4 dies addicionals sense presència de fàrmacs i posterior 
marcatge amb AS-ßGAL (10X)(B).  

 

Aquests resultats indicaven que la Nut3a sensibilitzava a les cèl·lules al CDDP 

mitjançant aturada en la fase G2/M del cicle cel·lular, i posterior entrada en apoptosi, 

sense haver aturada del cicle cel·lular irreversible o senescència cel·lular. 
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#9 LASC#9 #10 #13 #17 #18 #33 #34
Tipus Histològic Endometrioide Serós Mucinós Serós postquímio Serós borderline Serós Mucinós Endometrioide

Estadi III III II III I III I III

p53 Salvatge Salvatge Salvatge Salvatge Salvatge Salvatge Salvatge Salvatge

2.3 Efecte de la Nut3a en cultius primaris 

2.3.1 Sensibilització dels cultius primaris al cisplatí 

Per tal d’analitzar l’efecte ex vivo de l’inhibidor de Mdm2 Nut3a en cultius 

primaris de CaOV, es van utilitzar cultius primaris establerts al laboratori a partir de 

mostra tumoral o líquid ascític (LASC). L’estat de TP53 es va analitzar per 

seqüenciació, i els que van ser TP53 salvatges van ser escullits per analitzar la resposta 

a la Nut3a i la sensibilització al CDDP (Fig.R2.20). Aquests cultius primaris es van 

incubar amb els tractaments simples i doble (seguint l’esquema de la Fig.R2.2). Es va 

realitzar el contatge cel·lular i es avaluar la inducció d'apoptosi amb Anexina V. Es van 

considerar cèl·lules apoptòtiques les Anexina positives (AnV+/IP+/-). 

 

 
 

Figura R2.20. Cultius primaris usats pels tractaments amb Nut3a. Tipus histològic, estadi i estat de p53. 

 

Analitzant la morfologia cel·lular, alguns cultius primaris (LASC#9, #10, #13, #18, 

#33, #34) van disminuir de confluència cel·lular amb el tractament amb CDDP, amb 

cèl·lules desenganxades de la placa, vacuolització citoplasmàtica i aspecte arrodonit, 

morfologia típica de mort per apoptosi; d’altres cultius primaris no van experimentar 

canvis respecte el control (#9, #17) (Fig.R2.21). Així doncs, alguns primaris podien ser 

més sensibles al CDDP que d’altres. El tractament amb Nut3a va generar disminució 

del nombre de cèl·lules respecte el control a la majoria dels cultius primaris, 

presentant una mofologia típica d’apoptosi, on la majoria de cèl·lules tenien un 

aspecte arrodonit i estaven flotant. El doble tractament va potenciar aquest efecte; 

tots els primaris presentaven molt poca confluència cel·lular respecte el control, amb 

una morfologia apoptòtica (Fig.R2.21).  
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Figura R2.21. Canvis morfològics dels cultius primaris després dels tractaments simples i doble tractament. Els 
cultius van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament durant 72 hores 
(10X). 
 
 

Calculant la mitjana del nombre de cèl·lules de tots els primaris per cada 

tractament, es va poder comparar la disminució del nombre de cèl·lules que cada 

tractament generava respecte el control. El CDDP va generar una mitjana de 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 178 

disminució del 40%, la Nut3a del 50% i el doble tractament del 70%. El doble 

tractament estava disminuint el nombre de cèl·lules molt més que els tractaments 

simples amb CDDP o Nut3a (Fig.R2.22A). 

Analitzant l’apoptosi, es va observar que el tractament amb CDDP augmentava 

l’apoptosi respecte els controls en alguns primaris més que en d’altres (Fig.R2.22B). La 

mitjana d’apoptosi de tots els cultius primaris per a cada tractament, va ser del 11% ± 

5 (DMSO), 20% ± 6,6 (CDDP), 30% ± 19 (Nut3a), i del 36% ± 22 (doble tractament) 

(Fig.R2.22B). L’apoptosi del tractament doble era generada, en gran part, per efecte 

de la Nut3a, indicant que la majoria dels cultius primaris de CaOV presentaven 

sensibilitat a la Nut3a (Fig.R2.22B). No es va veure l’efecte sinèrgic observat amb les 

línies cel·lulars. 

 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura R2.22. Contatge cel·lular i inducció d'apoptosi dels cultius primaris després dels tractaments simples i 
doble tractament. Contatge cel·lular (A) i apoptosi (B) dels primaris no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), 
Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores.  
 

2.3.2 Inducció de senescència després dels tractaments simples i doble 
tractament 

Amb el contatge cel·lular es va observar que el doble tractament disminuïa el 

nombre de cèl·lules respecte el control un 70%, mentre que els valors d’apoptosi en el 

doble tractament incrementaven respecte el control un 25%. Això indicava que un 

altre mecanisme podia estar disminuint el nombre de cèl·lules en el doble tractament. 

Per això es va procedir a analitzar l’aturada irreversible del cicle cel·lular o 

senescència, mitjançant la tinció amb SA-ßGAL.  
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Dels cultius primaris que s’havia analitzat el contatge cel·lular i l’apoptosi, es va 

realitzar l’estudi de senescència en 6 d’ells (#9, LASC#9, #10, #13, #18 o #34) degut a 

la manca de mostra dels altres. Els cultius primaris es van tractar amb els tractaments 

simples i doble i es va realitzar una tinció per SA-ßGAL per comprovar si presentaven 

característiques de senescència a les 72 hores de tractament.  

A les 72 hores,  els diferents tractaments generaven senescència, mentre que el 

control escassament en presentava. El tractament amb CDDP va generar diferent 

senescència segons el cultiu primari, sent la mitjana per a tots ells del 23% ± 15. El 

cultiu #10 va ser el què menys senescència va presentar amb presència de CDDP, 

mentre que els cultius LASC#9 i #13 van ser els que més (Fig.R2.23A). El tractament 

amb Nut3a va generar una senescència bastant elevada en tots els cultius, sent la 

mitjana de tots ells del 53,5% ± 11, sent el cultiu primari #34 el de menys senescència 

(33% ± 11), en el qual la disminució del nombre de cèl·lules va ser generada 

majoritàriament per apoptosi (Fig.R2.22B). El doble tractament va augmentar 

significativament la senescència a tots els cultius analitzats, sent la mitjana de tots ells 

del 70% ± 12. El doble tractament va generar més senescència que els tractaments 

simples, amb una significància estadística de p=0,030 (Nut3a) i p=0,0001 (CDDP) 

(Fig.R2.23A). Les imatges de les cèl·lules marcades amb SA-ßGAL al microscopi òptic 

(Fig.R2.24) van confirmar els valors de senescència. Alguns primaris amb el tractament 

amb CDDP, Nut3a i sobretot amb el doble tractament, van adoptar una morfologia 

més estesa i plana, suggestiva de senescència, ja que també van ser positives pel 

marcador SA-ßGAL. La Nut3a estava induint senescència als cultius primaris de CaOV, 

potenciant-se quan es tractava amb CDDP conjuntament. 

Per tal de confirmar que els cultius primaris adquirien característiques 

senescents de forma irreversible, es van tractar amb els diferents tractaments durant 

72 hores, es van eliminar els fàrmacs del medi i es va afegir medi fresc durant 4 dies. A 

continuació es va realitzar la tinció per SA-ßGAL per comprovar si continuaven 

presentant característiques suggestives de senescència. Amb el tractament amb CDDP 

va disminuir la senescència respecte les 72 hores d’incubació en la majoria d’ells, 

excepte en el cultiu primari #18, que va augmentar. Amb Nut3a i doble tractament la 
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senescència va augmentar respecte les 72 hores d’incubació. La mitjana de cèl·lules 

positives per SA-ßGAL de tots els cultius en els diferents tractaments va ser del 17% ± 

22 (CDDP), 80% ± 16 (Nut3a), i 93% ± 2,3 (doble tractament), indicant que la Nut3a era 

la responsable de la senescència del doble tractament (Fig.R2.23B). Comparant el 

marcatge de SA-ßGAL del doble tractament respecte el CDDP, la senescència va 

augmentar de forma significativa (p<0,0001) (Fig.R2.23B). Les imatges del microscopi 

òptic (Fig.R2.25) van demostrar que les cèl·lules tractades amb Nut3a i doble 

tractament van continuar sent positives per SA-ßGAL, mostrant una morfologia estesa 

i plana suggestiva de senescència, tot i haver retirat els fàrmacs. La Nut3a estava 

induint senescència als cultius primaris de CaOV, la qual es mantenia després d’haver 

retirat els fàrmacs, fet que evidenciava la senescència irreversible adquirida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R2.23. Anàlisi de la senescència cel·lular dels cultius primaris després dels tractaments simples i doble 
tractament. Els cultius primaris van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble 
tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores i marcats amb SA-ßGAL (A). Cèl·lules després de 
72 hores de tractament, més 4 dies addicionals sense presència de fàrmacs i posterior marcatge amb SA-ßGAL 
(B). Les gràfiques representen la mitjana de 5 camps (com a mínim) ± desviació estàndar. 
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72h: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.24. Senescència cel·lular dels cultius primaris després dels tractaments simples i doble tractament a les 
72 hores. Els cultius primaris van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble 
tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores i marcats amb AS-ßGAL (10X). 
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72h + 4 dies rentat: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.25. Senescència cel·lular dels cultius primaris després dels tractaments simples i doble tractament a les 
72 hores + 4 dies de rentat. Els cultius primaris van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 
µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM de CDDP) durant 72 hores + 4 dies addicionals sense presència 
de fàrmacs i marcatge amb AS-ßGAL (10X). 
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2.3.3 Anàlisi dels gens pro- i anti-apoptòtics en els cultius primaris 
després dels tractaments simples i doble tractament 

Per estudiar la inducció d’apoptosi dependent de p53 després dels tractaments 

simples i doble en els cultius primaris, es va procedir a analitzar el perfil de gens 

relacionats amb l’apoptosi mitjançant RT-MLPA. Es van tractar els cultius primaris #34 

i #17 sense fàrmac (DMSO), CDDP, Nut3a i doble tractament segons l’esquema de la 

Fig.R2.2 durant 48 hores després d’afegir el CDDP. A continuació es va extreure el RNA 

i es va analitzar el perfil de gens relacionats amb l’apoptosi mitjançant RT-MLPA . 

Els resultats del RT-MLPA mostraven que en ambdós cultius, CDKN1A (p21) 

augmentava amb el doble tractament comparat amb el tractament amb CDDP, de la 

mateixa manera que els gens pro-apoptòtics i dianes de p53: NOXA, PUMA i BAX. 

També APAF-1 va augmentar considerablement respecte el tractament amb CDDP. Els 

gens anti-apoptòtics BCL-2 i SURVIVINA van decréixer de forma considerable amb el 

doble tractament, molt més que amb el tractament amb CDDP (Fig.R2.26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R2.26. MLPA dels cultius primaris després dels tractaments simples i doble tractament. Els primaris #34 i 
#17 van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (5µM de Nut3a +3,5 
µM de CDDP) durant 48 hores. Quantificació de mRNA expressada en logaritme en base 2 de l’increment relatiu 
en relació al control. El gen normalitzador usat va ser GUSB. 

 
Amb aquests resultats es va demostrar que el doble tractament estava 

incrementant l’expressió dels gens pro-apoptòtics i disminuint els nivells de BCL-2 i 

SURVIVINA de forma significativa respecte el tractament amb CDDP, fet que 

evidenciava el paper sinèrgic d’ambdós fàrmacs i l’efecte sensibilitzador de la Nut3a al 

CDDP també en els cultius primaris de CaOV. 
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2.3.4 Expressió proteica dels cultius primaris després dels tractaments 
simples i doble tractament 

Per confirmar que els canvis observats a nivell de mRNA es corresponien amb 

els canvis en l’expressió proteica, es va analitzar el perfil proteic dels cultius primaris 

#34, #17, #9 i #13, després dels tractaments simples i doble (Fig.R2.2) durant 72 

hores.  

Els resultats dels western blot van mostrar que els tumors amb TP53 salvatge 

responien als tractaments amb Nut3a i doble tractament, induint l’acumulació de la 

proteïna p53, la inducció de p21 i l’estabilització de Mdm2 (Fig.R2.27). De la mateixa 

manera van augmentar les proteïnes pro-apoptòtiques i dianes de p53 Noxa, Puma i 

Bax, l’expressió de les quals va augmentar considerablement amb el doble 

tractament. Per altra banda, les proteïnes anti-apoptòtiques Bcl-2 i Survivina van 

disminuir amb la Nut3a i doble tractament en tots els cultius analitzats. De forma 

interessant, el tractament doble va disminuir de forma considerable els nivells 

proteics de Survivina en tots els cultius primaris, fet concomitant amb la baixada de 

viabilitat (Fig.R2.27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R2.27. Efecte dels tractaments simples i doble tractament a cultius primaris de CaOV. Els cultius primaris 
van ser no tractats (Ct), tractats amb CDDP (3,5 µM), Nut3a (5 µM) o doble tractament (5 µM de Nut3a + 3,5 µM 
de CDDP) durant 72 hores. La tubulina es va usar com a control de càrrega. La viabilitat mostrada de cada 
tractament és referenciada al control.  
 

Així doncs, els resultats van demostrar que la combinació Nut3a+CDDP 

sensibilitza a les cèl·lules resistents al CDDP, conduint-les cap a mort (apoptosi) o 

senescència. 
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Objectiu 3.  Efecte de l’inhibidor de la Survivina 
YM155 en línies cel·lulars, cultius primaris i 
xenoinjerts de CaOV 

 
3.1 Introducció  

Els membres de la família dels inhibidors de l’apoptosi (IAP) són reguladors 

negatius de l’apoptosi que suprimeixen l’activació de les caspases. La Survivina és el 

membre més petit de la família de les IAP, la qual es troba absent o mínimament 

expressada en la majoria dels teixits adults normals i diferenciats, però altament 

expressada en la majoria dels càncers. S’ha demostrat que la Survivina no només 

suprimeix l’apoptosi cel·lular, sino que també promou la progressió mitòtica precisa 

(Altieri 2008; Mita et al. 2008; Ryan et al. 2009). La Survivina és doncs, un objectiu 

atractiu pel tractament del càncer, i l’ús de petites molècules antagòniques que 

inhibeixen la seva expressió és una de les estratègies pel tractament de tumors 

malignes. 

L’YM155 és un compost basat en imidazolium que bloqueja eficaçment 

l’expressió de Survivina mitjançant la inhibició del seu promotor (Nakahara et al. 

2007). L’YM155 indueix la mort en cèl·lules tumorals in vitro, observant-se una major 

activitat antitumoral en les línies derivades de limfoma de no Hodking, càncer de 

pròstata hormono-dependent, càncer d’ovari, sarcoma, càncer de pulmó de cèl·lula 

gran, càncer de mama, leucèmia i melanoma (Nakahara et al. 2011a). Indueix la 

regressió del tumor de limfoma, càncer de pròstata i càncer de pulmó de cèl·lules gran 

in vivo  (Iwasa et al. 2008; Nakahara et al. 2007). També s’ha demostrat que l’YM155 

genera dany al DNA en un ventall de línies cel·lulars (Glaros et al. 2012). Actualment 

l’YM155 està en assajos clínics de fase I i II, els quals demostren que el compost pot 

ser administrat de forma segura, sense aparició d’una toxicitat severa. En alguns 

pacients es mostra reducció tumoral analitzada per tomografia computeritzada (Satoh 

et al. 2009; Giaccone et al. 2009; Lewis et al. 2011). Com a monoteràpia, l’YM155 és 

ben tolerat, encara que presenta una modesta activitat antitumoral. L’YM155  podria 
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oferir una opció atractiva en la teràpia combinada amb els quimioterapèutics 

convencionals, entre ells el CDDP en el CaOV (Yamanaka et al. 2011, Iwasa et al. 

2010). 

3.2 Efecte de l’YM155 en línies cel·lulars  

3.2.1 Disminució de la viabilitat cel·lular de forma dosi/temps 

dependent  

Per conèixer el comportament de les línies de CaOV en presència de l’YM155, es 

va realitzar un estudi de dosi/temps resposta amb les línies A2780p i A2780cis. Les 

cèl·lules es van plaquejar en plaques de 96 pous i a les 24 hores, quan la confluència 

va ser del 60%, es van tractar amb dosi creixents d’YM155 (2,5-400 nM), i es va 

realitzar l’anàlisi de viabilitat mitjançant l’assaig del MTT a les 24, 48 i 72 hores. La dosi 

0nM va ser amb incubació amb DMSO (vehicle) i es va considerar el control. 

El tractament amb l’YM155 va induir una disminució de la viabilitat temps i dosi- 

dependent en ambdues línies. La disminució de la viabilitat cel·lular va començar a ser 

visible a les 24 hores d'exposició, sent molt més alta a les 48 hores (Fig.R3.1). A les 72 

hores s'observaven moltes cèl·lules necròtiques. Així doncs es va considerar com el 

millor temps d'anàlisi les 48 hores. La IC50 a les 48 hores, va ser de 4 nM per la línia 

A2780p i 13,75 nM per la línia A2780cis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura R3.1. Viabilitat cel·lular per assaig de MTT en línies cel·lulars de CaOV tractades amb YM155. A2780p (A) i 
A2780cis (B) tractades amb dosi creixents d’YM155 amb un període de tractament de 24, 48 i 72h. La gàfica és la 
mitjana de 3 experiments independents ± desviació estàndar. 
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3.2.2 Inducció d’apoptosi  

Per tal d’avaluar quina era la causa de la disminució de la viabilitat observada en 

el MTT, les línies A2780p i A2780cis es van tractar amb dosi creixents d’YM155 (0-100 

nM) durant 48 hores, on la dosi 0 nM era DMSO (vehicle) i es va considerar com a 

control. Quan les cèl·lules es van observar en el microscopi òptic, es va evidenciar una 

disminució del nombre de cèl·lules respecte al control tractat amb el vehicle, un 

increment de cèl·lules arrodonides, increment de vacuolització citoplasmàtica i 

cèl·lules amb tendència a desenganxar-se de la placa. Aquest arrodoniment i 

vacuolització cel·lular suggeria l'inici d'un procés de mort cel·lular del tipus apoptòtic 

(Fig.R3.2). La disminució del nombre de cèl·lules i els canvis morfològics que 

s'originaven van ser dosi-dependents. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.2. Canvis morfològics de les A2780p i A2780cis després de 48 hores d'exposició amb dosis creixents      
d’ YM155 (0-100 nM) (10X). 

 
Donat que els canvis morfològics observats indicaven que hi havia mort 

cel·lular, es va procedir a analitzar el tipus de mort, i es va començar per analitzar  

l’apoptosi. Quan les cèl·lules estaven amb una confluència del 60% es van tractar amb 

dosis creixents d’YM155 durant 24 i 48 hores. Després del tractament, es va efectuar 

el contatge cel·lular i es va observar disminució del nombre de cèl·lules. A continuació 

es va avaluar la inducció d'apoptosi mesurada per Anexina V. Es van considerar 

cèl·lules apoptòtiques les Anexina V+/ IP-/+
 (apoptosi temprana i tardana). 

El nombre de cèl·lules després del tractament amb dosis creixents d’YM155 

disminuïa significativament a ambdues línies cel·lulars en relació al control (DMSO) de 
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forma temps/dosi dependent, observant-se tant a les 24 com a les 48 hores 

d’incubació, sent molt més significatiu a les 48 hores (Fig.R3.3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R3.3. Contatge cel·lular després del tractament amb YM155 de les línies cel·lulars A2780p (A) i A2780cis 
(B). Ambdues línies van ser tractades amb dosis creixents d’YM155 i contades 24 i 48 hores deprés del 
tractament. La dosi 0 nM indica els controls no tractats (DMSO). Les gràfiques representen la mitjana de tres 
experiments independents ± desviació estàndar * p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student). 

 

L’anàlisi amb Anexina V va demostrar que el tractament amb YM155 induïa 

mort tipus apoptosi de forma temps/dosi dependent al comparar-ho amb els controls 

tractats amb DMSO, sent màxima a les 48 hores d’incubació (Fig.R3.4). A la línia 

A2780p, la inducció d’apoptosi a les 24 hores d’incubació amb YM155 va ser 

estadísticament significativa en relació al control a dosis altes, sent  del 10% ± 1 (50 

nM) i del 15% ± 2 (100 nM) (p=0,026; p=0,049, respectivament). A les 48 hores, la 

inducció d’apoptosi va ser estadísticament significativa en relació al control ja a dosis 

baixes d’YM155, sent del 12% ± 2,5  (5 nM) i del 21% ± 5 (10 nM) (p=0,023; p=0,020, 

respectivament). A dosis més altes, l’apoptosi va augmentar al 25% ± 8,5 (25 nM) 

(p=0,0004), 42% ± 2 (50 nM) (p<0,0001) i 66% ± 1,5 (100 nM) (p<0,0001). La IC50 

d’apoptosi va ser de 65 nM a les 48 hores d’incubació amb YM155 (Fig.R3.4A). A la 

línia A2780cis, la inducció d’apoptosi a les 24h d’incubació amb YM155 no va ser 

estadísticament significativa a cap dosi, mentre que a les 48 hores sí que ho va ser ja a 

a dosis baixes, assolint valors de 15% ± 4 (10 nM) (p=0,045). Incrementant la dosi, 

l’apoptosi va augmentar al 21% ± 10 (25 nM) (p=0,036), 25% ± 3,5 (50 nM) (p=0,0019), 
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A 

54% ± 5,5 (75 nM) (p=0,0013) i 77% ± 8 (100 nM) (p=0,0005). La IC50 d’apoptosi va ser 

de 70 nM a les 48 hores d’incubació amb YM155 (Fig.R3.4B). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.4. Inducció d'apoptosi després del tractament amb YM155 en línies cel·lulars de CaOV. Les línies 
cel·lulars A2780p (A) i A2780cis (B) van ser tractades amb dosis creixents d’YM155 i contades 24 i 48 hores 
deprés del tractament. La dosi 0 nM indica els controls no tractats (DMSO). Les gràfiques representen la mitjana 
de tres experiments independents ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student). 

 
 

En cap de les dues línies cel·lulars es va detectar necrosi amb el tractament 

d’YM155 (resultats no mostrats). 

3.2.3 Canvis en el patró del cicle cel·lular  

La Survivina té una expressió dependent de cicle cel·lular. En la majoria de 

cèl·lules, l’expressió de Survivina es troba restringida a la fase G2/M del cicle cel·lular 

(es troba controlada transcripcionalment), i s’hipotetitza que és per inhibir l’apoptosi 
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segregació cromosòmica i la citocinesi durant la divisió cel·lular. L’abolició funcional 
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inestabilitat cromosòmica i catàstrofe mitòtica (Yamamoto et al. 2008).  

Durant la realització dels experiments de viabilitat cel·lular i apoptosi, es va 

observar una diferència important entre els valors de IC50 (MTT), la disminució del 

nombre de cèl·lules i la inducció d'apoptosi, que suggeria que l’YM155 podria estar 
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induint canvis en el cicle cel·lular. Per avaluar l'efecte de l’YM155 sobre el perfil del 

cicle cel·lular, ambdues línies van ser tractades amb dosis creixents de YM155 (0 a 100 

nM) i es va analitzar el patró de cicle cel·lular a les 24 i 48 hores.  

L’anàlisi del cicle cel·lular va mostrar lleugeres variacions dosi-dependent a 

ambdues línies cel·lulars pel que fa a la fase G2/M, variacions que es van iniciar a les 

24 hores d’incubació, amb un lleuger augment de la fase G2/M respecte el control a 

totes les dosis d’YM155. El pic subdiploid va augmentar, però es va mantenir a partir 

de certes dosis. A les 48 hores, l’augment de la fase G2/M es va observar a dosis 

baixes fins a la dosi de 25 nM (a la línia A2780p) i a 50 nM (a la línia A2780cis), quan va 

començar a augmentar la proporció de cèl·lules apoptòtiques (augment del pic 

subdiploid) amb una conseqüent disminució de la fase G2/M (Fig.R3.5).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.5. Cicle cel·lular després del tractament amb YM155 a la línia A2780p (A) i A2780cis (B) a les 24 i 48 
hores.  Ambdues línies van ser tractades amb dosi creixents d’YM155. La dosi 0 nM indica els controls no tractats 
(DMSO).  
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G2/M de forma dosi-dependent. A les 48 hores de tractament amb YM155 

augmentava el pic subdiploid de forma dosi-dependent. El que aquests resultats 

suggerien era que l’YM155 estava aturant les cèl·lules a fase G2/M de forma dosi-

dependent, i a continuació les feia entrar en apoptosi. 

3.2.4 Disminució de l'expressió de Survivina temps-dependent  

El tractament amb YM155 provoca una disminució de l’expressió de Survivina a 

través de la inhibició del seu promotor. Per confirmar que l’efecte de l’YM155 

ocasionava una disminució dels nivells de Survivina a cèl·lules de CaOV, les línies es 

van exposar a una única dosi d’YM155 i es va analitzar l’expressió de mRNA de 

Survivina a diferents temps (de 30 minuts a 24 hores) mitjançant PCR quantitativa a 

temps real. Per corroborar que els nivells de Survivina disminuïen, es va procedir a 

analitzar els nivells proteics de Survivina a diferents temps (de 2 a 48 hores) 

mitjançant western blot, el qual es va quantificar mitjançant densitometria amb el 

software ImageJ (mirar apartat 4.3.3 de Materials i Mètodes). Per cada línia es va usar 

la dosi d’YM155 que induïa apoptosi al 50% de la població a les 48 hores (IC50 

apoptòtica), sent 65 nM per la línia A2780p i 70 nM per la línia A2780cis. Com a 

control, les cèl·lules es van tractar amb DMSO. 

El tractament amb YM155 en ambdues línies cel·lulars va produir disminució de 

l’expressió del mRNA i dels nivells proteics de Survivina temps-dependent al 

comparar-ho amb els controls (Fig.R3.6). A la línia A2780p l’expressió de mRNA va 

disminuir de forma significativa en relació al control a partir de les 6 hores: 0,75 ± 0,03 

(p=0,010), a les 12 hores 0,47 ± 0,12 (p=0,027) i a les 24 hores 0,37 ± 0,2 (p= 0,04) 

(Fig.R3.6A). Amb la quantificació proteica es va observar disminució respecte el 

control (1), amb valors de 0,7 (6 hores), de 0,6 (12 hores), de 0,44 (24 hores) i 0,17 (48 

hores) (Fig. R3.6C). A la línia A2780cis l’expressió de mRNA va començar a disminuir en 

relació al control a partir de les 3 i 6 hores sense ser estadísticament significatiu. A les 

12 i 24 hores l’expressió va baixar significativament, sent a les 12 hores 0,44 ± 0,15 (p= 

0,036) i a les 24 hores 0,28 ± 0,07 (p=0,0048) (Fig.R3.6B). La quantificació proteica va 

coincidir amb l’expressió de mRNA: a les 6 hores no hi havia disminució de proteïna 

respecte el control (0,92), mentre que a partir de les 12 hores els nivells de proteïna 
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van començar a disminuir, amb valors de 0,7 (12 hores), 0,25 (24 hores) i 0,06 (48 

hores) (Fig. R3.6C). 

 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.6. Efecte de l’YM155 en l’expressió del RNA i dels nivells proteics de Survivina a les línies A2780p i 
A2780cis. Les cèl·lules van ser incubades sense YM155 (DMSO) o amb presència d’una única dosi (65 nM línia 
A2780p, 70 nM línia A2780cis) a diferents temps (de 30 minuts a 24 hores) i es va realitzar una PCR a temps real: 
A2780p (A), A2780cis (B). Les gràfiques representen la mitjana de tres experiments independents ± desviació 
estàndar *p<0,05;**p<0,005 (T-Student) de DCt tractament respecte els DCt no tractament (DMSO). El gen 
normalitzador usat va ser 18S. Per la realització del western blot les cèl·lules van ser incubades sense YM155 
(DMSO) o amb presència d’una única dosi (65 nM línia A2780p, 70 nM línia A2780cis) a diferents temps (de 2 a 
48 hores) (C). 
 

 
La dosi d’YM155 que generava apoptosi a un 50% de la població cel·lular a les 

48 hores de tractament, va fer disminuir significativament l’expressió de mRNA i de 

proteïna de Survivina a ambdues línies cel·lulars sobretot a les 24 i també a les 48 

hores de tractament.  
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3.2.5  Inhibició específica en l’expressió proteica de Survivina  

         Després d’observar que a les 24 hores d’incubació amb YM155 ja hi havia 

disminució significativa del mRNA de Survivina, i que a les 48 hores hi havia gran 

disminució del nombre de cèl·lules i augment significatiu de l’apoptosi de forma dosi- 

dependent, es van avaluar els nivells proteics de Survivina a les 48h de tractament a 

dosis creixents d’YM155 (0 a 100 nM). Les cèl·lules control (0 nM) se les va tractar 

amb DMSO (vehicle). A més de la Survivina, es van analitzar mitjançant western blot 

els nivells d’una altra IAP, la Xiap, i de caspasa 9 (total i truncada). El western blot es va 

quantificar mitjançant densitometria amb el software ImageJ (apartat 4.3.3 de 

Materials i Mètodes). 

El tractament de les línies cel·lulars amb YM155 durant 48 hores va inhibir 

l’expressió de Survivina de forma dependent a la concentració i en funció de la 

sensibilitat de cada línia a la molècula (Fig.R3.7). A la línia A2780p, els nivells de 

Survivina en relació al control (1) ja havia disminuït a la dosi de 5nM (0,65). A mesura 

que la dosi augmentava, disminuïen els nivells de Survivina amb valors de 0,5 (10 nM), 

0,41 (25 nM), 0,23 (50 nM) i 0,08 (100 nM) (Fig.R3.7A). Els nivells proteics de Suvivina 

a la línia A2780cis a dosis baixes d’YM155 no van disminuir tant respecte el control en 

comparació amb la línia A2780p, amb valors de: 0,73 (10 nM) i 0,52 (25 nM). 

Tanmateix a dosis altes, la línia A2780cis va tenir més disminució de Survivina que la 

línia A2780p, amb valors de: 0,14 (50 nM), 0,09 (75 nM) i 0,03 (100 nM) (Fig.R3.7B). 

Per confirmar que l’YM155 era inhibidor específic de Survivina en les línies de 

CaOV, es van comprovar els nivells d’una altra IAP, la Xiap. Els nivells d’aquesta 

proteïna respecte el control a la línia A2780p van ser de: 1,1 (5 nM), 1,2 (10 nM), 1 (25 

nM), 1,1 (50 nM) i 0,4 (100nM) (Fig.R3.7A). A la línia A2780cis: 0,8 (5 nM), 0,75 (10 

nM),  1 (25 nM),  0,97 (50 nM) i  0,41 (100 nM) (Fig.R3.7B). Per tant, els nivells proteics 

de Xiap a ambdues línies cel·lulars amb la majoria de dosis usades, no van disminuir 

massa respecte el control, a excepció de dosis altes (100 nM), que la proteïna va 

disminuir considerablement a ambdues línies cel·lulars, evidenciant la inespecificitat 

de l’inhibidor YM155 a dosis altes. 
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B A 

Per confirmar que l’apoptosi augmentava de forma dependent a la concentració 

d’YM155 en ambdues línies cel·lulars, es van mesurar els nivells de la caspasa 9 total i 

truncada. Es va observar que a mesura que augmentava la dosi, hi havia disminució de 

la caspasa 9 total i augment de la froma truncada de forma correlativa. A la línia 

A2780p els nivells proteics de caspasa 9 en relació al control a la dosi de 5 nM ja havia 

disminuït (0,6), on ja s’apreciava la forma truncada de la proteïna. Els nivells de 

caspasa 9 van disminuir a mesura que augmentava la dosi, amb valors de 0,50 (10 

nM), 0,31 (25 nM), 0,30 (50 nM) i 0,29 (100 nM) amb correlatiu augment de la forma 

truncada, indicant apoptosi (Fig.R3.7A). A la línia A2780cis, la disminució de caspasa 9 

respecte el control, no va ser tant evident com a la línia A2780p, assolint valors de 0,6 

a les dosis de 10 nM, 25 nM i 50 nM d’YM155. A la dosi de 50 nM es començava a 

apreciar la forma truncada de la proteïna. A dosis de 75 nM i 100 nM els nivells 

proteics de caspasa 9 total van ser molt similars, amb valors de 0,5 i 0,46, i amb un 

augment de la forma truncada (Fig.R3.7B).   

 

 

 

 

 
 
Figura R3.7. Efecte de l’YM155 en l’expressió proteica de Survivina a les línies A2780p (A) i A2780cis (B). Les 
línies van ser incubades sense YM155 (DMSO) o amb presència de dosis creixents (0 a 100 nM) durant 48h. Els 
lisats van ser analitzats per western blot. De control de càrrega es va usar la tubulina. Western blot representatiu 
de 3 experiments independents. 

 

Així doncs, a les 48 hores l’YM155 disminuïa els nivells proteics de Survivina i 

augmentava els nivells de caspasa 9 truncada (indicadora d’apoptosi) de forma dosi- 

dependent, fet que es correlacionava amb els resultats observats en el contatge 

cel·lular (Fig.R3.3) i apoptosi (Fig.R3.4). A l’experiment d’expressió de mRNA, es va 

detectar que a dosi de 65 nM (A2780p) i 70 nM (A2780cis) d’YM155 hi havia 

disminució significativa de mRNA de Survivina a les 24h, a ambdues línies cel·lulars. A 
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més, l’expressió proteica de Survivina d’ambdues línies a dosi de 50nM a 48 hores 

també disminuïa. Per tant, la disminució dels nivells del mRNA a les esmentades dosis 

a 24 hores es correlacionaven amb la disminució dels nivells proteics de Survivina 

observats a les 48 hores. 

3.2.6 Potenciació de l’efecte del cisplatí  

En l’anterior apartat hem observat que la disminució dels nivells de Survivina 

indueix apoptosi a la línia cel·lular resistent al CDDP. Així doncs, la Survivina podria 

estar participant en el mecanisme de resistència al CDDP en les línies de CaOV. 

Estudis previs amb YM155 demostren que l’inhibidor té un efecte 

sensibilitzador quan es combina amb docetaxel (Yamanaka et al. 2011), Rituximab 

(Kita et al. 2012), gemcitabina (Yoon et al. 2012), compostos platinats (Iwasa et al. 

2010; Kumar et al. 2012),  o radioteràpia (Iwasa et al. 2008) tant en models in vitro 

com in vivo.  

Per avaluar la capacitat sensibilitzadora de l’YM155 en CaOV, les línies cel·lulars 

A2780p i A2780cis es van pre-tractar sense (DMSO) o amb diferents dosis                     

(0 a 100 nM) d’YM155 durant 24 i 48 hores, per tal de sensibilitzar a les cèl·lules al 

CDDP. Passat el temps, es van tractar amb diferents dosis de CDDP (2 i 4 µM) amb 

presència d’YM155. Després de 48 hores d’incubació amb tots dos fàrmacs, es va 

procedir a analitzar la viabilitat mitjançant l’assaig de MTT. Aquestes dades van ser 

processades en relació a la fracció de cèl·lules afectades usant l’anàlisi de l’efecte de 

dosi mitjana, per poder caracteritzar les interaccions dentre l’YM155 i el CDDP, i es va 

determinar l’Índex de Combinació (CI) mitjançant la relació de la fracció de cèl·lules 

afectades amb les diferents dosis d’YM155 i CDDP. Les combinacions es consideraven 

sinèrgiques quan CI<1.  

El tractament combinat de CDDP i YM155 va donar diferents valors sinèrgics a 

ambdues línies cel·lulars a les 24 hores i 48 hores de pre-tractament amb YM155, 

segons les dosis usades dels fàrmacs. A la línia A2780p, la combinació que va generar 

millor sinergisme va ser 2 µM de CDDP + 10 nM d’YM155 per tots dos temps, sent el 

CI=0,757 (24h) i CI=0,458 (48h). Una altra combinació sinèrgica va ser de 4 µM de 
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CDDP + 10 nM d’YM155 per ambdós temps, sent CI=0,818 (24h) i CI=0,240 (48h) 

(Fig.R3.8A i B ; TA i TB). 

A la línia A2780cis, la combinació que va generar més sinergisme va ser de 2 µM 

de CDDP + 25 nM d’YM155 per tots dos temps, sent el CI=0,646 (24h) i CI=0,620 (48h). 

Altra combinació sinèrgica va ser la de 4 µM de CDDP + 25 nM d’YM155 per ambdós 

temps de pre-tractament, sent el CI=0,443 (24h) i CI=0,541 (48h) (Fig.R3.8C i D ; TC i 

TD). 
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A B 

T.A T.B 
CDDP (µM) YM155 (nM)          CI

1 2 2,5 1,012

2 2 5 0,990

3 2 10 0,757

4 2 25 0,791

5 2 50 1,005

6 2 100 1,566

7 4 2,5 0,913

8 4 5 1,009

9 4 10 0,818

10 4 25 0,889

11 4 50 1,120

12 4 100 1,782

CDDP (µM) YM155 (nM)          CI
1 2 2,5 0,719

2 2 5 0,480

3 2 10 0,458

4 2 25 0,470

5 2 50 0,801

6 2 100 0,850

7 4 2,5 0,689

8 4 5 0,398

9 4 10 0,240

10 4 25 0,285

11 4 50 0,448

12 4 100 0,316

T.C T.D 
CDDP (µM) YM155 (nM)           CI

1 2 2,5 0,845

2 2 5 0,834

3 2 10 0,950

4 2 25 0,646

5 2 50 0,698

6 2 100 1,120

7 4 2,5 0,700

8 4 5 0,738

9 4 10 0,562

10 4 25 0,443

11 4 50 0,560

12 4 100 0,937

CDDP (µM) YM155 (nM)           CI
1 2 2,5 1,024

2 2 5 1,248

3 2 10 1,523

4 2 25 0,620

5 2 50 0,796

6 2 100 0,824

7 4 2,5 1,418

8 4 5 1,646

9 4 10 1,415

10 4 25 0,541

11 4 50 0,669

12 4 100 0,955

C D 

 
                                        A2780p (24h)                                                           A2780p (48h)  

 

 
 
                              
 
 
 
 
   
 
 
 
  
                      
 
 
 
 
 
 
 

              A2780cis (24h)                                                                      A2780cis (48h)                                                          
                                                      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura R3.8. Estudi del sinergisme entre el CDDP i l’YM155 mitjançant l’Índex de Combinació (CI). El CI es va 
determinar en relació a la fracció de cèl·lules afectades usant l’anàlisi de l’efecte de dosi mitjana per poder 
caracteritzar les interaccions entre l’YM155 i el CDDP. Les línies van ser pre-tractades sense (DMSO) o amb 
diferents dosis d’YM155 (0 a 100 nM) i a les 24 h i 48 hores d’incubació, s’hi va afegir el CDDP a diferents dosis    
(2 µM i 4 µM). A les 48 hores de tractament combinat, es va analitzar la viabilitat cel·lular mitjançant MTT i les 
dades es van processar per determinar el CI mitjançant el sofware Biosoft CalcuSyn. Isobolograma de la línia 
A2780p i A2780cis a les 24 de pre-tractament amb YM155 (A i C) amb els seus valors numèrics (TA i TC). 
Isobolograma de la línia A2780p i A2780cis a les 48 hores de pre-tractament amb YM155 (B i D) amb els seus 
valors numèrics (TB i TD). 
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B 

C 

D 

 A 

Un cop observades les combinacions de dosis de CDDP i YM155 que generaven 

descens de viabilitat de forma sinèrgica, es va procedir a analitzar el tipus de mort 

cel·lular. Es van seleccionar les dosis d’ambdós fàrmacs que a la línia resistent al CDDP 

A2780cis, generaven un CI més baix a les 48 hores de pre-tractament amb YM155. Es 

va escullir aquest temps donat que era quan es veia més inducció d’apoptosi 

(Fig.R3.4). A més, el CI de la línia A2780p en dites dosis era inferior (més sinèrgic) a dit 

temps. Per tant, es va triar la dosi sinèrgica de 4 µM de CDDP + 25 nM d’YM155 

(Fig.R3.8B i TB; D i TD), pre-incubant amb YM155 durant 48 hores.  

Les línies cel·lulars es van tractar amb el vehicle (DMSO), CDDP (4 µM), YM155          

(25 nM) i doble tractament (4 µM de CDDP+25 nM d’YM155), segons l’esquema de la 

figura R3.9. Es va procedir a efectuar el contatge cel·lular, observar la morfologia 

cel·lular i avaluar la inducció d'apoptosi per Anexina V. Es van considerar cèl·lules 

apoptòtiques les Anexina positives (AnV+/IP+/-)(apoptosi temprana i tardana).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3.9. Esquema dels tractaments simples i doble tractament. Tractament control: tractament amb DMSO 
durant 48 hores, més 48 hores addicionals (A). Tractament amb CDDP: 4 µM de CDDP durant 48 hores (B). 
Tractament amb YM155: tractament amb 25 nM d’YM155 durant 48 hores, més 48 hores addicionals (C). Doble 
tractament: Pre-tractament durant 48h amb 25 nM d’YM155 i addició de 4 µM de CDDP durant 48h més (D). 
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Amb el contatge cel·lular, quan es comparen els tres tractaments respecte el 

control, s’observa que la línia A2780p després del tractament simple amb CDDP va 

presentar una disminució  significativa del nombre de cèl·lules (p=0,04) 

(Fig.R3.10A). D'igual  manera, el tractament amb YM155 va generar una disminució 

significativa del nombre de cèl·lules (p=0,02), les quals presentaven una morfologia 

arrodonida, vacuolització citoplasmàtica i amb tendència a desenganxar-se de la 

placa. El doble tractament va augmentar aquest fenomen: més cèl·lules 

desenganxades de la placa i amb aspecte arrodonit (Fig.R3.11), i una disminució més 

marcada del nombre de cèl·lules en relació als tractaments simples (p=0,015) 

(Fig.R3.10A). Pel que fa a la línia A2780cis, el nombre de cèl·lules va disminuir després 

del tractament amb CDDP, però no tant com la línia A2780p (p=0,15) (Fig.R3.10B). El 

tractament amb YM155 va generar una disminució significativa del nombre de 

cèl·lules (p=0,014), les quals també presentaven un aspecte arrodonit, amb 

vacuolització citoplasmàtica i amb tendència a desenganxar-se de la placa (Fig.R3.11). 

El doble tractament també va augmentar aquest fenomen, i el nombre de cèl·lules va 

continuar disminuint de forma significativa (p=0,006) (Fig.R3.10B). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.10. Contatge cel·lular de les línies de CaOV després de ser tractades amb CDDP i YM155. Contatge 
cel·lular A2780p (A) i A2780cis (B) després de ser no tractades (Ct), tractades amb 4 µM de CDDP durant 48 hores 
(tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència 
de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores. Les gràfiques representen la mitjana de tres 
experiments independents ± desviació estàndar *p<0,05 (T-Student). 
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Figura R3.11. Morfologia de les línies de CaOV després de ser tractades amb CDDP i YM155. A2780p i A2780cis 
després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 
hores amb 25 nM de YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament 
CDDP+YM155) durant 48 hores (10X).  
 
 

Quan es va procedir a analitzar l’apoptosi, es va observar que la línia A2780p 

incubada durant 48h amb CDDP, YM155 o conjuntament, presentava una apoptosi del 

12,45% ± 5 (CDDP), 25% ± 17 (YM155) i 63% ± 22 (CDDP+YM155).  El tractament doble 

augmentava l’apoptosi significativament respecte el tractament amb CDDP (p=0,0049) 

(Fig.R3.12A). La línia A2780cis incubada amb cadascun dels tractaments durant 48 

hores, va mostrar una apoptosi de 2,4% ± 2 (CDDP), 21% ± 9 (YM155) i 39 % ± 15 

(CDDP+YM155). El doble tractament augmentava significativament l’apoptosi 

respecte el tractament amb CDDP (p=0,028) (Fig.R3.12B).  

   
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.12. Inducció d'apoptosi en línies cel·lulars de CaOV després de ser tractades amb CDDP i YM155. 
Apoptosi A2780p (A) i A2780cis (B), després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP durant 48 hores 
(tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència 
de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores. L’apoptosi es va expressar com a percentatge de 
l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les gràfiques representen la mitjana de tres experiments independents ± 
desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005 (T-Student). 
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Així doncs, podríem dir que aquest augment d’apoptosi generat pel doble 

tractament seria conseqüència d’una sensibilització per part de l’YM155 al CDDP. 

3.2.7 Estudi del cicle cel·lular després dels tractaments simples i doble 

tractament 

Per avaluar si el pre-tractament amb YM155 afectava el perfil del cicle cel·lular, 

es va procedir a tractar les línies cel·lulars amb els tractaments simples i doble, tal i 

com s’ha descrit a la figura R3.9, analitzant-se el perfil del cicle cel·lular despés de les 

24 i 48 hores d’incubació amb el CDDP: El control vehicle (DMSO) (48 hores 

d’incubació + 24 ó 48 hores addicionals sense retirar el DMSO), el CDDP (24 ó 48 hores 

d’incubació), el YM155 (48 hores d’incubació + 24 ó 48 hores addicionals sense retirar 

l’YM155) i el doble tractament (pre-incubació durant 48 hores amb YM155 i addició 

del CDDP, incubant-lo 24 ó 48 hores més). 

Analitzant el cicle cel·lular es va observar que a les 24 hores de tractament amb 

CDDP, la fase S i G2/M augmentava a ambdues línies cel·lulars respecte el control, 

sent significatiu només en la fase S (p=0,0195 (A2780p); p=0,0138 (A2780cis)). 

L’augment de la fase S, G2/M i pic subdiploid van ser superiors a la línia A2780p que a 

la A2780cis, donat a la resistència d’aquesta línia cel·lular al CDDP. Comparant el 

doble tractament respecte el CDDP, la fase G2/M va augmentar a la línia A2780p 

(p=0,0479) i a la línia A2780cis (p=0,0422), sense ser significatiu l’augment del pic 

subdiploid (Fig.R3.13A i C). Així doncs, a les 24 hores el doble tractament estava 

augmentant a ambdues línies cel·lulars la fase G2/M respecte el tractament amb 

CDDP, mentre que l’augment del pic subdiploid no era significatiu. 

A les 48 hores de tractament amb CDDP, la fase G2/M va augmentar respecte el 

control a ambdues línies cel·lulars, sent superior per la línia A2780p (p<0,0001) que 

per la línia A2780cis (p=0,0368). El pic subdiploid només va augmentar 

significativament a la línia A2780p (p=0,0163), degut a la sensibilitat al CDDP. 

Comparant la fase G2/M del doble tractament respecte el CDDP, a la línia A2780p va 

disminuir (p=0,0229), concomitantment amb un augment del pic subdiploid (p=0,012); 

a la línia A2780cis també va disminuir (p=0,529), augmentant també el pic subdiploid 

(p=0,0114) (Fig.R3.13B i D). 
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Figura R3.13. Cicle cel·lular de les línies de CaOV després de ser tractades amb CDDP i YM155. Ambdues línies 
després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4µM de CDDP durant 24 o 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 
48 hores amb 25nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4µM de CDDP (tractament 
CDDP+YM155) durant 24 o 48 hores. A2780p i A2780cis a les 24h (A i C) i 48h (B i D). Les gràfiques representen la 
mitjana de tres experiments independents ± desviació estàndar *p<0,05 (T-Student) comparant el doble 
tractament respecte el tractament amb CDDP (comparació de fases G2/M (negre); comparació pic subdiploid 
(gris)). 
 

 

En conclusió, la pre-incubació amb YM155 estava sensibilitzant a les cèl·lules al 

CDDP fent-les aturar en fase G2/M a les 24 hores (disminuint la fase S produïda pel 

CDDP) i portant-les cap a mort cel·lular a les 48 hores de tractament (disminuint la 

fase G2/M del tractament amb CDDP). 

A2780p 24h 
 

A2780cis 24h 
 

A2780cis 48h 
 

A2780p 48h 
 A 

C D 

       * 
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A2780p
24h G1/G0 S G2/M SubG1
Ct 50 40 1,4 8,6

CDDP 15 67 4 14

YM155 43 26 12 19

CDDP+YM155 26 35 14 35

A2780p
48h G1/G0 S G2/M SubG1
Ct 64 21 7,6 7,4

CDDP 7 15 59 19

YM155 47 24 12 17

CDDP+YM155 15 12 26 47

A2780cis
24h G1/G0 S G2/M SubG1
Ct 54 34 1 11

CDDP 41 42 5 12

YM155 46 30 7 17

CDDP+YM155 36 32 10 22

A2780cis
48h G1/G0 S G2/M SubG1
Ct 63 19 7,3 10,7

CDDP 47 20 22 11

YM155 49 24 7 20

CDDP+YM155 32 21 17 30
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3.2.8 Anàlisi dels gens pro- i anti-apoptòtics  després dels tractaments 

simples i doble tractament 

Després d’observar que l’YM155 potenciava l’efecte del CDDP induint aturada 

de cicle cel·lular a les 24 hores (Fig.R3.13) i inducció d’apoptosi a les 48 hores 

(Fig.R3.12), es va procedir a analitzar el perfil de gens relacionats amb l’apoptosi. 

Ambdues línies es van tractar amb els fàrmacs i es van incubar seguint l’esquema de la 

fig.R3.9 però analitzant 24 hores després de la incubació amb el CDDP: El control 

vehicle (DMSO) (48 hores d’incubació + 24 hores addicionals sense retirar el DMSO), el 

CDDP (24 hores d’incubació), l’YM155 (48 hores d’incubació + 24 hores addicionals 

sense retirar l’YM155) i el doble tractament (pre-incubació durant 48 hores amb 

YM155 i addició del CDDP, incubant-lo 24 hores més). Es va extreure RNA per analitzar 

el perfil de gens relacionats amb l’apoptosi, mitjançant la tècnica RT-MLPA . 

A la figura R3.14 es mostren només aquells gens relacionats amb l’apoptosi que 

van presentar canvis més importants a les línies de CaOV tractades amb els diferents 

fàrmacs. A la línia A2780p el tractament amb CDDP va incrementar els gens pro-

apoptòtics PUMA, BAX, APAF-1, així com el gen CDKN1A (p21), confirmant la 

sensibilitat d’aquesta línia pel CDDP (R3.14A), mentre que a la línia A2780cis aquests 

gens no es van veure tant augmentats amb el tractament amb CDDP. Amb el doble 

tractament tots aquests gens van augmentar l’expressió a ambdues linies. Comparant 

el doble tractament amb el CDDP, la linia A2780cis va incrementar els gens pro-

apoptòtics i diana de p53 NOXA, PUMA i APAF-1,  mentre que el gen BAX es va 

expressar igual que amb el tractament amb CDDP. El gen CDKN1A també va 

incrementar-se respecte el tractament amb CDDP. Per tant, el doble tractament 

estava incrementant els gens pro-apoptotics i d’aturada de cicle cel·lular en 

comparació al tractament amb CDDP (R3.14B). En quan als gens anti-apoptòtics, el 

gen SURVIVINA va disminuir amb el tractament amb CDDP a la linia A2780p, mentre 

que no va disminuir tant a la linia A2780cis. Comparant el doble tractament amb el 

CDDP, SURVIVINA va disminuir de forma significativa a la linia A2780cis, fet que es 

correlacionava amb l’augment de l’apoptosi trobada amb el doble tractament. Pel que 

fa a la XIAP, proteïna de la família de les IAP, va disminuir amb el CDDP i amb el doble 
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tractament en ambdues linies, i va augmentar lleugerament a la línia A2780p amb el 

tractament amb YM155. El mateix va succeir amb MCL-1, però augmentant 

lleugerament també a la línia A2780cis. Així doncs, el tractament amb YM155 en dites 

dosis estava inhibint específicament la SURVIVINA, sense disminuir els nivells de XIAP i 

MCL-1. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.14. Anàlisi dels nivells d’expressió del mRNA d’alguns dels gens implicats en el mecanisme d’apoptosi. 
Les línies A2780p (A) i A2780cis (B) després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP durant 24 hores 
(tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència 
de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 24 hores. Es va extreure RNA i es va realitzar RT-MLPA. 
Quantificació de mRNA expressada en logaritme en base 2 de l’increment relatiu en relació al control (DMSO). El 
gen normalitzador usat va ser GUSB. Les gràfiques mostren la mitjana de 3 experiments independents realitzats 
per a cada línia cel·lular ± desviació estàndar. 
 

A 

B 
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Amb aquests resultats es va demostrar que el tractament doble estava 

incrementant l’expressió dels gens pro-apoptòtics i disminuint els nivells de 

SURVIVINA respecte el tractament amb CDDP, fet que evidenciava l’efecte 

sensibilitzador de l’YM155 al CDDP en les línies cel·lulars de CaOV.  

3.2.9 Anàlisi de les proteïnes induïdes després dels tractaments simples 

i doble tractament 

Una vegada observat el perfil dels gens relacionats amb l’apoptosi, es va 

analitzar el seu perfil proteic. Ambdues línies es van incubar amb els tractaments 

simples i doble (seguint l’esquema de la Fig.R3.9) durant 48 hores, i es van analitzar 

els nivells proteics mitjançant western blot, que es va quantificar mitjançant 

densitometria amb el software ImageJ. 

Analitzant el perfil proteic del western blot (Fig.R3.15), amb el tractament amb 

CDDP es va observar una disminució dels nivells de Survivina respecte el control a la 

línia sensible al CDDP A2780p (0,41), mentre que a la línia resistent A2780cis va induir 

menys disminució (0,7), confirmant la resistència d’aquesta línia pel CDDP. Amb el 

tractament amb YM155, la Survivina va disminuir respecte el control, assolint valors 

de  0,43 (A2780p) i 0,52 (A2780cis). Amb el doble tractament encara va disminuir més, 

amb valors respecte el control de 0,27 (A2780p) i 0,3 (A2780cis).  

L’augment de l’apoptosi observat amb citometria de flux (Fig.R3.12) 

s’acompanyava  de la disminució de la caspasa 3 total i l’augment de la seva forma 

truncada. Aquesta es va observar a la línia A2780p tractada amb CDDP, i no a la línia 

A2780cis. Amb el tractament amb YM155 la forma truncada de la caspasa 3 va 

aparèixer a ambdues línies, i amb el doble tractament va augmentar. Per tant, amb el 

doble tractament la caspasa 3 s’estava trencant induint-se apoptosi en la línia 

resistent al CDDP, fet que no succeïa amb el tractament simple amb CDDP (Fig.R3.15). 

En el cas de la línia A2780cis, la disminució de Survivina i l’augment de la forma 

truncada de la caspasa 3 en el doble tractament va ser paral·lela a l’augment de 

l’apoptosi, evidenciant-se el paper sensibilitzador de l’YM155. 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 206 

Per demostrar l’especificitat inhibitòria de l’YM155 per Survivina a les dosis 

treballades, es va analitzar l’expressió d’altres proteïnes anti-apoptòtiques com Mcl-1 

i Xiap. Mcl-1 és una proteïna anti-apoptòtica de la familia de Bcl-2, la qual s’ha 

demostrat que és inhibida per YM155 a línies cel·lulars de càncer de pròstata, de 

mesotelioma, de pulmó, càncer intestinal epitelial, glioma, glioblastoma epitelial i 

carcinoma escamós de llengua (Tang et al. 2011). A les dosis utilitzades pel nostre 

grup, i en aquestes línies cel·lulars de CaOV, Mcl-1 no es va modificar a nivell de 

proteïna (fet que es corrabora a nivell de mRNA (Fig.R3.14)). Els nivells proteics de 

Xiap en relació al control a la línia A2780p van disminuir amb el CDDP (0,8), mentre 

que amb l’YM155 va augmentar (3,6) i amb el doble tractament va presentar valors 

similars al CDDP (0,77); a la línia A2780cis els nivells proteics de Xiap van disminuir 

lleugerament en relació al control amb el CDDP (0,9), amb l’YM155 (0,9) i amb el 

doble tractament (0,7). Per tant, l’YM155 a dita dosi no estava disminuint els nivells 

de Xiap; la disminució observada amb el doble tractament era deguda 

majoritàriament, per l’efecte del CDDP (Fig.R3.15). Amb això es va demostrar que el 

tractament amb YM155 no inhibia altres membres de la família IAP, sinó que era 

específic per la Survivina. 

La proteïna p53 es va induir amb el tractament amb CDDP en ambdues línies, 

sent superior a la línia A2780p (Fig.R3.14). Amb YM155, els nivells de p53 també es 

van veure augmentats a ambdues línies, incrementant-se encara més amb el doble 

tractament. Aquest augment de p53 observat a nivell proteic, es correlacionava amb 

l’augment dels gens diana de p53 observats al MLPA (Fig.R3.14). La proteïna p21 va 

seguir el mateix patró que p53; a la línia A2780p va augmentar considerablement amb 

el CDDP, mentre que a la línia A2780cis es va induir lleugerament. Amb YM155, els 

nivells de p21 també van augmentar en ambdues línies, sobretot a la línia A2780p, 

incrementant-se considerablement amb el doble tractament (Fig.R3.15).  
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Figura R3.15. Efecte dels tractaments simples i doble tractament a les línies A2780p i A2780cis després de ser 
tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM              
d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 
hores. Els lisats van ser analitzats per western blot, usant els anticossos de Survivina, caspasa 3 (total i truncada), 
p21 i tubulina com a control de càrrega. L’apoptosi mostrada de cada tractament és referenciada al control. 
Western blot representatiu de 3 experiments independents. 

 

Aquests resultats indicaven que el tractament amb YM155 estava sensibilitzant 

a la línia resistent A2780cis al CDDP, augmentant l’aturada del cicle cel·lular i apoptosi, 

fet que es va demostrar amb la disminució de Survivina, augment de p53, p21 i del 

petit fragment de la caspasa 3, en el doble tractament respecte el CDDP. 

3.2.10   Reversió de l’apoptosi induïda per l’YM155 i doble tractament  

Per demostrar que un dels papers principals de l’YM155 en les línies cel·lulars 

de CaOV és l’apoptosi dependent de caspases, es va procedir a utilitzar el Q-VD-Oph 

(QVD), un inhibidor irreversible d’ampli espectre de les caspases, que inhibeix les 

caspases -1, -3 -8,-9 a dosis molt baixes sense presentar efectes citotòxics. Les cèl·lules 

es van incubar a una concentració de 20 µM de QVD durant 1 hora i a continuació, es 

van tractar amb els tractaments simples i doble durant 48 hores (Fig.R3.9). Passat el 

temps, les cèl·lules es van observar pel microscopi (Fig.R3.16) i es va avaluar la 
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inducció  d'apoptosi (Fig.R3.17). Es van considerar cèl·lules apoptòtiques les Anexina 

V+/IP+/- (apoptosi temprana i tardana).  

La morfologia cel·lular de les línies incubades amb QVD i posteriors tractaments, 

mostrava que cap de les condicions disminuïa el nombre de cèl·lules. La confluència 

cel·lular es mantenia respecte el control i les cèl·lules no assolien morfologia 

arrodonida, vacuolització citoplasmàtica ni tendència a desenganxar-se de la placa 

(Fig.R3.16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3.16. Morfologia de les línies pre-incubades amb QVD i tractades amb CDDP i YM155. Canvis morfològics 
de les línies A2780p i A2780cis pre-incubades amb QVD i tractades amb els tractaments simples i doble durant 
48 hores. Les línies es van incubar amb l’inhibidor de les caspases QVD (20 µM) durant 1 hora i després van ser 
no tractades (Ct), tractades amb 4 µM de CDDP durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 
25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) 
durant 48 hores (10X). 

 

Es va analitzar l’apoptosi per Anexina V de les cèl·lules pre-incubades amb QVD i 

es va comparar amb l’apoptosi de les que no havien estat pre-incubades amb 

l’inhibidor de les caspases (Fig.R3.17). Amb el tractament amb CDDP, només la línia 

A2780p va mostrar una disminució significativa d’apoptosi (p=0,0076) (Fig.R3.17A), 

mentre que la línia A2780cis va presentar poca apoptosi basal, fet esperat, al ser 

resistent al CDDP (Fig.R3.17B). La pre-incubació de les línies amb QVD va revertir 

l’apoptosi generada per l’YM155 de forma significativa a ambdues línies (p=0,0433 

(A2780p) i p=0,0296 (A2780cis), respectivament). De la mateixa manera, la pre-

incubació amb QVD i el doble tractament va seguir revertint l’apoptosi a ambdues 

línies (p=0,0040 (A2780p) i p=0,030 (A2780cis), respectivament).       

A2780p 

A2780cis 

         Ct-QVD                    CDDP-QVD                    YM155-QVD           CDDP+YM155-QVD 
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Figura R3.17. Apoptosi de les línies sense o pre-incubades amb QVD i tractades amb CDDP i YM155. Apoptosi de 
A2780p (A) i A2780cis (B) incubades sense o amb l’inhibidor de les caspases QVD (20 µM) durant 1 hora i després 
tractades amb DMSO (Ct), 4µM de CDDP durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25nM 
d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 
hores. L’apoptosi es va expressar com a percentatge de l’apoptosi de les cèl·lules no tractades. Les gràfiques 
representen la mitjana de quatre experiments independents ± desviació estàndar*p<0,05;**p<0,005 (T-Student).  

 
Per verificar aquests resultats, es va procedir a fer un western blot de les línies 

pre-incubades amb l’inhibidor i es van analitzar els nivells proteics de caspasa 3 total i 

forma truncada (indicador d’apoptosi) (Fig.R3.18). Es van observar nivells quasi  

indetectables de la forma truncada de la caspasa 3 amb el tractament amb CDDP i 

doble a la línia A2780p, sent molt més inferior respecte les cèl·lules no incubades amb 

QVD (Fig.R3.15), confirmant la reversió d’apoptosi amb presència de QVD. En la línia 

A2780cis, tampoc no va aparèixer el fragment petit de la caspasa 3 en cap dels 

tractaments. Amb això, es va confirmar a nivell proteic que la incubació amb QVD 

estava revertint l’apoptosi generada pels tractaments simples i doble. 
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Figura R3.18. Efecte de l’inhibidor QVD amb els tractaments simples i doble tractament. Ambdues línies A2780p i 
A2780cis incubades sense o amb l’inhibidor de les caspases QVD (20 µM) durant 1 hora i després tractades amb 
DMSO (Ct), 4 µM de CDDP durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb 
absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores. Els 
lisats van ser analitzats per western blot. Es va usar la tubulina com a control de càrrega. L’apoptosi mostrada de 
cada tractament és referenciada al control. Western blot representatiu de 3 experiments independents. 
 

L’inhibidor de caspases QVD va ser capaç de revertir quasi tota l’apoptosi amb 

el tractament amb CDDP a la línia sensible a aquest, fet que indicava que les caspases 

juguen un paper majoritari en l’activació de l’apoptosi mediada pel CDDP a les línies 

de CaOV. De la mateixa manera, l’activació de l’apoptosi induïda per YM155 es va 

veure afectada amb la inhibició de les caspases, fet que indicava que l’apoptosi era 

mitjançant l’activació de caspases. 

3.2.11   Anàlisi de la senescència després dels tractaments simples i 

doble tractament 

Fins ara s’ha vist que el tractament amb YM155 sensibilitzava les cèl·lules al 

CDDP induint aturada de cicle cel·lular en fase G2/M a les 24 hores, i que a les 48 

hores de tractament, els nivells proteics de p21 es mantenien elevats amb l’YM155 i el 

doble tractament. A continuació, es va estudiar si l’aturada de cicle cel·lular induïda 

per l’YM155 era irreversible. Per això es va procedir a analitzar la senescència 

mitjançant la tinció de AS-ßGAL. 

Les línies cel·lulars es van tractar amb els tractaments simples i doble, seguint el 

protocol ja descrit (Fig.R3.9) durant 48 hores, i es va realitzar una tinció per AS-ßGAL 

per comprovar si presentaven característiques de senescència. Les cèl·lules es van 

mantenir durant tres dies addicionals sense presència dels fàrmacs, i passat aquest 
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temps, es va tornar a realitzar la tinció per AS-ßGAL per comprovar si continuaven 

presentant característiques senescents. 

A les 48 hores, les cèl·lules no presentaven marcatge per AS-ßGAL en cap dels 

tractaments (Fig.R3.19A); tampoc a les 48 hores + 3 dies de rentat (Fig.R3.19B). 

Ambdues línies en cadascun dels tractaments, assolia la morfologia típica d’apoptosi, 

exceptuant el tractament amb CDDP a la línia A2780cis (resultats ja observats a la 

fig.R3.11), sense haver-hi marcatge per AS-ßGAL en cap dels tractaments i sense 

assolir la morfologia típica de senescència, la qual es caracteritza per ser una 

morfologia cel·lular estesa i plana, tal i com s’ha vist amb els tractaments amb Nut3a 

dels cultius primaris (Fig.R2.21).  
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48h: 

            
 
48h + 3 dies rentat:                                              

 
Figura R3.19. Anàlisi de la senescència cel·lular de les línies de CaOV després de ser tractades amb CDDP i 

YM155. A2780p i A2780cis marcades amb AS-ßGAL després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP 

durant 48 hores (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament 

YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores i marcades amb AS-ßGAL 

(20X)(A). Cèl·lules després dels tractaments durant 48 hores, més 3 dies addicionals sense presència de fàrmacs, 

i posterior marcatge amb AS-ßGAL (20X)(B).    

 

 

Com a conclusió, el tractament amb YM155 conjunt amb el CDDP condueix a les 

cèl·lules a l’aturada de cicle cel·lular en fase G2/M i posterior entrada a apoptosi, 

sense haver aturada del cicle irreversible o senescència cel·lular.  
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3.2.12   Efecte del doble tractament cisplatí i YM155 en la reparació del 

DNA 

El CDDP és un agent que genera adductes inter-catenaris al DNA, el qual pot 

obstruir la forquilla de replicació a cèl·lules que es divideixen generant trencaments 

de cadena doble del DNA (DSB). Una proteïna clau en la reparació dels DSB és H2AX, la 

qual en presència de DSB és ràpidament fosforilada, formant γH2AX als llocs on hi ha 

els DSB. Durant els 30 minuts després de la formació de DSB, un gran  nombre de 

molècules γH2AX envolten la cromatina als llocs on hi ha els DSB, formant focis 

nuclears els quals poden ser visualitzats mitjançant immunofluorescència amb 

l’anticòs anti-γH2AX. D’altra banda, estudis recents demostren que l’YM155 pot induir 

dany al DNA (Glaros et al. 2012). 

Per analitzar la inducció de dany al DNA induït per l’YM155 en les cèl·lules 

CaOV, es va procedir a la mesura del dany del DNA mitjançant la detecció de γH2AX. 

Donat que les cèl·lules resistents al CDDP A2780cis són capaces de reparar el dany al 

DNA (Clingen et al. 2008), amb l’intenció de demostrar que el doble tractament 

augmentava el marcatge de γH2AX, augmentant el dany al DNA, o el que és 

equivalent, disminuint la reparació, portant les cèl·lules a mort i salvant-les de la 

resistència al CDDP.  

Les línies cel·lulars es van tractar amb els tractaments simples i doble, i es va 

procedir a la fixació de les cèl·lules a diferents temps (des dels 30 minuts a les 48 

hores) després de la incubació amb el CDDP: El control vehicle (DMSO) (48 hores 

d’incubació + 30 minuts-48 hores addicionals sense retirar el DMSO), el CDDP (des 

dels 30 minuts a les 48 hores d’incubació), l’YM155 (48 hores d’incubació + 30 minuts-

48 hores addicionals sense retirar l’YM155) i el doble tractament (pre-incubació 

durant 48 hores amb YM155 i addició del CDDP, incubant-lo des dels 30 minuts a les 

48 hores). Mitjançant immunofluorescència es va avaluar la presència de γH2AX. Per 

microscopia confocal es va avaluar el nombre de cèl·lules amb marcatge γH2AX (es 

van considerar positives aquelles que tenien més de quatre focis per cèl·lula) i el 

nombre de focis nuclears per cèl·lula. 
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Analitzant el tractament amb CDDP després de 30 minuts d’incubació, 

s’observava el mateix marcatge de γH2AX a ambdues línies cel·lulars. A mesura que 

augmentava el temps d’incubació amb el fàrmac, la línia A2780p tenia més marcatge 

que la línia A2780cis en tots els temps. La línia A2780cis va obtenir el màxim nombre 

de cèl·lules marcades amb γH2AX a les 12 hores (màxim dany), sent inferior que la 

línia A2780p (p=0,073). A partir d’aquest temps, la línia A2780cis va disminuir el 

marcatge de forma temps-dependent,  retornant als valors basals, el que indicava que 

són cèl·lules capaces de reparar el dany al DNA; mentre que la línia A2780p va 

mantenir el dany i fins tot el va augmentar a les 48 hores de tractament. La disminució 

de marcatge de la línia A2780cis respecte la línia A2780p va ser estadísiticament 

significativa a les 24 hores (p=0,0034) i 48 hores (p<0,0001) (Fig.R3.20).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura R3.20. Efecte del CDDP en la formació de foci γH2AX a les línies de CaOV. Ambdues línies van ser tractades 
amb DMSO (Ct) i CDDP (4 µM). Després de 30 minuts, 1 2, 6, 12, 24 i 48 hores d’incubació amb el fàrmac, les 
cèl·lules es van fixar i es va realitzar immunoflourescència per γH2AX. Es van considerar positives les cèl·lules 
que obtenien més de quatre focis marcats per cèl·lula. El marcatge de cada tractament es va referenciar al 
control del temps corresponent. Les gràfiques representen la mitjana de 5 camps (com a mínim) ± desviació 
estàndar**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student). 

 

Amb el contatge de cèl·lules positives per γH2AX, es va poder apreciar que el 

doble tractament augmentava el dany respecte al tractament amb CDDP a la línia 

resistent a aquest A2780cis, mantenint-se en tots els temps (p=0,0063 (30min); 

p=0,0266 (1h); p=0,036 (2h); p=0,010 (6h);  p=0,092 (12h); p=0,0012 (24h) i p<0,0001 

(48h)) (Fig.R3.21B). A la línia A2780p el marcatge de γH2AX del doble tractament es va 

mantenir elevat en tots els temps, dany del qual era produït majoritàriament pel 

CDDP, sent estadísticament significatiu només a les 48 hores (p=0,0078) (Fig.R3.21A). 

  ** 
  *** 

C
èl

·lu
le

s 
po

si
tiv

es
 p

er
 

   
   

   
 γ

-H
2A

X 
(%

) 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 215 

A2780p

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

30min 1 2 6 12 24 48

Temps (h)

C
èl

·lu
le

s 
po

si
tiv

es
 p

er
Y-

H
2A

X 
(%

)

CDDP

YM155

CDDP+YM155

A2780cis

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

30min 1 2 6 12 24 48

Temps (h)
C

èl
·lu

le
s 

po
si

tiv
es

 p
er

 
Y-

H
2A

X 
(%

)

CDDP

YM155

CDDP+YM155

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.21. Efecte dels tractaments simples i doble tractament en la reparació del DNA. A2780p (A) i A2780cis 
(B) van ser tractades amb DMSO (Ct) i 4 µM de CDDP (CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb 
absència (tractament YM155) o presència de 4µM de CDDP (tractament CDDP+YM155). Després de 30 minuts, 1, 
2,6,12, 24 i 48 hores d’incubació amb els fàrmacs, les cèl·lules es van fixar per realitzar una immunoflourescència 
pel marcatge amb γH2AX. Es van cosiderar positives les cèl·lules que obtenien més de quatre focis. El marcatge 
de cada tractament es va referenciar al control del temps corresponent. Les gràfiques representen la mitjana de 
5 camps (com a mínim) ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student).  

 
Una vegada avaluades les cèl·lules positives per γH2AX, es va procedir a contar 

els focis de cadascuna de les cèl·lules. Els resultats van demostrar que la línia A2780p 

presentava més nombre de focis de γH2AX per cèl·lula en totes les condicions, el que 

indicava que el dany es mantenia al llarg del temps, i per tant, no hi havia reparació. El 

CDDP va generar molts focis per cèl·lula a la línia A2780p, degut a la sensibilitat 

d’aquesta línia pel CDDP, mentre que la línia A2780cis va tenir pocs focis en tots els 

temps, és a dir, poc dany degut a que les cèl·lules aconsegueixen reparar el dany 

(Fig.R3.22). El tractament amb YM155 a la línia A2780p va generar un augment del 

nombre de focis en comparació al control que es va mantenir al llarg del temps; ja a 

partir dels 30 minuts, (48 hores + 30 minuts d’YM155) (p=0,0028), 1 hora (48 hores + 1 

hora d’YM155) (p=0,0022) i a les 6 hores (48 hores + 6 hores d’YM155) (p<0,001) 

(Fig.R3.22A). A diferència, el tractament amb YM155 a la línia A2780cis només va 

generar un augment significatiu del nombre de focis respecte el control a les 72 hores 

(48 hores + 24 hores d’YM155) (p=0,049), retornant a nivells baixos a les 96 hores 

d’incubació amb el fàrmac (48 hores + 48 hores d’YM155), indicant que el dany havia 

estat reparat (Fig.R3.22B). Tanmateix, amb el doble tractament es va generar un 

augment del nombre de focis respecte el tractament amb CDDP que es va mantenir al 
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        *       *  
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llarg del temps, el que indicava que el doble tractament mantenia el dany a les 

cèl·lules resistents al CDDP, mentre que amb el tractament amb YM155 o CDDP les 

cèl·lules aconseguien reparar el dany. La diferència entre ambdós tractaments va ser 

estadísticament significativa: p=0,026 (2h); p=0,03 (6h); p=0,029 (12h); p=0,046 (24h) i 

p=0,0033 (48h) (Fig.R3.22B).    

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.22. Efecte dels tractaments simples i doble tractament en la reparació del DNA mitjançant el contatge 
de focis γH2AX a les línies A2780p (A) i A2780cis (B). Línies cel·lulars després de ser tractades amb DMSO (Ct), 
4µM de CDDP (tractament CDDP), pre-tractades 48 hores amb 25nM d’YM155 amb absència (tractament 
YM155) o presència de 4µM de CDDP (tractament CDDP+YM155). Després de 30 minuts, 1, 2, 6, 12, 24 i 48 hores 
d’incubació amb els fàrmacs, les cèl·lules es van fixar per realitzar immunoflourescència per γH2AX. Es van 
realitzar el contatge dels focis de cada cèl·lula. Valors no referenciats al control. Les gràfiques representen la 
mitjana de 5 camps (com a mínim) ± desviació estàndar. La comparació entre tractament doble respecte el CDDP 
està indicada amb negre: *p<0,05;**p<0,005 (T-Student). La comparació entre tractament YM155 respecte el 
control està indicada amb gris: *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005 (T-Student). 

 
 

Per tant, a el doble induïa i mantenia el dany al DNA. L’YM155 estava 

sensibilitzant a les línies resistents al CDDP a aquest, disminuint i/o retardant la 

reparació o augmentant-ne el dany al DNA. 
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Figura R3.23. Efecte dels tractaments simples i doble tractament en la formació de foci γH2AX a les línies de 
CaOV. Línies cel·lulars després de ser tractades amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP), pre-tractades 
48 hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament 
CDDP+YM155). Després de 30 minuts, 1, 2, 6, 12, 24 i 48 hores d’incubació amb els fàrmacs, les cèl·lules es van 
fixar per realitzar immunoflourescència per γH2AX (color vermell) (63X). 

 
 

 
 
 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 218 

3.2.13    Expressió de gens de detecció de dany i de reparació amb el 

tractament amb l’YM155 

En l’estudi d’immunofluorescència es va observar que el tractament amb YM155 

a la línia A2780p generava un augment del nombre de focis γH2AX per cèl·lula 

respecte el control mantenint-se al llarg del temps, fet que no succeïa amb la línia 

resistent al CDDP, en la qual el tractament amb YM155 només generava dany 

significatiu a les 72 hores retornant a nivells basals a les 96 hores d’incubació, el què 

indicava que les cèl·lules reparaven el dany. Per veure l’expressió dels gens relacionats 

amb la detecció de dany i reparació del DNA, es va realitzar un estudi a nivell de 

mRNA. Les cèl·lules es van tractar amb 25 nM d’YM155 durant 48 hores. A continuació 

es va extreure RNA, es va obtenir el cDNA i es va realitzar una TLDA. De tots els gens 

analitzats a la TLDA, només es mostra l’expressió dels gens relacionats amb la detecció 

i reparació del DNA. 

L’expressió de mRNA de  γH2AX es va veure més expressat a la línia A2780p que 

a la línia A2780cis. El mateix va succeir amb els gens de detecció de dany com ATM, 

ATR, CHEK1 i CHEK2, MCD1 els quals també es van expressar més a la línia A2780p 

(Fig.R3.24). De la mateixa manera, els gens de reparació de DSB com MRE11A, NBN, 

RAD50 es van veure més expressats a la línia A2780p, així com els gens XRCC4, XRCC5 i 

XRCC6 (Fig.R3.24), el què estava indicant que a les 48 hores de tractament amb 

YM155, la línia A2780p tenia dany al DNA, i com a conseqüència els gens de detecció 

de dany i reparació augmentaven; mentre que en dit temps d’incubació amb l’YM155, 

la línia A2780cis no tenia dany, i per tant, els gens de detecció i reparació es trobaven 

en nivells baixos, perquè el dany s’havia reparat.  
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Figura R3.24. Efecte de l’YM155 en l’expressió dels gens de detecció i reparació de DSB a les línies A2780p (A) i 
A2780cis (B). Les cèl·lules van ser incubades sense YM155 (DMSO) o amb presència d’una única dosi d’YM155 
(25 nM) durant 48 hores. El mRNA, vegades d’inducció es va calcular usant el logaritme en base dos dels DDCt. El 
control pren el valor de 1. El gen normalitzador usat va ser GAPDH. 
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3.2.14   Estudi conjunt de l’apoptosi, dany i proliferació cel·lular amb el 

tractament amb l’YM155  

Es va procedir a realitzar un estudi conjunt de proliferació cel·lular, dany al DNA 

i apoptosi en un mateix assaig. Les cèl·lules es van incubar amb 25 nM de YM155 

durant 24 i 48 hores i es va procedir a analitzar la proliferació cel·lular, el dany al DNA i 

l’apoptosi mitjançant la incubació amb anticossos fluorescents específics per la 

incorporació de BrdU, γH2AX i PARP truncat, respectivament. L’anàlisi es va realitzar 

mitjançant citometria de flux. 

Amb el tractament amb YM155, la línia A2780p presentava dany (marcatge per 

γH2AX) a les 24 hores, mantenint-se fins les 48 hores (Fig.R3.25A). Aquest dany es va 

associar a una disminució de la síntesi de DNA (no incorporació de BrdU, BrdU-) que 

va tenir lloc en ambdós temps (Fig.R3.25C). A les 24 hores va haver un lleuger 

augment de l’apoptosi (presència de PARP truncat, PARP+) que va augmentar 

considerablement a les 48 hores, associant-se amb una poca proliferació cel·lular 

(BrdU-) (Fig.R3.25D). Aquesta apoptosi era induïda pel dany generat al DNA (presència 

de γH2AX, H2AX+) (Fig.R3.25E). D’altra banda, a la línia A2780cis no es van observar 

dits canvis; el tractament amb YM155 incubat a dits temps no va generar dany al DNA, 

apoptosi ni disminució de la proliferació cel·lular, el que indicava que aquestes 

cèl·lules tenen capacitat per a reparar el dany generat per l’YM155 (Fig.R3.25B).  
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Figura R3.25. Efecte de l’YM155 en la proliferació cel·lular, el dany al DNA i l’apoptosi a les línies cel·lulars de 
CaOV.  A2780p (A ,C, D i E) i A2780cis (B) van ser incubades sense YM155 (DMSO) o amb presència d’una única 
dosi d’YM155 (25 nM) durant 24 i 48 hores. Passat el temps, les mostres es van incubar amb anticossos units a 
fluorocroms: anti-BrdU (per l’estudi de la proliferació cel·lular), anti-γH2AX (per l’estudi del dany al DNA) i anti-
PARP truncat (per l’estudi d’apoptosi). Es van analitzar mitjançant citometria de flux. Els resultats es mostren 
amb les dades crues (% events gated) (A i B), i les dades crues referenciades a BrdU+/- (C i D) o H2AX (E). 
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3.3 Efecte de l’YM155 en cultius primaris  

3.3.1 Sensibilització dels cultius primaris al cisplatí 

Per tal d’analitzar l’efecte ex vivo del doble tractament amb CDDP i YM155 en 

cultius primaris de CaOV, es van tractar 6 cultius primaris establerts en el laboratori a 

partir de mostra tumoral o LASC, amb p53 salvatge o mutada. Els cultius primaris de les 6 

pacients es van incubar amb els tractaments simples i doble (Fig.R3.9).  Es va 

procedir a observar els cultius primaris al microscopi, es va realitzar el contatge cel·lular 

i es va avaluar la inducció d'apoptosi. Es van considerar cèl·lules apoptòtiques les 

Anexina positives (AnV+/IP+/-). 

Analitzant la morfologia cel·lular es va observar que amb el tractament amb 

CDDP, només el cultiu LASC#21, disminuïa la confluència cel·lular respecte el control, 

amb cèl·lules desenganxades de la placa, vacuolització citoplasmàtica i aspecte 

arrodonit, morfologia típica de mort per apoptosi; mentre que la resta dels cultius 

com #10, LASC#14, LASC#15, LASC#16 i LASC#22 no experimentaven cap canvi 

morfològic, indicant la manca d’apoptosi i la resistència d’aquestes cèl·lules al CDDP 

(Fig.R3.26). Així doncs, alguns cultius primaris podien ser més resistents al CDDP que 

d’altres. D’altra banda, el tractament amb l’YM155 generava molta disminució del 

nombre de cèl·lules respecte el control a tots els cultius primaris, i alhora aquests 

presentaven una mofologia típica d’apoptosi, on la majoria de cèl·lules tenien un 

aspecte molt arrodonit i estaven flotant. El doble tractament va potenciar aquest 

efecte; tots els cultius primaris presentaven molt poca confluència cel·lular respecte el 

control, i la majoria de cèl·lules tenien aspecte arrodonit, vacuolització citoplasmàtica 

i tendència a desenganxar-se de la placa (Fig.R3.26). L’observació dels cultius primaris 

indicava que el tractament amb YM155 estava induint mort per apoptosi als cultius 

primaris, independentment de l'estat de p53. 
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Figura R3.26. Canvis morfològics dels cultius primaris de CaOV després de ser incubats amb CDDP i YM155. Els 
primaris van ser tractats amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 48 hores, pre-tractats 48 
hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament 
CDDP+YM155) durant 48 hores (10X). 

 

Analitzant el contatge cel·lular es va apreciar que tots els tractaments 

disminuïen el nombre de cèl·lules respecte el control (DMSO), especialment en el 

doble tractament (Fig.R3.27A). Calculant la mitjana del nombre de cèl·lules de tots els 

cultius primaris per cada tractament, es va comparar la disminució del nombre de 

cèl·lules que cada tractament generava respecte el control, sent del 24% (CDDP), 52% 

(YM155) i 70% (doble tractament). Així doncs, el doble tractament estava disminuint 

el nombre de cèl·lules molt més que els tractaments simples, comportant-se de forma 

additiva. 
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Analitzant l’apoptosi, es va observar poca inducció amb el tractament amb el 

CDDP, mentre que amb YM155 i doble tractament l’apoptosi va incrementar en tots 

els cultius primaris (Fig.R3.27B). La mitjana d’apoptosi de tots els cultius primaris per  

cada tractament, va ser del 12% ± 5 (Ct), 15% ± 5,5 (CDDP), del 29% ± 13 (YM155), i 

33% ± 12 (doble tractament). El doble tractament va augmentar l’apoptosi respecte el 

tractament amb CDDP un 18%, sent estadísiticament significatiu (p=0,0026). Mentre 

que l’augment d’apoptosi del doble tractament respecte l’YM155 va ser només del 

4%, sense ser significatiu (p=0,578). L’apoptosi del tractament doble era generada en 

gran part, per l’efecte de l’YM155, indicant que els cultius primaris de CaOV 

presentaven gran sensibilitat a l’YM155 (Fig.R3.27B). No es va veure l’efecte sinèrgic 

observat en les línies cel·lulars. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.27. Efecte del CDDP, YM155 i doble tractament en cultius primaris de CaOV. Contatge cel·lular (A) i 
apoptosi (B). Primaris després de ser tractats amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 48 
hores, pre-tractats 48 hores amb 25nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de 
CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores.  

 
 

3.3.2 Inducció de senescència després dels tractaments simples i doble 

tractament 

Donat que el doble tractament estava disminuint el nombre de cèl·lules 

respecte el control un 70% i que l’apoptosi del doble tractament respecte el control 

augmentava només el 21%, es va procedir a analitzar si el doble tractament estava 

induint aturada irreversible del cicle cel·lular o senescència, mitjançant el marcatge 

amb SA-ßGAL. 
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Dels cultius primaris que s’havia analitzat el contatge cel·lular i l’apoptosi, es va 

poder realitzar l’estudi de senescència en 3 d’ells (#10, LASC#15 i LASC#22) degut a la 

manca de mostra dels altres cultius. Els cultius primaris es van incubar amb els 

tractaments simples i doble i es va realitzar una tinció per SA-ßGAL per comprovar si 

presentaven característiques de senescència a les 48 hores de tractament 

(Fig.R3.28A).  

Es va observar que a les 48 hores, els diferents tractaments generaven 

senescència, mentre que el control escassament en presentava. El tractament amb 

CDDP va generar diferent percentatge de senescència segons el cultiu primari, sent la 

mitjana de tots del 8% ± 3. El tractament amb YM155 va generar una elevada 

senescència al cultiu #10, mentre que els altres cultius primaris van mantenir nivells 

baixos, sent la mitjana de tots del 26% ± 28. El doble tractament va augmentar  la 

senescència als cultius #10 i LASC#15, mentre que el LASC#22 va mantenir els nivells 

de senescència com en els tractaments simples. La mitjana de senescència en el doble 

tractament de tots els cultius primaris va ser del 40,5% ± 29. En el cas del cultiu 

primari #10, quasi tota la senescència del doble tractament va ser produïda per 

l’YM155, mentre que en el LASC#15 es va observar un efecte sinèrgic entre ambdós 

fàrmacs. En el cultiu LASC#22 la senescència amb el tractament doble no va 

augmentar respecte els tractaments simples, va ser produïda pel CDDP i per l’YM155 

sense tenir efecte sinèrgic ni additiu (Fig.R3.28A). En general, l’YM155 va induir 

senescència en alguns cultius primaris de CaOV, l’efecte del qual es va potenciar quan 

es va tractar conjuntament amb el CDDP (Fig.R3.29A). 

 

Per tal de confirmar que els cultius primaris adquirien característiques 

senescents de forma irreversible, es van tractar amb els diferents tractaments durant 

48 hores i es van eliminar els fàrmacs del medi afegint-hi medi fresc. Els cultius 

primaris es van mantenir durant 3 dies addicionals sense fàrmacs i passat aquest 

temps, es va realitzar la tinció per SA-ßGAL (Fig.R3.28B). Els resultats mostren que la 

senescència va augmentar considerablement en tots els tractaments inclús als 

controls, fet que es deu a que les cèl·lules van romandre massa temps en cultiu i van 
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acabar obtenint característiques senescents, independentment dels tractaments, ja 

que aquestes cèl·lules deriven de cultius primaris, no són immortalitzades 

(Fig.R3.29B). Per tant, no es van considerar els valors obtinguts en les 48 hores+3 dies 

de rentat. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.28. Anàlisi de la senescència cel·lular dels cultius primaris de CaOV després de ser tractats amb CDDP i 
YM155. Primaris després de ser tractats amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 48 hores, pre-
tractats 48 hores amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4µM de CDDP 
(tractament CDDP+YM155) durant 48 hores, i marcats amb SA-ßGAL (A). Cèl·lules després dels tractaments 
simples i doble durant 48 hores, més 3 dies addicionals sense fàrmacs, i posterior marcatge amb SA-ßGAL (B). 
Les gràfiques representen la mitjana de 5 camps (com a mínim) ± desviació estàndar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

48h              48h + 3 dies rentat 
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48h: 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

48h + 3 dies rentat: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.29. Anàlisi de la senescència cel·lular dels cultius primaris de CaOV. Primaris després de ser tractats 
amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 48 hores, pre-tractats 48 hores amb 25 nM d’YM155 
amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 48 hores i 
marcats amb SA-ßGAL (A). Cèl·lules després dels tractaments simples i doble durant 48 hores, més 3 dies 
addicionals sense fàrmacs, i posterior marcatge amb SA-ßGAL (B) (10X). 

A 
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Contatge Cel·lular Ct (Cèl·lules) Contatge Cel·lular CDDP+YM155 (Cèl·lules) Augment (%)

#10 1.000.000 300.000 70

LASC#15 106.666 30.000 71

LASC#22 900.000 275.000 69

Apoptosi Ct (%) Apoptosi CDDP+YM155 (%) Augment (%)

#10 8,5 31,52 23,02

LASC#15 13,8 44,5 30,7

LASC#22 13 30 17

Senescència Ct (%) Senescència CDDP+YM155 (%) Augment (%)

#10 3,72 68 64,27

LASC#15 1,22 41,5 40,28

LASC#22 1,72 11 9,28

Donat que l’apoptosi i la senescència eren les causants de la disminució del 

nombre de cèl·lules del doble tractament respecte el control, es va estudiar l’efecte 

de cadascuna d’elles en cada cultiu primari. Es va comparar el contatge cel·lular, 

l’apoptosi i la senescència cel·lular produïda pel doble tractament respecte el control 

(DMSO), en tots tres cultius primaris (Fig.R3.30). Es va observar que el cultiu primari 

#10 disminuïa amb un 70% el contatge cel·lular en el doble tractament respecte el 

control, l’apoptosi augmentava un 23% i la senescència també incrementava un 

64,27%. Per tant, en aquest cultiu primari, la disminució del nombre de cèl·lules 

produïa pel doble tractament semblaria ser majoritàriament deguda a la inducció de 

senescència. El mateix succeïa amb el cultiu primari LASC#15, on la disminució del 

contatge cel·lular del doble tractament respecte el control va ser del 71%, l’apoptosi 

augmentava un 30,7% i la senescència s’incrementava un 40,3%. En el cultiu primari 

LASC#22, la disminució del contatge cel·lular va ser del 69%,  l’apoptosi va augmentar 

un 17%, i la  senescència va incrementar només un 9,28% al comparar el doble 

tractament amb el control. En aquest primari, la disminució del nombre de cèl·lules 

produïa pel doble tractament va ser majoritàriament deguda a l’apoptosi. Cal 

remarcar que la suma dels percentatges d’apoptosi i senescència no equivalen a la 

disminució del nombre de cèl·lules que es va observar respecte el control, ja que els 

experiments d’apoptosi i senescència es van fer de forma independent, usant en 

l’apoptosi les cèl·lules adherides i flotants, i en la senescència només les adherides. 

Per tant, la comparació és una aproximació del què estaria succeint en quan apoptosi i 

senescència dels cultius primaris analitzats. 

                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.30. Contatge cel·lular, apoptosi i senescència dels cultius primaris després de ser tractats amb CDDP i 
YM155. Comparació entre el contatge cel·lular, l’apoptosi i la senescència del tractament doble respecte el Ct 
(DMSO) en els cultius primaris #10, LASC#15 i LASC#21. 



                                                                                        RESULTATS 
 

 

 229 

 
Amb aquests resultats es podia concloure que el doble tractament podia induir 

senescència als cultius primaris, que seria produïda majoritàriament per l’YM155. Per 

tant, el doble tractament disminuiria el nombre de cèl·lules dels cultius mitjançant la 

inducció d’apoptosi i/o senescència depenent el cultiu primari. 

3.3.3 Anàlisi dels gens pro-apoptòtics i anti-apoptòtics després dels 

tractaments simples i doble tractament 

Després d’observar que l’YM155 i el tractament doble induïen apoptosi i 

senescència als cultius primaris de CaOV, es va procedir a analitzar el perfil de gens re-

lacionats amb l’apoptosi mitjançant RT-MLPA a mostres tumorals amb p53 salvatge.  

Els cultius primaris #10, #17, LASC#21 i LASC#22 es van tractar amb els fàrmacs seguint 

l’esquema de la fig.R3.9, durant 24 hores després de la incubació amb el CDDP: El 

control vehicle (DMSO) (48 hores d’incubació + 24 hores addicionals sense retirar el 

DMSO), el CDDP (24 hores), l’YM155 (48 hores d’incubació + 24 hores addicionals 

sense retirar l’YM155) i el doble tractament (pre-incubació durant 48 hores amb 

YM155 i addició del CDDP, incubant-lo 24 hores més). Es va extreure RNA per analitzar 

el perfil de gens relacionats amb l’apoptosi, mitjançant la tècnica RT-MLPA . 

L’expressió de SURVIVINA amb el doble tractament va disminuir 

considerablement a tots els primaris, sent inferior a la generada pel CDDP i 

correlacionant-se amb l’augment de l’apoptosi del doble tractament respecte el 

tractament amb CDDP (Fig.R3.27B). En la majoria dels cultius primaris la disminució de 

SURVIVINA va ser efecte de l’YM155 (Fig.R.3.31). Comparant el tractament doble amb 

el tractament amb CDDP, es va observar un augment dels gens pro-apoptòtics NOXA, 

PUMA i APAF-1 en tots els cultius primaris. L’expressió de BAX amb el doble 

tractament només va augmentar respecte el CDDP en el cultiu #17, mentre que no va 

variar en el cultiu LASC#22 i va disminuir en els cultius primaris #10 i LASC#22 

(Fig.R.3.31). L’expressió de CDNK1A (p21), gen relacionat amb l’aturada de cicle 

cel·lular, va augmentar amb el doble tractament respecte el CDDP en tots els cultius 

primaris, excepte en el cultiu #10, que no es va expressar en cap dels tractaments 

(Fig.R.3.31). L’expressió de MCL-1 va ser diferent per cada primari i tractament, però 
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no va disminuir amb el tractament amb l’YM155 en cap d’ells. El mateix va succeir 

amb XIAP, que amb el tractament amb YM155 només va disminuir lleugerament en 

els cultius LASC#21 i #10 (Fig.R.3.31). Per tant, l’YM155 no estava inhibint l’expressió 

de MCL-1 ni XIAP en els cultius primaris (verificant l’especificitat de l’inhibidor YM155 

per la Survivina i confirmant els resultats obtinguts amb les línies cel·lulars 

(Fig.R3.14)).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.31. Anàlisi dels nivells d’expressió del mRNA dels gens implicats en el mecanisme d’apoptosi 
mitjançant RT-MLPA. Primaris després de ser tractats amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 
24 hores, pre-tractats 48 hores amb 25nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4µM de 
CDDP (tractament CDDP+YM155) durant 24 hores. Quantificació de mRNA expressada en logaritme en base 2 de 
l’increment relatiu en relació al control. El gen normalitzador usat va ser GUSB. 

 
 

Amb aquests resultats es va demostrar que el doble tractament incrementava 

l’expressió dels gens pro-apoptòtics i disminuïa els nivells de SURVIVINA respecte al 

tractament amb CDDP, confirmant l’augment de l’apoptosi del doble tractament 

respecte el tractament amb CDDP (Fig.R3.27B), fet que evidenciava l’efecte 

sensibilitzador de l’YM155 al CDDP també en els cultius primaris.  

        Gen 
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3.3.4 Expressió proteica dels cultius primaris després dels tractaments 

simples i doble tractament 

 Els cultius amb p53 salvatge LASC#14, LASC#21, LASC#22 es van incubar amb  

tractaments simples i doble seguint l’esquema de la figura R3.9 durant 48 hores. A 

continuació es van analitzar els nivells proteics mitjançant western blot (Fig.R3.32). Cal 

mencionar que el perfil gènic i proteic no es va poder realitzar amb els mateixos 

primaris (a excepció del LASC#21 i LASC#22), degut a la manca de mostra. 

Els nivells de Survivina van disminuir amb els tractaments simples CDDP i YM155 

(amb lleugera expressió en el cultiu LASC#22) desapareixent amb el doble tractament i 

coincidint amb l’augment considerable de l’apoptosi (Fig.R3.32). La proteïna p21, amb 

el tractament amb CDDP només es va expressar lleugerament al LASC#22, mentre que 

amb YM155 i el doble tractament va induir-se en tots els cultius. (Fig.R3.32). Així 

doncs, el doble tractament estava expressant més p21 que el tractament amb CDDP. 

El tractament amb l’YM155 va mantenir els nivells de Xiap igual que el control en tots 

els primaris, excepte al cultiu LASC#21, que va presentar un lleuger augment (fet que 

torna a demostrar l’especificitat de l’YM155 per la Survivina) (Fig.R3.32). La disminució 

dels nivells de Parp total indicava augment de la seva forma truncada, i per tant, 

apoptosi. Dels cultius primaris analitzats, la forma truncada no es va poder detectar. 

Amb el doble tractament es va observar una disminució de Parp total respecte el 

tractament amb CDDP a tots els cultius primaris, fet que es correlacionava amb 

l’augment de l’apoptosi en tots els cultius (Fig.R3.32). 
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Figura R3.32. Efecte dels tractaments simples i doble tractament en els cultius primaris de CaOV. Primaris 
després de ser tractats amb DMSO (Ct), 4 µM de CDDP (tractament CDDP) durant 48 hores, pre-tractats 48 hores 
amb 25 nM d’YM155 amb absència (tractament YM155) o presència de 4 µM de CDDP (tractament 
CDDP+YM155) durant 48 hores. La tubulina es va usar com a control de càrrega. L’apoptosi mostrada de cada 
tractament és referenciada al control. 

 

El doble tractament mitjançant la disminució dels nivells proteics de Parp total i 

Survivina, estava incrementant l’apoptosi als cultius primaris. A més, els nivells de p21 

també augmentaven, fet que es correlacionava amb l’aturada en el cicle cel·lular 

irreversible o senescència observada en els cultius primaris.  

3.4 Efecte de l’YM155 en xenoinjerts  

Els models in vivo, permeten analitzar les interaccions complexes que es 

produeixen a l’organisme, tals com la resposta immune, angiogènesi, la resposta a la 

quimioteràpia i d’altres. Entre els models in vivo, els ratolins immunodeprimits amb 

injerts tumorals són els més usats en investigació, ja que la biologia d’aquests és molt 

similar a la dels humans (Stakleff & Von Gruenigen 2003). Aquests models 

constitueixen una font única de material per l’anàlisi biològic dels elements 

moleculars i cel·lulars de la transformació neoplàsica, tumorogènesi, i 

desenvolupament de metàstasi. 

El model ectòpic de transplant subcutani s’ha utilitzat extensament en estudis 

de tumorogènesi. Aquest model presenta l’avantatge sobre els models in vitro de 

reproduir l’arquitectura del tumor original, tanmateix en ocasions no reflexa la 

Apoptosi (%) 
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interacció real amb el microentorn tumoral i no reprodueix la disseminació 

metastàtica (Bex et al. 2000). 

Per l’estudi de l’YM155 i el doble tractament amb CDDP i YM155, es va usar el 

model ectòpic de transplant subcutani amb la finalitat de no produir toxicitat i reduir 

la mida dels tumors amb la combinació dels fàrmacs. 

3.4.1 Efecte dels tractaments simples i doble tractament en els ratolins 

amb xenoinjerts  

L’experiment es va realitzar amb un total de 40 ratolins nude mice femella (4 

ratolins per gàbia/grup), dels quals se’ls va inocular 3,5 x 106 cèl·lules a l’esquena per 

via subcutània. Les cèl·lules inoculades van ser les línies cel·lulars A2780p (20 ratolins) 

i A2780cis (20 ratolins). Una vegada el tumor va créixer en el ratolí (15-20 dies després 

de la inoculació cel·lular) amb una mida entre 0,250-0,3 cm3, es va procedir a iniciar el 

tractament i es va seguir l’evolució de la mida de cada tumor durant els 7 dies de 

tractament.  

Una de les problemàtiques del nostre model va ser que les línies cel·lulars 

inoculades als ratolins, van créixer amb dispersió i van generar tumors de mida 

heterogènia: l’experiment amb la línia A2780p es va dur a terme amb tumors de mida 

bastant heterogènia, però mai superant la mida de 0,3 cm3 de volum. Per 

l’experiment amb la línia A2780cis es va millorar la tècnica: després del creixement 

tumoral, on també s’observava heterogeneïtat, es va procedir a extripar els tumors 

crescuts de diferent mida i amb un bisturí es van tallar a la mateixa mida (0,1 cm3). 

Amb cirugia es van tornar a introduir via subcutània a l’esquena de nous ratolins (2 

tumors/ratolí) i es van deixar créixer. Quan els tumors van ser tots homogenis i van 

assolir la mida de 0,3 cm3 de volum, es va iniciar el tractament. El pes i mida dels 

ratolins amb dos tumors es va obtenir calculant la mitjana d’ambdós tumors. 

Les mitjanes dels experiments no es van realitzar amb tots els ratolins tractats 

de cada línia (5 ratolins per tractament), ja que els que presentaven molta 

heterogeneïtat o un tumor molt gran (>0,3 cm3 de diàmetre) es van sacrificar abans 

d’iniciar el tractament. En alguns casos els ratolins van morir degut al trencament de 
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A  

les bombes al seu interior, sent amb DMSO o YM155, la qual no es va considerar mort 

per efecte de la droga i també es van obviar al moment de calcular les mitjanes. 

Per realitzar el tractament, a cada grup hi havia el ratolí control, el qual se li 

administrava el vehicle del fàrmac (DMSO a l’1% en solució salina), el ratolí CDDP 

(tractat amb CDDP), el ratolí YM155 (tractat amb l’YM155), i el ratolí amb el doble 

tractament (CDDP+YM155). A la figura R3.33 es mostra l’esquema de cada 

tractament. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura R3.33. Esquema del tractament amb CDDP i YM155 durant 7 dies. Ratolins control: portaven la bomba de 
perfusió a la cavitat intraperitoneal, la qual alliberava de forma contínua el DMSO a l’1% en solució salina durant 

els 7 dies, amb un flux de 0.5 L/h (A). Ratolins amb CDDP: Se’ls hi va injectar un volum de 300 L de CDDP a una 
dosi de 4 mg/Kg amb xeringa via intraperitoneal els dies 0 i 4 del tractament (B). Ratolins amb YM155: el fàrmac 
es va dissoldre amb DMSO a una concentració final de 15 mg/mL, es va introduir als ratolins mitjançant bombes 
de perfusió a la cavitat intraperitoneal, les quals alliberaven YM155 de forma contínua durant els 7 dies, amb un 

flux de 0.5 L/h (a dosi de 5mg/Kg) (C). Ratolins amb doble tractament: se’ls va introduir la bomba de perfusió a 
dosi de 5 mg/Kg de YM155 des del dia 0 al 7, i als dies 0 i 4 de tractament, se’ls va injectar el CDDP via 
intraperitoneal a la dosi de 4 mg/Kg (D).  

 

Els paràmetres de supervisió de dolor com la pèrdua de pes, l’aspecte físic, les 

alteracions de la conducta i la mida del tumor es van realitzar des de l’inici del 

tractament. A l’experiment de la línia A2780p, es va procedir a mesurar el pes 

corporal i la mida de tumor els dies 0, 4 i 8, mentre que en l’experiment amb la línia 
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A2780cis, la mesura es va realitzar els dies 0, 2, 4, 6 i 8. El dia del sacrifici va ser el 

vuitè dia després de l’inici del tractament per tots els ratolins.  

Amb la supervisió i la mesura del pes corporal dels ratolins tractats al llarg del 

temps no es va observar en cap dels tractaments signes de deteriorament. Tots ells 

tenien un físic normal, sense alteracions de la conducta (com inconsciència, 

incapacitat de moure’s en normalitat, etc), caquèxia, icterícia o pèrdua excessiva de 

pes. Els ratolins que més van disminuir de pes el dia del sacrifici respecte el dia d’inici 

del tractament van ser els tractats amb CDDP (p=0,0117 (A2780p) i p=0,013 

(A2780cis)), els quals presentaven lleugera caquèxia: un aspecte físic amb desnutrició, 

atròfia muscular, debilitat i anorèxia. La disminució de pes amb el doble tractament va 

ser significatiu només a la línia A2780cis (p=0,003)(Fig.R3.34B), però tots presentaven 

un aspecte físic normal. El tractament amb l’YM155 no va generar disminució del pes 

de forma significativa a cap dels ratolins i tots presentaven un aspecte físic normal. El 

doble tractament estava disminuint el pes dels ratolins, per efecte del CDDP, 

tanmateix, no van presentar un aspecte físic de deteriorament, a diferència dels 

tractats amb CDDP (Fig.R3.34).  

 

 

 

 

 

 

Figura R3.34. Pes dels ratolins després dels tractaments simples i doble tractament. Els ratolins van ser inoculats 
amb A2780p (A) i A2780cis (B) amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4 
mg/Kg) + YM155 (5 mg/Kg)). En els ratolins amb A2780p, la mesura del pes va ser els dies 0, 4 i 8 del tractament. 
En els ratolins amb A2780cis la mesura del pes va ser els dies 0, 2, 4, 6 i 8 del tractament. Els valors s’expressen 
com a mitja de n=3 ratolins en la línia A2780p; mitja de n=4  en els ratolins de la línia A2780cis ± error estàndard 

(SEM). Pes del tumor dia del sacrifici respecte el dia d'inici del tractament *p<0,05;**p<0,005 (T-Student). 
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A B 

 

Analitzant la mida dels tumors dels ratolins, els control van créixer des de l’inici 

del tractament fins al dia del sacrifici. Amb el tractament amb CDDP, els tumors 

A2780p van créixer respecte el control fins al quart dia, quan van començar a 

disminuir de mida fins al dia del sacrifici (p=0,0021). Mentre que els tumors A2780cis 

van créixer al llarg de tot el tractament, amb inferior mida respecte als control només 

en el dia del sacrifici (p=0,0124) (Fig.R3.35). Amb el tractament amb l’YM155, els 

tumors d’ambdós tipus cel·lulars van créixer, sempre sent inferiors al control, sent al 

dia del sacrifici estadísticament significatiu: (p=0,01 (A2780p), p=0,03 (A2780cis)) 

(Fig.R3.35). Amb el doble tractament, es va observar una lleugera disminució de la 

mida del tumor de tots els ratolins respecte els control durant tot el tractament: 

A2780p: p=0,0016 (dia 8); A2780cis: p=0,0021 (dia 4); p=0,0013 (dia 6); p= 0,0001 (dia 

8) (Fig.R3.35). Comparant la mida dels tumors tractats amb doble tractament respecte 

el CDDP, es va observar una reducció de mida dels tumors dels ratolins tractats amb el 

doble tractament: A2780p: p=0,02 (dia 4), mentre que en el dia del sacrifici, la 

disminució no va ser significativa (p=0,26), degut a què són cèl·lules sensibles al CDDP, 

tractament que ja havia generat gran disminució de la mida dels tumors; A2780cis: 

p=0,041 (dia 2); p=0,0021 (dia 4); p=0,0015 (dia 6); p=0,0015 (dia 8) (Fig.R3.35B). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura R3.35. Augment relatiu de la mida dels tumors de CaOV després dels tractaments simples i doble. Ratolins 
inoculats amb A2780p (A) i A2780cis (B) amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament 
(CDDP  (4 mg/Kg) + YM155 (5 mg/Kg)) durant 7 dies. En els ratolins amb A2780p la mesura de la mida tumoral va 
ser els dies 0, 4 i 8 del tractament. En els ratolins amb A2780cis la mesura del pes va ser els dies 0, 2, 4, 6 i 8 del 
tractament. Els valors s’expressen com a mitja (n=3 ratolins en la línia A2780p; n=4 ratolins de la línia A2780cis) 
± error estàndard (SEM). Valors referenciats a la mida del tumor al dia d’inici de tractament (dia 0), el qual pren 
el valor de 1. L’estadística es va realitzar comparant la mida del tumor del tractament respecte el control (Ct) del 
mateix dia.*p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student) o bé comparant la mida dels tumors del doble 
tractament respecte el CDDP del mateix dia: *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student). 
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Amb aquests resultats es va observar que l’YM155 per sí sol no tenia efecte 

reduint la mida dels tumors de CaOV a ratolins, tanmateix quan es combinava amb el 

CDDP, la mida del tumor disminuïa considerablement. L’YM155 estava sensibilitzant a 

les cèl·lules al CDDP, disminuint la mida dels tumors resistents a aquest (Fig.R3.36).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura R3.36. Mida dels tumors dels ratolins A2780cis després dels tractaments simples i doble tractament. Els 
ratolins es van tractar amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament (CDDP  (4 mg/Kg) + 
YM155 (5 mg/Kg)) durant 7 dies.  

 
 

3.4.2 MLPA dels xenoinjerts dels ratolins després dels tractaments 

simples i doble tractament 

Després d’observar que l’YM155 mostrava sinergisme in vitro amb el CDDP i que 

el doble tractament disminuïa més la mida tumoral que els tractaments simples en els 

xenoinjerts de CaOV, es va procedir a analitzar el perfil de gens relacionats amb 

l’apoptosi dels xenoinjerts.  

Analitzant els gens pro-apoptòtics amb el tractament amb CDDP, es va observar 

un increment dels gens NOXA, BAX i APAF-1, sobretot als tumors A2780p (Fig.R3.37A). 

Amb el doble tractament, l’expressió dels gens pro-apoptòptics va augmentar 

considerablement en comparació al tractament amb CDDP, sobretot als tumors 

A2780cis, on NOXA, PUMA, BAX i APAF-1 van augmentar l’expressió respecte el 

tractament amb CDDP (Fig.R3.37B). El mateix va succeir amb el gen CDKN1A (p21), el 

qual amb el doble tractament va incrementar l’expressió respecte el tractament amb 
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CDDP en ambdós tipus tumoral (Fig.R3.37A i B). Per tant, el doble tractament estava 

augmentant l’expressió dels gens pro-apoptòtics i del gen regulador del cicle cel·lular 

en comparació amb el tractament amb CDDP, fet que es correlacionava amb la 

disminució de mida de tots els tumors tractats amb el doble tractament (Fig.R3.35). 

L’expressió del gen anti-apoptòtic SURVIVINA va disminuir considerablement als 

tumors A2780p tractats amb CDDP, mentre que en els A2780cis va disminuir 

lleugerament. Tanmateix, el doble tractament va induir una forta disminució de 

l’expressió de SURVIVINA a ambdós tipus tumoral (Fig.R3.37). Comparant l’expressió 

de SURVIVINA del doble tractament respecte el tractament amb CDDP, els tumors 

A2780cis van ser els que van obtenir una disminució significativa de l’expressió de 

SURVIVINA amb el doble tractament respecte el tractament amb CDDP (p=0,0102) 

(Fig.R3.37B). Per tant, el doble tractament en comparació amb el CDDP, estava fent 

disminuir els nivells de SURVIVINA als tumors resistents al CDDP, fet que es 

correlacionava amb la disminució de la mida dels tumors quan rebien el doble 

tractament (Fig.R3.35). El mRNA de XIAP es va comportar de manera diferent en 

ambdós tipus tumoral. En els tumors A2780p va disminuir amb els tractaments amb 

YM155 i doble tractament, mentre que en els tumors A2780cis va disminuir 

lleugerament amb l’YM155 i va augmentar amb el doble tractament. MCL-1 també va 

disminuir considerablement l’expressió amb el tractament amb l’YM155 en els tumors 

A2780p, mentre que ho va fer lleugerament als tumors A2780cis (Fig.R3.37). Aquests 

resultats no concordaven amb els observats amb les línies cel·lulars i cultius primaris; 

s’ hauria d’augmentar la “n” del MLPA dels tumos dels ratolins tractats per verificar 

els resultats de l’expressió de MCL-1 i XIAP. 
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Figura R3.37. MLPA dels tumors dels ratolins després dels tractaments simples i doble tractament. Els ratolins es 
van tractar amb DMSO (Ct), CDDP (4mg/Kg), YM155 (5mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4mg/Kg) + YM155 
(5mg/Kg)) durant 7 dies. Es va realitzar disgreació mecànica de 0,1 cm

3
 de tumor i es va extreure RNA per la 

realització del RT-MLPA. Quantificació de mRNA expressada en logaritme en base 2 de l’increment relatiu en 
relació al control. El gen normalitzador usat va ser GUSB. Les gràfiques mostren la mitjana de 3 experiments 
independents realitzats per a cada tipus de xenoinjert A2780p (A) o A2780cis (B) ± desviació estàndar *p<0,05 (T-
Student). 

 
Així doncs, el doble tractament en el model de xenoinjert estava incrementant 

l’expressió dels gens pro-apoptòtics i disminuint els nivells de SURVIVINA respecte el 

tractament amb CDDP, fet que tornava a evidenciar l’efecte sensibilitzador de l’YM155 

respecte el CDDP en els tumors de CaOV. 

3.4.3 Expressió proteica dels xenoinjerts després dels tractaments 

simples i doble tractament 

Després d’analitzar el perfil d’expressió dels gens relacionats amb l’apoptosi 

dels tumors de CaOV tractats sense fàrmac (DMSO), CDDP, YM155 i doble tractament, 

es va procedir a l’anàlisi del perfil proteic mitjançant western blot, que es va 

quantificar mitjançant densitometria amb el software ImageJ. 

El tractament amb CDDP va disminuir l’expressió de Survivina respecte el 

control als tumors A2780p, assolint valors de 0,19, confirmant així els resultats del 

mRNA observats (Fig.R3.37) i la sensibilitat d’aquests tumors al CDDP. Tanmateix, els 

tumors A2780cis van mantenir els nivells de la proteïna igual que el control 

(Fig.R3.38). El tractament amb l’YM155 va disminuir l’expressió de Survivina als dos 

tipus tumoral, amb valors de 0,14 (A2780p) i 0,15 (A2780cis). Aquest efecte es va 

potenciar amb el doble tractament, assolint nivells proteics respecte el control de 0,11 
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(A2780p) i 0,10 (A2780cis), amb una reducció considerable de la mida del tumor a 

ambdós tipus tumoral (Fig.R3.38). Aquests resultats indicaven que l’YM155 estava 

inhibint l’expressió de Survivina dels tumors i estava sensibilitzant a les cèl·lules 

A2780cis al CDDP generant una disminució de la mida tumoral. Els nivells de Xiap es 

van mantenir constants en tots els tractaments dels tumors A2780cis, mentre que en 

els A2780p tractats amb YM155, l’expressió va disminuir respecte el control. No van 

haver canvis amb el doble tractament (Fig.R.38). Pel què fa a la caspasa 3 total, va 

disminuir amb l’YM155 i el doble tractament en els tumors A2780p, augmentant la 

forma truncada, sobretot en el doble tractament. Mentre que en els tumors A2780cis 

no va disminuir la forma total, però sí va augmentar la forma truncada amb l’YM155 i 

el doble tractament (Fig.R.38). Comparant el doble tractament respecte el CDDP, la 

forma truncada va augmentar en comparació al tractament amb CDDP en ambdós 

tipus de tumor, indicant que el doble tractament estava generant més apoptosi que el 

CDDP, correlacionant-se amb la disminució de la mida tumoral. De la mateixa manera, 

p21 es va induir més amb el doble tractament que amb el CDDP en ambdós tipus 

tumoral (Fig.R.38).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3.38. Expressió proteica dels tumors dels ratolins després dels tractaments simples i doble tractament. 
Els ratolins es van tractar amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4 
mg/Kg) + YM155 (5 mg/Kg)) durant 7 dies. Es va realitzar disgreació mecànica de 0,1 cm3 de tumor, i els lisats es 
van usar per a detectar els nivells proteics mitjançant western blot. La tubulina es va usar com a control de 
càrrega. La mida dels tumors mostrada de cada tractament és l’obtinguda el dia del sacrifici.  
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Així doncs, es va demostrar que el tractament doble estava incrementant 

l’apoptosi, amb l’augment de la forma truncada de la caspasa 3, i la disminució dels 

nivells de Survivina. A més, els nivells de p21 augmentaven, fet que evidenciava la 

aturada en el cicle cel·lular de les cèl·lules tumorals tractades amb el doble 

tractament.  

3.4.4 Anàlisi per immunohistoquímica dels xenoinjerts després dels 

tractaments simples i doble tractament 

Per ampliar el coneixement de l’efecte de l’inhibidor de Survivina YM155 in vivo 

i el procés apoptòtic que s’estava portant a terme en els tumors dels ratolins tractats, 

es va procedir a analitzar l’expressió de Survivina i caspasa 3 en teixit parafinat dels 

xenoinjerts de CaOV  que havien estat tractats sense fàrmac (DMSO), CDDP, YM155 i 

doble tractament. Els teixits es van fixar amb formol al 10% i es va procedir a la 

deshidratació i inclusió amb parafina. 

El marcatge per Survivina (Fig.R3.39) va ser fort pels tumors que no van rebre 

tractament (Ct), on la proporció de cèl·lules positives va ser igual o superior al 75%. El 

tractament amb CDDP va disminuir la intensitat de marcatge i proporció de cèl·lules 

marcades en els tumors A2780p (Fig.R3.39A), mentre que en els tumors A2780cis es 

va mantenir com al control (Fig.R3.39B). Tanmateix, el marcatge de Survivina dels 

tumors tractats amb l’YM155 va ser moderat i la proporció de cèl·lules positives va ser 

del 50% en ambdós tipus tumoral. Finalment els tumors tractats amb el doble 

tractament, van presentar una intensitat de marcatge molt dèbil, i la proporció de 

cèl·lules positives per camp va ser inferior al 25% (Fig.R3.39). 
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Figura R3.39. Marcatge de Survivina dels tumors dels ratolins després dels tractaments simples i doble 
tractament. Els ratolins de la línia A2780p (A) i A2780cis (B) van ser tractats amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), 
YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4 mg/Kg) + YM155 (5 mg/Kg)) durant 7 dies. Els tumors es van 
deshidratar, parafinar i es van obtenir talls de 4 µM que es van adherir a portes polilisinats. Es va realitzar la 
immunohistoquímica per Survivina (1/50): Tinció positiva (marró) a nucli i citoplasma. 
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Pel que fa al marcatge de la caspasa 3 total i truncada (Fig.R3.40), va ser dèbil 

en els tumors que no van rebre tractament (Ct), amb menys del 10% de cèl·lules 

positives per camp. El tractament amb CDDP va augmentar la intensitat de marcatge 

en els tumors A2780p amb 50-75% de cèl·lules positives (Fig.R3.40A), mentre que en 

els tumors A2780cis el marcatge va ser moderat amb 25-50% de cèl·lules marcades 

(Fig.R3.40B). L’YM155 i el doble tractament van augmentar la proporció de cèl·lules 

marcades a ambdós tipus de tumor (més del 75% de cèl·lules marcades per camp)  

sent un marcatge fort pel tractament amb l’YM155, i molt fort amb el doble 

tractament. 
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Figura R3.40. Marcatge de caspasa 3 dels tumors dels ratolins després dels tractaments simples i doble 
tractament. Els ratolins de la línia A2780p (A) i A2780cis (B) van ser tractats amb DMSO (Ct), CDDP (4 mg/Kg), 
YM155 (5 mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4 mg/Kg) + YM155 (5 mg/Kg)) durant 7 dies. Els tumors es van 
deshidratar, parafinar i es van obtenir talls de 4 µM que es van adherir a portes polilisinats. Es va realitzar la 
immunohistoquímica per caspasa 3 total i truncada (1/20): Tinció positiva (marró) al citoplasma. 
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L’expressió de Survivina dels tumors tractats amb CDDP, va disminuir de forma 

no significativa respecte el control (Fig.R3.41). Amb el tractament amb l’YM155, els 

nivells de Survivina van disminuir respecte el control a ambdós casos, sent 

estadísticament significatiu en els tumors A2780cis (p=0,0019) (Fig.R3.41). Amb el 

doble tractament, els nivells de Survivina també van disminuir a ambdós tipus 

tumorals (p=0,03 (A2780p); p=0,004 (A2780cis)). Comparant el doble tractament 

respecte el tractament amb CDDP, els nivells de Survivina van disminuir 

significativament, sobretot als tumors resistents al CDDP A2780cis (p=0,0018) 

(Fig.R3.41B).  

Amb aquests resultats es va confirmar que el tractament amb YM155 i doble 

tractament estava disminuint els nivells de Survivina també in vivo. 

L’expressió de la caspasa 3 dels tumors tractats amb CDDP va augmentar als dos 

tipus tumorals, sent molt més elevada l’expressió en els tumors de la línia sensible al 

CDDP (p=0,0008), que en els tumors A2780cis (p=0,025) (Fig.R3.41). Amb el 

tractament amb l’YM155, els valors de caspasa 3 no van augmentar significativament 

respecte els controls en cap dels dos tipus tumorals, mentre que amb el doble 

tractament va augmentar significativament el marcatge de caspasa 3 en ambdós 

(p=0,0001 (A2780p); p<0,0001 (A2780cis)) (Fig.R3.41). Comparant el doble tractament 

respecte el tractament amb CDDP, els nivells de caspasa 3 van augmentar 

significativament a ambdós tipus tumorals (p=0,037 (A2780p); p=0,024 (A2780cis)) 

(Fig.R3.41).  
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Figura R3.41. Immunoreactivity Score (IRS) de la Survivina i caspasa 3 (total i truncada) dels tumors dels ratolins 
inoculats amb A2780p (A) i A2780cis (B) després dels tractaments simples i doble tractament. Els ratolins es van 
tractar amb DMSO (Ct), CDDP (4mg/Kg), YM155 (5mg/Kg) i doble tractament (CDDP (4 mg/Kg) + YM155                
(5 mg/Kg)) durant 7 dies. Els tumors es van deshidratar, parafinar i es van obtenir talls de 4 µM que es van 
adherir a portes polilisinats. Es va realitzar la immunohistoquímica. Observació de 5 a 10 camps adjacents per 
condició, amb augment de 10X, 20X i 40X. IRS es va determinar multiplicant els valors dels percentatges de les 
cèl·lules positives (PP) per cada l’anticòs (PP: 0: < 1%, 1: 1-25%, 2: 26-50%, 3: 51-75%, 4:>75%) amb els valors de 
la intensitat de marcatge (SI) (SI: 0: no marcatge, 1: dèbil, 2: moderat, 3: fort). Les gràfiques representen la 
mitjana dels diferents camps analitzats ± desviació estàndar *p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005 (T-Student). La 
comparació va ser de cada tractament respecte el control. La comparació del doble tractament respecte el CDDP 
s’indica amb claudàtor. 

 

Aquests resultats indicaven que el doble tractament estava generant més 

apoptosi que els tractaments simples, sobretot als tumors resistents al CDDP, amb 

una disminució dels nivells proteics de Survivina i augment de caspasa 3 del doble 

tractament en relació al  CDDP, fet que es correlacionava amb la disminució de la mida 

dels tumors observada amb el doble tractament. 
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DISCUSSIÓ 

El CaOV és la causa més freqüent de mort degut a malalties ginecològiques, 

amb una supervivència als 5 anys del 30%. Dins del CaOV, el CaOV epitelial és el més 

freqüent, i es caracteritza per un diagnòstic tardà degut a la manca de símptomes, i 

com a conseqüència, el diagnòstic es sol realitzar en estadis avançats de la malaltia. El 

tractament del CaOV es basa en la cirurgia seguida de quimioteràpia basada en CDDP. 

És molt comú que la majoria de les pacients desenvolupin resistència als fàrmacs en 

els primers 6 mesos de tractament, fenomen conegut amb el nom de 

quimioresistència, que condueix a la mort de la pacient.  

Els treballs que inclou aquesta tesi han permès establir cultius primaris de CaOV 

com a model ex vivo per analitzar la resposta a nous tractaments en CaOV humà i 

ampliar el coneixement dels mecanismes implicats en la resistència al CDDP. S’ha usat 

la combinació de nous fàrmacs (Nutlina-3a i YM155) que juntament amb el CDDP,  

sensibilitzen a les cèl·lules resistents al CDDP, fent que el CaOV sigui sensible a la 

teràpia. Els resultats obtinguts suggereixen que aquests fàrmacs podrien suposar una 

nova opció de tractament per les pacients amb CaOV.  

1 Establiment de cultius primaris de CaOV a 

partir de mostres tumorals humanes 

El primer dels objectius de la tesi doctoral va ser l’establiment de cultius 

primaris de CaOV epitelial com a model ex vivo per l’estudi de la resposta al 

tractament amb nous fàrmacs en combinació amb la teràpia actual basada en el 

CDDP. Això comportaria un pas intermig entre l’ús de línies comercials i treballs  in 

vivo amb models animals.  

Les línies cel·lulars comercials tenen un ritme de creixement continu i regular, el 

que permet l’obtenció d’un gran nombre de cèl·lules en poc temps. S’usen 

rutinàriament en els laboratoris de biologia molecular ja que el seu ús permet molts 

estudis, entre els quals s’inclouen l’anàlisi de la resposta a noves substàncies o 

teràpies. Existeixen una gran varietat de línies cel·lulars de CaOV humà, tanmateix, la 



                                                                                                                                      DISCUSSIÓ 
 

 

 248 

majoria acaben adquirint alteracions genètiques, perdent les característiques pròpies 

del tumor original, així com inestabilitat genòmica i àmplia variació en l’expressió del 

RNA durant els subcultius (Hiorns et al. 2004).  

Per tal d’evitar aquests problemes, diversos laboratoris han treballat en models 

de cultius primaris. El cultiu primari cel·lular és el cultiu inicial obtingut directament 

del teixit, i per tant, representa la situació més propera relacionada amb el teixit 

original, reflectint les característiques i funcionament del tumor del qual procedeixen. 

Analitzant els nivells d’expressió de RNA de diferents gens de cultius primaris i tumors 

originals de CaOV, es demostra que el patró d’expressió diferencial observat en les 

cèl·lules epitelials dels cultius primaris està present en el carcinoma d’ovari epitelial, 

conservant-se les característiques genotípiques (Matei et al. 2002). Altres estudis 

d’anàlisi de cDNA afirmen que hi ha poques diferències fenotípiques i de creixement 

entre els tumors i els cultius primaris establerts de CaOV (Ismail et al. 2000). El fet 

d’establir cultius primaris de CaOV ha permès l’estudi ex vivo de la resposta a la 

quimioteràpia, observant-se una correlació amb la resposta in vivo. Per tant, el model 

de cultiu primari en CaOV és una bona estratègia per estudiar la resposta clínica a la 

quimioteràpia (Trope & Sigurdsson 1982; Morasca et al. 1983). 

Per evitar la pèrdua de característiques semblants a la del tumor d’origen, és 

necessari a l’hora de treballar amb cultius primaris, limitar el màxim nombre de passes 

per evitar l’adquisició de noves alteracions genètiques. A més, els cultius primaris de 

CaOV tenen un creixement potencial limitat (6-8 passes), i normalment acaben 

adquirint la morfologia aplanada de cèl·lules senescents que fallen al dividir-se (inclús 

després de 30 dies en cultiu), per tant, el temps òptim per realitzar els experiments 

amb cultius primaris és quan aquests són de passes baixos (Dunfield et al. 2002). A 

més, s’ha descrit que les cèl·lules epitelials d’ovari quan romanen molt de temps en 

cultiu, perden els marcadors epitelials, així com la pèrdua de CKs a mesura que 

augmenta el passe (Auersperg et al. 1994). Amb la finalitat d’evitar canvis en el 

comportament biològic dels cultius primaris establerts, sempre es va avaluar la 

resposta al tractament (Nutlina-3a i YM155) dins dels 6 primers passes dels cultius. 
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D’aquesta manera la morfologia, el ritme de creixement i la resposta a un determinat 

fàrmac, es va mantenir estable en cada cultiu analitzat. 

Per l’obtenció dels cultius primaris de CaOV es van realitzar dos protocols 

diferents segons si la mostra procedia de mostres tumorals sòlides o de LASC.  

Ambdós tipus de mostra van ser recullides immediatament després del moment de la 

cirurgia de la pacient, i s’hi va aplicar el protocol determinat. En les mostres sòlides es 

va usar disgregació mecànica i enzimàtica, mentre que en els LASCs vam modificar el 

protocol de Shepherd i col·laboradors, plaquejant directament el LASC amb un volum 

equivalent de medi complet (Shepherd et al. 2006) o bé mitjançant l’obtenció del 

pellet. El LASC proporciona una bona font de cèl·lules tumorals i és més fàcil 

d’aconseguir que el tumor sòlid, ja que s’obté material a mesura que es drena 

rutinàriament per evitar les molèsties de la pacient. Són cèl·lules que estan 

preparades pel cultiu in vitro, ja que estan sobrevivint com cèl·lules individuals o petits 

grups, evitant així la necessitat mecànica o enzimàtica de disgregació (Langdom S.P 

2004). Es van establir línies de cèl·lules epitelials de CaOV que es van congelar a 

passes baixos (entre passe 0 i 4) i es van descongelar amb èxit, conservant la viabilitat 

i característiques del tumor del qual s’havien originat. Es van processar un total de 102 

cultius primaris de CaOV, entre els quals la majoria van ser tumors epitelials, i en 

menor percentatge, tumors de cèl·lules germinals i de cordons sexuals-estroma. Es 

van rebre mostres tumorals malignes, borderline i benignes. La majoria dels tumors 

serosos van ser malignes, doncs són tumors que presenten molta agressivitat i 

malignitat (McCluggage WG 2011); mentre que dels mucinosos va haver quasi el 

mateix nombre de mostres tumorals malignes i borderline. 

Els tumors malignes d’ovari d’origen epitelial (carcinomes d’ovari) 

constitueixen aproximadament el 90% dels tumors malignes d’ovari (Cho & Shih Ie 

2009). Aquests es classifiquen segons la morfologia cel·lular del tumor, i es divideixen 

en tipus histològics, sent el carcinoma serós el més comú (Cho & Shih Ie 2009). De les 

mostres de CaOV processades, el carcinoma serós va ser el que més va predominar, 

seguit de l’endometrioide; en menor proporció es van processar mostres de 

carcinoma mucinós i cèl·lula clara. Estudis demostren que els carcinomes serosos d’alt 
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grau són els més comuns i representen el 70% dels casos (Kobel et al. 2010). Estudis 

recents demostren que el carcinoma mucinós és el menys comú dels CaOV (3%) 

(McCluggage WG 2011), el què representa un canvi en la majoria dels estudis més 

antics, on el carcinoma mucinós era el segon tipus més comú, representant 

aproximadament el 12% dels carcinomes d’ovari primaris (Koonings et al. 1989).  

En quan a freqüències d’estadiatge, la majoria de mostres de CaOV processades 

van ser d’estadi III. El tipus que més va presentar dit estadi va ser el carcinoma serós, 

ja que són tumors amb alta malignitat, i la malaltia es diagnostica quan està en un 

estat molt avançat (estadi III i IV) (McCluggage WG 2011). No es van rebre  mostres 

d’estadi IV, ja que que amb dit estadi no hi ha indicació de cirurgia. Dels carcinomes 

mucinosos, el que més va abundar va ser l’estadi I, ja que són tumors poc agressius i 

solen trobar-se confinats a l’ovari.  

En aquesta tesi es van establir cultius primaris de totes les mostres rebudes, 

tanmateix, pels experiments realitzats amb fàrmacs es van utilitzar només els cultius 

primaris de CaOV epitelial. 

La majoria de mostres processades van ser viables, van créixer amb èxit i van 

poder ser congelades per futurs experiments. Tanmateix, es van identificar una sèrie 

de paràmetres que en limitaven l’èxit. Un dels factors limitants pel creixement dels 

cultius va ser la mida de la mostra, la qual només va afectar a aquells cultius que 

provenien de mostres tumorals sòlides. Les mostres amb pes inferior a 20 mg no van 

créixer de forma adequada en el cultiu. Per tant, per establir cultius primaris és 

important obtenir la major quantitat de mostra tumoral, sense limitar la quantitat de 

mostra que el patòleg necessita per realitzar el correcte diagnòstic de la pacient. 

Aquesta tesi ha permès establir una col·laboració estable entre els Serveis d’Anatomia 

Patològica i Ginecologia de l’HUB i la Universitat de Barcelona per dur a terme cultius 

primaris de CaOV. 

Un altre factor limitant per l’establiment de cultius primaris va ser la histologia. 

Aquesta limitació només va afectar a aquells cultius que provenien de mostres 

tumorals sòlides. Només les mostres amb un diagnòstic histològic de CaOV van créixer 
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correctament en cultiu. Cap de les altres histologies rebudes que no eren CaOV i es 

van cultivar, no van créixer amb èxit degut a que el medi i les condicions de cultius no 

van ser els adequats pel seu creixement. Per tant es pot concloure que, en les 

condicions de cultiu establertes en el nostre laboratori, les condicions eren 

específiques pels CaOV. 

La contaminació per cèl·lules mesenquimals, com els fibroblasts, és un factor 

limitants molt important per establir cultius primaris. La composició cel·lular dels 

cultius primaris és sovint bastant variable amb cèl·lules hematopoiètiques i estromals 

que formen part de la matriu cel·lular del tumor. Els fibroblasts en particular, poden 

ser un problema pels cultius cel·lulars, ja que aquests s’adhereixen fàcilment a la placa 

i arriben a créixer més que la població de cèl·lules cancerígenes. Després del cultiu 

inicial, un control cuidadós és necessari per determinar el nivell de contaminació per 

fibroblasts. Encara que aquests deixaran de proliferar després d’un nombre de 

generacions, si el percentatge inicial de fibroblasts és massa alt, podran superar les 

cèl·lules de carcinoma, emmascarant-les. Aquest fet suposa una pèrdua del cultiu 

primari, ja que el material amb el què es treballa, no té cèl·lules epitelials. Els cultius 

primaris que provenen de LASC comuntment presenten fibroblasts de partida; les 

mostres tumorals sòlides tenen presència de cèl·lules mesenquimals degut a que quan 

es disgrega la mostra, es fa amb molta firmesa obtenint cèl·lules subjacents estromals, 

o bé per la manipulació en excés del teixit. Ocasionalment s’observa la pèrdua de 

fibroblasts quan els cultius es mantenen amb el medi MCDB105/M199 després d’una 

o dues setmanes en cultiu continu (Shepherd et al. 2006). A més, el medi complet 

MCDB105/M199 usat per propagar cèl·lules epitelials d’ovari tampoc suporta el 

creixement de cèl·lules contaminants hematopoiètiques, les quals seran descartades 

després dels primers canvis de medi de cultiu (Shepherd et al. 2006). Tanmateix, en 

moltes ocasions els fibroblasts segueixen adherits a la placa contaminant els cultius. 

Hi ha diferents mètodes per descartar els fibroblasts dels cultius primaris, dels que 

s’inclouen: tripsinització selectiva, tècnica en la qual els fibroblasts es separen 

ràpidament del plàstic després de tripsinitzacions a temps curts, ja que aquests es 

desenganxen de la placa més ràpidament que les cèl·lules epitelials (Langdon S.P 

2004). Una altra tècnica, és transferir el medi en suspensió a una nova placa en les 
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primeres hores de plaqueig. Els fibroblasts s’adhereixen a la placa més ràpidament 

que les cèl·lules epitelials, i per tant, aquelles cèl·lules que en les 2-3 hores estan 

adherides, són fibroblasts. Transferint la suspensió de cèl·lules a una nova placa, molts 

dels fibroblasts es mantindran a la placa original, que es podrà llençar (Langdon S.P 

2004). Una altra de les tècniques és l’ús d’anticossos monoclonals dirigits a antígens 

específics de fibroblasts, que en permeten l’eliminació selectiva. Per poder eliminar 

els fibroblasts dels nostres cultius, vam usar dues de les metodologies esmentades: 

l’ús d’anticòs específic d’antigen de fibroblast (1B10) i la tripsinització selectiva. 

L’anticòs murí monoclonal IgM 1B10 elimina els fibroblasts del cultiu inhibint 

l’adherència a la placa o bé per efecte citotòxic en presència de proteïnes de 

complement de conill. Estudis previs demostren que l’ús de l’anticòs 1B10 amb 

complement de conill redueix amb èxit els fibroblasts dels cultius epitelials humans de 

tim, enriquint-los amb cèl·lules epitelials (Singer et al. 1989). Altres estudis descriuen 

la distribució subcel·lular de l’antigen que reconeix l’anticòs 1B10, demostrant que 

aquest es troba a la superfície de la membrana cel·lular i als lisosomes dels fibroblasts. 

La immunoreactivitat de l’anticòs 1B10 és específica per fibroblasts diferenciats de la 

musculatura llisa en el context  de cèl·lules vasculars de múscul llis (Ronnov-Jessen et 

al. 1992). Es va usar l’esmentada tècnica en cèl·lules en suspensió i cèl·lules adherides, 

però no es van obtenir els resultats esperats. L’enriquiment dels cultius en cèl·lules 

epitelials no va ser significatiu; pocs cultius primaris van disminuir el percentatge de 

fibroblasts. Tanmateix, usant la tripsinització selectiva es van obtenir uns resultats 

més exitosos; la tècnica va fer disminuir considerablement la proporció de fibroblasts 

enriquint els cultius primaris en cèl·lules epitelials. La mitjana del percentatge de 

cèl·lules epitelials dels cultius primaris abans d’ambdós tractaments (anticòs 

1B10/tripsinització selectiva) va ser el mateix (al voltant del 30%), tot i usar cultius 

primaris diferents; això indicava que en general, els cultius primaris obtenen de 

mitjana, aproximadament, un 30% de cèl·lules epitelials de partida. 

 

Els cultius obtinguts a partir de LASCs, tenen certa proporció de cèl·lules 

mesotelials. Després de la tripsinització selectiva, tots els primaris procedents de LASC 

es van analitzar mitjançant immunoflourescència amb l’anticòs Calretinina (específic 
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de mesoteli) per verificar manca de contaminació per cèl·lules mesotelials. La majoria 

dels cultius procedents de LASC després de la tripsinització selectiva, no van presentar 

marcatge per Calretinina, el què indicava que aquesta tècnica també elimina les 

cèl·lules mesotelials presents al cultiu. Per tant, la tripsinització selectiva dels cultius 

primaris establerts a partir de mostra tumoral sòlida o de LASC, va permetre 

l’eliminació de fibroblasts i de cèl·lules mesotelials presents en el cultiu, obtenint-se 

una riquesa del 90% en cèl·lules epitelials. 

 

Una altre factor limitant observat en alguns dels cultius primaris establerts, va 

ser un enlentiment progressiu del creixement fins a finalitzar completament la 

proliferació cel·lular i aparèixer signes morfològics de senescència. Hayflick i 

Moorehead van desenvolupar el concepte de senescència replicativa, observant que 

les cèl·lules en cultiu després d’un nombre finit de divisions experimentaven una 

aturada del cicle cel·lular irreversible que impedia la proliferació (Hayflick & 

Moorhead 1961). Els cultius primaris, a diferència de les línies cel·lulars, són cèl·lules 

no immortalitzades els quals perden l’activitat telomerasa (hi ha escurçament 

telòmeric) després d’un nombre limitat de divisions, fet que condueix a la senescència 

i finalment, a la mort cel·lular. Una de les causes de la senescència prematura pot ser 

degut a que les cèl·lules es plaquegen a baixa densitat (Shepherd et al. 2006). De totes 

formes, si els cultius primaris es mantenen durant un període de temps prolongat, 

augmenta la possibilitat d’adquirir noves alteracions genètiques i cromosòmiques que 

l’allunyarien del tumor original del qual procedeixen (Hiorns et al. 2004), i per tant, es 

perdria l’avantatge d’utilitzar un cultiu primari enfront una línia comercial establerta. 

A més, també augmenta la possibilitat de contaminació per romandre un temps 

prolongat a l’incubador. 

L’últim factor limitant dependent de la mostra va ser la necrosi. Aquest factor 

només va ser limitant pels cultius primaris establerts a partir de mostra sòlida. En 

alguns casos, les mostres obtingudes presentaven necrosi macroscòpica i 

microscòpica, el que comporta que, malgrat la mida de la mostra sigui gran, en alguns 

casos el nombre de cèl·lules viables és menor a l’esperada. Per disminuir la necrosi es 
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va seleccionar la part del tumor amb menys massa necròtica, descartant al màxim la 

part necròtica. 

Finalment es van observar factors limitants no relacionats amb el propi cultiu, 

sinó amb la manipulació del mateix o amb altres factors externs com les 

sobreinfeccions bacterianes o de fongs, i problemes derivats d’un mal funcionament 

dels aparells de la sala de cultius i congeladors. En quan a la vulnerabilitat dels cultius 

primaris a les contaminacions bacterianes o per fongs, cal tenir en compte que si els 

cultius tenen una taxa de proliferació baixa, hauran de mantenir-se llargs períodes de 

temps a l’incubador (en algunes ocasions va ser de 30 dies), augmentant la 

probabilitat de contaminació, i com ja s’ha esmentat, augmentant la probabilitat de 

senescència i mort cel·lular. En aquest sentit és molt recomanable i necessari 

extremar les mesures higièniques a l’hora de manipular‐los, i intentar que els cultius 

primaris no romanguin períodes llargs de temps a l’incubador (per evitar 

contaminacions, senescència i mort cel·lular). 

Donat que els cultius primaris de CaOV poden contenir una mescla de diferents 

tipus cel·lulars (sobretot aquells que provenen de LASCs els quals no només contenen 

les cèl·lules del carcinoma, sinó també limfòcits, macròfags, hematies, cèl·lules 

mesotelials i fibroblasts (Dunfield et al. 2002; Langdom S.P 2004), és imprescindible 

caracteritzar-los per poder assegurar que el material amb el què es treballa és 

majoritàriament càncer epitelial d’ovari. És per això que es van usar diferents 

marcadors per poder caracteritzar els cultius primaris mitjançant 

immunofluorescència. En un principi es van usar un seguit d’anticossos que permetien 

diferenciar els diferents tipus cel·lulars presents en el cultiu. Es va usar l’anticòs 

Calretinina per detectar cèl·lules mesotelials (Doglioni et al. 1996), Vimentina per 

detectar els fibroblasts (Auersperg et al. 1994), CK7 (Moll et al. 1982; McCluggage WG 

2002) i CAM 5.2 (Makin et al. 1984; Leader et al. 1986) per detectar les cèl·lules 

epitelials. Amb l’experiència es va observar que CAM 5.2 era bon marcador i suficient 

per detectar les cèl·lules epitelials dels cultius primaris. En l’adult, les CKs es troben 

exclusivament a les cèl·lules epitelials i la seva expressió varia segons el tipus d’epiteli. 
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En CaOV epitelial, l’epiteli del qual és simple, s’hi expressen les CKs 7, 8, 18 i 19. La 

CK20 només s’expressa en el tipus histològic mucinós (Moll et al. 2008).  

L’anticòs monoclonal CAM 5.2 en un principi es va pensar que reconeixia les 

CK8, CK18 i CK19. Un estudi realitzat per Makin i col·laboradors demostrà que en el 

100% dels casos d’ADK d’ovari hi havia marcatge per CAM 5.2, reconeixent CK8, CK18 i 

CK19 (Makin et al. 1984). Estudis posteriors van demostrar que l’anticòs CAM 5.2 

tenia només reactivitat específica per la CK8, i en menor mesura per la CK7, sense 

mostrar reactivitat per CK18 i CK19 (Smedts et al. 1990). L’anticòs CAM 5.2 és un 

marcador específic de cèl·lula epitelial que permet la detecció de carcinomes i 

distingir-los d’altres tumors malignes que no tenen origen epitelial com ara els 

limfomes, melanomes i sarcomes (Leader et al. 1986). No marca a cèl·lules 

mesenquimals ni mesotelials, però sí a totes les cèl·lules epitelials presents en el 

cultiu. Quan la mostra presenta poc marcatge per CAM 5.2 i hi ha només marcatge de 

nuclis, permet estimar la riquesa en cèl·lules epitelials del cultiu i la possible 

contaminació per altres tipus cel·lulars. L’anticòs monoclonal CAM 5.2 es va usar per 

tal d’estimar el percentatge de cèl·lules epitelials front la possible contaminació de 

fibroblasts que formen part del teixit conjuntiu de la massa tumoral. Es va realitzar 

immunofluorescència de les cèl·lules adherents i en suspensió, bé analitzant amb 

microscopia confocal, mitjançant el contatge de cèl·lules positives marcades per 

l’anticòs, o bé per citometria de flux la qual permet conèixer la població de cèl·lules 

marcades amb l’anticòs. Amb la finalitat d’obtenir uns resultats fiables, sempre es va 

avaluar la resposta al tractament (Nutlina-3a i YM155) amb cultius primaris que tenien 

una riquesa en cèl·lules epitelials del 85-90%. 

Un dels anticossos usats al principi va ser la Vimentina per tal d’identificar els 

fibroblasts dels cultius i poder conèixer la riquesa en cèl·lules epitelials. Realitzant 

immunofluorescència de doble marcatge per CAM 5.2 i Vimentina, es va observar que 

molts dels cultius analitzats, sobretot els del tipus histològic endometrioide, 

presentaven coexpressió amb CAM 5.2 i Vimentina; les cèl·lules epitelials 

coexpressaven ambdós marcadors. Aquests resultats es recolzen amb estudis 

d’immunohistoquímica de filaments intermedis en CaOV, els quals demostren que la 
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Vimentina es sobrexpressa amb les CKs un 71% en carcinomes endometrioides, un 

42% en carcinomes serosos i 7% en carcinomes de cèl·lula clara, expressant-se només 

les CKs i no la Vimentina en els carcinomes mucinosos (Dabbs & Geisinger 1988). 

Altres estudis demostren que l’expressió dels filaments intermedis en els tumors 

d’ovari correspon a l’expressió dels teixits parentals, així com l’epiteli celòmic 

coexpressa Vimentina i CK. La tipificació dels filaments intermedis podria usar-se pel 

diagnòstic diferencial de CaOV (Miettinen et al. 1983). Per tant, el marcador 

Vimentina no és útil per a la identificació de fibroblasts en cultius primaris de CaOV, ja 

que també pot marcar les cèl·lules epitelials presents en en cultiu, en percentatges 

diferents segons el subtipus histològic. L’anticòs de Vimentina per la detecció de 

fibroblasts es va deixar d’usar, i es va decidir realitzar la caracterització dels cultius 

primaris només amb el marcador de cèl·lules epitelials CAM 5.2; les cèl·lules del cultiu 

que no presentaven marcatge pel marcador, eren considerades fibroblasts.  

L’anticòs Calretinina, usat en un principi per detectar presència de cèl·lules 

mesotelials (sobretot en aquells cultius que provenien de LASCs) també es va deixar 

d’usar, donat que tots els LASCs després de la tripsinització selectiva no mostraven 

marcatge per cèl·lules mesotelials. La contaminació del cultiu per cèl·lules no epitelials 

es perdia amb l’ús de la tripsinització selectiva. Per tant, es va determinar que per la 

caracterització dels cultius primaris després de la tripsinització selectiva, era suficient 

l’ús del marcador específic de cèl·lules epitelials CAM 5.2.  

Un altre mètode que es va usar per la caracterització dels cultius primaris va ser 

l’expressió gènica diferencial entre el cultiu primari i el tumor original del qual 

procedia. Com s’ha esmentat anteriorment, hi ha estudis que demostren que el patró 

gènic d’expressió diferencial observada en les cèl·lules epitelials dels cultius primaris 

està present al tumor, conservant-se les característiques genotípiques, fenotípiques i 

de creixement (Ismail et al. 2000; Matei et al. 2002). Analitzant el patró gènic del 

cultiu i del tumor, es podia saber si el cultiu presentava cèl·lules epitelials derivades 

del tumor, o bé altres tipus cel·lulars. Si les diferències gèniques entre el tumor i el 

cultiu establert eren grans, es podia considerar la presència d’un altre tipus cel·lular 

(com ara els fibroblasts), mentre que si es mantenia el mateix patró, les cèl·lules eren 
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epitelials. Es va analitzar el DNA genòmic del tumor original i del seu cultiu primari 

establert mitjançant la tècnica del MLPA , la qual en una sola reacció de PCR permet 

analitzar el nombre de còpies de fins a 40 seqüències de DNA genòmic (Schouten et 

al. 2002). És una tècnica que permet la identificació de mutacions puntuals, 

amplificacions o delecions i la qual ha estat usada en molts estudis (Schouten et al. 

2002; Taylor et al. 2003; Michils et al. 2005; Aretz et al. 2007) i el nostre departament 

té a punt. Els resultats del MLPA van demostrar que les delecions del tumor original 

també hi eren presents al cultiu primari, mantenint-se el patró gènic. Això descartava 

la presència de fibroblasts al cultiu, ja que aquests presentarien un genotip diferent de 

les cèl·lules epitelials. Per tant, la caracterització gènica mitjançant MLPA és una bona 

tècnica per caracteritzar i conèixer la riquesa en cèl·lules epitelials dels cultius primaris 

establerts. 
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2 Efecte de la Nutlina-3a (Nut3a) en línies 

cel·lulars i cultius primaris de CaOV  

 
El segon objectiu de la tesi doctoral es va centrar en l’estudi de la resposta al 

tractament amb nous fàrmacs en combinació amb la teràpia actual basada en el 

CDDP. El CDDP és l’agent citotòxic utilitzat com a teràpia en CaOV però genera 

quimioresistència, l'obstacle més gran en tractar pacients amb malaltia recurrent. A 

més, el CDDP genera efectes secundaris com nefrotoxicitat, neurotoxicitat i 

mielotoxicitat (McWhinney et al. 2009). És necessari el desenvolupament de nous 

agents o teràpies dirigides a la millora de la quimiosensibilitat del CaOV, i al mateix 

temps, reduir les toxicitats que genera el tractament. L’apoptosi és, entre d’altres, un 

dels mecanismes que poden generar quimioresistència al CDDP, la restauració de dita 

via podria millorar la sensibilitat de les cèl·lules al tractament (Ahmad 2010; Galluzzi et 

al. 2012).  

La proteïna p53 també anomenada “guardià del genoma” és una proteïna 

encarregada de coordinar la resposta cel·lular enfront un ventall d’estímuls. Depenent 

del nivell i el tipus d’estímul, p53 pot actuar activant mecanismes d’apoptosi, 

senescència, aturada de cicle cel·lular, reparació de dany, metabolisme cel·lular o 

autofàgia (Vogelstein et al. 2000; Braithwaite et al. 2005). La proteïna p53 es manté a 

nivells molt baixos en cèl·lules normals (Wawrzynow et al. 2007). Estímuls cel·lulars 

com la hipòxia, el dany al DNA, l’activació d’oncògens, generen acumulació de p53 al 

nucli on pot exercir la seva activitat transcripcional (Meek 2004; Wawrzynow et al. 

2007). L’important paper de p53 suggereix que la pèrdua de la proteïna pot causar 

conseqüències dramàtiques per la cèl·lula. En humans, el 50% dels tumors presenten 

mutacions a p53, i en la majoria, aquestes mutacions estan associades a un mal 

pronòstic i resistència al tractament (Vousden & Lu 2002; Toledo & Wahl 2006). 

Pacients amb CaOV que obtenen p53 salvatge, tenen major probabilitat de beneficiar-

se de la teràpia amb CDDP en comparació amb les que tenen mutacions al gen TP53 

(Kigawa et al. 2001; Gadducci et al. 2002; Feldman et al. 2008). Mutacions i pèrdua de 
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funció de TP53 s’observa en un 60-80% dels CaOV esporàdics i està altament 

correlacionat amb tumors d’alt grau de malignitat (Ferte et al. 2010).  

La pèrdua de p53 no és l’única manera d’inactivar p53 en els tumors, p53 també 

pot ser inactivada per la sobrexpressió de la proteïna Mdm2 (Vassilev 2007). Mdm2 és 

activat transcripcionalment per p53, i a la vegada, inhibeix p53. Mdm2 és una proteïna 

amb activitat E3 ubiqüitin lligasa encarregada de la regulació de p53, reprimint la seva 

activitat transcripcional, exportant-la del nucli i estimulant la seva degradació 

mitjançant l’activitat proteosomal (Tovar et al. 2006; Shu et al. 2007). La inhibició de 

la interacció Mdm2-p53 amb molècules sintètiques és una bona estratègia per activar 

la via de p53, aturant les cèl·lules cancerígenes en el cicle cel·lular i induint apoptosi 

(Chene 2003; Vassilev 2004; Vassilev 2005). 

Les Nutlines inhibeixen la unió de p53 al seu regulador negatiu Mdm2, 

estabilitzant p53 i activant la via de senyalització downstream de p53, tant in vivo com 

in vitro (Vassilev 2004). Estudis preclínics amb diferents tipus de càncer demostren 

que el tractament in vitro amb Nut3a de cèl·lules tumorals amb p53 salvatge, pot 

induir diversos fenòmens depenent del tipus cel·lular, entre els quals s’inclouen: 

aturada del cicle cel·lular, disminució de la proliferació cel·lular, inducció d’apoptosi i 

en alguns casos, senescència (Cao et al. 2006; Coll-Mulet et al. 2006; Logan et al. 

2007; Gu et al. 2008; McCormack et al. 2011;  Pishas et al. 2011; Roh et al. 2011; 

Villalonga-Planells et al. 2011; Manfe et al. 2012).  

Estudis preclínics han demostrat que la Nut3a estabilitza a p53 i sensibilitza a les 

cèl·lules al CDDP induint apoptosi, demostrant un efecte additiu o sinèrgic de la Nut3a 

amb el CDDP, potenciant l’efecte d’aquest en diferents tipus de càncer: 

neuroblastoma (Barbieri et al. 2006), de cèl·lules germinals testiculars (Bauer et al. 

2010), gàstric (Endo et al. 2011) i testicle (Koster et al. 2011). 

En aquesta tesi doctoral es va investigar la capacitat antitumoral de Nut3a sola i 

en combinació amb el CDDP a línies cel·lulars i cultius primaris de CaOV. Els resultats 

del present estudi han demostrat que la Nut3a activa la via de p53 induint apoptosi i 
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aturada de cicle cel·lular en fase G2/M i potenciant l’efecte del CDDP, tant a les línies 

cel·lulars com als cultius primaris. 

La línia sensible al CDDP A2780p tractada amb CDDP, va presentar una 

disminució de la viabilitat i un augment de la fase G2/M a les 48 hores de tractament, 

mentre que cap canvi va succeir a la línia resistent al CDDP A2780cis. Quan el CDDP es 

va combinar amb la Nut3a, la viabilitat d’ambdues línies cel·lulars va decréixer 

considerablement a les 72 hores i les cèl·lules es van aturar a fase G2/M del cicle 

cel·lular. 

 El tractament simple amb Nut3a va estabilitzar i activar p53 de forma diferent a 

ambdues línies cel·lulars. La línia A2780cis sembla ser més sensible a la Nut3a que la 

línia A2780p, reflectit pels nivells més alts d’apoptosi trobats a la línia A2780cis que en 

la línia A2780p, tractades amb Nut3a. Això també es va observar amb el perfil gènic i 

proteic: el mRNA de Survivina va disminuir més a la línia A2780cis, i els els nivells 

proteics de Survivina van desaparèixer, mentre que a la línia A2780p, el mRNA no va 

disminuir tant i els nivells proteics es van mantenir com el control. La línia A2780cis 

deriva de la línia A2780p, i s’obté després de l’exposició amb dosis creixents de CDDP, 

seleccionant els clons resistents a aquest. El diferent comportament d’ambdues línies 

cel·lulars enfront a la Nut3a, podria ser explicada pel fet que A2780cis deriva de clons 

seleccionats que han divergit de la línia original. 

Ambdues línies tractades amb CDDP i Nut3a van mostrar un increment dels 

gens pro-apoptòtics NOXA, PUMA, BAX i APAF-1 i disminució dels gens anti-apoptòtics 

BCL-2 i SURVIVINA. Els nivells proteics de Bcl-2 es troben elevats a l'orina de pacients 

amb CaOV i pot servir com a mètode de diagnòstic i/o pronòstic d'importància clínica 

(Anderson et al. 2009). Estudis demostren que la sobrexpressió de Bcl-2 en línies de 

CaOV genera protecció enfront l’apoptosi (Powell et al. 2003). Un increment de 

l’expressió de mRNA i proteïna de Bcl-2 s’associen a la resistència al CDDP en línies 

cel·lulas endometrials resistents al CDDP; Bcl-2 juga un paper important inhibint 

l’apoptosi generada pel CDDP a línies cel·lulars de càncer d’endometri (Rouette et al. 

2011). Els nostres resultats van demostrar que el CDDP no disminueix els nivells 

proteics de Bcl-2 a la línia resistent al CDDP A2780cis, mentre que el tractament amb 
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Nut3a i CDDP conjunt, sí. Estudis demostren que el CDDP no disminueix els nivells de 

Bcl-2 a línies cèl·lulars de CaOV resistents al CDDP, però sí quan es combina amb 

metformin (Yasmeen et al. 2011). En el present estudi, el tractament amb CDDP va 

disminuir els nivells de mRNA i proteïna Bcl-2 a la línia A2780p i als cultius primaris, 

confirmant la sensibiltat de les cèl·lules al CDDP. El CDDP genera radicals lliures a la 

cèl·lula (com els radicals hidroxil), que tenen la capacitat de disminuir els nivells 

proteics de Bcl-2 mitjançant la poliubiqüitinització i la degradació proteosomal 

(Luanpitpong et al. 2011). També s’ha descrit que el CDDP disminueix els nivells de 

Bcl-2 incrementant la seva proteòlisi mitjançant l’activació de la caspasa 3/7 (Del Bello 

et al. 2001). La disminució proteica de Bcl-2 induïda pel CDDP es demostra en diversos 

estudis, com el realitzat per Tingyan Liu i col·laboradors (Liu et al. 2010).  

A més de la disminució dels nivells proteics de Bcl-2, el tractament combinat 

també va disminuir els nivells de Survivina tant a les línies cel·lulars de CaOV com als 

cultius primaris amb TP53 salvatge. Survivina, membre de la família de proteïnes 

inhibidores de l’apoptosi (IAP), està implicada en la carcinogènesi i progressió de 

càncer, i la seva expressió a cèl·lules tumorals està relacionada amb la hiperactivitat 

de vies oncogèniques (STAT3, NFkB, Myc, etc.) que  activen vigurosament la seva 

transcripció (Guha & Altieri 2009). La sobrexpressió de Survivina a teixits tumorals, 

incluint el CaOV, ha estat associat a progressió tumoral i mal pronòstic de la malaltia, 

reduïda supervivència dels pacients i quimioresistència (Liguang et al. 2007). Wang Z. i 

col·laboradors van demostrar que l’expressió de Survivina incrementa després de 

l’exposició al CDDP a les cèl·lules resistents al CDDP A2780cis (Wang et al. 2005). Per 

tant, la Survivina podria ser considerada com un indicador biològic de 

quimioresistència en CaOV.  

En aquest treball es mostra la disminució dels nivells de Survivina a la línia 

resistent al CDDP A2780cis de forma correlativa amb un increment de la inducció 

d’apoptosi amb Nut3a i el doble tractament. Tal disminució no es va observar a la línia 

sensible A2780p que, en comparació amb la línia resistent A2780cis, la Survivina no va 

disminuir amb la Nut3a sola, però sí amb el doble tractament. La disminució dels 

nivells de Survivina podrien ser responsables de l’activació de l’apoptosi com es 
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demostra en estudis previs amb d’altres cèl·lules tumorals (Altieri 2003; Uchida et al. 

2004). L’expressió del gen de la SURVIVINA és transcripcionalment reprimit per p53 

salvatge (Hoffman et al. 2002; Mirza et al. 2002) i disminució dels nivells de Survivina 

indueixen bloqueig per entrar a la fase S i aturada en la fase G2/M del cicle cel·lular 

(Sullivan et al. 2004). Ambdues línies cel·lulars van respondre al tractament simple 

amb la Nut3a, però només la línia A2780cis va disminuir els nivells de Survivina. Això 

deu ser perquè la línia A2780cis és més sensible a la Nut3a que la seva homòloga línia 

sensible al CDDP A2780p. Quan p53 es va inhibir mitjançant siRNA, es va observar més 

inducció de Survivina a la línia A2780cis que a la línia A2780p. Donat que p53 inhibeix 

l’expressió de Survivina, la inducció més elevada de Survivina a la línia A2780cis 

concorda amb la major resposta a la activació/inhibició de p53. 

Es va demostrar que la inhibició de p53 mitjançant siRNA d’ambdues línies 

cel·lulars tractades amb CDDP, Nut3a o doble tractament, va disminuir els nivells 

proteics de p21 i Mdm2 a nivells basals. La inhibició de p53 a la línia A2780cis va induir 

l’expressió de Survivina a tots els tractaments, mentre que la línia A2780p mostrava 

menys inducció de Survivina. En conclusió, la línia A2780cis va ser més sensible a 

l’activació de p53 per Nut3a (disminució de Survivina) que la línia A2780p. A més, 

l’efecte revers (augment de Survivina) es va obtenir amb la inhibició de p53. La 

inhibició de p53 també va disminuir l’apoptosi a ambdues línies tractades amb Nut3a, 

això va demostrar que la Nut3a i el doble tractament indueixen aturada de cicle 

cel·lular i apoptosi dependent de p53. 

Per confirmar el paper anti-apoptòtic de la Survivina, aquesta es va 

sobrexpressar a les línies cel·lulars, i a continuació es van tractar amb tractaments 

simples i doble per tal de revertir l’apoptosi. Els resultats van demostrar que després 

del tractament simple amb Nut3a i doble tractament, les cèl·lules que 

sobrexpressaven Survivina tenien menys inducció d’apoptosi que les cèl·lules amb 

expressió basal de Survivina, però sense ser estadísticament significatiu, el que està 

amb acordança amb estudis publicats prèviament (Jacob et al. 2012; Villalonga-

Planells et al. 2011 ). Per tant, la sobrexpressió ectòpica de Survivina seria incapaç per 

sí sola de revertir completament l’apoptosi a les línies cel·lulars de CaOV.  
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La inhibició de Survivina mitjançant siRNA a la línia resistent A2780cis tractada 

amb CDDP va generar un augment d’apoptosi, tal i com s’observava amb el 

tractament amb Nut3a (disminució de Survivina amb conseqüent augment de 

l’apoptosi). Per tant, la Nut3a o siRNA podrien estar quimiosensibilitzant a les cèl·lules 

al CDDP mitjançant la disminució de Survivina. Tanmateix el mecanisme pel qual 

Nut3a indueix disminució de Survivina és desconegut. Per tant, les teràpies anti-

Survivina podrien ser bones opcions per vèncer la quimioresistència al CaOV. Diversos 

estudis demostren que la disminució de Survivina indueix apoptosi in vitro (Uchida et 

al. 2004; Huang et al. 2011) i in vivo (Kanwar et al. 2001) a altres línies cel·lulars, i 

recentment s'ha descrit que la inhibició de Survivina mitjançant siRNA incorporat a 

nanoliposomes, redueix el creixement tumoral en models ortotòpics de CaOV 

quimiorresistent als taxans (Vivas-Mejia et al. 2011). Altres estudis demostren que la 

inhibició de Survivina quimiosensibilitza al CDDP: shRNA de Survivina a línies cel·lulars 

i xenoinjerts de CaOV resistents al CDDP, sensibilitza a les cèl·lules a aquest, amb un 

augment de l’apoptosi i disminució de la mida tumoral (Xing et al. 2012). Línies 

cel·lulars de tiroides resistents al CDDP i doxorrubicina presentaven alts nivells de IAP-

1 i Survivina, i el seu silenciament mitjançant siRNA va restaurar la sensibilitat al CDDP 

(Tirro et al. 2006). L’ús de siRNA específic de Survivina va augmentar l’apoptosi, 

disminuir la proliferació i va restaurar la sensibilitat al CDDP a cèl·lules de pulmó in 

vitro i in vivo (Liu JL et al. 2010). El shRNA de Survivina va induir apoptosi dependent 

de caspasa-3 millorant la sensibilitat al CDDP en el carcinoma de cèl·lules escamoses 

de llengua (Xu JH et al. 2010).  

Hi ha diverses estratègies per inhibir la Survivina, com l'ús de molècules 

antagonistes que inhibeixen la seva expressió (siRNAs, oligonucleòtids antisentit, 

ribozims), petites molècules inhibitòries o peptidomimètics que inhibeixen la seva 

funció, teràpia gènica amb mutants dominants negatius capaços d'inhibir la 

dimerització de la Survivina o la seva estabilització mitjançant la fosforilació del residu 

Thr34; petites molècules antagonistes capaces d’inhibir la fosforilació del residu Thr34 

(inhibidors de CDK),  petites molècules que inhibeixen la interacció Survivina-Hsp90 

(inhibidors Hsp90), petites molècules que inhibeixen l’expressió del seu promotor 

(YM155) o immunoteràpia (Pennati et al. 2008; Church & Talbot 2012). 
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Els resultats obtinguts amb les línies cel·lulars es van corroborar amb els cultius 

primaris de CaOV amb p53 salvatge. Es va confirmar que les cèl·lules de cultius 

primaris de CaOV p53 salvatge responen al tractament amb Nut3a incrementant 

l’apoptosi amb el doble tractament. A les línies cel·lulars, el doble tractament 

generava inducció d’apoptosi sense induir senescència, en contrast, en els cultius 

primaris, el tractament simple amb Nut3a i doble tractament generava senescència, la 

qual va ser irreversible. La inducció de senescència per Nut3a ja va ser descrita pel 

nostre grup amb el model de glioblastoma multiforme (Villalonga-Planells et al. 2011). 

El doble tractament a les línies cel·lulars va generar una entrada a fase G2/M, i en els 

cultius primaris la persistent inducció de p21 observada, suggestionava que l’aturada 

del cicle cel·lular excedia a la durada del tractament, i que les cèl·lules persistien 

senescents sense tronar a proliferar. Les cèl·lules que aturaven el cicle cel·lular podien 

entrar en senescència (com els cultius primaris) o anar cap a apoptosi (primaris i 

sobretot les línies cel·lulars), disminuint així el creixement de les cèl·lules tumorals. Es 

coneix que depenent del tipus cel·lular o altres factors, p53 pot produir aturada del 

cicle cel·lular reversible (quiescència) o irreversible (senescència). Està descrit que la 

Nut3a genera morfologia senescent i pèrdua del potencial proliferatiu a diverses línies 

cel·lulars (Efeyan et al. 2007; Lehmann et al. 2007; Kumamoto et al. 2008), tanmateix, 

a altres línies cel·lulars genera quiescència, reestablint l’activitat proliferativa quan es 

retira el medi que conté Nut3a (Huang et al. 2009; Korotchkina et al. 2009; Cheok et 

al. 2010,). Korotchina i col·laboradors han descrit la possible interrelació de la via de 

p53 i mTOR, la qual participa en la regulació de la senescència cel·lular (Demidenko & 

Blagosklonny 2009; Demidenko et al. 2010). L’aturada del cicle mitjançant p53 pot ser 

reversible (quiescent) sempre que l’activació de p53 comporti una inhibició de la via 

de mTOR. El contrari, quan l’activació de p53 no pugui inhibir mTOR, llavors es 

provocarà una aturada irreversible del cicle cel·lular, i com a conseqüència 

senescència (Korotchkina et al. 2009; Korotchkina et al. 2010, Long & Ryan 2010; 

Poyurovsky & Prives 2010; Serrano 2010). D’acord amb els mecanismes esmentats, els 

resultats obtinguts amb el tractament simple amb Nut3a i doble tractament en els 

cultius primaris de CaOV, suggereix que la inducció de senescència a cèl·lules de CaOV 

està relacionada amb l’activació de p53, i al mateix temps, amb el manteniment de la 
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via de mTOR activa. Quan a les cèl·lules se’ls retira el medi amb Nut3a, es segueix 

observant una morfologia senescent i no tornen a proliferar, fet que evidencia que les 

cèl·lules es mantenen senescents i no quiescents. A priori, Nut3a podria ser incapaç 

d’inhibir la via de mTOR a les cèl·lules humanes de CaOV. 

Recentment s’ha descrit que els CaOV serosos d’alt grau tenen un 96% de 

mutacions a TP53 (The Cancer Genome Atlas Research Network 2011; Durinck et al. 

2011). Aquest tipus histològic representa el 70 % dels CaOV (Cho & Shih Ie 2009), per 

tant, el 30% dels altres tipus histològics i el 4% dels serosos d’alt grau podrien ser 

tractats amb el doble tractament Nut3a i CDDP. Dels cultius primaris tractats en 

aquest treball, quatre d’ells van ser CaOV serosos d’alt grau, dos endometrioides i dos 

mucinosos, tots ells amb TP53 salvatge. Ambdós tipus tenen baixes freqüències de 

mutacions a TP53 (Cuatrecasas et al. 1997; Kuo et al. 2009; Wiegand et al. 2010). El 

tipus endometrioide representa el 11% de casos de CaOV, mentre que els mucinosos 

representen el 3% (McLuggage WG 2011). Per tant, una tercera part de les pacients 

amb CaOV amb TP53 salvatge podrien beneficiar-se del tractament combinat amb 

CDDP i Nut3a. 

Han hagut avenços recents en el desenvolupament de petites molècules de 

Mdm2 com terapèutiques potencials pel càncer, amb ènfasi a la Nut3a (Secchiero et 

al. 2011; Shen & Maki 2011). La Nut3a sembla ser un bon candidat d’agent 

quimioterapèutic, tanmateix presenta solubilitat limitada, baixa accessibilitat als 

teixits tumorals, toxicitat sistèmica i manca d’orientació específica (Das & Sahoo 

2011). Una de les seves limitacions en clínica és que Nut3a actua com un substrat per 

les proteïnes de resistència a múltiples fàrmacs MRP-1 i PGP (Michaelis et al. 2009). 

    Estudis amb cèl·lules humanes de leucèmia amb TP53 salvatge han mostrat 

una consistent citoxicitat de la Nut3a, el que fa que no pugui ser usada en assajos 

clínics (Lane et al. 2011). Tanmateix, hi ha estudis clínics que s’estan realitzant amb 

anàlegs de la Nut3a. Un dels inhibidors de Mdm2 emergents és RO5045337 (RG7112), 

es tracta d’una formulació oral d’una molècula derivada de la Nut3a que es troba 

actualment en fase I d’estudis clínics pels pacients amb tumors sòlids avançats 

(NCT00559533), leucèmia aguda refractària i leucèmia linfocítica crònica 
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(NCT00623870). L’objectiu d’ambdós estudis és determinar la dosi màxima tolerada i 

la dosi òptima de RO5045337, administrat com monoteràpia. Les dades preliminars 

han demostrat que els perfils de seguretat acceptables amb la resposta són els 

pacients amb liposarcoma, leucèmia mielògena aguda i la leucèmia linfocítica crònica 

(Yuan et al. 2011). Un altre inhibidor de Mdm2 que s’ha provat en estudis clínics en 

fase I és un nou derivat de la triptamina JNJ-26854165 (NCT00676910), el qual s’ha 

administrat a pacients amb tumors sòlids en estat avançat i/o refractaris per avaluar la 

seguretat, la dosi òptima i la dosi màxima tolerada, administrat com monoteràpia 

(Tabernero et al. 2011; Yuan et al. 2011). 

Aquest estudi ha permès demostrar que la combinació de Nut3a amb CDDP 

indueix apoptosi a línies de CaOV sensibles i sobretot a resistents al CDDP amb TP53 

salvatge. Les pacients amb CaOV avançat i TP53 salvatge, present en una tercera part 

dels casos, podrien ser beneficiàries d’aquesta combinació, evitant així la 

quimioresistència de la teràpia convencional del CDDP.  
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3 Determinar l’efecte de l’inhibidor de Survivina 

YM155 en línies cel·lulars,  cultius primaris i 

xenoinjerts de CaOV  

El tercer objectiu de la tesi doctoral va ser l’anàlisi de la resposta al tractament 

amb un inhibidor de la Survivina, com ara és l’YM155, amb combinació amb el CDDP. 

Com ja s’ha comentat, la Survivina podria ser una de les proteïnes causants de la 

resistència al CDDP, limitant la via d’apoptosi. 

La Survivina és el membre més petit de la família de proteïnes inhibidores de 

l’apoptosi (IAP). Posseeix un ampli ventall funcional, participant en processos com la 

regulació del cicle cel·lular, la inhibició de l’apoptosi, l’activació de l’angiogènesi 

associada a tumors, així com també actuant com a factor de resistència a teràpies 

antitumorals i adaptació a nous ambients, entre d’altres (Altieri 2008; Yamamoto et 

al. 2008). La Survivina s’expressa a nivells elevats durant el desenvolupament del teixit 

embrionari i fetal, mentre que en teixits adults la seva expressió és pràcticament 

inapreciable excepte en placenta, tim, cèl·lules mare CD34+ i cèl·lules epitelials basals 

colòniques (Ambrosini et al. 1997; Gianani et al. 2001; Zhang et al. 2001; Liu et al. 

2010). Diversos estudis han demostrat que hi ha sobrexpressió de Survivina en un 

gran nombre de càncers humans, entre els quals s’inclouen neuroblastoma (Adida et 

al. 1998), glioma (Chakravarti et al. 2002), càncer gàstric (Lu et al. 1998), pulmó 

(Monzo et al. 1999), mama (Tanaka et al. 2000), colorectal (Kawasaki et al. 1998), 

CaOV (Cohen et al. 2003), pancreàtic (Sarela et al. 2002), esofàgic (Grabowski et al. 

2003) i melanoma (Nasr & El-Zammar 2008). 

L’atractiu de la Survivina com a marcador i diana de noves teràpies resideix al 

fet de tractar-se d’una proteïna nodal involucrada en múltiples vies de senyalització 

que faciliten el manteniment tumoral (Church & Talbot 2012). A més, alts nivells de 

Survivina es correlacionen amb mal pronòstic, disminució de l’apoptosi, augment 

d’angiogènesi i quimioresistència (Altieri 2003; Zhen et al. 2005). S’ha demostrat que 

certs agents antitumorals poden reduir l’expressió de la Survivina, el què suggereix 
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que la Survivina podria ser una diana molecular contra tumors malignes humans  

(Yamamoto et al. 2008).  

En CaOV la sobrexpressió de Survivina s’observa en un 74% de casos i es 

correlaciona amb mal pronòstic (Cohen et al. 2003). En els carcinomes d’ovari els 

nivells d’expressió de mRNA de Survivina es correlaciona amb estadis clínics avançats, 

i  la seva sobrexpressió és important en la progressió dels tumors de CaOV, sent un 

factor de mal pronòstic (Liguang et al. 2007). 

Existeix una associació entre els nivells de Survivina i la resistència a l’apoptosi 

mediada pel CDDP en línies de càncer de pròstata (Nomura et al. 2005), càncer de 

tiroides (Tirro et al. 2006), pulmó (Zaffaroni et al. 2007) i CaOV (Xing et al. 2012), on 

s’ha observat que inhibint la Survivina mitjançant DNA d’interferència i/o siRNA, es 

restaura la sensibilitat al CDDP. Estudis in vitro i in vivo dirigits contra la Survivina 

utilitzant oligonucleòtids anti-sentit, mutants dominants negatius o ribozims, han 

demostrat induir l’apoptosi, reduir la mida dels tumors i sensibilitzar les cèl·lules dels 

fàrmacs quimioterapèutics com ara el taxol, el CDDP i etopòsid, la radiació gamma, i la 

immunoteràpia (Pennati et al. 2002; Zaffaroni & Daidone 2002; Liu et al. 2010; Xu et 

al. 2010). Estudis preliminars de silenciació de Survivina mitjançant siRNA, apunten 

que en el nostre model de CaOV, la inhibició de Survivina també augmenta l’apoptosi 

generada pel CDDP a la línia resistent al CDDP.  

Estudis previs han demostrat que el CDDP activa la via de PI3K/AKT/Survivina, la 

qual protegeix a les cèl·lules de l’apoptosi induïda pel CDDP. Inhibint l’esmentada via 

amb inhibidors/dominants negatius d’Akt o siRNA de Survivina, es sensibilitza a les 

cèl·lules de càncer de pulmó de cèl·lules petites al CDDP (Belyanskaya et al. 2005). Per 

tant, l’efecte apoptòtic del CDDP augmenta quan s’inhibeix la sobrexpressió de 

Survivina.  

L’YM155, també conegut com Sepantronium bromide, és un compost basat en 

l’imidazolium que va ser identificat mitjançant un cribatge d’alt rendiment a partir de 

llibreries d’inhibidors de l’activitat promotora del gen de la Survivina (Nakahara et al. 

2007). En experiments pre-clínics, l’YM155 inhibeix l’expressió del mRNA de Survivina i 



                                                                                                                                      DISCUSSIÓ 
 

 

 269 

disminueix l’expressió de la proteïna a dosi/temps dependent resultant amb 

l’activació de caspases i la inducció d’apoptosi en una àmplia gamma de cèl·lules 

tumorals humanes (Nakahara et al. 2011a). A més, el seu efecte citotòxic és 

independent de l’estat de p53 (Nakahara et al. 2007; Nakahara et al. 2011a). En 

models de xenoinjerts de càncer de mama, neoplàsia de bufeta, càncer de pulmó de 

cèl·lula gran, malanoma, càncer de pròstata i limfoma no-Hodgkin, la infusió contínua 

d’YM155 durant 3 ó 7 dies (1-10 mg/kg) va demostrar una activitat antitumoral 

significativa sense mostrar pèrdua del pes corporal dels ratolins. La disminució de la 

mida del tumor induït per l’YM155 es va associar a una reducció dels nivells 

intratumorals de l’expressió de Survivina, un augment de l’apoptosi i una disminució 

dels índexs de mitosi (Nakahara et al. 2011a). En l’àmbit clínic, l’YM155 ha demostrat 

ser ben tolerat en pacients amb càncer avançat sense presentar toxicitat severa ni 

efectes hematològics, mostrant una activitat antitumoral en estudis de fase I (Tolcher 

et al. 2008; Satoh et al. 2009). Assajos clínics multicèntrics de fase II han demostrat 

seguretat i tolerabilitat de l’YM155 en pacients amb melanoma avançat, càncer de 

pulmó avançat de cèl·lules grans, càncer de pròstata resistent a la teràpia amb taxans i 

linfoma refractari difós de cèl·lules B (Giaccone et al. 2009; Lewis et al. 2011; Cheson 

et al. 2012; Tolcher et al. 2012).  

Estudis recents suggereixen que l’YM155 podria actuar com inductor de dany al 

DNA més que inhibint la Survivina. Quan es compara l’efecte de l’YM155 amb un 

compost similar, el NSC80467, es demostra que ambdós agents causen la mort a les 

cèl·lules no per la supressió directa de Survivina, sinó per la inducció de dany al DNA 

(Glaros et al. 2012). En el nostre model també es demostra que l’YM155 ocasiona 

dany al DNA a les línies cel·lulars de CaOV, mantenint-se al llarg del temps a la línia 

sensible A2780p, però disminuint a la línia resistent al CDDP A2780cis, per la capacitat 

d’aquestes cèl·lules en reparar el dany ocasionat pel CDDP.  

 
En aquesta tesi doctoral  s’ha investigat la capacitat antitumoral de l’YM155 sol i 

en combinació amb el CDDP in vitro, ex vivo i in vivo. S’ha observat que el pre-

tractament amb l’YM155 ocasiona una activació de caspases, augment de dany al DNA 
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i inducció de l’apoptosi, amb un efecte sinèrgic quan es combina amb el CDDP, 

disminuint la viabilitat cel·lular i disminuint la mida dels tumors xenoinjerts de CaOV.  

Els resultats obtinguts mostren que el tractament amb YM155 en línies cel·lulars 

de CaOV inhibeix l’expressió de Survivina de forma dosi/temps dependent, 

augmentant l’apoptosi.  

A les dosis utilitzades en aquest treball i en aquestes línies cel·lulars, l’YM155 no 

va modificar l’expressió de Mcl-1, ni a nivell de mRNA ni de proteïna. L’expressió de 

XIAP tampoc es va veure inhibida amb el tractament amb YM155; fet que demostrava 

l’especificitat de l’inhibidor YM155 per la Survivina. S’ha demostrat que la inhibició de 

Survivina per l’YM155 té efectes mínims en els nivells d’expressió d’altres membres de 

les IAPs o proteïnes relacionades amb Bcl-2 (Nakahara 2007; Iwasa T 2008; Iwasa T 

2010; Yamanaka 2011). Tanmateix, hi ha estudis que demostren que l’YM155 regula 

negativament a Mcl-1 a línies cel·lulars de càncer de pròstata, mesotelioma, càncer de 

pulmó, càncer intestinal epitelial, glioma, glioblastoma epitelial i carcinoma escamós 

de llengua (Tang et al. 2011).  

El tractament amb YM155 a les línies cel·lulars de CaOV va provocar un 

augment de la fase G2/M del cicle cel·lular de forma dosi-dependent a les 24 hores, 

mentre que a les 48 hores, i a dosis altes de YM155, la fase G2/M disminuïa amb un 

conseqüent augment dosi-dependent del pic subdiploid que es corresponia amb un 

augment de l’apoptosi, indicant que l’YM155 aturava les cèl·lules en fase G2/M i 

posteriorment les conduïa cap a apoptosi. Estudis amb línies cel·lulars de melanoma 

demostren que l’exposició a dosis creixents d’YM155 a les 48 hores, incrementa la 

distribució del pic subdiploid de forma dosi-dependent (Yamanaka et al. 2011). 

La línia sensible al CDDP A2780p tractada amb CDDP durant 48 hores, va 

presentar disminució del contatge cel·lular, augment de l’apoptosi i increment de la 

fase G2/M del cicle cel·lular i del pic subdiploid, que no va presentar la línia resistent 

al CDDP A2780cis. Amb la pre-incubació d’YM155 durant 48 hores i l’addició de CDDP 

48 hores més (doble tractament), es va observar que en ambdues línies cel·lulars, i en 

especial la línia A2780cis, el nombre de cèl·lules disminuïa, augmentava l’apoptosi, i 
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disminuïa la fase G2/M del cicle cel·lular augmentant el pic subdiploid, molt més que 

amb el tractament amb CDDP. Així doncs, el tractament amb YM155 estava 

potenciant l’efecte del CDDP augmentant l’apoptosi. 

Amb el doble tractament, va haver un increment dels gens relacionats amb 

l’apoptosi en comparació al tractament amb CDDP, sobretot a la línia resistent a 

aquest. Els canvis més destacables van ser la inducció del mRNA de gens diana de p53 

com NOXA, PUMA, APAF-1 i CDKN1A (p21). Aquests gens són diana de p53, el que 

comporta al doble tractament a la inducció de p53, la qual activaria la via intrínseca de 

l’apoptosi induint l’augment dels seus gens diana. A nivell proteic es va observar un 

augment de p53 amb el tractament amb l’YM155 que va augmentar amb el doble 

tractament, així com també un increment de la proteïna p21 a ambdues línies 

cel·lulars. S’ha descrit que la Survivina regula indirectament l’expressió proteica de 

p53 modificant la seva degradació mitjançant l’eix caspasa-3/Mdm2. Una disminució 

de Survivina augmenta l’activitat de les caspases que degraden a Mdm2, i 

conseqüentment augmenta l’activitat de p53. Per tant, una disminució de Survivina 

permetria l’alliberació i la inducció proteica de p53 (Wang et al. 2004). D’altra banda, 

l’augment de p53 i les seves dianes també podria ser conseqüència del dany al DNA 

generat per l’YM155, dany que va augmentar amb el doble tractament a ambdues 

línies cel·lulars.  

L’augment dels gens pro-apoptòtics amb el doble tractament s’acompanyava 

d’una disminució considerable del gen anti-apoptòtic SURVIVINA, sobretot a la línia 

resistent al CDDP A2780cis, fet que indicava que el pre-tractament amb l’YM155 

estava sensibilitzant a les cèl·lules al CDDP. A nivell proteic també es va observar gran 

disminució de la proteïna Survivina amb el doble tractament respecte el tractament 

amb CDDP a la línia A2780cis, amb un augment de la forma truncada de la caspasa 3, 

indicant que el doble tractament estava augmentant l’apoptosi respecte el tractament 

amb CDDP. Estudis previs demostren que la combinació d’YM155 amb compostos del 

platí, indueix apoptosi i activació de la caspasa 3 a cèl·lules de càncer de pulmó, de 

major manera que els tractaments simples (Iwasa et al. 2010). El mateix es demostra 

en un estudi de càncer de coll i cap, on la combinació de l’YM155 amb CDDP 
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augmenta l’apoptosi a línies cel·lulars resistents al CDDP revertint la resistència, 

suggerint que l’YM155 actua de forma sinèrgica promovent l’apoptosi dels compostos 

del platí (Church & Talbot 2012). 

L’augment del gen CDKN1A (a les 24 hores) i de la seva respectiva proteïna 

(p21) (a les 48 hores) del doble tractament respecte el tractament amb CDDP, es va 

correlacionar amb l’augment de la fase G2/M del cicle cel·lular a les 24 hores a 

ambdues línies cel·lulars. Així doncs, el pre-tractament amb YM155 aturava les 

cèl·lules en fase G2/M a les 24 hores i a les 48 hores les dirigia cap a apoptosi.  

En el nostre model de CaOV es va demostrar que l’YM155 i el CDDP induïen 

apoptosi dependent de caspases. Tots dos components activen l’apoptosi de forma 

caspasa dependent. Estudis previs han demostrat que l’YM155 activa l’apoptosi 

mitjançant l’activació de les caspases (Bast et al. 2009; Iwasa et al. 2008; Iwasa et al. 

2010; Yamanaka et al. 2011), i amb la línia cel·lular A2780p, els nostres resultats 

demostren que la inducció d’apoptosi generada pel CDDP va ser dependent de 

caspases, ja que amb la inhibició d’aquestes mitjançant QVD es va revertir l’apoptosi. 

D’altra banda, hi ha estudis que demostren que la inhibició de Survivina pot 

augmentar l’apoptosi independent de caspases, mitjançant l’activació del Factor 

Inductor d’Apoptosi (AIF). Enfront un estímul apoptòtic, AIF surt del mitocondri al 

citoplasma i es transloca al nucli, on promourà la fragmentacio del DNA, condensació 

de la cromatina i activació de l’apoptosi independent de caspases (Susin et al. 1999; 

Joza et al. 2001). Altres estudis demostren que la funció primària antiapoptòtica de la 

Survivina és la d’inhibir l’alliberació d’AIF del mitocondri, protegint així l’entrada de la 

cèl·lula en apoptosi (Liu et al. 2004). Tanmateix, en el nostre model es va demostrar 

que la inducció d’apoptosi era caspasa dependent. 

Les respostes a l’estrés o dany al DNA són importants pel manteniment de 

l’estabilitat genòmica i la integritat cel·lular (Hirao et al. 2000). Depenent de l’extensió 

del dany, les cèl·lules poden reparar-lo o bé quan és massa greu, iniciar la mort 

cel·lular programada (Zhao et al. 2001). Els agents que inhibeixen la reparació del 

dany al DNA incrementen la sensibilitat de les cèl·lules als fàrmacs quimioterapèutics 

o a les radiacions ionitzants (Banath et al. 2004; Taneja et al. 2004). L’efecte 
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quimioterapèutic del CDDP resulta de la interacció amb el DNA, formant enllaços 

creuats DNA-proteïna, monoadductes de DNA, així com reticulacions inter/intra-

catenàries (Chu 1994; Siddik 2003). Aquests adductes en el DNA indueixen la distorsió 

de la doble hèlix, obstruint la forquilla de replicació a cèl·lules en divisió, generant 

trencaments de cadena doble del DNA (DSB) (Clingen et al. 2008). Una proteïna clau 

en la reparació dels DSB és H2AX, la qual en presència de DSB és ràpidament 

fosforilada, formant γH2AX als llocs on hi ha els DSB. Tenint en compte que γH2AX 

apareix ràpidament en els DSBs (Rogakou et al. 1998; Zhou & Elledge 2000; Khanna et 

al. 2001; Shiloh & Kastan 2001), la seva presència serveix com un marcador sensible i 

específic del dany al DNA no reparat. El temps de persistència de γH2AX després del 

tractament amb CDDP pot ser capaç de predir la quimiosensibilitat cel·lular o la 

resistència al CDDP. Estudis previs amb les línies de CaOV A2780p i A2780cis tractades 

amb CDDP, demostren que el nombre de cèl·lules amb focis positius per γH2AX és 

menor a les cèl·lules A2780cis en comparació a les cèl·lules sensibles al CDDP A2780p, 

el què significa que les cèl·lules resistents presenten menys dany, o dit d’una altra 

manera, reparen més aviat. L’augment del nombre de focis a la línia A2780cis és 

màxim a les 16 hores post-tractament amb CDDP, arribant a nivells basals a les 48 

hores (Clingen et al. 2008). El nostre estudi va confirmar aquests resultats: la línia 

A2780p tractada amb CDDP va tenir un marcatge més elevat de γH2AX que la línia 

A2780cis en tots els temps analitzats, mantenint-se fins a les 48 hores post-

tractament, mentre que la línia A2780cis va tenir el màxim marcatge a les 12 hores 

post-tractament, quan va començar a disminuir fins a nivells basals (a les 48 hores 

post-tractament). Això suggeria que la línia A2780cis reparava el dany generat pel 

CDDP. El tractament simple amb l’YM155 també va generar un augment de dany a la 

línia A2780p mantenint-se al llarg del temps, mentre que el dany de la línia A2780cis 

va ser inferior en tots els temps, només augmentant a les 72 hores post-tractament 

(48 hores d’incubació amb l’YM155 més 24 hores addicionals) i a continuació 

retornant als valors basals; això indicava que les cèl·lules A2780cis reparaven el dany. 

Amb l’expressió del mRNA dels gens de detecció de dany i de reparació a les 48 hores 

post-tractament amb YM155, la línia A2780p va presentar un augment dels gens de 

dany i reparació del DNA, mentre que la línia A2780cis no presentava aquests canvis, 
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el què suggeria que a dit temps i a les dosis usades no s’havia generat dany, i per tant, 

els gens de detecció i reparació del dany es trobaven a nivells baixos. Aquests 

resultats es van confirmar amb l’estudi conjunt de dany, apoptosi i proliferació 

cel·lular realitzat a les 24 i 48 hores post-tractament amb l’YM155, on es va observar 

que l’YM155 va generar dany al DNA a la línia A2780p que es va mantenir fins a les 48 

hores, les cèl·lules van deixar de proliferar i van començar a entrar en apoptosi, 

sobretot a les 48 hores de tractament. A la línia A2780cis no es va observar ni dany ni 

apoptosi en cap dels temps, suggerint que la dosi i temps no era suficient per generar 

dany en aquesta línia cel·lular. 

Ara bé, el doble tractament sí va generar un augment de dany al DNA a la línia 

resistent al CDDP A2780cis, en comparació al tractament amb CDDP. A més, aquest 

dany es va mantenir al llarg del temps, el què indicava que l’YM155 estava inhibint la 

reparació dels DSB induïts pel CDDP mitjançant la disminució de Survivina o bé 

augmentant i mantenint el dany, sensibilitzant les cèl·lules al CDDP. Chakravarti i 

col·laboradors demostraren que la baixa regulació de la Survivina a línies cel·lulars de 

glioma va donar lloc a un grau significativament major de DSBs segons l’assaig de 

comet assay. Per contra, hi havia un nombre significativament menor de DSBs en 

cèl·lules que sobrexpressaven Survivina (Chakravarti et al. 2004). Així mateix, Rodel i 

col·laboradors van trobar que la inducció de γH2AX va augmentar significativament 

després de la irradiació a cèl·lules de càncer de colon amb Survivina inhibida 

mitjançant siRNA (Rodel et al. 2005). S’ha descrit que la sobrexpressió de Survivina 

pot augmentar la reparació de DSB a les cèl·lules tumorals a través de la regulació 

positiva de la proteïna Ku70 (Jiang et al. 2009). Altres estudis demostren que la 

Survivina s’acumula al nucli i interacciona amb els components de la maquinària de 

reparació dels DSB (MDC1, DNA-PKc, Ku i γH2AX), indicant el paper de la Survivina en 

la reparació de DSB després de les radiacions ionitzants a cèl·lules de glioblastoma 

(Reichert et al. 2011). Tanmateix, en un estudi recent es demostra que el tractament 

amb l’YM155 genera inducció dosi-dependent dels marcadors de dany de DNA, γH2AX 

i KAP-1. La dosi necessària d’YM155 per estimular γH2AX és considerablement inferior 

a la dosi necessària per inhibir la Survivina, el que suggereix que el dany al DNA és el 

primer esdeveniment generat per l’YM155 (Glaros et al. 2012). Aquests resultats 
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indiquen que probablement l’efecte més important de l’YM155 està relacionat amb la 

inducció de dany al DNA, i que de forma secundària es produiria una inhibició de la 

Survivina. L’YM155 inhibeix la reparació dels DSBs induïts per radiació a cèl·lules grans 

de càncer de pulmó (NSCLC), efecte que probablement representa l’acció 

radiosensibilitzadora observada amb l’YM155 (Iwasa et al. 2008). Altres demostren 

que la quimiosensibilització de l’YM155 és atribuïble a la inhibició de la reparació dels 

DSB induïts pels compostos del platí en NSCLC (Iwasa et al. 2010).  

 En el nostre model, l’YM155 combinat amb el CDDP disminueix la Survivina, el 

que indueix activació d’apoptosi. A més a més, l’YM155 sol genera dany al DNA a la 

línia sensible al CDDP A2780p mantenint-lo al llarg del temps. A la línia A2780cis, el 

dany es manté elevat sense reparar només amb el doble tractament.  

Es desconeix si la diana principal de l’YM155 és la inhibició de la Survivina o bé 

el dany al DNA. Es poden suposar dos models:  

1) L’YM155 inhibeix la Survivina (1er esdeveniment), sent la disminució de 

Survivina la causant de mantenir els DSB del DNA elevats (2n esdeveniment) per 

manca de reparació, ja que Survivina forma part de la maquinària de reparació 

(Reichert et al. 2011). La disminució de Survivina activa l’apoptosi, potenciada amb 

l’augment de dany al DNA (Fig.D3.1A).  

2) L’YM155 genera dany al DNA (1er esdeveniment), el qual disminueix els 

nivells de Survivina (2n esdeveniment) (Glaros et al. 2012) amb conseqüent inducció 

d’apoptosi. El dany per sí sol també genera apoptosi (Fig.D3.1B).  
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Figura D3.1: Models del mecanisme d’acció de l’YM155 en el doble tractament a les línies cel·lulars de CaOV. 
L’YM155 primer inhibeix Survivina que activa l’apoptosi, i la seva disminució genera augment i manteniment del 
dany al DNA i l’activació de l’apoptosi (A). L’YM155 augmenta al dany al DNA que indueix apoptosi, amb 
conseqüent disminució de Survivina i activació de l’apoptosi (B). 

 

Per conèixer si la Survivina és la diana de l’YM155 que posteriorment genera 

dany, o bé a la inversa, es podrien realitzar els experiments següents:  tractar la línia 

sensible A2780p amb la dosi de la IC50 apoptòtica d’YM155 (65 nM), i analitzar la 

inducció de dany al DNA mitjançant γH2AX als 30 minuts, 1, 3, 6 ,12 i 24 hores de 

tractament. Les dades obtingudes es compararien amb les dades de l’expressió de 

mRNA de Survivina (Fig.R3.6). L’efecte que observéssim abans, seria el primer 

esdeveniment i diana de l’YM155, mentre que l’altre seria la conseqüència del primer. 

Un altre experiment seria sobrexpressar Survivina ectòpica a la línia A2780p i tractar-

la sense o amb YM155 i mesurar la inducció de dany al DNA, apoptosi i verificar 

l’expressió de Survivina. Si amb el tractament amb l’YM155 s’observés més dany, igual 

expressió de Survivina i activació de l’apoptosi respecte el control, ens indicaria que el 
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primer esdeveniment i diana de l’YM155 és el dany al DNA, i secundàriament la 

disminució de Survivina. Si s’observés menys dany, igual expressió de Survivina i 

activació de l’apoptosi respecte el control, indicaria que l’YM155 inhibeix 

primàriament a la Survivina i secundàriament  es genera dany al DNA. 

Els resultats obtinguts amb les línies cel·lulars es van confirmar a cultius primaris 

de CaOV quan es va aplicar el doble tractament de CDDP i YM155. A nivell de mRNA 

van augmentar els gens pro-apoptòtics NOXA, PUMA i APAF-1 a tots els cultius 

primaris tractats amb el doble tractament en relació al tractament amb CDDP. 

L’expressió de SURVIVINA amb el doble tractament va disminuir considerablement en 

tots els cultius primaris tractats, i es va associar a un augment de l’apoptosi del doble 

tractament respecte el tractament amb CDDP. En la majoria dels cultius primaris, la 

disminució de SURVIVINA va ser efecte de l’YM155, ja que amb aquest tractament els 

nivells van disminuir amb valors similars al doble tractament. A nivell proteic també es 

va observar una disminució de SURVIVINA i de PARP total amb el doble tractament 

respecte el CDDP, el què demostrava que l’YM155 estava sensibilitzant als cultius 

primaris envers al CDDP. El gen CDKN1A es va incrementar amb el doble tractament 

respecte el CDDP a les 24 hores, la proteïna del qual (p21) va continuar induïda a les 

48 hores de tractament, fet també observat a les línies cel·lulars; amb el doble 

tractament durant 48 hores, p21 també augmentava respecte el CDDP. En els cultius 

primaris, va haver un augment considerable de la proteïna p21 amb l’YM155 i doble 

tractament a les 48 hores, que es va associar a una aturada irreversible del cicle 

cel·lular amb inducció de senescència, mentre que a les línies cel·lulars no se’n va 

detectar. Per tant, el doble tractament CDDP i YM155 a les 48 hores  va induir dany al 

DNA i apoptosi a les línies cel·lulars, mentre que en els cultius primaris va generar 

apoptosi i senescència. L’estudi de dany al DNA en cultius primaris no es va poder 

realitzar per manca de mostra.  

En el nostre estudi es va avaluar la resposta al tractament amb infusió contínua 

d’YM155 durant 7 dies amb administració de CDDP en els dies 0 i 4 del tractament, en 

el model ectòpic de transplant subcutani de les línies cel·lulars A2780p i A2780cis. Els 

models animals reflecteixen amb fidelitat els canvis cel·lulars i moleculars associats 
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amb la iniciació i progressió del càncer, i tenen un gran potencial per facilitar el 

desenvolupament de millors mètodes per la detecció precoç i el tractament del CaOV 

(Vanderhyden et al. 2003). Estudis amb models de transplants ectòpics i ortotòpics de 

cèl·lules de càncer de pròstata hormono-refractari (HRPC) demostren que l’YM155 

suprimeix la Survivina intratumoral mostrant una potent activitat antitumoral. La 

infusió contínua d’YM155 no indueix toxicitat sistèmica, tals com la pèrdua de pes 

corporal o disminució del nombre de cèl·lules a la sang. A més, estudis de 

farmacocinètica demostren que l’YM155 es distribueix ràpidament als teixits, 

distribuint-se 20 vegades més als teixits tumorals que al plasma, independentment del 

model de xenoinjert (Nakahara et al. 2007). Estudis en models animals amb infusió 

contínua d’YM155 en combinació amb altres compostos, demostren disminuir la mida 

del tumor en comparació amb els tractaments simples. Així, en el model de xenoinjert 

subcutani de melanoma o pulmó (NSCLC), es demostra que la infusió contínua 

d’YM155 durant 7 dies amb administració intravenosa de docetaxel en determinats 

dies de tractament,  també genera una regressió de la mida del tumor en comparació 

amb els tractaments simples (Yamanaka et al. 2011; Nakahara et al. 2011b). També es 

demostra l’YM155 combinat amb Rituximab genera millores significatives en la 

regressió del tumor i supervivència en models de xenoinjert de limfoma de no 

Hodking (Kita et al. 2012). L’YM155 potencia la quimiosensibilitat a la gemcitabina a 

les cèl·lules de càncer de pàncrees  i potencia l’efecte antitumoral dels xenoinjerts 

(Yoon et al. 2012). Un model de xenoinjert subcutani de NSCLC amb infusió contínua 

d’YM155 durant 7 dies i administració intravenosa de CDDP o carboplatí en els dies 0-

3 i 7-11, demostra disminuir la mida del tumor de forma considerable en comparació 

amb els tractaments amb CDDP o carboplatí (Iwasa et al. 2010). El mateix succeeix en 

un model de xenoinjert de carcinoma escamós de cap i coll, on l’YM155 potencia 

l’efecte antiangiogènic i antitumoral del CDDP sense produir toxicitat als ratolins 

(Kumar et al. 2012). 

En el nostre estudi es va demostrar que els tumors resistents al CDDP tractats 

amb el doble tractament amb CDDP i YM155, disminuïen més de mida que els tumors 

que només rebien CDDP. A més, no presentaven signes clínics de toxicitat, i la lleugera 

disminució de pes dels ratolins era conseqüència de l’efecte del CDDP i la reducció de 
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massa tumoral. Això demostrava la sensibilització de l’YM155 al CDDP in vivo. L’anàlisi 

gènic dels tumors tractats va demostrar que l’YM155 conjuntament amb el CDDP 

augmentava els gens pro-apoptòtics i el gen de cicle cel·lular CDKN1A respecte el 

tractament amb CDDP, sobretot als ratolins amb tumors resistents al CDDP A2780cis, 

amb una forta disminució dels nivells de mRNA de SURVIVINA, fet que es 

correlacionava amb una disminució de la mida del tumor. L’anàlisi proteic dels tumors 

va confirmar els resultats observats a nivell de mRNA. El tractament amb l’YM155 

conjuntament amb el CDDP estava incrementant l’apoptosi, amb augment de la forma 

truncada de la caspasa 3, disminució dels nivells de Survivina i augment de la proteïna 

p21, fet que es correlacionava amb els resultats observats in vitro i ex vivo. Els 

resultats es van confirmar amb l’anàlisi immunohistoquímic dels tumors tractats: els 

tumors que van rebre doble tractament van reduir significativament l’expressió de 

Survivina i van augmentar l’expressió de caspasa 3 total i truncada en comparació als 

tractaments simples. Per tant, el doble tractament va generar apoptosi als xenoinjerts 

de CaOV amb una conseqüent reducció de la mida del tumor respecte el tractament 

amb CDDP. 

El model de transplant subcutani ectòpic s’ha utilitzat extensament en estudis 

de tumorogènesi: aquests models presenten l’avantatge sobre els models in vitro de 

reproduir l’arquitectura del tumor original, tanmateix en ocasions no reflecteixen la 

interacció real amb el microentorn tumoral i no reprodueixen la disseminació 

metastàtica (Stephenson et al. 1992; Bex et al. 2000). En l’actualitat, nombrosos 

autors han plantejat que el microambient tissular del lloc d’inoculació del tumor juga 

un paper fonamental en el desenvolupament de la neoformació, i per tant, els models 

ortotòpics reprodueixen més fidelment el comportament biològic del tumor original i 

el seu patró d’invasió i disseminació metastàsica en diversos carcinomes (Fidler 1991; 

Killion et al. 1998; Hoffman 1999). Aquests models representen el model de 

metàstasi, el qual consta del creixement local del tumor, creixement vascular, invasió 

limfàtica i l’extravasació dels òrgans metastàsics. A més, presenten un patró de 

quimiosensibilitat diferent en comparació amb el model transplantat per via 

subcutània (Kubota 1994). Fidler i col·laboradors assenyalen que el microambient dels 

tumors humans subcutanis és molt diferent al seu medi ambient original (Fidler et al. 
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1990). Postula que aquesta diferència pot resultar en la falta de metàstasi i l’alterada 

resposta als fàrmacs observada en els models subcutanis. Aquestes diferències han 

sigut assenyalades per Fidler (Wilmanns et al. 1992) i Kuo (Kuo et al. 1993) sobre les 

respostes als fàrmacs dels tumors transplantats ortotòpicament respecte els tumors 

de via subcutània. Malgrat les diferències entre espècies, l’òrgan corresponent al 

ratolí nude s’assimila més al pacient original que el medi subcutani (model ectòpic).  

Fu i col·laboradors van presentar el primer model de transplant ortotòpic de CaOV 

humà. Les mostres de pacients de CaOV es van transplantar sota la càpsula de l’ovari 

del nuce mice mitjançant tècniques de microcirurgia. Els tumors humans a nivell local 

van créixer en els ratolins i van donar lloc a un patró de metàstasi, incluint el 

peritoneu parietal, el colon, l’epipló i ascitis. El model ortotòpic descrit per aquests 

autors va ser útil per avaluar noves teràpies i diagnòstic pel CaOV (Fu & Hoffman 

1993). Seria interessant usar la combinació de l’YM155 i CDDP en un model ortotòpic 

de CaOV mitjançant inoculació de les línies cel·lulars, o encara millor, mitjançant 

xenoinjerts tumorals derivats de pacients, ja que els resultats reproduirien de manera 

fidedigna el comportament biològic del tumor original. Els models de xenoinjert amb 

tumors de pacients ofereixen un seguit d’avantatges sobre els models estàndars de 

xenoinjerts amb línies cel·lulars, ja que mantenen l’heterogeneïtat molecular, genètica 

i histològica del tumor d’origen a través de passes en ratolins. El fet que les línies 

cel·lulars, inclús quan es propaguen in vivo, derivin de cèl·lules tumorals que s’han 

adaptat al creixement fora d’un microambient tumoral natural, ocasiona l’aparició de 

canvis genètics que són diferents a l’emprempta genètica que tenien els tumors 

originals (Daniel et al. 2009). A més, existeix una forta divergència genètica entre un 

tumor primari i la línia cel·lular corresponent derivada del tumor, en comparació amb 

un xenoinjert directe, inclús després de generacions (Daniel et al. 2009). Una de les 

principals avantatges dels models de xenoinjerts amb tumors de pacients és el 

manteniment de l’arquitectura original del tumor i les característiques histològiques. 

Aquest model presenta un recurs ric en informació pre-clínica per l’anàlisi de 

l’activitat de fàrmacs, incluint les combinacions de nous medicaments, així com el 

descobriment de biomarcadors predictius (Tentler et al. 2012). Donat que aquest 

model presenta avantatges enfront als xenoinjerts de línies cel·lulars, per la millora 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8517640
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del nostre model in vivo, seria útil usar el model de xenoinjerts amb tumors de  

pacients i observar la resposta al doble tractament amb l’YM155 i el CDDP. 

No s’ha reportat toxicitat ni esdeveniments hematològics adversos relacionats 

amb el tractament farmacològic amb l’YM155 en estudis de fase I d’YM155 com a 

monoteràpia (Tolcher et al. 2008; Satoh et al. 2009). Estudis clínics en fase II han 

demostrat que la monoteràpia és segura, però moderament eficaç en pacients amb 

càncer de pulmó (NSCLC) (Giaccone et al. 2009), melanoma avançat (Lewis et al. 

2011), càncer de pròstata resistent a la teràpia amb taxans (Tolcher et al. 2012) i 

linfoma difós de cèl·lules grans B. En aquest últim estudi, una persona va tenir 

remissió completa, i altres dos participants van tenir una significant resposta a la 

teràpia (Cheson et al. 2012).  

El mecanisme d’acció de l’YM155 mitjançant la inducció de dany al DNA i/o la 

inhibició de la Survivina induint apoptosi, i l’augment de sensibilitat als tractaments 

contra el càncer i altres estímuls apoptòtics degut a la supressió de Survivina, 

suggereix que l’YM155 ofereix una bona opció a la teràpia combinada. Actualment 

s’està portant a terme l’estudi en fase I/II de la combinació de paclitaxel, carboplatí i 

YM155 a pacients amb tumors sòlids (fase I) i NSCLC avançat (fase II)  (NCT01100931).  

Altres estratègies alternatives per suprimir la Survivina també han entrat en 

proves clíniques inicials, incluint vacunes per generar una resposta immune a un 

antigen específic de les cèl·lules tumorals que expressen Survivina, així com diferents 

tipus d’oligonucleòtids anti-sentit. Aquests últims, que inclouen productes de 

farmacèutiques importants, haurien de ser capaços de silenciar el gen que codifica per 

la Survivina,  amb més precisió que les petites molècules com l’YM155 (Holmes 2012). 

La quimioteràpia basada en la combinació amb el CDDP és el tractament 

estàndar per les pacients de CaOV. Aquest treball ha demostrat que el tractament de 

les cèl·lules de CaOV amb l’YM155 incrementa els efectes antitumorals del CDDP in 

vitro, ex vivo i in vivo. La sensibilització induïda per l’YM155 sembla ser atribuïda a la 

inducció d’apoptosi caspasa-dependent, la inducció de senescència i la inhibició de la 

reparació del dany del DNA o augment de dany induït per l’YM155.  
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Els resultats d’aquest estudi suggereixen que la combinació de compostos del 

platí amb l’YM155 o molècules anti-sentit de la Survivina, podria tenir potencial com 

un nou règim terapèutic en pacients amb CaOV, independentment de l’estat de p53. 

Com s’ha descrit en el capítol 2, amb la teràpia combinada de CDDP i Nut3a, les 

pacients que podrien rebre tractament es redueix a aquelles que tenen p53 salvatge, 

mentre que la teràpia combinada de CDDP i YM155 seria bona per tota pacient, 

independentment de l’estat de p53. 
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CONCLUSIONS 

 

1. Els cultius primaris de CaOV humà establerts tant a partir de mostra tumoral 

sòlida com de LASC són un bon model ex vivo per l’anàlisi de la resposta a nous 

tractaments.  

2. La tècnica de tripsinització selectiva permet l’eliminació de la majoria dels 

fibroblasts dels cultius primaris de CaOV obtinguts a partir de tumor sòlid o 

LASC, obtenint una riquesa al voltant del 90% de cèl·lules epitelials. 

3. L’inhibidor de Mdm2 Nutlina-3a (Nut3a) estabilitza i activa p53 a les línies 

cel·lulars A2780p i A2780cis i als cultius primaris amb TP53 salvatge, mentre 

que la línia OV90 amb TP53 mutada, presenta resistència a la Nut3a.  

4. La Nut3a potencia l’efecte del CDDP i sensibilitza a les cèl·lules resistents a 

aquest compost, induint aturada de cicle cel·lular a fase G2/M i apoptosi. Als 

cultius primaris indueix apoptosi i senescència. 

5. El doble tractament CDDP i Nut3a indueix una disminució dels nivells de mRNA 

i de la proteïna Survivina en les línies cel·lulars i cultius primaris de CaOV, que 

es correlaciona amb un augment de l’apoptosi.  

6. El tractament amb l’inhibidor de la Survivina YM155 a les línies cel·lulars de 

CaOV indueix disminució de la viabilitat cel·lular i inducció d’apoptosi 

temps/dosi-dependent, acompanyat d’una disminució dels nivells de mRNA i 

de proteïna Survivina.  

7. YM155 potencia l’efecte del CDDP i sensibilitza a les cèl·lules resistents a 

aquest, induint aturada de cicle cel·lular en fase G2/M a les 24 hores, i 

apoptosi a les 48 hores. En els cultius primaris indueix apoptosi i senescència. 
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8. El doble tractament CDDP i YM155 indueix i manté el dany al DNA a la línia 

resistent A2780cis, mentre que no s’observa efecte amb els tractaments amb 

CDDP i YM155 per separat. 

9. El tractament amb YM155 i CDDP a ratolins amb xenoinjerts de CaOV 

resistents al CDDP, disminueix la mida dels tumors concomitantment amb un 

augment de gens pro-apoptòtics, disminució del mRNA i proteïna Survivina i 

augment proteic de la caspasa 3. 

10.  Les combinacions de Nut3a i/o YM155 amb el CDDP podrien ser una bona 

opció per la teràpia de CaOV resistent al CDDP, sent la combinació amb la 

Nut3a exclusiva pels tumors amb p53 salvatge, i amb l’YM155 independent de 

l’estat de p53. 
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ABREVIACIONS 

ABC            ATP Binding Cassette transporters  
AKT       v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 
ADK      Adenocarcinoma 
AIF        Apoptosi Inducing factor 
AnV             Anexina V 
APAF1        Apoptotic protease activating factor 1 
ATM            Ataxia telangiectasia 
ATP            Adenosina trifosfat 
ATR            Ataxia telangiectasia and Rad3‐related 
BAD            Bcl‐2 antagonist of cell death 
BAK            Bcl‐2 antagonist killer 
BAX            Bcl‐2 associated x protein 
BCL‐2         B cell leukemia/limphoma‐2 
Bcl-XL          B-cell lymphoma extra large  
Bid             Bh3 interacting-domain death agonist 
BIM            Bcl‐2 interacting mediator of cell death 
BIR             Baculoviral IAP repeat 
BRAF          v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
BRCA1       Breast cancer 1 
BRCA2       Breast cancer 2 
CaOV         Càncer d’ovari 
CARD         Caspase recruitment domain 
C.E.E.A      Comitè ètic d’Experimentació Animal 
CDDP        Cisplatí (cis-diamminedichloroplatinum(II)) 
CdK            Ciclina dependent de quinasa 
CHK1         Checkpoint homolog 1 
CHK2         Checkpoint homolog 2 
CI                Índex de Combinació 
CK              Citoqueratina  
CPC            Chromosome passenger complex 
CTNNB1     ß-Catenina 
CTR1          Transportador de coure 1 
DAB            3,3-Diaminobenzidine 
DISC           Death‐inducing signaling complex 
DMEM       Dubelco’s modified eagle media 
DMSO        Dimetilsulfòxid 
DNA            Àcid desoxiribonucleic 
DSB            Double Strand Break 
DTT            Dithiothreitol 
EDTA          Àcid etilendiaminotetraacètic 
EOC           Epithelial ovarian cancer 
EGF           Epidermal growth factor 
EGFR         Epidermal growth factor receptor 
ERCC1       Excision repair cross-complementing 1 
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ERK           Extracellular signal-regulated kinases 
FBS           Fetal bovine serum 
FIGO         Federació Internacional de Ginecologia i Ostetrícia 
FISH         Fluorescence in situ  
FITC          Isotiocianat de fluoresceïna 
GF             Factor de creixement 
GFP          Green fluorescent protein 
GSH          Glutatió 
GST          Glutatió sintetasa 
HBSS         Hank´s balanced Salt Solution 
HBXIP       Hepatitis B virus X-Interaction Protein  
HER2         v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 
HGSC        Carcinoma serós d’alt grau 
HMG1       Proteïna d’alta mobilitat 1 
HMG2       Proteïna d’alta mobilitat 2 
HNPCC      Cancer de colon hereditari no polipós 
HR             Homologous recombination 
HRP           Horse raddish peroxidase 
HUB          Hospital Universitari de Bellvitge  
hUBF         RNA polimerasa 1 humà 
IAPs           Proteines inhibidores de l’apoptosi ; Inhibitor of Apoptosi Protein 
ICO            Institut Català d’Oncologia 
ILF3           Factor de transcripció d’interleucina potenciador d’unió factor 3 
IRS             Immunoreactivity Score 
IP               Iodur de propidi 
JNK            N-terminal c-JUN kinase  
KDa           Kilodalton 
KRAS         v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LASC         Líquid ascític 
LMP          Tumors de baix potencial maligne; Low Malignant Potencial 
LOH          Pèrdua d’heterozigositat 
LGSC         Carcinoma serós de baix grau 
MAP          Proteïna associada als microtúbuls 
MAPK       ERK/Mitogen-Activated Protein Kinase 
MCL-1       Myeloid Cell Leukemia 1 
MDM2      Murine double minute 
MLPA        Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
MMR        Missmatch repair 
MOMP     Permeabilització de la membrana mitocondrial externa 
MRP          Multidrug resistance-associated protein 
MTT          Bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltretrazol   
MLH1       MutL Homoleg 1 
MLH2       MutL Homoleg 2 
MSH6       MutS Homoleg 6 
MSI-H       Alta inestabilitat de microsatèl·lits; High Microsatellite Inestability 
NER           Nucleotide excision repair 
NHS           Normal Horse Serum 
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NES            Nuclear Export Signal 
NLS            Nuclear Localization Signal 
nM             Nanomolar 
µM             Micromolar 
NOXA         Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 
Nut3a        Nutlina-3a 
Nut3b        Nutlina-3b 
NSCLC        Non-Small cell lung cancer  
OCT            Tranportador orgànic de cations ; Òrganic Cation Transporter 
OMS           Òrganització Mundial de la Salut 
PARP          Poly (ADP-ribose) polymerase  
PBS             Phophate buffered solution 
PDK1          Fosfoinosítids dependents de 3-quinasa 1 
PI3K             Fosfatidilinositol 3‐quinasa; phosphatidylinositol 3‐kinase 
PIK3CA       Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide 
PIP2            Fosfatidillinositols-3,4 difosfat 
PIP3            Fosfatidillinositols-2,4,5 trifosfats 
PR               Domini ric en prolines 
PVDF          Polyvinylidene fluoride 
PTEN          Phophatase with tensin homology 
PUMA        p53 upregulated modulator of apoptosi 
QR              Quimioresistència 
QVD           Q-VD-OPh   
RAS             Rat Sarcoma 
RB               Retinoblastoma 
RNA            Àcid ribonuclèic 
MLPA         Multiplex ligation probe amplification 
RT-PCR      Reverse transcription polymerase chain reaction 
SAPK          Stress-activated kinase  
siRNA        Small interfering RNA 
SDS            Sodium dodecyl sulfate 
TAD            Domini de transactivació 
TBP            TATA Binging protein 
TLS             Translesion DNA Synthesis 
TRAIL         TNF‐related apoptosi‐ inducing ligand 
Tx               Taxol 
UV              Llum ultraviolada  
VDAC         Canal aniònic dependent de voltatge 
VEGF         Vascular endothelial growth factor 
X-Gal:        5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside 
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Mdm2 antagonists induce apoptosis and synergize with
cisplatin overcoming chemoresistance in TP53 wild-type
ovarian cancer cells

Roser Mir1, Avelina Tortosa2, Fina Martinez-Soler1,2, August Vidal3,4, Enric Condom3,4, Alba P�erez-Perarnau1,
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Ovarian cancer (OVCa) is the leading cause of death from gynecological malignancies. Although treatment for advanced OVCa

has improved with the introduction of taxane–platinum chemotherapy, the majority of patients will develop resistance to the

treatment, leading to poor prognosis. One of the causes of chemoresistance is the reduced ability to undergo apoptosis.

Cisplatin is a genotoxic drug that leads cells to apoptosis through the activation of the p53 pathway. Defective signaling in

this pathway compromises p53 function, and thus cisplatin does not induce apoptosis. A new group of nongenotoxic small

molecules called Nutlins have been developed to inhibit p53-Mdm2 binding, inducing apoptosis in chemoresistant tumors

through the activation of the p53 pathway. The wild-type p53 cisplatin-resistant ovarian cancer cell-line A2780cis was used to

test the effect of Nutlin-3a (Nut3a) on apoptosis response. The results showed that Nut3a synergized with cisplatin, inducing

cell-cycle arrest in G2/M and potentiating apoptotic cell death. Increased apoptosis was also induced in wild-type TP53

primary OVCa cultures by double cisplatin–Nut3a treatment. In conclusion, Nut3a appears to sensitize chemoresistant OVCa

cells to cisplatin, inducing apoptosis. As increased response was generalized in primary tumors, this cisplatin–Nut3a

combination could be useful for the treatment of patients harboring wild-type TP53 who do not respond to standard

chemotherapy.

Ovarian cancer (OVCa) kills~115,000 women annually world-
wide. The majority of patients with OVCa are diagnosed
with advanced disease and managed with surgical cytoreduc-
tion followed by platinum and taxane-based chemotherapy,1

but the majority of them will eventually recur and die as a
consequence of metastatic spread. Crystalline cis-dichloro-
diammine platinum (II) [cisplatin (CDDP)] is the cytotoxic
agent used as therapy, but it leads to chemoresistance, the
largest obstacle in treating patients with recurrent disease.
Multidrug resistance, DNA mismatch repair and alterations
in the p53 pathway are examples of tumor-cell features that
may lead to CDDP resistance.2

Defects in apoptosis are one of the mechanisms that can
lead to chemoresistance. The p53 protein is recognized as an
important cell-regulatory element that arrests the growth of
cells containing damaged DNA. Cell-cycle control and activa-
tion of apoptosis appear to be tightly linked functions of p53.
The importance of p53 in human malignances was high-
lighted by the detection of abnormal p53 in more than 50%
of human cancers.3,4 Mutations in TP53 are associated with a
lack of response to high-dose CDDP therapy in OVCa
patients.5

The short-lived protein p53 and its cellular levels are con-
trolled by the rate at which it is degraded. Although several
U3 ubiquitin ligases have been implicated in p53
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ubiquitinitation and degradation, Mdm2 appears to function
as a master regulator of p53.6,7 Mdm2 not only mediates p53
degradation, but also binds p53 and inhibits its transcriptional
activity. Studies have shown that p53-activating compounds
that prevent disruption of the p53 pathway by blocking the
p53–Mdm2 interaction are effective in preclinical models.8

One of the most promising wild-type TP53 reactivating agents
is Nutlin (whose active form is Nutlin-3a; Nut3a) a highly spe-
cific, nongenotoxic Mdm2 antagonist that functions as a com-
petitive inhibitor of the p53–Mdm2 interaction.8 Nut3a is a
cis-imidazoline analogue that binds Mdm2 in the p53 pocket,
thus preventing p53 degradation. In preclinical studies, Nut3a
displayed increased potential for the treatment of human
cancer cells harboring wild-type TP53 in6-9 which the
downstream p53-dependent signaling is preserved. Nut3a
appears cytostatic to proliferating normal cells and induces
p53-dependent apoptosis in human cancer cells such as osteo-
sarcoma9 and colon cancer,8 acute myelogenous leukemia,10

lung cancer,11 chronic lymphocytic leukemia,12 glioblastoma13

and head and neck squamous cell carcinoma.14

Chemotherapy based on CDDP has been hindered by its
nephrotoxicity, neurotoxicity and myelotoxicity,15 and so lower
doses of the drug are needed to palliate the secondary effects.
Therein lies the importance of finding new compounds that
synergize in combination with CDDP to lower the doses of
the drug. The identification of new drugs or novel therapeutic
strategies with the ability to resensitize OVCa cells to existing
chemotherapy has become a major challenge. Nongenotoxic
p53 activation induced by Mdm2 antagonists might represent
an alternative to the current cytotoxic treatment with CDDP.
The aim of the present study was to analyze the combination
of Mdm2 antagonists with CDDP to sensitize OVCa-resistant
cells to the chemotherapeutic agent that is nowadays still in
use and causes chemoresistance. Studies have been performed
using a CDDP-resistant OVCa cell line and primary tissue cul-
tures. The results of the present study strongly suggest that the
combination of Nut3a with CDDP could be a novel treatment
option to overcome CDDP resistance in ovarian cancer
patients harboring wild-type TP53 who do not respond to the
standard chemotherapy.

Material and Methods
Cell lines

The human ovarian cancer cell lines A2780p and their cispla-
tin-resistant derivative A2780cis were purchased from the Eu-

ropean Collection of Cell Culture and the OV90 cell line
from the American Type Culture Collection. A2780p/
A2780cis cell lines were cultured in RPMI 1640 medium (Bi-
ological Industries, Israel) supplemented with 10% fetal bo-
vine serum (FBS; Biological Industries), 2 mM glutamine and
penicillin-streptomycin (100 U/ml–100 mg/ml; Biological
Industries). OV90 cell line was cultured in MCDB105:M199
(1:1; Biological Industries) with 15% FBS and penicillin–
streptomycin (100 U/ml–100 mg/ml). All cell lines were incu-
bated at 37�C in a humidified atmosphere containing 5%
CO2. Cells were tested to determine that they were myco-
plasm free.

Drugs

Cisplatin (CDDP; Sigma) was dissolved in sterile water to a
final stock solution concentration of 3.3 mM. Nut3a was pro-
vided by Cayman Chemical and dissolved with DMSO to a
final stock solution concentration of 10 mM.

Patient samples

Human tumors belonged to patients with ovarian cancer that
were diagnosed according to clinical standards and laboratory
criteria, obtained from the Hospital Universitari de Bellvitge,
Barcelona, Spain. Written informed consent was obtained
from all patients in accordance with the Hospital of Bellvitge
Ethics Committee. Histological subtypes: high-grade serous
OVCa: LASC #9, #13, #17 and #18; high-grade endometrioid:
#9 and #34; high-grade mucinous: #10 and #33. Techniques
to isolate epithelial ovarian cancer cells (EOC) from tumors
and ascites were used directly from the samples, propagating
the primary cells in culture (described in Supporting Infor-
mation, Section 1). The analysis performed with primary cell
cultures depended on availability of the sample. Wild-type
p53 tumors have been chosen, so that Nut3a could be
effective.

MTT chemosensitivity

The viability of cultured cells was determined by assaying the
reduction of MTT (3-4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide; Sigma Chemical Co.) to formazan. EOC
cell lines were seeded at 10 � 103 cell/well in 96-well plates
in a final volume of 100 ml, incubated overnight and then
treated. Ten microliters of MTT reagent [diluted in phos-
phate-buffered saline (PBS)] was added to each well and cells
were incubated for 2 hr at 37�C in the dark. The blue MTT

What’s new?

Ovarian cancer is the leading cause of death from gynecological malignancies, with the majority of patients developing

resistance to the treatment, leading to poor prognosis. While the chemotherapeutic drug cisplatin initially leads tumor cells to

apoptosis through activation of the p53 pathway, over time defective signaling compromises p53 function, resulting in

reduced apoptosis. The study shows that non-genotoxic Nut3a can sensitize chemoresistant ovarian cancer cells to cisplatin

by potentiating apoptosis. The results also suggest that cisplatin and Nut3a could be used in combination for the treatment

of patients harboring wild type TP53 who do not respond to standard chemotherapy.
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formazan precipitate was then dissolved in 100 ml of DMSO,
and the absorbance was measured at 540 nm on a multiwell
plate reader.

Analysis of apoptosis by flow cytometry

After the treatment, apoptosis was measured on both the
floating and attached cells by surface Annexin V staining and
flow cytometry. Treated and untreated cells were washed in
PBS, trypsinized and incubated with Annexin V–FITC
(Bender MedSystems, Burlingame, CA) for 10 min. Cells
were then diluted with Annexin-binding buffer to a volume
of 400 mL with propidium iodide (PI). Samples were analyzed
with FACSCalibur and BD CellQuest Pro software (Becton
Dickinson, Mountain View, CA). Apoptosis was considered
positive for AnVþ/PI� cells.

Analysis of cell cycle and subdiploid peak by flow

cytometry

After the treatments, cells were collected and fixed in chilled
70% ethanol, resuspended in PBS/1% FBS and treated with
RNaseA. PI was added to cells, and samples were analyzed
by flow cytometry in FACSCalibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA). Cell-cycle profile analysis of DNA his-
tograms of integrated red fluorescence was performed with
ModFit LT software (Verity Software, Inc, Topsham, ME).

Senescence-associated b-galactosidase staining

Primary cell-culture cells were plated in six-well plates, and
when they were 30% confluent, they were treated with
DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 mM), Nut3a (5
mM) and combined treatment for 72 hr. Then senescence
was measured on the attached cells. Senescence b-galactosi-
dase (SA-bGal) staining was performed using the SA-bGal
Staining Kit (Cell Signaling Technology, Beverly, MA) follow-
ing the manufacturer’s instructions. Cells were considered
positive when the cytoplasm was stained with SA-bGal. To
verify that senescence was irreversible, after 72 hr of treat-
ment, cells were washed to remove the drugs and incubated
for additional 4 days in fresh media, and senescence was
again measured as described earlier.

RT–MLPA

RNA was analyzed by reverse transcriptase multiplex liga-
tion–dependent probe amplification (RT–MLPA) using
SALSA MLPA KIT R011 Apoptosis mRNA from MRC-Hol-
land (Amsterdam, The Netherlands) for the simultaneous
detection of 38 messenger RNA molecules16 (described in
Supporting Information, Section 2).

Cell transfections and RNA interfering assays

Survivin transfection. OVCa cell lines were seeded at 1.5–2.0
� 105 cells per well in six-well plates in a final volume of
3,000-ml incubated overnight, and then the transfection was
performed at a 30–35% cell confluence using FuGENEVR 6 Rea-
gent (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) at a ratio of 1:4

(1 mg DNA: 4 ml FuGENEVR according to the manufacturer’s
recommendations) diluted with OPTIMEM (GIBCO, Invitro-
gen). The liposome–DNA complex was allowed to incubate
with the cells for 4–6 hr before removal and replenishing with
fresh culture medium supplemented with antibiotics. Cells
were transfected with PC3DNA-empty (negative control) or
plasmid expression vector PC3DNA-Survivin (kindly provided
by Dr.D.C Altieri, New Haven, CT), and 24 hr following Sur-
vivin transfection, cells were treated with drugs.

TP53 and Survivin siRNA transfection. OVCa cell lines were
seeded as described earlier and then incubated overnight. In
both cases, transfections were performed using Oligofect-
amine Reagent (Invitrogen). For TP53 transfection, the con-
centration used was 100 nmol/l nontargeting negative-siRNA
(Negative Universal Control siRNA, Invitrogen) or 100 nmol/
l human p53 siRNA (TP53 UHS40367 siRNA, Invitrogen)
with the same volume of oligofectamine (1:1), diluted with
OPTIMEM. Four to six hours later, transfection medium was
removed, and cells were treated with drugs and then incu-
bated overnight. For Survivin transfection, the concentration
used was 200 nmol/l nontargeting negative-siRNA (Negative
Universal Control siRNA, Invitrogen) or 200 nmol/l human
Survivin siRNA (BIRC5HSS179403 siRNA, Invitrogen),
diluted with OPTIMEM. Twenty-four hours later, cells were
treated with drugs.

Statistical analysis

All experiments were repeated independently at least three
times. Data were analyzed using GraphPad Prism 5.01 (Graph-
Pad Software). Results are shown as mean plus or minus
standard deviation of values obtained in independent experi-
ments. The paired Student’s t-test was used to compare the
differences between paired samples. Differences were consid-
ered significant at p value below 0.05. Median dose-effect anal-
ysis was used to assess the interaction between agents. The
combination index (CI) was calculated for a two-drug combi-
nation using Biosoft CalcuSyn program (Ferguson, MO). A CI
of one indicates an additive effect; a CI above one, antagonistic
effect; and a CI below one, synergistic effect.

Results
Nutlin-3a potentiates cisplatin-induced apoptosis and G2/

M cell-cycle arrest

To analyze the effect of Nut3a on cisplatin (CDDP) chemo-
sensitization, the CDDP-resistant and wild-type TP53
A2780cis cell line was used. As controls, two CDDP sensitive
cell lines were used: the wild-type TP53 A2780p cells, positive
control for CDDP sensitivity and TP53-mutated OV90 cells,
negative control for the Nut3a treatments.

To determine the most effective incubation time and dose
of both CDDP and Nut3a causing a decrease in cell viability,
a time course followed by a dose response was performed.
The time course from 24 to 96 hr was performed in the
A2780p cells, and from the results observed (Figs. 1a and
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Figure 1. Response of cell lines to CDDP and Nut3a treatments. (a) Growth inhibitory effects of A2780p cells incubated for 24, 48, 72 and

96 hr with DMSO (vehicle control) and increasing doses of CDDP and (b) Nut3a, examined by MTT assay. (c) Growth inhibitory effects

examined by MTT assay after incubating A2780cis, A2780p and OV90 cell lines with DMSO (vehicle control) and increasing doses of CDDP

and (d) Nut3a, for 72 hr. (e) Apoptosis and (f–h) cell-cycle analyses after Nut3a þ CDDP combined treatment. Cell lines were incubated

with DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 mM), Nut3a (5 mM) and combined treatment: Nut-3a (5 mM) and 2 hr later CDDP (3.5 mM).

Apoptosis was analyzed after 72 hr of treatment and measured by surface AnVþ staining and flow cytometry. Results were expressed as

the percentage compared to DMSO-treated controls and represented as the mean 6 standard deviation (SD) for five distinct experiments.

Cell-cycle distribution was calculated from flow cytograms (data not shown) and expressed as the percentage of untreated cells. Data are

shown as the mean of at least three independent assays 6 SD. *p < 0.05; ***p < 0.0001 significance (Student’s t-test) between CCDP

treatment and CDDP plus Nut3a combination.
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1b), the incubation time that showed a decrease in cell
growth of~50% was between 48 and 72 hr for CDDP and 72
hr for Nut3a. Cells treated for 96 hr showed a necrotic state
when observed under the microscope (data not shown). So,
72 hr was the usual incubation time that was chosen to per-
form the incubation with both drugs. Next, a dose response
ranging from 0.5 to 20 lM for CDDP and from 0.5 to 10
mM for Nut-3a using the three cell lines was performed (Figs.
1c and 1d). MTT results showed that the IC50 for 72 hr was
3.5 lM for CDDP and 5 lM for Nut3a. To confirm these
results, these doses were used to check apoptosis and cell-
cycle status in A2780p and A2780cis cells in a time course
from 24 to 96 hr (Supporting Information Fig. S1) where 72
hr using the IC50 doses was shown to be the optimum incu-
bation time causing cell-cycle arrest and apoptosis. To dem-
onstrate the specificity of Nut3a, the inactive enantiomer
(Nut3b) was used. All experiments performed showed that
the inactive enantiomer Nut3b did not modify cell viability
nor did it induce apoptosis (data not shown).

To explore in more detail whether Nut3a and CDDP acted
together in an additive or synergistic manner, the inhibitory
effect of the combination of Nut3a plus CDDP was calculated
through the CI, where CI < 1 indicated a synergistic effect
and CI ¼ 1, an additive effect. Two doses of Nut3a (2 and 5
lM) were used in combination with three doses of CDDP (2,
3.5 and 5 lM) using the three cell lines. The combination of
3.5 lM CDDP plus 5 lM Nut3a was found to be synergistic
in the A2780cis cells (CI ¼ 0.714) and in the A2780p cells (CI
¼ 0.8), causing around 50% of cell death in the two wild-type
TP53 cell lines (Supporting Information Fig. S2).

Next, to evaluate the induction of apoptosis of the com-
bined treatment, cell lines were incubated with CDDP (3.5
lM) in the absence or presence of Nut3a (5 lM) for 72 hr.
Apoptosis was measured as AnnexinV-positive cells (Fig. 1e).
CDDP by itself induced only 5% apoptosis in A2780cis cells
and 22.8% when incubated with Nut3a. It was of note that
when the combined treatment was applied, apoptosis
increased by up to 40%, with statistically significant results (p
< 0.0001). In the same way, CDDP led to apoptosis in
A2780p cells (20%), and such induction was lower with
Nut3a alone (15.5%) and higher with the combined treatment
(56.7%). As expected, no effect of Nut3a was found in the
mutated TP53 OV90 cell line (p ¼ 0.630).

To further analyze the effects of the combined treatment
in OVCa cells, cell-cycle analyses were performed after 72 hr.
In resistant A2780cis cells, while CDDP alone, as expected,
had no effect in the percent of cells in G2/M compared to
untreated cells, the combined treatment increased the G2/M
phase to 31.8% (p ¼ 0.025). Similarly, the subdiploid peak
increased to 33% by the combined treatment (p < 0.0001;
Fig. 1f). However, in sensitive A2780p cells, the percentage of
cells in G2/M phase showed an increase to 26% by CDDP
alone, which further increased to 35% by the combined treat-
ment (p ¼ 0.394). The subdiploid peak increased from 15.4%
(CDDP) to 30% (combined treatment; p ¼ 0.003; Fig. 1g).

No significant variation in cell-cycle profile was observed in
OV90 cells (p ¼ 0.9; Fig. 1h). Nut3a by itself did not signifi-
cantly induce G2/M arrest in any of the three cell lines when
compared with untreated cells (Figs. 1f–1h).

Apoptosis-related gene expression profile induced by

CDDP plus Nut3a combined treatment

Changes in the overall apoptosis expression profile by RT–
MLPA were analyzed in the two wild-type TP53 cell lines.
A2780cis cells incubated with the double treatment and
compared to the single treatment with CDDP showed an
increase in the proapoptotic p53 target genes NOXA,
PUMA, BAX, APAF-1, the proapoptotic gene BIM and the
cell-cycle arrest gene CDKN1A; this last one increasing up
to more than two times (Fig. 2a and Supporting Informa-
tion Fig. S3). Interestingly, there was a decrease in the antia-
poptotic gene SURVIVIN in the double treatment of eight
times compared to the CDDP treatment alone and a
decrease in the antiapoptotic gene BCL-2. The decrease in
SURVIVIN occurred simultaneously with an increase in ap-
optosis found in the double treatment compared to the sin-
gle treatment of CDDP (Fig. 1e).

In the case of A2780p cells (Fig. 2b), the single treatment
with CDDP already increased the proapoptotic genes NOXA,
PUMA, BAX, BIM and APAF-1, as well as CDKN1A, con-
firming the sensitivity of these cells to CDDP, and the double
treatment made this increase greater. With the double treat-
ment, CDKN1A also increased but not as much as in
A2780cis cells. BCL-2 and SURVIVIN also decreased with the
double treatment compared to the CDDP treatment alone.

The mRNA profile found in both cell lines was in agree-
ment with the induction of apoptosis observed in Figure 1e.
Interestingly, SURVIVIN only decreased in the double treat-
ment in A2780cis cells and not with the CDDP single treat-
ment, whereas in the A2780p, it decreased both with CDDP
alone and the double treatment.

Nut3a induces p53 stabilization and accumulation of p53

target proteins in wild-type TP53 cell lines

The CDDP treatment alone in A2780p cells induced p53 to-
gether with its targets p21, Puma and Bax, as well as Mdm2
accumulation (Fig. 2c); there was a decrease in the antiapop-
totic protein Bcl-2, coinciding with a decrease in cell viability
going from 100% in the control treatment to a 73% with
CDDP alone. The same treatment had no effect in A2780cis
cells, where changes in these proteins were not observed. In
both cell lines, CDDP treatment maintained the levels of Sur-
vivin as in the control.

When the double-treatment CDDP plus Nut3a was applied,
in A2780p cells, the proapoptotic proteins Noxa and Bax were
also upregulated, and the levels of Survivin decreased consider-
ably, together with cell viability, which descended from 73%
(CDDP treatment) to 45% (double treatment). In A2780cis
cells, Nut3a induced p53 protein and its targets p21, Noxa and
Bax and decreased the levels of Bcl-2, and all these changes
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were enhanced in the presence of CDDP. In the same way,
there was a decrease in Survivin levels, which was much more
marked in the double treatment, together with a decrease in
cell viability, going from 95% (CDDP treatment) to 64% (dou-
ble treatment). Of note, with Nut3a treatment alone, the
decrease of Survivin expression was lower in A2780p cells
compared to that of A2780cis cells (Fig. 2c).

The results suggest that the double treatment in the
CDDP-resistant A2780cis cell line had similar effect as CDDP
treatment alone of the sensitive counterpart A2780p cells.

To test whether the observed downregulation of Survivin
upon the Nut3a–CDDP double treatment was mediated by
upregulation of p53, we performed knockdown of p53 by
siRNA. In wild-type TP53 cell lines, siRNA treatment
decreased p53 levels as well as its targets Mdm2 and p21
upon treatment showing the effectiveness of the siRNA. In
both cell lines, Survivin was decreased when p53 was active
(siRNA�), whereas by the double treatment (Figs. 3a and
3b), it did not decrease in the silenced p53 cells (siRNAþ).

Apoptosis was lower in both cell lines when p53 was inac-
tivated (Figs. 3c and 3d). Comparing knocked down versus
mock-treated cells, in A2780cis, apoptosis did not decrease
with the CDDP treatment (p ¼ 0.279), while significantly
decreased with Nut3a (p ¼ 0.035) and the double treatment
(p ¼ 0.003). In A2780p cells, apoptosis also appeared to
decrease in the p53-silenced cells with the CDDP treatment
(p ¼ 0.032) and in a lesser extent with Nut3a and the double
treatment. Altogether, these results suggest that the A2780cis
cells were more sensitive to Nut3a than the A2780p cells.

Overexpression of Survivin does not suppress cytotoxicity

caused by Nut3a 1 CDDP combination

Owing to the potential antiapoptotic role of Survivin, we won-
dered whether overexpression of ectopic Survivin would pro-
tect OVCa cell lines from Nut3a-induced apoptosis. Western
blot analysis showed substantial elevation of Survivin levels in
the cells transfected with ectopic Survivin after double treat-
ment for 72 hr. Restoration of Survivin did not prevent cells

Figure 2. Apoptosis-related gene and protein expression induced by Nut3a plus CDDP combined treatment. (a) A2780cis and (b) A2780p

cell lines were treated with DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 mM), Nut3a (5 mM) and combined treatment: Nut3a (5 mM) and 2 hr

later CDDP (3.5 mM) for 48 hr. Cells were lysed, and apoptosis-related gene expression was analyzed by MLPA as described in ‘‘Material

and Methods’’ section. The plot is the representation of the mean value of three independent experiments. The results are shown as

logarithmic fold induction relative to untreated cells and normalized with GUSB (for row data plots, address to Supporting Information Fig.

S4). (c) Total levels of p53, p21, Mdm2, Noxa, Puma, Bax, Bcl-2 and Survivin were analyzed by western blot. Actin was used as loading

control. Viability analyzed by flow cytometry was measured as nonapoptotic and non-necrotic cells and expressed as the percentage of the

viability of untreated cells. Immunoblots are representative of at least three independent experiments.
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to activate p53, as it was seen by its accumulation after Nut3a
and the double treatments, especially in the CDDP-resistant
A2780cis cells (Figs. 4a and 4b). Restoration of Survivin
slightly protected cells from apoptosis, although it was not
statistically significant (Figs. 4c and 4d). Similar results were
observed after 48-hr treatments (data not shown). On the
other hand, in the CDDP-resistant A2780cis cells, when Survi-
vin was knocked down by siRNA and cells were treated with
CDDP, apoptosis was higher, suggesting that the downregula-
tion of Survivin sensitized cells to CDDP (p ¼ 0.025; Fig. 4e).

The double treatment Nut3a plus CDDP induces apoptosis

and senescence in EOC primary cell cultures

Epithelial ovarian cancer (EOC) cells were isolated both from
solid tumor patients (#9, 10, 13, 17, 18, 33 and 34) and asci-
tes [Ascitic liquids (LASC); LASC #9)]. The TP53 status was
analyzed by sequencing, and those that were wild-type TP53
were chosen to analyze whether Nut3a sensitized to CDDP.
EOC cultures were treated following the cell-line procedure,

and all the experiments were performed twice in two inde-
pendent assays. The EOC derived from different patients
responded to different degrees depending on the patient (Fig.
5a): there was a decrease on cell number in the double treat-
ment compared to the CDDP treatment alone that could not
be explained by the induction of apoptosis, because in gen-
eral, cell count diminished around 50% with the double treat-
ment (Fig. 5a), whereas the mean of apoptosis induction was
36%, where 20% of it was due to the CDDP treatment alone
(Fig. 5b). On the other hand, none of the treatments caused
more than 10% of necrosis (data not shown). To elucidate
whether double treatment induces permanent cell-cycle arrest
and senescence besides apoptosis, EOC cells were incubated
with DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 mM), Nut3a
(5 mM) or combined treatment for 72 hr. EOC cells acquired
an enlarged and flat morphology and expressed the senes-
cence-associated SA-bGal after 72 hr of the double treatment
incubation (Fig. 5d). The mean percentage of positive cells
with combined treatment when compared with CDDP

Figure 3. Apoptosis induction and protein expression analysis after Nut3a plus CDDP combined treatment in knockdown TP53 cell lines.

Cell lines were transfected with negative-control human small interference RNA (siRNA) or human p53 siRNA. Four to six hours later, cells

were treated with DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 lM), Nut3a (5 lM) and the combined treatment for 72 hr. Total levels of p53,

Mdm2, p21 and Survivin were analyzed in a 12% polyacrilamide gel in (a) the A2780cis and (b) A2780p cell lines by western blot.

Immunoblots are representative of at least five independent experiments. Viability was measured as nonapoptotic (AnV�) and non-necrotic

(PI�) cells, referred to the percentage of the viability of untreated cells. Apoptosis of (c) A2780cis and (d) A2780p cell lines was measured

as AnVþ and expressed as the percentage of the apoptosis of untreated cells. Data are shown as the mean of at least five independent

assays 6 SD. *p < 0.05; **p < 0.01, statistical significance (Student’s t-test) between siRNA– and siRNAþ for each treatment.
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treatment increased from 23% 6 6% to 70% 6 5%, respec-
tively (Student’s t-test, p ¼ 0.0001). To further demonstrate
that the senescence was irreversible, EOC cells treated for 72
hr were washed to remove the drugs and incubated for addi-
tional 4 days in fresh media. EOC cells continued expressing
SA-bGal and showed morphological features of senescence
upon removal of the drugs (Supporting Information Fig. S4).
The mean percentage of positive cells with combined treat-
ment when compared with CDDP treatment increased from
17% 6 9% to 93% 6 2.3%, respectively (Student’s t-test, p <

0.0001). Thus, in primary cell cultures, the double treatment
Nut3a plus CDDP induced apoptosis and irreversible
senescence.

Among all the wild-type TP53 patient samples, established
EOC cultures were chosen to perform MLPA and western
blot analysis. When RT–MLPA was performed at 48 hr,
CDKN1A increased in the double treatment compared to the
CDDP treatment as well as proapoptotic genes such as

NOXA, PUMA BAX and APAF-1. The antiapoptotic gene
BCL-2 decreased, as also did SURVIVIN (Fig. 5e and Sup-
porting Information Fig. S5).

The results obtained at mRNA level were confirmed at the
protein level by western blot (Fig. 5f). Wild-type TP53
tumors responded to treatments inducing p53 accumulation,
p21 induction and Mdm2 stabilization. Proapoptotic proteins
such as Noxa, Puma and Bax tended to increase, and the
antiapoptotic protein Bcl-2 disappeared with the double treat-
ment. Most interestingly, the combined treatment CDDP
plus Nut3a markedly decreased Survivin levels, concomitantly
with a reduction in cell viability, especially in patient #34:
82% (CDDP alone) to 10% (combined treatment). In conclu-
sion, the results of the present study strongly suggest that the
combination of Nut3a with CDDP could be a novel treat-
ment option to overcome CDDP resistance in ovarian cancer
patients harboring wild-type TP53 who do not respond to
the standard chemotherapy.

Figure 4. Apoptosis induction and protein expression analysis after Nut3a plus CDDP and CDDP treatments. Cell lines were transfected

with PC3DNA-empty and PC3DNA-Survivin vectors and after 24 hr cells were treated with DMSO vehicle (untreated cells), CDDP (3.5 lM),

Nut3a (5 lM) and the combined treatment for 72 hr. (a) A2780cis and (b) A2780p-treated cells were lysed and analyzed by western blot.

Total levels of p53, Mdm2, p21 and Survivin were analyzed in a 12% polyacrilamide gel. Actin was used as loading control. Immunoblots

are representative of at least five independent experiments. Viability was measured as nonapoptotic (AnV�) and non-necrotic (PI�) cells,

referred to the percentage of the viability of untreated cells. (c) Apoptosis of A2780cis and (d) A2780p cell lines was measured as AnVþ
and expressed as the percentage of the apoptosis of untreated cells. Data are shown as the mean of at least five independent assays 6

SD. (d) A2780cis cell line was transfected with negative-control human small interference RNA (siRNA) or human Survivin siRNA. Twenty-

four hours later, cells were treated with water vehicle (untreated cells) or CDDP (3.5 lM) for 48 hr. Apoptosis was measured as AnVþ and

expressed as the percentage of the apoptosis of untreated cells. Data are shown as the mean of at least four independent assays 6 SD.

*p < 0.05 statistical significance (Student’s t-test) between siRNA– and siRNAþ for CDDP treatment.
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Discussion
The main result of our study is that in cisplatin-resistant
cells, the combination of cisplatin with Nutlin3a enhances
the cytotoxic effect of CDDP by inducing G2/M cell-cycle
arrest and apoptosis. The results with established OVCa tu-
mor-cell lines were confirmed in EOC primary cell cultures.

The A2780p cells treated with CDDP alone had a
decrease in cell viability and increased G2/M from 48 hr
and forward, whereas no changes occurred in the A2780cis
cells. When CDDP was combined with Nut3a, viability con-
siderably decreased at 72 hr, and cells underwent G2/M
arrest.

Figure 5. Apostosis and senescence induced by Nut3a plus CDDP combined treatment in epithelial OVCa (EOC) cells isolated from solid

tumors and ascitic liquids. EOC cells from patients with wild-type TP53 (#9, 10, 13, 17, 18, 33 and 34) were treated with DMSO vehicle

(untreated cells), CDDP (3.5 mM), Nut3a (5 mM) and combined treatment for 72 hr, and (a) cells were counted in a Neubauer chamber

slide. (b) Induction of apoptosis was analyzed through flow cytometry. Data are shown as the mean of two independent assays 6 SD. *p <

0.05; **p < 0.01, ***p < 0.005 statistical significance (Student’s t-test) between the CDDP and the double treatment. (c) SA-bGal-positive
cells of DMSO vehicle, CDDP (3.5 mM), Nut3a (5 mM) and combined treatment conditions were counted from five fields and referred to the

total number of cells. (d) Representative photomicrographs of EOC cells stained with SA-bGal after 72-hr treatment with DMSO vehicle,

CDDP (3.5 mM), Nut3a (5 mM) and combined treatment. Data are shown as the mean of two independent assays 6 SD. (e) From patients

#34 and #17, cells were lysed, and expression of apoptosis-related genes was analyzed by RT–MLPA. The results are shown as logarithmic

fold induction relative to untreated cells and normalized with GUSB. For row data plots, refer to Supporting Information Fig. S6. (f) From

patients #34, #17, #9 and #13, protein levels of p53, p21, Mdm2, Survivin, Noxa, Puma, Bcl-2 and Bax were analyzed by western blot.

Actin was used as loading control. Viability was measured as nonapoptotic (AnV�) and non-necrotic (PI�) cells, referred to the percentage

of the viability of untreated cells. Bar 200 mm. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

C
an

ce
r
C
el
l
B
io
lo
gy

Mir et al. 9

Int. J. Cancer: 000, 000–000 (2012) VC 2012 UICC



Nut3a single treatment differently stabilized and acti-
vated p53 in the two OVCa cell lines. A2780cis cells seemed
to be more sensitive to Nut3a than the A2780p cells as
reflected on their higher apoptosis. This was also reflected
in the gene expression profile. At the protein level, Nut3a
alone decreased Survivin levels only in the resistant
A2780cis cells. As these cells were derived from the sensitive
A2780p cell line after exposure to increasing doses of
CDDP, the different behavior of both cell lines toward
Nut3a could be explained as result of the acquisition of
their chemoresistant phenotype.

Both A2780cis and A2780p cell lines treated with CDDP
plus Nut3a showed an increase in the proapoptotic genes
NOXA, PUMA, BAX and APAF-1 and a decrease in the anti-
apoptotic genes BCL-2 and SURVIVIN. The decrease of Bcl-2
induced by CDDP has already been described by Liu et al.17

It is known that in OVCa, there is an inverse correlation
between Bcl-2 and p53 expression18 and that Bcl-2 overex-
pression results in protection against apoptosis.19 An increase
in the expression of Bcl-2 mRNA and protein is associated
with resistance to CDDP in CDDP-resistant endometrial can-
cer cell lines, but not in CDDP-sensitive cell lines.20 Our
results show that in the CDDP-resistant A2780cis cells,
CDDP did not downregulate Bcl-2 but Nut3a and CDDP
plus Nut3a did. Finally, CDDP alone does not decrease Bcl-2
levels, but in combination with metformin, Bcl-2 is downre-
gulated in OVCa cells.21 In the present study, in A2780p cells
and primary tissue cultures, CDDP treatment decreased Bcl-2
mRNA and protein levels. Likely, the downregulation of Bcl-
2 is enhanced by proteasomal degradation.22

Besides Bcl-2 decrease, combined treatment was found to
downregulate Survivin in OVCa cell lines and primary tissue
cultures with wild-type TP53. Survivin, a member of the in-
hibitor of apoptosis protein family, is implicated in carcino-
genesis and cancer progression through its promoter and
STAT3, NFkB and, potentially, Myc, to stimulate vigorous
transcription selectively in tumor cells,23 thus inhibiting apo-
ptosis and inducing cell proliferation. The expression of Sur-
vivin in tumor tissues including OVCa has been associated
with tumor progression and unfavorable clinical pathologic
variables, such as poor prognosis, short patient survival rates
and chemoresistance.24 Wang et al.25 show that expression of
Survivin increases upon the exposure of the CDDP in resist-
ant A2780cis cells. Thus, Survivin could be considered as a
biological indicator of chemoresistance in OVCa.

Interestingly, the present work shows a decrease in Survi-
vin in the CDDP-resistant A2780cis cells concomitantly with
an increase in apoptosis induction. A synergic effect was
found when the treatment of Nut3a alone and the double
treatment were compared. Such decrease was not reflected in
the sensitive A2780p cell line, where, in contrast to the resist-
ant cell line, Survivin did not decrease with Nut3a alone, but
it did with the double treatment. The decrease in Survivin
could be responsible for the activation of apoptosis as
reported in previous studies on other tumor cells.26,27 Survi-

vin gene expression is transcriptionally repressed by wild-
type p53,23 and downregulation of Survivin has been reported
to induce a block of cell entry into S phase and cell-cycle
arrest in G2/M phase.28

Our cell lines responded to Nut3a by increasing the p53
levels, but only in the Nut3a-treated A2780cis cells, there was
a decrease in Survivin levels. This may be related to the fact
that the A2780cis cell line is more sensitive to Nut3a than its
CDDP sensitive parental cell-line A2780p. When p53 was
knocked down, there was more Survivin induction in
A2780cis than in A2780p cells. Because p53 inhibits Survivin
expression, Survivin higher induction in A2780cis cells is in
agreement with their higher response to p53 activation/inhi-
bition. The different behavior of both cell lines toward Nut3a
could be explained by the divergence of the A2780cis cells
from its parental cells during their acquisition of
chemoresistance.

Our experiments showed that knocking down p53 expres-
sion using siRNA decreased p21 and Mdm2 to normal levels
in both cell lines treated with CDDP, Nut3a or double treat-
ment. In A2780cis cells, p53 inhibition resulted in a high
induction of Survivin in all treatments, but A2780p cells
showed less induction of Survivin. In conclusion, the
A2780cis cell line was more responsive to activation of p53
by Nut3a (i.e., Survivin decrease) than the A2780p cells while
the reverse effect was obtained by the inhibition of p53 by
siRNA. Moreover, p53 knockdown diminished apoptosis in
both cell lines treated with Nut3a, thus demonstrating that
Nut3a and therefore the double treatment induced cell-cycle
arrest and apoptosis p53 dependent.

To further investigate the role of Survivin in apoptosis
induction, Survivin was overexpressed, and cells underwent
single and double treatments to revert apoptosis. The results
suggested that upon single Nut3a and double Nut3a-CDDP
treatment, cells overexpressing Survivin showed decreased ap-
optosis compared to cells expressing basal levels of Survivin,
although the differences were not statistically significant,
which is in accordance with the previously published
data.13,29 Thus, overexpression of Survivin would be unable
by itself to abolish apoptosis completely in OVCa cells.
Nevertheless, downregulation of Survivin still may play a role
in apoptosis induction in concert with other changes induced
by Nut3a.

Downregulation of Survivin by siRNA in the CDDP-re-
sistant A2780cis cells treated with CDDP led to an increase
in apoptosis, as did Nut3a. Thus, one of the possible effects
of Survivin downregulation, either by Nut3a or by siRNA,
could be chemosensitization of the resistant cells to CDDP.
However, the mechanism by which Nut3a leads to Survivin
downregulation remains unknown. Nevertheless, anti-Survi-
vin therapies may be good options for chemoresistant OVCa.
Several studies have demonstrated that downregulation of
Survivin induces apoptosis in vitro26,30 and in vivo31 in other
tumor-cell lines, and, recently, it has been described how it
even reduces tumor growth in chemoresistant OVCa
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orthotropic models.32 There are several inhibitory strategies
to downregulate Survivin like the use of molecular antago-
nists (siRNAs, antisense oligonucleotides and ribozymes),
dominant negative mutants able to inhibit Survivin dimeriza-
tion or Survivin activation through phosphorylation of
Thr34 residue and small-molecule antagonists able to inhibit
Survivin phosphorylation on Thr34 residue (CDK inhibitors)
or to counteract Survivin-Hsp90 interaction (Hsp90
inhibitors).33

The results found in cell lines were confirmed in primary
tissue cultures, with the use of primary cell cultures of EOC
cells. Primary tissue cultures confirmed that wild-type TP53
cells responded to Nut3a increasing apoptosis with the com-
bined treatment. In cell lines, the double treatment caused
induction of apoptosis with no induction of senescence (data
not shown). In contrast, in primary cell cultures, Nut3a plus
CDDP mainly caused senescence, which was irreversible. The
induction of senescence by Nut3a has already been described
by our group in the human glioblastoma multiforme model.13

The double treatment caused cell lines enter into cell-cycle
arrest in G2/M phase, and, in primary cell cultures, the per-
sistent induction of p21 protein observed suggested that cell-
cycle arrest exceeded the duration of treatment. Arrested cells
would go senescent (majority of primary cell cultures) or ap-
optotic (primary cell cultures and mainly cell lines), thus
decreasing the growth of tumor cells.

Recently, it has been described how high-grade serous
OVCa harbors TP53 mutations in 96% of tumors.34,35 This
histological type represents 70% of OVCa.36 Thus, in principle,
the other 30% of histological types and the 4% high-grade se-
rous OVCa left (all of them wild-type TP53) would be suitable
for the combined CDDP plus Nut3a treatment. Of the primary
tissue cultures treated in the present work, four of them were
wild-type TP53 high-grade serous OVCa, two endometrioid
and two mucinous histological subtypes. Endometrioid OVCa
represents 10–20% of OVCa cases and the mucinous subtype,

3%.36 Both endometrioid and mucinous subtypes have been
reported to have low rates of TP53 mutations,37–39 which is in
accordance with our primary tissue-culture analysis. Thus,
~34% of the wild-type TP53 OVCa patient population could
benefit from the combined treatment.

There have been recent advances in the development of
small-molecule Mdm2 antagonists as potential cancer thera-
peutics, with special emphasis on Nut3.40,41 RO5045337
(RG7112), an oral formulation of a derivative molecule of
Nut3a, is currently in phase I studies for patients with
advanced solid tumors (clinicaltrial.gov identifier:
NCT00559533) and refractory acute leukemia and chronic
lymphocytic leukemia (NCT00623870). The aim of both stud-
ies is to determine the maximum tolerated dose and the opti-
mal dosing schedule of RO5045337, administered as mono-
therapy. Preliminary data have shown acceptable safety
profiles with responses in patients with liposarcoma, acute my-
elogenous leukemia and chronic lymphocytic leukemia.32,42

Our study shows that the combination of Nutlin3a with
cisplatin induced increased apoptosis in the A2780cis-resist-
ant cell line, thus showing the capability of Nut3a to revert
their chemoresistance to CDDP. Because similar results of
increased response were generalized in primary tumors, the
population of advanced stage OVCa patients harboring wild-
type TP53 (around one third of cases) could benefit from
such a combined therapy, thus addressing the clinically seri-
ous problem of acquisition of chemoresistance resulting from
currently used therapies.
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