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4.1 Materials	
  i	
  mètodes	
  
	
  
4.1.1 Caracterització	
  de	
  cèl·∙lules	
  mononuclears	
  en	
  sang	
  
perifèrica	
  	
  

	
  
Pacients	
  
	
  
En	
   aquest	
   estudi	
   es	
   van	
   utilitzar	
   mostres	
   obtingudes	
   de	
   pacients	
   de	
   l’Hospital	
  
Germans	
   Trias	
   i	
   Pujol,	
   de	
   Badalona.	
   Aquestes	
   mostres	
   es	
   van	
   obtenir,	
   previ	
  
consentiment	
  informat,	
  a	
  partir	
  de	
  pacients	
  diagnosticats,	
  o	
  bé	
  de	
  UC,	
  o	
  bé	
  de	
  CRC,	
  
i	
   avaluats	
   en	
   aquest	
   hospital.	
   L’anàlisi	
   d’aquestes	
   mostres	
   va	
   ser	
   aprovada	
   pel	
  
comitè	
  ètic	
  de	
  l’Hospital	
  Germans	
  Trias	
  i	
  Pujol,	
  de	
  Badalona.	
  
	
  
Es	
  van	
  establir	
  5	
  grups	
  de	
  pacients	
  amb	
  un	
  mínim	
  de	
  n=12:	
  	
  

• Grup	
  1):	
  Controls	
  sans	
  (mostres	
  procedents	
  de	
  donants	
  de	
  sang).	
  
• Grup	
  2):	
  Pacients	
  de	
  UC	
  en	
  remissió	
  clínica	
  durant	
  un	
  mínim	
  de	
  6	
  mesos	
   i	
  

una	
  evolució	
  de	
  la	
  malaltia	
  inferior	
  a	
  5	
  anys.	
  	
  
• Grup	
  3):	
  Pacients	
  de	
  UC	
  en	
  remissió	
  clínica	
  durant	
  un	
  mínim	
  de	
  6	
  mesos	
   i	
  

una	
   evolució	
   de	
   la	
   malaltia	
   superior	
   a	
   10	
   anys	
   si	
   es	
   tracta	
   d’una	
   colitis	
  
extensa	
  (màxima	
  extensió	
  coneguda	
  durant	
  l’evolució	
  de	
  la	
  malaltia).	
  

• Grup	
  4):	
  Pacients	
  de	
  UC	
  en	
  brot	
  d’activitat	
  –	
  en	
  aquest	
  grup,	
  la	
  recollida	
  de	
  
la	
  mostra	
  es	
   va	
   realitzar	
  abans	
  d’iniciar	
  qualsevol	
   tractament	
  específic	
  del	
  
brot	
  –.	
  

• Grup	
  5):	
  Pacients	
  amb	
  CRC.	
  
	
  
Els	
   pacients	
   que	
   complien	
   els	
   criteris	
   d’inclusió	
   es	
   van	
   incorporar	
   a	
   l’estudi	
  
independentment	
  del	
  tractament	
  de	
  manteniment	
  utilitzat,	
  si	
  bé	
  aquest	
  va	
  quedar	
  
registrat.	
   D’especial	
   importància	
   van	
   ser	
   aquells	
   pacients	
   inclosos	
   al	
   grup	
   2-­‐3	
   (en	
  
remissió)	
  i	
  al	
  grup	
  4	
  (que	
  durant	
  el	
  període	
  d’estudi	
  van	
  presentar	
  un	
  brot).	
  Sempre	
  
que	
  va	
  ser	
  possible,	
  es	
  va	
  recollir	
  una	
  nova	
  mostra	
  a	
  aquells	
  pacients	
  del	
  grup	
  4	
  que	
  
van	
  entrar	
  en	
  remissió	
  clínica.	
  
	
  
Criteris	
   d’inclusió:	
   Pacients	
   d’entre	
   18	
   i	
   70	
   anys	
   amb	
   UC	
   o	
   CRC	
   documentat	
   per	
  
criteris	
  clínico-­‐endoscòpics	
  i	
  histològics	
  al	
  moment	
  de	
  l’estudi	
  o	
  al	
  passat.	
  
Criteris	
  d’exclusió:	
  Pacients	
  menors	
  de	
  18	
  i	
  majors	
  de	
  70	
  anys,	
  amb	
  història	
  de	
  HIV,	
  
hepatitis	
   vírica,	
   coagulopatia,	
   ús	
   d’anticoagulants,	
   proctitis	
   documentada	
   o	
  
incapacitat	
  per	
  signar	
  el	
  consentiment	
  informat.	
  
	
  
Els	
   pacients	
   que	
   complien	
   els	
   criteris	
   d’inclusió	
   es	
   van	
   incorporar	
   a	
   l’estudi	
  
independentment	
  del	
  tractament	
  de	
  manteniment	
  utilitzat,	
  si	
  bé	
  aquest	
  va	
  quedar	
  
registrat	
  i	
  es	
  van	
  analitzar	
  les	
  possibles	
  diferències	
  entre	
  tractaments.	
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Malauradament,	
  no	
  es	
  va	
  poder	
  aconseguir	
  cap	
  mostra	
  de	
  pacients	
  que	
  complissin	
  
les	
   condicions	
   per	
   incloure’ls	
   al	
   grup	
   2.	
   Així	
   doncs,	
   es	
   va	
   haver	
   de	
   treballar	
  
únicament	
  amb	
  les	
  mostres	
  corresponents	
  als	
  grups	
  1	
  (CT),	
  3,	
  4	
  i	
  5.	
  	
  
	
  
Citometria	
  de	
  flux	
  
	
  
Es	
   va	
   realitzar	
   l’estudi	
   fenotípic	
   de	
   cèl·∙lules	
  mononuclears	
   de	
   sang	
   perifèrica	
   dels	
  
pacients	
  per	
  citometria	
  de	
   flux.	
  Es	
  va	
  posar	
  a	
  punt	
  el	
  protocol	
  de	
  marcatge	
  de	
   les	
  
cèl·∙lules	
  utilitzant	
  el	
  panell	
  d’anticossos	
  monoclonals	
  que	
  es	
  mostra	
  a	
  la	
  Taula	
  4.1.	
  
	
  

Taula	
  4.1.	
  Llistat	
  de	
  marcatges	
  realitzats	
  en	
  l’estudi	
  amb	
  mostres	
  de	
  sang	
  humana..	
  

Tipus	
  cel·∙lular	
   PBMCs	
  Humanes	
  

Limfòcits	
  T	
   CD3+	
  
Cèl·∙lules	
  NK	
   CD3-­‐	
  CD56+	
  CD16+	
  
Limfòcits	
  B	
   CD19+	
  
Limfòcits	
  Th	
   CD3+	
  CD4+	
  
Limfòcits	
  Th17	
   CD4+	
  CD161+	
  CD56-­‐	
  
Cèl·∙lules	
  iNKT	
   CD3+	
  CD161+	
  TCRVα24+	
  
Limfòcits	
  Treg	
   CD4+	
  CD25+	
  Foxp3+	
  CD127low/neg	
  
Monòcits	
   CD14+	
  

	
  
	
  

Es	
  van	
  dispensar	
  100μL	
  de	
  sang	
  perifèrica	
  de	
  cada	
  pacient	
  a	
  tres	
  tubs	
  diferents.	
  Un	
  
dels	
   tubs	
  es	
  va	
  utilitzar	
  per	
  a	
  marcatge	
  exclusivament	
  de	
  proteïnes	
  de	
  membrana	
  	
  
amb	
   la	
   següent	
   combinació	
   d’anticossos	
   conjugats	
   amb	
   fluorocroms	
  
(BDBioscience):	
   CD3e-­‐PerCP,	
   CD161-­‐FITC,	
   CD56-­‐PE,	
   CD14-­‐PECy7,	
   TCRVα24-­‐APC,	
  
CD19-­‐V500,	
   i	
   CD4-­‐V450.	
   (Taula	
   4.1)	
   El	
   segon	
   tub	
   es	
   va	
   utilitzar	
   per	
   a	
   control	
   de	
  
l’isotip	
  de	
  CD160,	
  amb	
  tots	
  els	
  anticossos	
  del	
  primer	
  tub	
  llevat	
  l’anticòs	
  anti-­‐CD161-­‐
FITC.	
  Després	
  d’incubar	
  15	
  minuts	
  els	
  anticossos	
  amb	
  la	
  sang	
  perifèrica,	
  es	
  va	
  afegir	
  
FACSLysing	
   1X	
   (BDBioscience)	
   per	
   eliminar	
   eritròcits,	
   i	
   es	
   va	
   rentar	
   dues	
   vegades	
  
afegint	
  PBS	
  1X	
  i	
  centrifugant	
  5	
  minuts	
  a	
  500·∙g.	
  El	
  pellet	
  resultant	
  es	
  va	
  resuspendre	
  
en	
  300uL	
  de	
  PBS	
  1X	
  per	
  emmagatzemar	
  en	
  fred	
  fins	
  el	
  moment	
  de	
  la	
  lectura	
  amb	
  el	
  
citòmetre	
  de	
  flux.	
  
	
  
Pel	
   marcatge	
   de	
   proteïnes	
   intracel·∙lulars	
   i	
   de	
   membranes	
   del	
   tercer	
   tub	
   es	
   va	
  
utilitzar	
  la	
  següent	
  combinació	
  d’anticossos	
  conjugats	
  amb	
  fluorocroms:	
  CD4-­‐V450,	
  
CD127-­‐APC,	
  CD25-­‐PE,	
  i	
  FoxP3-­‐FITC.	
  (Taula	
  4.1)	
  El	
  protocol	
  va	
  implicar	
  una	
  incubació	
  
inicial	
  de	
  15	
  minuts	
  de	
  la	
  sang	
  perifèrica	
  amb	
  els	
  anticossos	
  CD4-­‐V450,	
  CD127-­‐APC,	
  i	
  
CD25-­‐PE,	
  i	
  un	
  rentat	
  amb	
  PBS	
  1X	
  i	
  centrifugació	
  de	
  5	
  minuts	
  a	
  500·∙g.	
  A	
  continuació,	
  
es	
   va	
   fixar	
   i	
   permeabilitzar.	
   Després	
   de	
   tres	
   rentats,	
   es	
   va	
   incubar	
   el	
   pellet	
   amb	
  
l’anticòs	
  de	
  FoxP3	
  durant	
  30	
  minuts.	
  Finalment,	
  les	
  cèl·∙lules	
  obtingudes	
  després	
  de	
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rentar,	
  es	
  van	
  resuspendre	
  amb	
  300	
  μL	
  de	
  PBS	
  1X	
  per	
  emmagatzemar	
  en	
  fred	
  fins	
  la	
  
lectura	
  amb	
  el	
  citòmetre	
  de	
  flux.	
  
	
  
Les	
   suspensions	
  marcades	
  es	
  van	
  analitzar	
  amb	
  el	
   citòmetre	
  de	
   flux	
  FACSCanto	
   II,	
  
del	
   Servei	
   de	
   Citometria	
   de	
   l’IGTP,	
   i	
   el	
   sistema	
   utilitzat	
   pel	
   processament	
   dels	
  
senyals	
   va	
   ser	
   el	
   FACSDiva	
   (que	
   permet	
   una	
   compensació	
   fora-­‐de-­‐línia	
   i	
   la	
  
configuració	
  d’escales	
  biexponencials).	
  
	
  
4.1.2 Efectes	
  de	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  sobre	
  la	
  Funció	
  
Epitelial	
  Barrera	
  en	
  cèl·∙lules	
  Caco-­‐2	
  

	
  
En	
  aquest	
  estudi	
  es	
  van	
  utilitzar	
  mostres	
  obtingudes	
  de	
  pacients	
  de	
  l’Hospital	
  de	
  la	
  
Santa	
   Creu	
   i	
   Sant	
   Pau,	
   de	
   Barcelona.	
   Aquestes	
   mostres	
   es	
   van	
   obtenir,	
   previ	
  
consentiment	
  informat,	
  a	
  partir	
  d’individus	
  sans	
  o	
  de	
  pacients	
  diagnosticats	
  de	
  UC,	
  i	
  
avaluats	
  en	
  aquest	
  hospital.	
  L’anàlisi	
  d’aquestes	
  mostres	
  va	
  ser	
  aprovada	
  pel	
  comitè	
  
ètic	
  de	
  l’Hospital	
  de	
  la	
  Santa	
  Creu	
  i	
  Sant	
  Pau,	
  de	
  Barcelona.	
  
	
  
Els	
  PBMCs	
  (peripheral	
  blood	
  mononuclear	
  cells)	
  aïllats	
  de	
  la	
  sang	
  d’aquests	
  pacients	
  
mitjançant	
   centrifugació	
   en	
   gradient	
   amb	
   "Ficoll-­‐Hypaque"	
   (Lymphoprep,	
   Axis-­‐
Shield	
  PoC	
  As).	
  Les	
  cèl·∙lules	
  es	
  van	
  rentar	
  dues	
  vegades	
  i	
  es	
  van	
  resuspendre	
  en	
  FCS	
  
(Fetal	
  Calf	
  Serum)	
  amb	
  10%	
  de	
  DMSO,	
  i	
  van	
  ser	
  conservades	
  en	
  nitrògen	
  líquid	
  fins	
  
al	
  moment	
  de	
  l’estimulació.	
  Un	
  cop	
  descongelats,	
  els	
  monòcits	
  es	
  van	
  separar	
  de	
  la	
  
resta	
   de	
   PBMCs	
   per	
   selecció	
   negativa	
   mitjançant	
   l'ús	
   del	
   "Human	
   Monocyte	
  
Enrichment	
  KIT"	
  (EasySep	
  Stem	
  Cell).	
  Els	
  monòcits	
  purificats	
  es	
  van	
  cultivar	
  en	
  medi	
  
RPMI	
   1640	
   (BioWhittaker)	
   +	
   10%	
   FCS	
   +	
   2mM	
   de	
   glutamina	
   +	
   100	
   U/mL	
   de	
  
penicil·∙lina	
   +	
   100	
   µg/mL	
   d'estreptomicina	
   (Biowhitaker),	
   i	
   es	
   van	
   estimular	
   amb	
  
agonistes	
   de	
   TLRs.	
   Com	
   agonista	
   de	
   TLR4	
   es	
   va	
   utilitzar	
   LPS	
   (0.01µg/mL),	
   i	
   com	
  
agonista	
  de	
  TLR2,	
  LTA	
  (lipoteichoic	
  acid;	
  àcid	
  lipoteitoïc)	
  (1	
  µg	
  /mL).	
  Després	
  d'una	
  
incubació	
  de	
  24h	
  amb	
  els	
   lligands,	
  es	
  van	
  recollir	
  els	
  corresponents	
  sobrenedants,	
  
dels	
  quals	
  es	
  va	
  utilitzar	
  una	
  alíquota	
  per	
  a	
  determinar	
  els	
  nivells	
  de	
  TNFα	
  i	
  la	
  resta	
  
es	
  va	
  mantenir	
  a	
  -­‐80ºC	
  fins	
  al	
  moment	
  de	
  realitzar	
  l’estudi	
  dels	
  seus	
  efectes	
  sobre	
  la	
  
funció	
  barrera.	
  
	
  
Per	
  a	
  estudiar	
  la	
  Funció	
  Epitelial	
  de	
  Barrera	
  (FEB)	
  es	
  van	
  cultivar	
  cèl·∙lules	
  de	
  la	
  línia	
  
Caco-­‐2	
   (HPACC	
   86010202)	
   damunt	
   filtres	
   semipermeables	
   de	
   policarbonat	
  
(Transwells,	
  "BD	
  Falcon	
  Cell	
  Culture	
  Inserts",	
  de	
  BD	
  Biosciences)	
  en	
  medi:	
  DMEM	
  +	
  
10%	
   FBS	
   +	
   1%	
   NEAA	
   +	
   2%	
   Pen/Strep	
   (100	
   U/mL	
   Penicil·∙lina/	
   100mg/mL	
  
Estreptomicina)	
  (Gibco,	
  Life	
  Technologies).	
  Un	
  cop	
  els	
  cultius	
  eren	
  confluents	
  es	
  va	
  
mesurar	
   la	
   Resistència	
   Elèctrica	
   Transepitelial	
   (TEER)	
   mitjançant	
   un	
   lector	
   de	
  
voltatge	
   i	
   resistència	
   ("MILLICELL-­‐ERS";	
   de	
   MILLIPORE).	
   A	
   partir	
   d'aquí,	
   es	
   van	
  
utilitzar	
  els	
  pous	
  en	
  els	
  que	
  el	
  valor	
  de	
  TEER	
  era	
  superior	
  800	
  Ω·∙cm2	
  i	
  en	
  els	
  que	
  hi	
  
havia	
   un	
   refús	
   de	
   Lucifer	
   Yellow	
   (LY)	
   (marcador	
   de	
   permeabilitat	
   paracel·∙lular)	
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superior	
   al	
   99%.	
   Aquesta	
   situació	
   s’assolia	
   aproximadament	
   als	
   20-­‐21	
   dies	
   post-­‐
confluència.	
  	
  
	
  
Inicialment	
  es	
  va	
  realitzar	
  un	
  estudi	
  temporal	
  de	
  lectures	
  TEER	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  Caco-­‐
2	
  incubades	
  per	
  la	
  part	
  basal	
  amb	
  els	
  sobrenedants	
  procedents	
  de	
  l’estimulació	
  de	
  
cèl·∙lules	
  RAW264.7	
  amb	
  LPS	
   (lipopolysaccharide;	
   lipopolisacàrid)	
  100ng/mL	
  per	
   tal	
  
de	
  dimensionar	
  els	
  efectes	
  esperables	
  dels	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  de	
  pacients	
  
dels	
  quals	
  es	
  coneixia	
  la	
  concentració	
  de	
  TNFα.	
  Un	
  cop	
  ajustades	
  les	
  condicions,	
  es	
  
va	
  escollir	
  una	
  la	
  concentració	
  de	
  TNFα	
  (control	
  positiu	
  de	
  disrupció	
  de	
  barrera)	
  que	
  
va	
  ser	
  de	
  4ng/mL	
  i	
  es	
  van	
  comparar	
  els	
  seus	
  efectes	
  amb	
  els	
  dels	
  sobrenedants	
  dels	
  
monòcits	
   estimulats	
   i	
   també	
   amb	
   els	
   efectes	
   ocasionats	
   pel	
   canvi	
   de	
   medi.	
   Els	
  
resultats	
  es	
  van	
  representar	
  en	
  funció	
  de	
  la	
  variació	
  del	
  promig	
  de	
  les	
  lectures	
  dels	
  
replicats	
  de	
  cada	
  situació	
  experimental	
  en	
  relació	
  amb	
  el	
  promig	
  dels	
  pous	
  control	
  
(sense	
  tractar).	
  La	
  Figura	
  4.1	
  il·∙lustra	
  els	
  detalls	
  d’aquests	
  experiments.	
  

	
  
Figura	
  4.1.	
  Mesura	
  FEB.	
  A:	
  disseny	
  experimental	
  de	
  les	
  incubacions	
  de	
  les	
  Caco-­‐2	
  amb	
  sobrenedants	
  
de	
   monòcits	
   humans	
   estimulats	
   amb	
   lligands	
   de	
   TLRs;	
   B:	
   plaques	
   de	
   transwells;	
   C:	
   mesura	
   de	
   la	
  
resistència	
  en	
  els	
  cultius	
  dels	
  transwells	
  mitjançant	
  el	
  lector	
  de	
  TEER.	
  

	
  
	
  
4.1.3 Expressió	
  gènica	
  en	
  biòpsies	
  de	
  còlon	
  

	
  
En	
  aquest	
  estudi	
  es	
  van	
  utilitzar	
  mostres	
  obtingudes	
  de	
  pacients	
  de	
  l’Hospital	
  de	
  la	
  
Santa	
   Creu	
   i	
   Sant	
   Pau,	
   de	
   Barcelona.	
   Aquestes	
   mostres	
   es	
   van	
   obtenir,	
   previ	
  
consentiment	
   informat,	
   a	
  partir	
   d’individus	
   sans	
  o	
  pacients	
  diagnosticats,	
   o	
  bé	
  de	
  
UC,	
  o	
  bé	
  de	
  CRC,	
   i	
  avaluats	
  en	
  aquest	
  hospital.	
  L’anàlisi	
  d’aquestes	
  mostres	
  va	
  ser	
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aprovada	
  pel	
  comitè	
  ètic	
  de	
  l’Hospital	
  de	
  la	
  Santa	
  Creu	
  i	
  Sant	
  Pau,	
  de	
  Barcelona.	
  Es	
  
van	
  incloure:	
  15	
  biòpsies	
  de	
  còlon	
  de	
  pacients	
  amb	
  colitis	
  ulcerosa	
  en	
  fase	
  inactiva	
  
de	
  més	
   de	
   10	
   anys	
   d’evolució	
   obtingudes	
   durant	
   el	
   seguiment	
   rutinari	
   anual;	
   15	
  
pòlips	
  de	
  còlon	
  de	
  pacients	
  sense	
  signes	
  de	
  malaltia	
  inflamatòria	
  intestinal	
  i	
  amb	
  un	
  
diagnòstic	
   histològic	
   que	
   establia	
   que	
   es	
   tractava	
   d’un	
   adenoma	
   vellòs	
   o	
   túbulo-­‐
vellòs	
  i	
  15	
  biòpsies	
  de	
  còlon	
  sa	
  (control).	
  La	
  selecció	
  de	
  les	
  biòpsies	
  va	
  estar	
  a	
  càrrec	
  
del	
  Servei	
  de	
  Patologia	
  Digestiva	
  de	
  l’Hospital	
  de	
  la	
  Santa	
  Creu	
  i	
  Sant	
  Pau.	
  Aquestes	
  
mostres	
   es	
   van	
  utilitzar	
   per	
   la	
   determinació	
  de	
   l’expressió	
   gènica	
  per	
  microarrays	
  
amb	
  el	
   suport	
  de	
   la	
   Plataforma	
  de	
  Bioinformàtica	
  de	
   l’Hospital	
   de	
   la	
   Santa	
  Creu	
   i	
  
Sant	
   Pau.	
   Un	
   cop	
   obtingudes	
   les	
   mostres	
   es	
   van	
   criopreservar	
   ràpidament	
   en	
  
RNAlater/-­‐80ºC	
  en	
  tubs	
  RNasa	
  free.	
  L’extracció	
  de	
  mRNA	
  de	
  les	
  mostres	
  congelades	
  
es	
   va	
   realitzar	
   mitjançant	
   el	
   kit	
   RNeasy	
   (QIAgen,	
   Izasa,	
   Espanya)	
   seguint	
   les	
  
instruccions	
   del	
   fabricant.	
   La	
   quantitat	
   i	
   qualitat	
   de	
   l’ARN	
   obtingut	
   es	
   va	
   valorar	
  
mitjançant	
  el	
  sistema	
  Experion	
  (Biorad,	
  USA).	
  L’expressió	
  del	
  mRNA	
  es	
  va	
  realitzar	
  
amb	
   Human	
   Transcriptome	
   Array	
   2.0	
   (HTA	
   2.0;	
   d’Affimetrix).	
   L’anàlisi	
   de	
   patrons	
  
d’expressió	
   gènica	
   del	
   teixit	
   en	
   els	
   diferents	
   grups	
   es	
   va	
   realitzar	
   mitjançant	
  
software	
  específics	
  per	
  l’anàlisi	
  massiu	
  de	
  dades	
  (Affymetrix(R)	
  Expression	
  Console	
  
(TM)	
  Software,	
  i	
  R/Bioconductor)	
  i	
  consulta	
  amb	
  bases	
  de	
  dades	
  via	
  informàtica.[25]	
  
Aquesta	
  anàlisi	
  es	
  va	
  portar	
  a	
  terme	
  a	
  la	
  plataforma	
  de	
  Genòmica	
  i	
  Transcriptòmica	
  
de	
  l’IIB	
  Sant	
  Pau.	
  
	
  
4.1.4 Comparacions	
  quantitatives	
  

	
  
Les	
   comparacions	
   amb	
   els	
   resultats	
   de	
   les	
   citometries	
   de	
   flux	
   es	
   van	
   fer	
   amb	
   els	
  
valors	
  que	
  superaven	
  el	
  test	
  de	
  Grubbs	
  (per	
  eliminar	
  els	
  outliers,	
  α=0.05),	
  utilitzant	
  
el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  els	
  post-­‐test	
  de	
  comparacions	
  múltiples	
  Tukey	
  (degut	
  a	
  que	
  teniem	
  
un	
  nombre	
  de	
  grups	
  superior	
  a	
  3,	
   i	
  n=10-­‐15).	
  Les	
  comparacions	
  entre	
  els	
  diferents	
  
grups	
  es	
  van	
  fer	
  utilitzant	
  el	
   test	
  ANOVA	
  i	
  els	
  post-­‐test	
  de	
  comparacions	
  múltiples	
  
Bonferroni	
   (tot	
   i	
   haver	
   més	
   de	
   2	
   grups,	
   hi	
   havia	
   algun	
   cas	
   de	
   n=5).	
   El	
   test	
   t-­‐	
   de	
  
Student	
   per	
   a	
   dades	
   no	
   aparellades	
   es	
   va	
   fer	
   servir	
   quan	
   només	
   es	
   feien	
  
comparacions	
  entre	
  2	
  grups.	
  L’anàlisi	
  de	
  les	
  dades	
  dels	
  microarrays	
  van	
  fer	
  servir	
  el	
  
paquet	
   de	
   càlculs	
   Oligo	
   (pel	
   pre-­‐processament	
   de	
   les	
   dades)[26]	
   i	
   Limma	
   (per	
  
l’anàlisi	
   d’expressió	
   diferencial	
   entre	
   els	
   grups)[27];	
   i	
   el	
   genoma	
   de	
   referència	
  
utilitzat	
  va	
  ser	
  hg19.	
  
	
  
Els	
  valors	
  P<0.05	
  es	
  van	
  considerar	
  estadísticament	
  significatius,	
  i	
  els	
  valors	
  P=0.05-­‐
0.07	
  es	
  van	
  considerar	
  que	
  indicaven	
  una	
  tendència.	
  
	
  
4.1.5 Ontologia	
  gènica	
  

	
  
Per	
   estudiar	
   l’expressió	
   gènica	
   de	
   les	
   biòpsies	
   de	
   colon	
   es	
   va	
   realitzar	
   una	
   anàlisi	
  
d’ontologia	
  gènica	
  (Gene	
  Ontology;	
  GO).	
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Tot	
  i	
  que	
  les	
  bases	
  de	
  dades	
  d’expressió	
  gènica	
  han	
  estat	
  àmpliament	
  utilitzades	
  per	
  
identificar	
   gens	
   i	
   vies	
   com	
   a	
  marcadors	
   de	
  malalties	
   específiques,	
   per	
   sí	
   soles	
   no	
  
poden	
   identificar	
   relacions	
   entre	
   gens	
   dins	
   el	
   sistema	
   d’interès.	
   La	
   identificació	
  
d’aquestes	
  relacions	
  requereix	
  integrar	
  la	
  interacció	
  de	
  les	
  xarxes	
  de	
  manera	
  que	
  els	
  
canvis	
  dels	
  perfils	
  d’expressió	
  gènica	
  puguin	
  ser	
  plenament	
  entesos.	
  Per	
  això	
  s’han	
  
desenvolupat	
  moltes	
  aproximacions	
  informàtiques	
  utilitzant	
  anotacions	
  funcionals,	
  
dades	
   d’expressió	
   gènica,	
   entre	
   d’altres.	
   De	
   fet,	
   les	
   tècniques	
   del	
   genoma	
   sencer	
  
com	
   l’anàlisi	
   GO	
   han	
   estat	
   útils	
   per	
   estudiar	
   la	
   senyalització	
   en	
   mecanismes	
  
patogènics	
   i	
   en	
   la	
   identificació	
   de	
   les	
   vies	
   implicades	
   en	
   una	
   àmplia	
   varietat	
   de	
  
fenotips	
  entre	
  els	
  quals	
  IBD,	
  UC,	
  CRC,	
  o	
  CAC.	
  	
  
	
  
Les	
  primeres	
  aproximacions	
  informàtiques	
  desenvolupades	
  	
  per	
  generar	
  hipòtesis	
  i	
  
analitzar	
   les	
  dades	
  del	
  genoma	
  complert	
  es	
  basaven	
  en	
   les	
  anàlisis	
  d’enriquiment.	
  
Aquestes	
   aproximacions	
   es	
   basen	
   en	
   l’anotació	
   extensiva	
   dels	
   gens	
   humans	
   amb	
  
descripcions	
   dels	
   aspectes	
   biològics	
   dels	
   gens,	
   tals	
   com	
   la	
   seva	
   funció	
   o	
   la	
  
participació	
  en	
  vies	
  metabòliques	
  entre	
  d’altres.	
  
	
  

	
  
Figura	
   4.2.	
   Descripció	
   de	
   l'anàlisi	
   d'enriquiment	
   en	
   l'estudi	
   de	
   dades	
   del	
   genoma	
   complert.	
   (a)	
  
Esquema	
  general	
  de	
   l'anàlisi.	
  Primer	
  de	
   tot	
  es	
  necessita	
  un	
  model	
  de	
  background	
   (exemple:	
   tots	
  els	
  
gens	
  del	
   genoma).	
   Llavors,	
   es	
   compara	
   la	
   distribució	
   de	
   les	
   anotacions	
   al	
  model	
  background	
   i	
   en	
   el	
  
llistat	
  de	
  gens	
  d’interès	
  obtinguts	
  del	
  nostre	
  experiment	
  del	
  genoma	
  complert	
  (exemple:	
  tots	
  els	
  gens	
  
per	
  damunt	
  d’un	
  cert	
  nombre	
  de	
  fold-­‐change	
  d’un	
  experiment	
  de	
  microarrays)	
  utilitzant	
  comparacions	
  
estadístiques	
  com	
  el	
  test	
  Fischer.	
  Es	
  fa	
  creant	
  la	
  taula	
  de	
  contingència	
  mostrada	
  en	
  (b)	
  i	
  aplicant	
  algun	
  
mètode	
  per	
  corregir	
  test	
  múltiple,	
  com	
  la	
  correcció	
  de	
  Bonferroni.	
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La	
  idea	
  principal	
  de	
  les	
  anàlisis	
  d’enriquiment	
  és	
  que	
  la	
  llista	
  de	
  gens	
  derivada	
  d’un	
  
experiment	
  del	
  genoma	
  complert,	
  pot	
  ser	
  estadísticament	
  interpretat	
  en	
  algunes	
  de	
  
les	
   seves	
  propietats	
  biològiques	
   (anotacions)	
  quan	
  es	
   comparen	
  amb	
  un	
   llistat	
  de	
  
gens	
  d’interès	
  (normalment	
  el	
  genoma	
  complert).	
  Aquestes	
  propietats	
  biològiques	
  
interpretades	
   aportaran	
   informació	
   del	
   què	
   hi	
   ha	
   implicat	
   al	
   fenotip	
   estudiat.	
  
(Figura	
  4.2)	
  
	
  
Per	
   identificar	
   els	
   aspectes	
   interpretables,	
   l’anàlisi	
   d’enriquiment	
   contrasta	
   les	
  
anotacions	
  del	
   genoma	
  complert	
  amb	
  una	
   llista	
  de	
  gens	
  que	
   se	
   suposa	
  que	
  estan	
  
relacionats	
   amb	
   la	
   malaltia	
   (derivats	
   d’un	
   experiment	
   de	
   genoma	
   complert).	
  
Llavors,	
  es	
  compara	
  el	
  nombre	
  de	
  gens	
  del	
  llistat	
  derivat	
  de	
  l’experiment	
  que	
  té	
  una	
  
anotació	
  concreta	
  amb	
  el	
  nombre	
  de	
  gens	
  que	
  s’esperaria	
  si	
  el	
   llistat	
  hagués	
  estat	
  
escollit	
  aleatòriament	
  del	
  genoma.	
  
	
  
Les	
   anàlisis	
   d’enriquiment	
   es	
   basen	
   en	
   extenses	
   anotacions	
   gèniques	
   d’aspectes	
  
biològics.	
   El	
   genoma	
   humà	
   té	
   uns	
   200.000	
   gens,	
   per	
   tant,	
   és	
   important	
   que	
   els	
  
algoritmes	
   que	
   automatitzen	
   aquestes	
   anàlisis	
   utilitzin	
   anotacions	
   úniques	
   i	
   ben	
  
identificades.	
  Per	
  això	
  és	
  imprescindible	
  utilitzar	
  un	
  vocabulari	
  controlat	
  per	
  anotar	
  
els	
  gens:	
  una	
  llista	
  de	
  termes	
  que	
  descriuen	
  un	
  camp	
  de	
  coneixement.	
  Cada	
  terme	
  
del	
  vocabulari	
  està	
   identificat	
   inequívocament,	
  evitant	
  confusions	
  o	
  equivocacions	
  
en	
  les	
  anotacions.	
  Mentre	
  que	
  els	
  vocabularis	
  controlats	
  solucionen	
  el	
  problema	
  de	
  
l’automatització	
   de	
   les	
   anàlisis	
   d’enriquiment,	
   el	
   seu	
   ús	
   té	
   una	
   limitació:	
   quan	
   es	
  
realitza	
  una	
  anàlisi	
  del	
  genoma	
  complert,	
  els	
  p-­‐values	
   requerits	
  per	
  una	
  associació	
  
estadísticament	
   significativa	
   han	
   de	
   ser	
  molt	
   baixos	
   ja	
   que	
   cal	
   fer	
   servir	
   tests	
   de	
  
correcció	
  múltiple,	
  que	
  comporten	
  un	
  problema	
  de	
  manca	
  de	
  potència	
  estadística.	
  
Una	
   manera	
   d’esquivar	
   el	
   problema	
   és	
   utilitzar	
   ontologies	
   per	
   anotar	
   gens.	
   Una	
  
ontologia	
   informàticament	
   és	
   un	
   tipus	
   de	
   vocabulari	
   controlat	
   definit	
   per	
   un	
  
conjunt	
   de	
   termes	
   que	
   descriuen	
   el	
   domini	
   del	
   coneixement	
   (per	
   exemple,	
   els	
  
diferents	
   processos	
   biològics	
   en	
   una	
   cèl·∙lula)	
   i	
   les	
   relacions	
   entre	
   ells.	
   Es	
   pot	
  
representar	
   directament	
   per	
   un	
   gràfic	
   acíclic	
   en	
   el	
   qual	
   els	
   nodes	
   (nodes)	
   són	
   els	
  
termes	
  que	
  pertanyen	
  al	
  domini	
  del	
  coneixement	
  i	
  les	
  vores	
  (edges)	
  representen	
  les	
  
relacions	
  entre	
  els	
  termes.	
  	
  
	
  
Aquesta	
   figura	
   d’ontologies	
   permet	
   la	
   identificació	
   d’associacions	
   no-­‐òbvies	
  
mitjançant	
  l’associació	
  d’anotacions	
  utilitzant	
  les	
  relacions	
  entre	
  els	
  termes	
  descrits	
  
en	
  la	
  ontologia.	
  La	
  associació	
  de	
  les	
  anotacions	
  al	
  llarg	
  de	
  la	
  ontologia	
  augmenta	
  el	
  
poder	
   estadístic	
   de	
   l’anàlisi.	
   L’ontologia	
   més	
   emprada	
   per	
   realitzar	
   anàlisis	
  
d’enriquiment	
  de	
  microarrays	
  és	
  la	
  Gene	
  Ontology	
  (GO)	
  que	
  s’ha	
  utilitzat	
  per	
  anotar	
  
gens	
   humans,	
   tant	
   manualment	
   com	
   electrònicament	
   i	
   ha	
   tingut	
   una	
   àmplia	
  
cobertura	
  en	
  el	
  genoma.	
  
	
  
L’anotació	
   extensiva	
   dels	
   gens	
   humans	
   amb	
   termes	
   GO	
   i	
   el	
   seu	
   ús	
   en	
   anàlisi	
  
d’enriquiment	
   amb	
   dades	
   derivades	
   d’experiment	
   del	
   genoma	
   complert,	
   han	
  
aportat	
  evidències	
  a	
  la	
  biologia	
  de	
  les	
  malalties.	
  S’han	
  utilitzat	
  les	
  associacions	
  entre	
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els	
   gens	
  de	
   les	
   llistes	
  dels	
   anàlisis	
   d’enriquiment	
  de	
  microarrays	
   com	
  a	
  predictors	
  
per	
   identificar	
  nous	
  gens	
  relacionats	
  amb	
  el	
  càncer	
  o	
  per	
  deduir	
  noves	
  anotacions	
  
funcionals	
  en	
  gens	
  associats	
  al	
  càncer	
  ja	
  coneguts.	
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4.2 Resultats	
  

4.2.1 Estudi	
  fenotípic	
  

	
  
Figura	
  4.3.	
  Resultats	
  percentuals	
  de	
  les	
  poblacions	
  de	
  cèl·∙lules	
  per	
  cada	
  grup	
  de	
  pacients.	
  Els	
  grups	
  
eren	
  n=12-­‐15,	
  i	
  es	
  van	
  descartar	
  les	
  lectures	
  que	
  no	
  van	
  superar	
  el	
  test	
  de	
  Grubbs	
  (α=0.05).	
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A	
  la	
  Figura	
  4.3	
  es	
  mostren	
  els	
  resultats	
  percentuals	
  de	
  cada	
  població	
  en	
  relació	
  a	
  la	
  
població	
  total	
  de	
  limfòcits	
  per	
  a	
  cada	
  grup	
  d’estudi.	
  	
  
	
  
A	
   la	
   Figura	
   4.4	
   es	
  mostren	
   percentualment	
   els	
   valors	
   individuals	
   de	
  monòcits	
   en	
  
relació	
  a	
   leucòcits	
   totals	
   (Figura	
   4.4A)	
   i	
   en	
   relació	
  a	
  PBMCs	
   (Figura	
   4.4B)	
   en	
   cada	
  
grup.	
  
	
  

	
  
Figura	
   4.4.	
   Resultats	
   percentuals	
   de	
   les	
   poblacions	
   dels	
   monòcits	
   segons	
   dues	
   poblacions	
   de	
  
referències.	
   Els	
   grups	
   eren	
   n=12-­‐15,	
   i	
   es	
   van	
   descartar	
   les	
   lectures	
   que	
   no	
   van	
   superar	
   el	
   test	
   de	
  
Grubbs	
  (α	
  =0.05).	
  

	
  
En	
   comparar	
   els	
   valors	
   mitjans	
   de	
   cada	
   grup	
   no	
   es	
   van	
   trobar	
   diferències	
  
significatives	
  (Figura	
  4.5).	
  
	
  

	
  
Figura	
  4.5.	
  Resultats	
  percentuals	
  de	
  les	
  poblacions	
  dels	
  monòcits	
  respecte	
  a	
  leucòcits	
  totals	
  i	
  a	
  PBMC	
  
totals.	
  Els	
  grups	
  eren	
  n=12-­‐15,	
  i	
  es	
  va	
  utilitzar	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Tukey.	
  

	
  
Els	
   nivells	
   de	
   monòcits	
   en	
   els	
   grups	
   de	
   pacients	
   de	
   UC	
   en	
   brot	
   (grup	
   4)	
   eren	
  
lleugerament	
  superiors	
  als	
  controls	
  en	
  relació	
  amb	
  el	
  grup	
  control	
   i	
  al	
  grup	
  	
  UC	
  en	
  
remissió,	
  però	
   les	
  diferències	
  no	
  van	
  assolir	
   significació	
  estadística.	
  Aquest	
   fet	
  ens	
  
va	
   fer	
   descartar	
   el	
   valor	
   d’aquest	
   paràmetre	
   per	
   a	
   la	
  monitorització	
   de	
   pacients.	
  
(Figura	
  4.6)	
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Figura	
   4.6.	
   Ràtios	
  de	
   les	
   poblacions	
  dels	
  monòcits	
   en	
   relació	
   a	
   leucòcits	
   totals	
   (A)	
   o	
   a	
   PBMCs	
   (B).	
  
P<0.05	
  va	
   ser	
   considerat	
  estadísticament	
   significatiu	
   (*)	
   i	
  P=0.05-­‐0.07	
   tendència	
   (a),	
   i	
  els	
  grups	
  eren	
  
n=12-­‐15,	
  segons	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Tukey.	
  

	
  
A	
  la	
  Figura	
  4.7	
  es	
  mostren	
  els	
  resultats	
  percentuals	
  dels	
  nivells	
  de	
  cada	
  població	
  en	
  
els	
   grups	
   dels	
   pacients.	
   Únicament	
   es	
   van	
   observar	
   variacions	
   significatives	
   en	
   la	
  
població	
   de	
   limfòcits	
   Th17	
   (Figura	
   4.7F),	
   amb	
   un	
   augment	
   significatiu	
   del	
   grup	
   4	
  
(pacients	
   amb	
  UC	
  en	
  brot)	
   en	
   comparació	
   amb	
   la	
   resta	
   de	
   grups.	
   Es	
   van	
   apreciar	
  
també	
   lleus	
  variacions	
  no	
  significatives,	
   i	
  que	
  es	
  van	
  recalcular	
  dels	
   ràtios	
  de	
  cada	
  	
  
grup	
   de	
   pacients	
   amb	
   respecte	
   al	
   grup	
   control	
   (Figura	
   4.8):	
   tot	
   i	
   així	
   les	
   úniques	
  
poblacions	
   amb	
   variacions	
   significatives	
   van	
   ser	
   els	
   limfòcits	
   Th17	
   (que	
   podrien	
  
tenir	
  interès	
  com	
  a	
  paràmetre	
  de	
  monitorització	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC).	
  
	
  
Resum	
  
	
  

• Els	
  monòcits	
  estan	
  lleugerament	
  augmentats	
  en	
  els	
  pacients	
  de	
  UC	
  en	
  brot,	
  
però	
  la	
  troballa	
  no	
  és	
  estadísticament	
  significativa	
  i	
  a	
  més	
  ha	
  estat	
  descrita	
  
en	
  fenòmens	
  inflamatoris	
  de	
  diversos	
  tipus.	
  	
  

• Els	
  limfòcits	
  Th17	
  es	
  troben	
  augmentades	
  en	
  pacients	
  amb	
  UC	
  en	
  brot.	
  
• El	
  limitat	
  nombre	
  de	
  pacients	
  i	
  l’elevada	
  variabilitat,	
  sobre	
  tot	
  en	
  poblacions	
  

molt	
   minoritàries	
   dificulta	
   extreure	
   conclusions	
   més	
   sòlides	
   però	
   el	
  
seguiment	
   de	
   l’evolució	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   Th17	
   és	
   l’únic	
   dels	
   paràmetres	
  
estudiats	
  que	
  podria	
  tenir	
  valor	
  com	
  a	
  biomarcador	
  en	
  la	
  monitorització	
  de	
  
pacients	
  amb	
  UC.	
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Figura	
  4.7.	
  Resultats	
  percentuals	
  de	
  les	
  poblacions	
  dels	
  limfòcits	
  i	
  monòcits.	
  Poblacions	
  dels	
  limfòcits	
  
i	
  de	
  monòcits,	
  pels	
  diferents	
  grups	
  de	
  pacients	
  corresponents	
  als	
  grups	
  de	
  control,	
  3,	
  4	
  i	
  5.	
  P<0.05	
  va	
  
ser	
   considerat	
   estadísticament	
   significatiu	
   (*)	
   i	
   P=0.05-­‐0.07	
   tendència	
   (a),	
   i	
   els	
   grups	
   eren	
   n=12-­‐15,	
  
segons	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Tukey.	
  

	
  
	
  
	
  
	
  



4.	
  Estudis	
  amb	
  mostres	
  humanes	
  
	
  

	
  	
  
117	
  

	
  
	
   	
  

	
  
Figura	
  4.8.	
  Resultats	
  percentuals	
  de	
  les	
  poblacions	
  dels	
  limfòcits	
  i	
  monòcits.	
  Poblacions	
  dels	
  limfòcits	
  
i	
  de	
  monòcits,	
  pels	
  grups	
  de	
  control,	
  3,	
  4	
  i	
  5.	
  P<0.05	
  va	
  ser	
  considerat	
  estadísticament	
  significatiu	
  (*)	
  i	
  
P=0.05-­‐0.07	
  tendència	
  (a),	
  i	
  els	
  grups	
  eren	
  n=12-­‐15,	
  segons	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Tukey.	
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4.2.2 Estudi	
  sobre	
  la	
  funció	
  barrera	
  
	
  
La	
   incubació	
   de	
   cèl·∙lules	
   Caco-­‐2	
   (disseny	
   experimental	
   descrit	
   a	
   l'apartat	
   3	
   dels	
  
Materials	
  i	
  Mètodes	
  d'aquest	
  capítol)	
  amb	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  va	
  comportar	
  
a	
  una	
  disminució	
  en	
  la	
  TEER	
  (Figura	
  4.9).	
  Aquest	
  descens	
  de	
  TEER	
  era	
  més	
  acusat	
  
quan	
   els	
   monòcits	
   havien	
   estat	
   estimulats	
   amb	
   lligands	
   TLR2	
   i	
   TLR4,	
   tant	
   si	
   es	
  
tractava	
  de	
  monòcits	
  de	
  pacients	
  de	
  UC	
  com	
  de	
  voluntaris	
  sans.	
  	
  
	
  

	
  
Figura	
  4.9.	
  Variació	
  de	
   les	
   lectures	
  de	
  TEER.	
  Variació	
  (%)	
  de	
  les	
  lectures	
  de	
  TEER	
  de	
  les	
  incubacions	
  
amb	
   sobrenedants	
   de	
   monòcits	
   humans	
   en	
   cultius	
   de	
   cèl·∙lules	
   Caco2.	
   Els	
   grups	
   eren	
   n=5-­‐25.	
   La	
  
variació	
  estadísticament	
  significativa	
  es	
  va	
  analitzar	
  per	
  separat	
  (Figures	
  4.10	
  i	
  4.11).	
  

	
  
Aquests	
  primers	
  resultats	
  indicarien	
  que	
  tot	
  i	
  que	
  els	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  no	
  
estimulats	
   dels	
   pacients	
   amb	
   UC	
   i	
   dels	
   controls	
   provoquen	
   efectes	
   diferents,	
  
l’estimulació	
  amb	
  lligands	
  TLR	
  uniformitza	
  la	
  resposta.	
  
	
  
En	
   analitzar	
   els	
   resultats	
   en	
   funció	
   del	
   temps	
   (Figura	
   4.10),	
   es	
   va	
   observar	
   una	
  
disminució	
   estadísticament	
   significativa	
   en	
   tots	
   els	
   casos,	
  més	
   acusada	
   a	
   les	
   48h	
  
(Figura	
  4.10B).	
  

0 24 48 72
0

50

100

150

Variació de TEER a les incubacions
amb els sobrenedants dels 

monòcits humans

Temps (h)

Va
ria

ci
ó 

de
 T

EE
R

 
(%

)

Sa Medi
Sa LPS
Sa LTA
Colitis-Medi
Colitis-LPS
Colitis-LTA



4.	
  Estudis	
  amb	
  mostres	
  humanes	
  
	
  

	
  119	
  

	
  
Figura	
   4.10.	
   Variació	
   de	
   les	
   lectures	
   de	
   TEER	
   segons	
   els	
   diferents	
   temps	
   d’incubació.	
   Variació	
  
percentual	
  de	
  les	
  lectures	
  de	
  TEER	
  de	
  les	
  diferents	
  exposicions	
  de	
  les	
  cèl·∙lules	
  Caco2	
  a	
  sobrenedants	
  
de	
  monòcits	
  humans.	
  Valors	
  de	
  P<0.05	
  van	
  ser	
  considerat	
  estadísticament	
  significatius	
  (*),	
  i	
  els	
  grups	
  
eren	
  n=5-­‐25,	
  segons	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Bonferroni.	
  

	
  
Per	
  valorar	
  els	
  efectes	
  que	
  podrien	
  tenir	
  els	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  estimulats	
  
amb	
   lligands	
   de	
   TLRs	
   en	
   comparació	
   amb	
   els	
   de	
  monòcits	
   no	
   estimulats,	
   es	
   van	
  
calcular	
   les	
   variacions	
   percentuals	
   de	
   les	
   TEER	
   per	
   cada	
   grup	
   experimental	
  
(estimulat/	
  no	
  estimulat):	
  (Figura	
  4.11).	
  Els	
  resultats	
  van	
  mostrar	
  que	
  la	
  disminució	
  
de	
  la	
  TEER	
  era	
  percentualment	
  més	
  important	
  en	
  el	
  cas	
  dels	
  pacients	
  amb	
  UC,	
  cosa	
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que	
   suggereix	
   que	
   els	
   seus	
   monòcits	
   són	
   més	
   sensibles	
   o	
   responen	
   més	
  
enèrgicament	
  a	
  l’estimulació	
  dels	
  receptors	
  TLR,	
  en	
  particular	
  a	
  lligands	
  TLR4	
  (amb	
  
LPS	
  a	
  les	
  24h	
  i	
  a	
  les	
  48h;	
  Figura	
  4.11A	
  i	
  4.11B).	
  Aquesta	
  resposta	
  dels	
  monòcits	
  dels	
  
pacients	
  amb	
  UC	
  pot	
  ser	
  parcialment	
  responsable	
  d’un	
  deteriorament	
  més	
  acusat	
  
de	
  la	
  funció	
  barrera	
  i	
  podria	
  estar	
  implicada	
  en	
  l’aparició	
  d’un	
  brot.	
  
	
  

	
  
Figura	
   4.11.	
   Ràtios	
   de	
   la	
   variació	
   de	
   les	
   lectures	
   de	
   TEER	
   segons	
   els	
   diferents	
   temps	
   d’exposició.	
  
Ràtios	
   de	
   la	
   variació	
   de	
   les	
   lectures	
   de	
   TEER	
   de	
   les	
   diferents	
   exposicions	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   Caco2	
   a	
  
sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  humans.	
  Valors	
  de	
  P<0.05	
  va	
  ser	
  considerat	
  estadísticament	
  significatius	
  
(*),	
  i	
  els	
  grups	
  eren	
  n=5-­‐19,	
  segons	
  el	
  test	
  ANOVA	
  i	
  el	
  post-­‐test	
  Bonferroni.	
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Resum	
  
	
  

• Els	
  sobrenedants	
  de	
  monòcits	
  no	
  estimulats	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC,	
  afecten	
  
poc	
  la	
  barrera	
  epitelial	
  intestinal.	
  

• La	
  disminució	
  de	
   la	
   funció	
  barrera	
  estadísticament	
  més	
   significativa	
  es	
  va	
  
produir	
  en	
  els	
  casos	
  dels	
  estímuls	
  amb	
  LPS	
  a	
  les	
  24h	
  i	
  a	
  les	
  48h.	
  

• En	
   els	
   malalts	
   de	
   UC,	
   els	
   monòcits	
   semblen	
   respondre	
   de	
   manera	
  
exacerbada	
   als	
   lligands	
   TLR4,	
   alliberant	
   mediadors	
   que	
   ocasionen	
   un	
  
deteriorament	
  més	
   important	
  de	
   la	
   funció	
  barrera	
   en	
   relació	
   amb	
  el	
   que	
  
succeeix	
  en	
  individus	
  sans.	
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4.2.3 Estudi	
  de	
  l'expressió	
  gènica	
  
	
  
Es	
   van	
   determinar	
   els	
   nivells	
   d’expressió	
   de	
   70523	
   gens	
   sobre	
  microarrays.	
   La	
  
identificació	
  de	
  patrons	
  d’expressió	
  gènica	
  en	
  cadascun	
  dels	
  grups	
  considerats	
  es	
  
va	
  realitzar	
  mitjançant	
  la	
  utilització	
  de	
  software	
  específic	
  per	
  a	
  l’anàlisi	
  massiva	
  de	
  
dades	
   i	
   la	
   consulta	
   en	
   bases	
   de	
   dades	
   via	
   informàtica.	
   A	
   causa	
   de	
   la	
   informació	
  
massiva	
   que	
   s’obté	
   d’aquest	
   tipus	
   d’anàlisi,	
   es	
   van	
   calcular	
   ràtios	
   d’expressió	
  
gènica:	
  	
  

• Ade/Col	
  (adenomes/colitis;	
  Ade_Col);	
  
• Ade/Con	
  (adenomes/controls;	
  Ade_Con);	
  
• Col/Con	
  (colitis/controls;	
  Col_Con).	
  

	
  
A	
  partir	
  de	
   les	
  ràtios	
  d’expressió	
  gènica,	
  es	
  va	
  realitzar	
  una	
  anàlisi	
  no	
  supervisada	
  
per	
  identificar	
  en	
  quins	
  processos	
  GO	
  es	
  trobaven	
  expressions	
  diferencials.	
  (Figura	
  
4.12).	
  Aquestes	
  determinacions	
  i	
  anàlisis	
  es	
  van	
  portar	
  a	
  terme	
  amb	
  el	
  suport	
  de	
  la	
  
plataforma	
   de	
   Genòmica	
   i	
   Transcriptòmica	
   de	
   l'Institut	
   d’Investigació	
   Biomèdica	
  
Sant	
  Pau	
  (IIB	
  Sant	
  Pau)	
  [28].	
  

	
  
Figura	
  4.12.	
  Esquema	
  inicial	
  de	
  l’estudi	
  dels	
  resultats	
  dels	
  arrays.	
  

	
  
Es	
  va	
  obtenir	
  un	
  llistat	
  basat	
  en	
  anotacions	
  classificades	
  per:	
  

1. Comparació	
  entre	
  els	
  teixits:	
  
o Adenoma	
  vs	
  control	
  
o Adenoma	
  vs	
  colitis	
  
o Colitis	
  vs	
  control.	
  

2. Les	
   anotacions	
   estaven	
   Up/Down-­‐regulated	
   a	
   les	
   comparacions	
  
plantejades.	
  

3. Tipus	
  d’anotació:	
  
o Procés	
  biològic	
  (BP;	
  biological	
  process)	
  
o Component	
  cel·∙lular	
  (CC;	
  cellular	
  component)	
  
o Funció	
  molecular	
  (MF;	
  molecular	
  function).	
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4. P-­‐value	
  associat:	
  
o P-­‐value=	
  0,1	
  
o P-­‐value=	
  0,05	
  
o P-­‐value=	
  0,01	
  
o P-­‐value=	
  0,005.	
  

5. Comparació	
  entre	
  bases	
  de	
  dades	
  d’anotacions:	
  
o GO	
  [21]	
  
o KEGG	
  [22]	
  	
  
o Reactome	
  [29].	
  

	
  
Selecció	
  del	
  p-­‐value	
  
	
  
Donat	
  l’elevat	
  nombre	
  de	
  gens	
  i	
  anotacions,	
  cal	
  acotar	
  el	
  valor	
  de	
  P	
  de	
  forma	
  que	
  
s’obtingui	
  un	
  nombre	
  abordable	
  de	
  conceptes	
  a	
  analitzar.	
  La	
  Figura	
  4.13	
  mostra	
  el	
  
nombre	
  termes	
  GO	
  en	
  funció	
  de	
  cadascuna	
  de	
  les	
  comparacions	
  i	
  per	
  cada	
  nivell	
  de	
  
significació	
  (P).	
  
	
  
Acotant	
   el	
   valor	
   de	
  P<	
   0.05	
   es	
   va	
   aconseguir	
   restringir	
   el	
   volum	
   d’anotacions	
   de	
  
manera	
  que	
  fos	
  assumible	
  la	
  seva	
  anàlisi.	
  
	
  
Va	
   destacar	
   l’absència	
   d’anotacions	
   significatives	
   quan	
   es	
   comparaven	
   els	
   grups	
  
Colitis	
  vs	
  Control,	
   tant	
  up	
  com	
  down-­‐regulated.	
  En	
  el	
  cas	
  del	
  grup	
  Col_Con_Down	
  
només	
   hi	
   ha	
   termes	
   significatius	
   a	
   GO-­‐CC	
   (grup	
   Gene	
   Ontology	
   –	
   Cellular	
  
Component).	
   Possiblement,	
   el	
  motiu	
   de	
   l’escassedat	
   de	
   diferències	
   es	
   deu	
   al	
   fet	
  
que	
   les	
   mostres	
   del	
   grup	
   colitis	
   provenien	
   de	
   pacients	
   en	
   remissió,	
   mantinguda	
  
generalment	
  	
  gràcies	
  a	
  tractaments	
  farmacològics.	
  	
  
	
  
La	
   selecció	
   es	
   va	
   basar	
   en:	
   la	
   disponibilitat	
   d’anotacions	
   associades	
   a	
   processos	
  
biològics,	
   i	
   la	
  base	
  de	
  dades	
  més	
  actualitzada	
  en	
  el	
  moment	
  de	
   l’anàlisi	
   (Juliol	
  del	
  
2014),	
  que	
  va	
  ser	
  AmiGO2,	
  basada	
  en	
  anotacions	
  GO	
  [21].	
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Figura	
  4.13.	
  Representació	
  de	
  les	
  distribucions	
  d'anotacions	
  segons	
  els	
  grups	
  de	
  classificació	
  i	
  els	
  p-­‐
values.	
  Es	
  van	
  obtenir	
  representacions	
  segons	
  la	
  base	
  de	
  dades	
  consultada	
  (GO,	
  KEGG	
  o	
  Reactome),	
  i	
  
el	
  tipus	
  d’anotació	
  (procés	
  biològic	
  o	
  BP,	
  component	
  cel·∙lular	
  o	
  CC,	
  i	
  funció	
  molecular	
  o	
  MF).	
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Relacions	
  de	
  les	
  anotacions	
  
	
  
Es	
   va	
   definir	
   una	
   recerca	
   supervisada	
   d’anotacions,	
   per	
   poder	
   treballar	
   amb	
   la	
  
informació	
  biològica	
  rellevant	
  pel	
  tipus	
  de	
  patologies	
  que	
  estàvem	
  estudiant:	
  
1. mitjançant	
  paraules	
  clau	
  presents	
  a	
  les	
  anotacions	
  significatives	
  dels	
  processos	
  

biològics	
  GO	
  obtinguts:	
  
1.1. Relacionades	
   amb	
   la	
   inflamació:	
   inflammation,	
   permeability,	
   innate	
  

immunity,	
  adaptive	
  immunity;	
  
1.2. Relacionades	
   amb	
   la	
   tumorigènesi:	
   angiogenesis,	
   hypoxia,	
   adhesion,	
  

proliferation,	
  apoptosis;	
  
2. mitjançant	
  l’anàlisi	
  de	
  les	
  relacions	
  dels	
  processos	
  GO	
  relacionats	
  amb:	
  [30]	
  

2.1. processos	
  cancerígens	
  utilitzant	
  les	
  coincidències	
  entre	
  els	
  grups:	
  
2.1.1. Ade_Col_Down	
  vs	
  Ade_Con_Down	
  
2.1.2. Ade_Col_Up	
  vs	
  Ade_Con_Up	
  

2.2. processos	
  inflamatoris	
  utilitzant	
  les	
  coincidències	
  entre	
  els	
  grups:	
  
2.2.1. Ade_Col_Down	
   vs	
   Col_Con_Up&Down	
   (per	
   no	
   tenir	
   anotacions	
  

significatives	
   dels	
   processos	
   biològics	
   GO	
   grups	
   Col_Con_Up	
   o	
  
Col_Con_Down,	
   es	
   van	
   utilitzar	
   les	
   dades	
   d’origen	
   encara	
   que	
   no	
  
fossin	
  significatives,	
  que	
  no	
  distingien	
  entre	
  up	
  i	
  down-­‐regulated,	
  per	
  
poder	
  analitzar	
  les	
  coincidències)	
  

2.2.2. Ade_Col_Up	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  
2.3. processos	
   associats	
   amb	
   la	
   proliferació	
   cel·∙lular	
   que	
   podrien	
   veure’s	
  

afectats	
   en	
   situacions	
   d’inflamació	
   crònica,	
   utilitzant	
   les	
   coincidències	
  
entre	
  els	
  grups:	
  
2.3.1. Ade_Con_Down	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  
2.3.2. Ade_Con_Up	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  

	
  
Resultats	
  de	
  les	
  paraules	
  claus	
  
	
  
La	
   recerca	
   d’anotacions	
   en	
   els	
   resultats,	
   segons	
   paraules	
   clau,	
   es	
   va	
   realitzar	
  
utilitzant	
  com	
  a	
  referència	
  els	
  processos	
  biològics	
  GO	
  (GO-­‐BP)	
  que	
  va	
  presentar	
  la	
  
base	
   de	
   dades	
   QuickGO	
   [31],	
   i	
   posteriorment	
   es	
   buscaven	
   en	
   els	
   resultats	
   de	
  
l’anàlisi	
  massiva	
  de	
  dades	
  realitzat.	
  Seguidament,	
  es	
  consultava	
  en	
  bases	
  de	
  dades	
  
especialitzades	
   la	
   identitat	
   dels	
   gens	
   alterats	
   en	
   el	
   nostre	
   estudi	
   que	
   es	
   troben	
  
implicats	
  en	
  aquests	
  processos	
  [32].	
  
	
  
A	
  la	
  recerca	
  amb	
  paraules	
  clau	
  relacionades	
  amb	
  la	
  inflamació	
  només	
  es	
  van	
  trobar	
  
coincidències	
   amb	
   el	
   grup	
   Col_Con_Up&Down,	
   però	
   destaca	
   la	
   quantitat	
   de	
  
vegades	
  que	
  apareixen	
  els	
  gens	
  fcer1g	
  i	
  a2m.	
  (Taula	
  4.9)	
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Taula	
  4.9.	
  Resultats	
  de	
  la	
  recerca	
  amb	
  paraules	
  clau	
  relacionades	
  amb	
  la	
  inflamació.[35]	
  [36]	
  

	
  
	
  
A	
  la	
  recerca	
  amb	
  paraules	
  clau	
  relacionades	
  amb	
  la	
  tumorigènesi	
  a	
  més	
  de	
  trobar	
  
coincidències	
   amb	
  el	
   grup	
  Col_Con_Up&Down,	
   també	
  es	
   van	
   trobar	
   amb	
  el	
   grup	
  
Ade_Col_Up	
   en	
   el	
   cas	
   de	
   la	
   paraula	
   clau	
   “adhesió”.	
   Els	
   gens	
   que	
   apareixien	
   de	
  
manera	
  més	
  freqüent	
  van	
  ser	
  itga8	
  i	
  fcer1g.	
  (Taula	
  4.10)	
  
	
  
Aquesta	
  recerca	
  per	
  paraules	
  clau	
  suggeriria	
  l’interès	
  d’analitzar	
  les	
  funcions	
  dels	
  
gens	
  d’aquesta	
  recerca,	
  especialment	
  fcer1g,	
  a2m	
  i	
  itga8.	
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Taula	
  4.10.	
  Resultats	
  de	
  la	
  recerca	
  amb	
  paraules	
  clau	
  relacionades	
  amb	
  la	
  tumorigènesi.[35]	
  [36]	
  

	
  
	
  
Relacions	
  dels	
  GO-­‐BP	
  
	
  

	
  
Figura	
   4.14.	
  Nombre	
  de	
  processos	
  GO-­‐BP,	
   i	
   les	
   relacions	
   entre	
   els	
   grups	
  de	
   treball.	
  En	
  vermell	
  es	
  
representen	
   el	
   nombre	
   de	
   processos	
   down-­‐regulated,	
   i	
   en	
   verd	
   es	
   representen	
   el	
   nombre	
   de	
  
processos	
   up-­‐regulated.	
   Tot	
   i	
   no	
   distingir	
   entre	
   up	
   o	
   down-­‐regulated	
   en	
   el	
   grup	
   Col_Con,	
   les	
  
coincidències	
   es	
   representen	
   en	
   verd	
   o	
   vermell	
   segons	
   la	
   coincidència	
   en	
   els	
   grups	
   Ade_Col	
   o	
  
Ade_Con.	
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Per	
   trobar	
   les	
  anotacions	
  dels	
  GO-­‐BP	
  relacionades	
  amb	
   la	
   tumorigènesi,	
  o	
  amb	
   la	
  
inflamació,	
   o	
   amb	
   la	
   inflamació	
   relacionada	
   amb	
   tumorigènesi,	
   es	
   van	
   realitzar	
  
encreuaments	
  de	
  les	
  dades	
  per	
  trobar	
  les	
  coincidències.	
  (Figura	
  4.14)	
  
	
  
Processos	
  relacionats	
  amb	
  tumorigènesi:	
  
	
  
A	
  la	
  comparació	
  dels	
  grups	
  Ade_Col_Down	
  vs	
  Ade_Con_Down	
  no	
  es	
  va	
  trobar	
  cap	
  
coincidència,	
   cosa	
  que	
   indicava	
  que	
  no	
   constava	
   als	
   resultats	
   cap	
  procés	
  biològic	
  
down-­‐regulated	
  relacionat	
  amb	
  proliferació	
  tumoral	
  en	
  els	
  grups	
  de	
  l’estudi.	
  
	
  
En	
  canvi,	
  es	
  van	
  obtenir	
  66	
  coincidències	
  en	
  la	
  comparació	
  dels	
  grups	
  Ade_Col_Up	
  
vs	
   Ade_Con_Up.	
   I	
   d’aquestes	
   coincidències,	
   es	
   van	
   seleccionar	
   els	
   GO-­‐BP	
   que	
  
podrien	
  ser	
  d’interès	
  en	
  el	
  nostre	
  estudi,	
  i	
  aquells	
  processos	
  que	
  presentessin	
  un	
  p-­‐
value	
   ajustat	
   inferior	
   a	
   0,05.	
   Es	
   va	
   donar	
   el	
   cas	
   que	
   els	
   termes	
   GO:0006974	
   i	
   el	
  
GO:0034984	
  eren	
  sinònims	
  (procés	
  definit	
  de	
  la	
  mateixa	
  manera	
  però	
  classificat	
  de	
  
manera	
   diferent),	
   però	
   no	
   es	
   van	
   unificar	
   perquè	
   no	
   contenien	
   la	
   mateixa	
  
informació	
   (el	
   P-­‐value	
   i	
   el	
   llistat	
   de	
   gens	
   afectats	
   segons	
   un	
   procés	
   o	
   l’altre	
   era	
  
diferent).	
  (Taula	
  4.11)	
  
	
  

Taula	
   4.11.	
   Llistat	
   de	
   processos	
   GO-­‐BP	
   seleccionats	
   en	
   la	
   comparació	
   entre	
   Ade_Col_Up	
   amb	
  
Ade_Con_Up,	
  pel	
  seu	
  interès	
  en	
  el	
  nostre	
  estudi.	
  	
  

Terme	
   Nom	
  GO	
   Nombre	
  de	
  gens	
  amb	
  
l’expressió	
  alterada	
   P-­‐value	
  ajustat	
  

GO:0006281	
   DNA	
  repair	
   85	
   1,43E-­‐05	
  

GO:0006974	
   cellular	
  response	
  to	
  DNA	
  
damage	
  stimulus	
   96	
   6,22E-­‐04	
  

GO:0034984	
   cellular	
  response	
  to	
  DNA	
  
damage	
  stimulus	
   93	
   2,96E-­‐05	
  

GO:0007049	
   cell	
  cycle	
   169	
   1,80E-­‐02	
  

GO:0000278	
   mitotic	
  cell	
  cycle	
   101	
   3,72E-­‐03	
  

	
  
En	
  examinar	
  aquests	
  processos	
  GO,	
  es	
  va	
  trobar	
  que	
  tots	
  coincidien	
  en	
  un	
  grup	
  de	
  
gens	
  alterats.	
  (Figura	
  4.15	
  i	
  Taula	
  4.12)	
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Figura	
   4.15.	
   Representació	
   mitjançant	
   el	
   software	
   Cytoscape	
   de	
   les	
   comparacions	
   entre	
   els	
  
processos	
  GO	
  i	
  els	
  seus	
  gens	
  associats.	
  Els	
  gens	
  que	
  consten	
  a	
  tots	
  cinc	
  processos	
  GO,	
  estan	
  situats	
  a	
  
la	
  zona	
  central	
  de	
  la	
  figura.	
  

	
  

Taula	
  4.12.	
  Gens	
  que	
  apareixien	
  en	
  tots	
  els	
  GO-­‐BP	
  seleccionats	
  relacionats	
  amb	
  la	
  tumorigènesi.	
  

Identificador	
   Nom	
   Localitzador	
  
Nbn	
   Nibrin	
   NM_002485	
  
Brca2	
   Breast	
  cancer	
  2,	
  early	
  onset	
   NM_000059	
  
C19orf62	
   Chromosome	
  19	
  open	
  reading	
  frame	
  62	
   NM_001033549	
  
Tp53	
   Tumor	
  protein	
  p53	
   NM_000546	
  
Chek1	
   Chk1	
  checkpoint	
  homolog	
  (S.	
  Pombe)	
   NM_001114121	
  
Rps27l	
   Ribosomal	
  protein	
  S27-­‐like	
   NM_015920	
  
Cul4a	
   Cullin	
  4A	
   NM_001008895	
  
polA1	
   Polymerase	
  (dna	
  directed),	
  alpha	
  1,	
  catalytic	
  subunit	
   NM_016937	
  
Fam175a	
   Family	
  with	
  sequence	
  similarity	
  175,	
  member	
  a	
   NM_139076	
  
Dclre1a	
   Dna	
  cross-­‐link	
  repair	
  1a	
  (pso2	
  homolog,	
  S.	
  Cerevisiae)	
   NM_014881	
  
Brca1	
   Breast	
  cancer	
  1,	
  early	
  onset	
   NM_007294	
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Inflamació:	
  
	
  
A	
   la	
  comparació	
  dels	
  grups	
  Ade_Col_Down	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  es	
  van	
  trobar	
  3	
  
coincidències	
  en	
  GO-­‐BP	
   (Taula	
   4.13)	
  però	
  que	
  no	
  contenien	
  cap	
  gen	
  en	
  comú.	
  És	
  
possible	
  que	
  ens	
   apareguin	
  en	
  aquesta	
   comparació	
  per	
   estar	
   relacionats	
   amb	
  els	
  
processos	
  de	
  regeneració	
  tissular	
  associats	
  a	
  la	
  colitis,	
  present	
  als	
  dos	
  grups.	
  
	
  

Taula	
   4.13.	
   Llistat	
   de	
   processos	
   GO-­‐BP	
   seleccionats	
   en	
   la	
   comparació	
   entre	
   Ade_Col_Down	
   amb	
  
Col_Con_Up&Down.	
  	
  

Terme	
   Nom	
  GO	
   Nombre	
  de	
  gens	
  amb	
  
l’expressió	
  alterada	
   P-­‐value	
  ajustat	
  

GO:0006629	
   lipid	
  metabolic	
  process	
   100	
   0.000463031	
  

GO:0009100	
   glycoprotein	
  metabolic	
  process	
   30	
   0.0169017	
  

GO:0006468	
   protein	
  phosphorylation	
   88	
   0.0115224	
  

	
  
En	
  canvi,	
  en	
  comparar	
  Ade_Col_Up	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  només	
  es	
  va	
  trobar	
  un	
  
GO	
  coincident.	
  (Taula	
  4.14)	
  
	
  

Taula	
  4.14.	
  Procés	
  GO-­‐BP	
  seleccionat	
  en	
  la	
  comparació	
  entre	
  Ade_Col_Up	
  amb	
  Col_Con_Up&Down.	
  	
  

Terme	
   Nom	
  GO	
   Nombre	
  de	
  gens	
  amb	
  
l’expressió	
  alterada	
   P-­‐value	
  ajustat	
  

GO:0009308	
   amine	
  metabolic	
  process	
   85	
   9,35E+02	
  

	
  
No	
   es	
   va	
   poder	
   identificar	
   gens	
   concrets	
   que	
   poguessin	
   estar	
   relacionats	
   amb	
   la	
  
inflamació.	
  
	
  
	
  
Inflamació	
  relacionada	
  amb	
  tumorigènesi:	
  
	
  
Es	
   van	
   comparar	
   també	
   els	
   grups	
   Ade_Con	
   i	
   Col_Con_Up&Down	
   perquè	
   la	
  
inflamació	
  podia	
  aportar	
  estímuls	
   iniciadors	
  de	
  tumors	
   i	
  potenciadors	
  de	
  tumors	
   i	
  
mediadors	
  amb	
  els	
  quals	
  es	
  generaria	
  un	
  microambient	
  favorable	
  pel	
  tumor.	
  
	
  
La	
   comparació	
   entre	
   els	
   grups	
  Ade_Con_Down	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  va	
   resultar	
  
en	
   dues	
   coincidències	
   (Taula	
   4.15)	
   però	
   que	
   contenien	
   gairebé	
   el	
   mateix:	
  
coincidien	
  en	
  44	
  gens.	
  (Figura	
  4.16	
  i	
  Taula	
  4.16)	
  
	
  
	
   	
  



4.	
  Estudis	
  amb	
  mostres	
  humanes	
  
	
  

	
   131	
  

Taula	
   4.15.	
   Procés	
   GO-­‐BP	
   seleccionat	
   en	
   la	
   comparació	
   entre	
   Ade_Con_Down	
   amb	
  
Col_Con_Up&Down.	
  	
  

Terme	
   Nom	
  GO	
   Nombre	
  de	
  gens	
  amb	
  
l’expressió	
  alterada	
   P-­‐value	
  ajustat	
  

GO:0030029	
   actin	
  filament-­‐based	
  process	
   46	
   0.0340437	
  

GO:0030036	
   actin	
  cytoskeleton	
  
organization	
   44	
   0.0340437	
  

	
  
	
  

	
  
Figura	
   4.16.	
   Representació	
   mitjançant	
   el	
   software	
   Cytoscape	
   de	
   les	
   comparacions	
   entre	
   els	
  
processos	
   GO	
   i	
   els	
   seus	
   gens	
   associats.	
   Els	
   gens	
   que	
   no	
   coincideixen	
   als	
   dos	
   processos	
  GO,	
   estan	
  
situats	
  a	
  l’extrem	
  dret	
  de	
  la	
  figura.	
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Taula	
  4.16.	
  Gens	
  que	
  apareixien	
  en	
  tots	
  els	
  GO-­‐BP	
  seleccionats	
  que	
  podrien	
  relacionar	
  la	
  inflamació	
  
amb	
  la	
  tumorigènesi.	
  

Identificador	
   Nom	
   Localitzador	
  

Prex1	
   Phosphatidylinositol-­‐3,4,5-­‐Trisphosphate-­‐Dependent	
  Rac	
  
Exchange	
  Factor	
  1	
   NM_020820	
  

Krt19	
   Keratin	
  19	
   NM_002276	
  
Lcp1	
   Lymphocyte	
  Cytosolic	
  Protein	
  1	
  (L-­‐Plastin)	
   NM_002298	
  
Rhof	
   Ras	
  Homolog	
  Gene	
  Family,	
  Member	
  F	
  (In	
  Filopodia)	
   NM_019034	
  
Ptk2b	
   PTK2B	
  Protein	
  Tyrosine	
  Kinase	
  2	
  Beta	
   NM_004103	
  
Smad3	
   SMAD	
  Family	
  Member	
  3	
   NM_001145102	
  
Arpc5	
   Actin	
  Related	
  Protein	
  2/3	
  Complex,	
  Subunit	
  5,	
  16kda	
   NM_005717	
  
Vill	
   Villin-­‐Like	
   NM_015873	
  

Epb41l3	
   Erythrocyte	
  Membrane	
  Protein	
  Band	
  4.1-­‐Like	
  3	
   NM_012307	
  
Cxcl12	
   Chemokine	
  (C-­‐X-­‐C	
  Motif)	
  Ligand	
  12	
  (Stromal	
  Cell-­‐Derived	
  Factor	
  1)	
   NM_000609	
  

Nedd9	
   Neural	
  Precursor	
  Cell	
  Expressed,	
  Developmentally	
  Down-­‐
Regulated	
  9	
   NM_006403	
  

Cfl1	
   Cofilin	
  1	
  (Non-­‐Muscle)	
   NM_005507	
  
Ehd2	
   EH-­‐Domain	
  Containing	
  2	
   NM_014601	
  
Rhou	
   Ras	
  Homolog	
  Gene	
  Family,	
  Member	
  U	
   NM_021205	
  
Fmn1	
   Formin	
  1	
   NM_001103184	
  
Cnn1	
   Calponin	
  1,	
  Basic,	
  Smooth	
  Muscle	
   NM_001299	
  
Rdx	
   Radixin	
   NM_002906	
  
Espn	
   Espin	
   NM_031475	
  
Fgd6	
   FYVE,	
  Rhogef	
  And	
  PH	
  Domain	
  Containing	
  6	
   NM_018351	
  
Gas7	
   Growth	
  Arrest-­‐Specific	
  7	
   NM_201433	
  
Wasl	
   Wiskott-­‐Aldrich	
  Syndrome-­‐Like	
   NM_003941	
  
Dock2	
   Dedicator	
  Of	
  Cytokinesis	
  2	
   NM_004946	
  
Arpc2	
   Actin	
  Related	
  Protein	
  2/3	
  Complex,	
  Subunit	
  2,	
  34kda	
   NM_005731	
  

Shroom3	
   Shroom	
  Family	
  Member	
  3	
   NM_020859	
  
Arhgef6	
   Rac/Cdc42	
  Guanine	
  Nucleotide	
  Exchange	
  Factor	
  (GEF)	
  6	
   NM_004840	
  
Cdc42bpg	
   CDC42	
  Binding	
  Protein	
  Kinase	
  Gamma	
  (DMPK-­‐Like)	
   NM_017525	
  
Myo1f	
   Myosin	
  IF	
   NM_012335	
  
Ssh2	
   Slingshot	
  Homolog	
  2	
  (Drosophila)	
   NM_033389	
  

Ccdc88a	
   Coiled-­‐Coil	
  Domain	
  Containing	
  88A	
   NM_001135597	
  
Avil	
   Advillin	
   NM_006576	
  
Wipf1	
   WAS/WASL	
  Interacting	
  Protein	
  Family,	
  Member	
  1	
   NM_001077269	
  
Rhoj	
   Ras	
  Homolog	
  Gene	
  Family,	
  Member	
  J	
   NM_020663	
  
Pfn2	
   Profilin	
  2	
   NM_002628	
  
Eps8	
   Epidermal	
  Growth	
  Factor	
  Receptor	
  Pathway	
  Substrate	
  8	
   NM_004447	
  
Pdgfa	
   Platelet-­‐Derived	
  Growth	
  Factor	
  Alpha	
  Polypeptide	
   NM_002607	
  
Myh10	
   Myosin,	
  Heavy	
  Chain	
  10,	
  Non-­‐Muscle	
   NM_005964	
  
Fgd2	
   FYVE,	
  Rhogef	
  And	
  PH	
  Domain	
  Containing	
  2	
   NM_173558	
  
Shc1	
   SHC	
  (Src	
  Homology	
  2	
  Domain	
  Containing)	
  Transforming	
  Protein	
  1	
   NM_001130040	
  
Evl	
   Enah/Vasp-­‐Like	
   NM_016337	
  
Fgd4	
   FYVE,	
  Rhogef	
  And	
  PH	
  Domain	
  Containing	
  4	
   NM_139241	
  
Scin	
   Scinderin	
   NM_001112706	
  
Tesk2	
   Testis-­‐Specific	
  Kinase	
  2	
   NM_007170	
  
Capzb	
   Capping	
  Protein	
  (Actin	
  Filament)	
  Muscle	
  Z-­‐Line,	
  Beta	
   NM_004930	
  
Wasf3	
   WAS	
  Protein	
  Family,	
  Member	
  3	
   NM_006646	
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La	
  comparació	
  entre	
  els	
  grups	
  Ade_Con_Up	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
  va	
   resultar	
  en	
  
dues	
  coincidències.	
  (Taula	
  4.17)	
  
	
  

Taula	
   4.17.	
   Procés	
   GO-­‐BP	
   seleccionat	
   en	
   la	
   comparació	
   entre	
   Ade_Con_Up	
   amb	
  
Col_Con_Up&Down.	
  	
  

Terme	
   Nom	
  GO	
   Nombre	
  de	
  gens	
  amb	
  
l’expressió	
  alterada	
   P-­‐value	
  ajustat	
  

GO:0051716	
   cellular	
  response	
  to	
  stimulus	
   151	
   1,65E+03	
  

GO:0009308	
   amine	
  metabolic	
  process	
   93	
   3,46E+02	
  

	
  
En	
  examinar	
  aquests	
  processos	
  GO,	
  es	
  va	
  trobar	
  que	
  tots	
  coincidien	
  en	
  un	
  grup	
  de	
  
4	
  gens	
  alterats	
  (ATF4C	
  estaria	
  codificada	
  pel	
  mateix	
  gen	
  atf4).	
  (Figura	
  4.17	
   i	
  Taula	
  
4.18)	
  
	
  

Figura	
   4.17.	
   Representació	
   mitjançant	
   el	
   software	
   Cytoscape	
   de	
   les	
   comparacions	
   entre	
   els	
  
processos	
  GO	
  i	
  els	
  seus	
  gens	
  associats.	
  Els	
  gens	
  que	
  consten	
  als	
  dos	
  processos	
  GO,	
  estan	
  situats	
  a	
  la	
  
zona	
  central	
  de	
  la	
  figura.	
  

	
  

Taula	
  4.18.	
  Gens	
  que	
  apareixien	
  en	
  tots	
  els	
  GO-­‐BP	
  seleccionats	
  relacionats	
  amb	
  la	
  inflamació.	
  

Identificador	
   Nom	
   Localitzador	
  
Eif2ak4	
   eukaryotic	
  translation	
  initiation	
  factor	
  2	
  alpha	
  kinase	
  4	
   NM_001013703	
  
Polg2	
   polymerase	
  (DNA	
  directed),	
  gamma	
  2,	
  accessory	
  subunit	
   NM_007215	
  

Atf4	
   activating	
  transcription	
  factor	
  4	
  (tax-­‐responsive	
  enhancer	
  element	
  
B67);	
  activating	
  transcription	
  factor	
  4C	
   NM_182810	
  

Aars	
   alanyl-­‐tRNA	
  synthetase	
   NM_001605	
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Resum	
  
	
  
L’anàlisi	
  massiva	
   de	
   RNA	
   de	
   les	
   biòpsies	
   de	
   pacients	
   amb	
   adenomes	
   colorectals,	
  
colitis	
   o	
   individus	
   sans	
   i	
   les	
   consultes	
  de	
  bases	
  de	
  dades	
  especialitzades,	
   ens	
   van	
  
permetre	
  obtenir	
  els	
  següents	
  resultats:	
  
• L’anàlisi	
   dels	
   processos	
   GO-­‐BP	
   significatius,	
   mitjançant	
   paraules	
   clau	
  

relacionades	
   amb	
   la	
   inflamació,	
   va	
   mostrar	
   una	
   afectació	
   dels	
   gens	
   a2m,	
  
fcer1g,	
  i	
  cfh	
  en	
  la	
  majoria	
  dels	
  GO-­‐BP	
  analitzats.	
  

• I	
   la	
   mateixa	
   anàlisi	
   mitjançant	
   paraules	
   clau	
   relacionades	
   amb	
   la	
  
tumorigènesi,	
   es	
   va	
   observar	
   una	
   alteració	
   dels	
   gens:	
   itga8,	
   col14a1,	
   flrt3,	
  
cxcl12,	
   nrp1,	
   smc2,	
   ncapg,	
   zw10,	
   ndc80,	
   ncapd3,	
   seh1l,	
   ncaph,	
   cdc23,	
  
mad2l1,	
  dscc1,	
  i	
  fcer1g.	
  

• A	
   través	
   de	
   comparacions	
   entre	
   els	
   grups	
   de	
   processos	
   GO-­‐BP	
   es	
   van	
  
observar	
   relacions	
   significatives	
   entre	
   processos	
   cancerígens	
   i	
   els	
   GO-­‐BP	
  
regulats	
  positivament	
  associats	
  a:	
  la	
  reparació	
  de	
  l’ADN,	
  la	
  resposta	
  cel·∙lular	
  
a	
   l’estímul	
   de	
   dany	
   a	
   l’ADN	
   i	
   el	
   cicle	
   cel·∙lular.	
   També	
   es	
   va	
   trobar	
   la	
  
coincidència	
   de	
   la	
   participació	
   en	
   tots	
   aquests	
   processos	
   GO-­‐BP	
   dels	
   gens	
  
Nbn,	
  Brca2,	
  C19orf62,	
  Tp53,	
  Chek1,	
  Rps27l,	
  Cul4a,	
  polA1,	
  Fam175a,	
  Dclre1a,	
  
i	
  Brca1.	
  	
  

• No	
  es	
  van	
  obtenir	
  resultats	
  en	
  la	
  comparació	
  entre	
  processos	
  GO-­‐BP	
  regulats	
  
negativament	
  en	
  els	
  processos	
  cancerígens.	
  

• En	
  les	
  comparacions	
  entre	
  els	
  grups	
  de	
  processos	
  GO-­‐BP	
  es	
  va	
  observar	
  una	
  
relació	
   significativa	
   entre	
   processos	
   inflamatoris	
   i	
   els	
   GO-­‐BP	
   regulats	
  
positivament	
  que	
  es	
  troben	
  associats	
  al	
  processament	
  metabòlic	
  d’amines.	
  	
  

• A	
  través	
  de	
  comparacions	
  entre	
  els	
  grups	
  de	
  processos	
  GO-­‐BP	
  es	
  va	
  observar	
  
relacions	
   significatives	
   entre	
   processos	
   inflamatoris	
   i	
   els	
   GO-­‐BP	
   regulats	
  
negativament	
  que	
  es	
  troben	
  associats	
  a:	
  processament	
  metabòlic	
  dels	
  lípids,	
  
el	
  processament	
  metabòlic	
  de	
  les	
  glicoproteïnes,	
  i	
  la	
  fosforilació	
  proteica.	
  En	
  
mirar	
  les	
  possibles	
  coincidències	
  no	
  es	
  va	
  obtenir	
  cap	
  resultat.	
  

• També	
   es	
   va	
   analitzar	
   quins	
   processos	
   GO-­‐BP,	
   podrien	
   relacionar	
   la	
  
proliferació	
  cel·∙lular	
  i	
  la	
  inflamació.	
  	
  
o Els	
  processos	
  regulats	
  positivament	
  que	
  van	
  destacar	
  en	
  la	
  comparació	
  van	
  

ser:	
  la	
  resposta	
  cel·∙lular	
  a	
  estímul,	
  i	
  el	
  processament	
  metabòlic	
  d’amines.	
  
I	
  en	
  comparar-­‐los,	
  es	
  va	
  observar	
  que	
  hi	
  havia	
  gens	
  que	
  participaven	
  en	
  
ambdós	
  processos:	
  eif2ak4,	
  polg2,	
  atf4	
  i	
  aars.	
  

o 	
  Els	
   processos	
   regulats	
   negativament	
   que	
   van	
   destacar	
   en	
   la	
   comparació	
  
van	
   ser:	
   el	
   procés	
   basat	
   en	
   filament	
   d’actina,	
   i	
   l’organització	
   del	
  
citosquelet	
  d’actina.	
  I	
  la	
  seva	
  comparació	
  va	
  mostrar	
  que	
  hi	
  havia	
  44	
  gens	
  
(Taula	
  8)	
  que	
  participen	
  en	
  els	
  dos	
  processos	
  (tots	
  els	
  associats	
  al	
  procés	
  
d’organització	
  del	
  citosquelet	
  d’actina).	
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5.1 Estudis	
  en	
  el	
  model	
  murí	
  	
  

5.1.1 Evolució	
  clínica,	
  canvis	
  histopatològics	
  i	
  d’expressió	
  
gènica	
  

	
  
Els	
   nostres	
   resultats	
   van	
   confirmar	
   l’efecte	
   potenciador	
   de	
   la	
   inflamació	
   crònica	
  
sobre	
   el	
   procés	
   tumorigènic,	
   escurçant	
   l’evolució	
   i	
   agreujant	
   notablement	
   les	
  
lesions	
   a	
   la	
   mucosa	
   del	
   còlon.	
   La	
   major	
   part	
   dels	
   canvis	
   observats	
   correlacionen	
  
directament	
  l’augment	
  del	
  nombre	
  de	
  cicles	
  de	
  DSS	
  amb	
  una	
  inflamació	
  més	
  severa	
  
i	
  una	
  major	
  proliferació	
  cel·∙lular.	
  Com	
  en	
  altres	
  estudis	
  [1],	
  la	
  regió	
  que	
  es	
  va	
  veure	
  
més	
   afectada	
   va	
   ser	
   el	
   còlon	
   distal.	
   El	
   subministrament	
   cíclic	
   de	
   DSS	
   va	
   produir	
  
reduccions	
  transitòries	
  en	
  els	
  pesos	
  dels	
  ratolins	
  que	
  se	
  superaven	
  quan	
  es	
  retirava	
  
el	
   DSS,	
   tornant	
   a	
   un	
   augment	
   progressiu	
   de	
   pes.	
   En	
   el	
  model	
  murí	
   AOM/DSS,	
   la	
  
monitorització	
   a	
   través	
   de	
   criteris	
   clínics	
   (pes	
   corporal	
   i	
   determinació	
   del	
   DAI)	
  
permet	
   un	
   seguiment	
   longitudinal	
   i	
   podria	
   reproduir	
   l’evolució	
   clínica	
   d’humans	
  
amb	
  colitis	
  no	
  tractades.	
  	
  
	
  
Tot	
  i	
  que	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  càncer	
  és	
  factible	
  subministrant	
  únicament	
  cicles	
  
repetitius	
   de	
   DSS	
   en	
   l’aigua	
   de	
   beguda,	
   l’exposició	
   requerida	
   és	
   molt	
   llarga	
   i	
   la	
  
incidència	
   i/o	
  multiplicitat	
  dels	
   tumors	
   induïts	
  és	
   relativament	
  baixa	
  pel	
   fet	
  que	
   la	
  
capacitat	
   del	
   DSS	
   de	
   provocar	
   mutacions	
   és	
   molt	
   limitada,	
   tot	
   i	
   el	
   seu	
   efecte	
  
inflamatori	
   [2].	
   El	
   model	
   AOM/DSS	
   escollit	
   per	
   a	
   valorar	
   la	
   contribució	
   de	
   la	
  
inflamació	
   al	
   desenvolupament	
   del	
   càncer	
   és	
   adient	
   perquè	
   permet	
   reproduir	
   els	
  
efectes	
   que	
   provoquen	
   els	
   brots	
   inflamatoris	
   sobre	
   la	
   progressió	
   de	
   lesions	
  
causades	
   per	
   l’administració	
   d’un	
   agent	
   mutagen	
   com	
   l’AOM	
   [3].	
   Donat	
   que	
  
actualment	
   els	
   pacients	
   de	
   colitis	
   reben	
   sistemàticament	
   tractament	
   pal·∙liatiu,	
  
aquest	
   model	
   murí	
   podria	
   ser	
   útil	
   per	
   contrastar	
   el	
   valor	
   preventiu	
   de	
   mesures	
  
dietètiques	
   o	
   farmacològiques	
   per	
   reduir	
   el	
   risc	
   de	
   desenvolupar	
   CRC	
   i	
   aportar	
  
dades	
   interessants	
  en	
   relació	
  als	
  mecanismes	
  que	
   justifiquen	
  els	
   seus	
  efectes,	
  així	
  
com	
   per	
   aportar	
   informació	
   orientativa	
   respecte	
   de	
   possibles	
   biomarcadors	
   que	
  
permetin	
  identificar	
  de	
  manera	
  precoç	
  una	
  evolució	
  cap	
  a	
  processos	
  cancerosos.	
  
	
  
L’augment	
  de	
  la	
  multiplicitat	
  tumoral,	
  del	
  pes	
  de	
  la	
  melsa,	
  del	
  ràtio	
  pes/longitud,	
   i	
  
de	
   la	
   puntuació	
   final	
   de	
   la	
   valoració	
   histològica	
   del	
   còlon	
   als	
   grups	
   AD,	
   van	
  
evidenciar	
   el	
   marcat	
   efecte	
   potenciador	
   de	
   la	
   inflamació	
   sobre	
   la	
   proliferació.	
   A	
  
l'estudi	
  histològic,	
  va	
  destacar	
   la	
  severitat	
  de	
   les	
   lesions	
  del	
  còlon,	
  amb	
   important	
  
participació	
   limfocitària,	
   entre	
   els	
   3	
   i	
   els	
   6	
   cicles	
   de	
   DSS	
   en	
   el	
   model	
   animal	
  
AOM/DSS.	
  El	
  paràmetre	
  que	
  va	
  destacar	
  va	
  ser	
  el	
  nombre	
  d’ACFs	
  del	
  còlon[1],	
  que	
  
són	
   lesions	
   precursores	
   dels	
   càncers	
   de	
   còlon	
   induït	
   per	
   agents	
   cancerígens	
   com	
  
l’AOM	
  [4].	
  Si	
  els	
  animals	
  no	
  reben	
  AOM,	
  els	
  primers	
  canvis	
  morfològics	
  i	
  fenotípics	
  
que	
   es	
   poden	
   relacionar	
   amb	
  el	
   càncer	
   colorectal	
   associat	
   a	
   colitis	
   es	
   produeixen	
  
entre	
  els	
  6	
  i	
  els	
  9	
  cicles	
  de	
  DSS.	
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També	
   es	
   van	
   realitzar	
   anàlisis	
   d'expressió	
   gènica	
   i	
   d'immunoreactivitat,	
  
seleccionant	
   gens	
   o	
   proteïnes	
   implicats	
   en	
   processos	
   proliferació,	
   inflamació,	
   i	
  
apoptosi,	
   que	
   a	
   priori	
   poden	
   tenir	
   un	
   paper	
   més	
   rellevant	
   en	
   la	
   tumorigènesi	
  
associada	
  a	
  inflamació:	
  

• Immunoreactivitat:	
   β-­‐catenina	
   (CTNNB),	
   COX-­‐2,	
   PCNA	
   (proliferating	
   cell	
  
nuclear	
  antigen)	
  i	
  ciclina	
  D1	
  (CCND1).	
  

• Expressió	
  gènica:	
  ccnd1,	
  tgfb1,	
  tlr-­‐2,	
  tlr-­‐4,	
  tl-­‐9,	
  myd88,	
  cox-­‐2	
  i	
  bcl-­‐2.	
  
	
  
L’activació	
  de	
   la	
   via	
  Wnt/β-­‐catenina	
   a	
   l’epiteli	
  del	
   còlon	
   sembla	
   ser	
  un	
  dels	
  punts	
  
clau	
  al	
  procés	
  d’iniciació	
  de	
  pòlips	
   [5],	
   relació	
  que	
   s'ha	
  demostrat	
  en	
  estudis	
   amb	
  
models	
  murins	
  de	
  càncer	
  colorectal	
   induït	
  per	
  carcinogen	
  [6].	
  A	
   la	
   literatura	
  hi	
  ha	
  
evidències	
   de	
   la	
   relació	
   entre	
   l'alteració	
  de	
   l'APC,	
   regulador	
  de	
   la	
   β–catenina,	
   i	
   el	
  
desenvolupament	
  de	
  càncer	
  colorectal	
  [7].	
  A	
  més	
  del	
  desenvolupament	
  tumoral,	
  la	
  
β–catenina,	
  que	
   forma	
  part	
  del	
   complex	
  E-­‐cadherina/β-­‐catenina/α-­‐catenina	
  de	
   les	
  
AJs,	
   juga	
  també	
  un	
  paper	
  important	
  a	
  la	
   inflamació	
  crònica,	
   i	
  podria	
  ser	
  útil	
  com	
  a	
  
biomarcador	
   del	
   càncer	
   associat	
   a	
   colitis	
   [6].	
   En	
   coincidència	
   amb	
   els	
   nostres	
  
resultats,	
   altres	
   autors	
   han	
   assenyalat	
   que	
   l'administració	
   de	
   AOM	
   causa	
  
acumulació	
   nuclear	
   de	
   β-­‐catenina	
   [8].	
   Al	
   nucli,	
   la	
   β–catenina	
   forma	
   el	
   complex	
  
transcripcional	
   β–catenina/TCF/LEF	
   (T	
   cell	
   factor/lymphocyte	
   enhancer	
   factor),	
   i	
  
s'inicia	
  la	
  transcripció	
  de	
  gens	
  vinculats	
  a	
  processos	
  de	
  proliferació,	
  com	
  ccnd1	
  i	
  cox-­‐
2	
   [9]	
   [10].	
   La	
   hiperactivitat	
   d’aquesta	
   via,	
   per	
   tant,	
   seria	
   en	
   part	
   responsable	
   del	
  
desenvolupament	
  dels	
  tumors	
  [11].	
  (Figura	
  D.2)	
  	
  
	
  
Els	
  nostres	
  resultats	
  mostren	
  un	
  augment	
  de	
  la	
  d'immunoreactivitat	
  per	
  la	
  CCND1	
  i	
  
PCNA,	
  ambdós	
  associats	
  a	
   la	
  proliferació.	
  La	
  CCND1	
  regula	
  el	
  cicle	
  cel·∙lular	
   (forma	
  
complex	
  amb	
  CDK4	
  o	
  amb	
  CDK6,	
  en	
  la	
  transició	
  de	
  l'etapa	
  G1	
  a	
  la	
  S)	
  i	
  el	
  PCNA	
  és	
  un	
  
cofactor	
  de	
   la	
  DNA	
  polimerasa	
  delta	
   [12].	
  La	
   localització	
  del	
  marcatge	
  assenyalava	
  
les	
  zones	
  on	
  es	
  trobava	
  una	
  activitat	
  replicativa,	
  confirmant	
  una	
  major	
  proliferació	
  
en	
   augmentar	
   el	
   grau	
   de	
   displàsia	
   i	
   la	
   severitat	
   de	
   la	
   inflamació.	
   Possiblement,	
  
aquesta	
  activitat	
  replicativa	
  es	
  pot	
  associar	
  amb	
  l'activitat	
  de	
  les	
  vies	
  Wnt	
  i	
  TLR.	
  
	
  
L’anàlisi	
  d’expressió	
  de	
  tgfb1	
  va	
  evidenciar	
  nivells	
  elevats	
  en	
  el	
  teixit	
  inflamat	
  (tant	
  
al	
   grup	
   D	
   com	
   al	
   grup	
   AD)	
   i	
   baixos	
   al	
   teixit	
   no	
   inflamat	
   (al	
   grup	
   A,	
   tant	
   el	
   teixit	
  
tumoral	
  com	
  no	
  tumoral).La	
  via	
  del	
  TGF(transforming	
  growth	
  factor-­‐beta)-­‐β	
  juga	
  un	
  
paper	
   important	
   en	
   la	
   modulació	
   de	
   la	
   carcinogènesi	
   de	
   còlon	
   en	
   humans	
   [13].	
  
Mentre	
  a	
  les	
  cèl·∙lules	
  normals	
  el	
  TGFβ	
  atura	
  el	
  cicle	
  cel·∙lular	
  a	
   l’etapa	
  G1	
  i	
  promou	
  
l’apoptosi	
  [14]	
  [15]	
  [16],	
  en	
  situacions	
  patològiques	
  el	
  TGFβ	
  pot	
  potenciar	
  la	
  divisió	
  
cel·∙lular	
  [17]	
  [16].	
  Així,	
  en	
  un	
  ambient	
  proinflamatori	
  pot	
  predominar	
  la	
  seva	
  acció	
  
proliferativa	
   i	
   no	
   es	
   pot	
   descartar	
   el	
   seu	
   efecte	
   protumorigènic.	
   A	
   la	
   literatura	
   es	
  
parla	
  d'una	
  forta	
  correlació	
  entre	
  el	
  grau	
  de	
  displàsia	
  i	
  l’expressió	
  alterada	
  dels	
  TGFs	
  
en	
  els	
  ACFs,	
   i	
  per	
  això	
  és	
  difícil	
  demostrar	
  canvis	
  d'expressió	
  de	
  prou	
  magnitud	
  en	
  
lesions	
   molt	
   incipients	
   [17]	
   (tot	
   i	
   que	
   els	
   teixits	
   estudiats	
   al	
   nostre	
   treball	
  
presentaven	
  ACFs	
   i	
  criptes	
  amb	
  diferents	
  graus	
  de	
  displàsia,	
   i	
  hem	
  observat	
  canvis	
  
d’expressió	
  de	
  tgfb1).	
  (Figura	
  D.11)	
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La	
   família	
   dels	
   TLRs	
   té	
   un	
   paper	
   clau	
   en	
   la	
   detecció	
   de	
   patògens	
   i	
   la	
   iniciació	
   de	
  
respostes	
  inflamatòries	
  [18].	
  La	
  seva	
  activació	
  sembla	
  tenir	
  un	
  paper	
  rellevant	
  en	
  la	
  
generació	
  de	
  displàsies	
  com	
  evidencia	
  el	
  fet	
  que	
  ratolins	
  germ	
  free	
  no	
  desenvolupin	
  
displàsies	
  ni	
  càncer	
  colorectal	
  associat	
  a	
  colitis	
  [19]	
  [20].	
  També	
  s’ha	
  demostrat	
  que	
  
la	
  senyalització	
  alterada	
  de	
  les	
  vies	
  TLR	
  pot	
  agreujar	
  el	
  dany	
  tissular,	
  provocar	
  una	
  
inflamació	
  persistent,	
   i	
  propiciar	
  fenòmens	
  de	
  tumorigènesi	
  associada	
  a	
  inflamació	
  
[21]	
  [19].	
  El	
  TLR2	
  sembla	
  tenir	
  un	
  paper	
  protector	
  del	
  desenvolupament	
  de	
  càncer	
  
colorectal	
  associat	
  a	
  colitis	
  en	
  el	
  model	
  murí	
  AOM/DSS	
  [22].	
  En	
  canvi,	
  en	
  estudis	
  de	
  
pacients	
  amb	
  IBD	
  no	
  es	
  troben	
  variacions	
  de	
  tlr-­‐2	
  [23],	
  cosa	
  que	
  concorda	
  amb	
  els	
  
nostres	
  resultats	
  amb	
  el	
  model	
  murí.	
  Pel	
  que	
  fa	
  a	
  tlr-­‐4,	
  s’ha	
  trobat	
  sobreexpressat	
  
en	
  biòpsies	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC	
  i	
  CD	
  [24],	
  alteració	
  que	
  també	
  vam	
  observar	
  en	
  el	
  
teixit	
   no	
   tumoral	
   del	
   grup	
   AD.	
   Recentment	
   s’ha	
   descrit	
   que	
   el	
   bloqueig	
   de	
   TLR-­‐4	
  
amb	
   anticossos	
   redueix	
   la	
   mida	
   dels	
   tumors,	
   suggerint	
   que	
   l’absència	
   de	
   TLR-­‐4	
  
protegiria	
   del	
   desenvolupament	
   de	
   displàsia	
   [25].	
   Els	
   nostres	
   resultats	
   també	
  
suggereixen	
  la	
  participació	
  de	
  TLR-­‐4	
  en	
  la	
  tumorigènesi:	
  trobem	
  nivells	
  d'expressió	
  
elevats	
  en	
  el	
   teixit	
  no	
   tumoral	
   i	
  baixos	
  en	
  els	
   tumors	
  del	
  grup	
  AD.	
  En	
   la	
   literatura	
  
també	
  es	
  destaca	
   la	
   importància	
  de	
   TLR-­‐9	
  en	
   l'homeòstasi	
   intestinal	
   [26]	
   exercint	
  
una	
   doble	
   funció:	
   al	
   domini	
   basolateral	
   TLR-­‐9	
   produeix	
   la	
   degradació	
   de	
   IkBα	
   i	
  
l’activació	
   de	
   la	
   via	
   NF-­‐κB,	
   mentre	
   que	
   l’estimulació	
   del	
   TLR-­‐9	
   apical	
   condueix	
   a	
  
l’acumulació	
  IkBα	
  ubiquitinat	
  al	
  citoplasma,	
  evitant	
  l’activació	
  de	
  NF-­‐κB	
  [26].	
  A	
  més,	
  
l’estimulació	
  del	
  TLR-­‐9	
  apical	
  confereix	
  refractarietat	
  a	
  posteriors	
  estimulacions	
  [26]	
  
i,	
   tlr-­‐9	
   presenta	
  nivells	
  d'expressió	
  elevats	
  en	
  pacients	
  amb	
  colitis	
   activa	
   [27].	
  Així	
  
doncs,	
  considerem	
  els	
  nivells	
  d’expressió	
  alts	
  de	
  tlr-­‐9	
  observats	
  en	
  teixit	
  no	
  tumoral	
  
del	
  grup	
  AD	
  com	
  a	
  indicadors	
  d'un	
  estadi	
  inflamatori	
  crònic	
  anterior	
  a	
  l'aparició	
  de	
  
displàsies.	
  Caldria	
  estudiar	
  si	
  hi	
  pot	
  haver	
  una	
  relació	
  entre	
  la	
  hiperactivitat	
  de	
  TLR-­‐4	
  
i	
  la	
  inactivació	
  de	
  TLR-­‐9	
  en	
  el	
  CAC.	
  També	
  hem	
  volgut	
  tenir	
  en	
  compte	
  la	
  implicació	
  
d'una	
   proteïna	
   adaptadora	
   important	
   en	
   la	
   senyalització	
   de	
   la	
   via	
   TLR,	
   la	
  MyD88	
  
[21],	
   que	
   senyalitza	
   i	
   activa	
   diverses	
   cascades	
   de	
   transducció	
   com	
   les	
   del	
   NF-­‐κB,	
  
MAPKs	
   (mitogen-­‐activated	
   proteinkinases)	
   i	
   membres	
   de	
   la	
   família	
   del	
   factor	
  
regulador	
   interferò	
   (IFN)	
   [28],	
   activant	
   la	
   resposta	
   immune	
   i	
   afavorint	
   la	
  
carcinogènesi	
  [29]	
  [30]	
  [31].	
  Els	
  nostres	
  resultats	
  mostren	
  que	
  l’expressió	
  de	
  myd88	
  
es	
  manté	
  sense	
  canvis	
  significatius,	
  mentre	
  que	
  els	
  nivells	
  d’expressió	
  gènica	
  de	
  tlr4	
  
i	
  tlr9	
  varien,	
  suggerint	
  que	
  altres	
  proteïnes	
  adaptadores	
  podrien	
  tenir	
  un	
  paper	
  més	
  
rellevant	
  en	
  aquest	
  procés.	
  Una	
  alternativa	
  podria	
  ser	
  TRIF	
  (TICAM),	
  que	
  també	
  pot	
  
arribar	
  a	
  activar	
  NF-­‐κB,	
  important	
  regulador	
  de	
  processos	
  inflamatoris,	
  proliferatius	
  
i	
  antiapoptòtics	
   [32]	
   [33],	
  després	
  de	
   la	
  degradació	
  del	
   seu	
   inhibidor	
   IκBα	
   [32].	
   La	
  
literatura	
   també	
   indica	
   que	
   en	
   algunes	
   situacions,	
   TRAF6	
   (tumor-­‐necrosis-­‐factor-­‐
receptor-­‐associated	
  factor	
  6)	
  pot	
  enllaçar-­‐se	
  a	
  TRIF	
  i	
  activar	
  NF-­‐κB	
  [31].	
  Així	
  doncs,	
  
tot	
  i	
  que	
  no	
  trobem	
  una	
  alteració	
  de	
  l’expressió	
  de	
  myd88	
  que	
  es	
  correlacioni	
  amb	
  
els	
   canvis	
   observats	
   en	
   tlr-­‐4	
   i	
   tlr-­‐9,	
   cal	
   assenyalar	
   que	
   a	
   través	
   de	
   TRIF/TLR4	
   es	
  
podria	
  modificar	
  l’activació	
  de	
  NF-­‐κB	
  [34].	
  També	
  valdria	
  la	
  pena	
  valorar	
  si	
  els	
  canvis	
  
en	
  l'activitat	
  dels	
  TLRs	
  podrien	
  deure's	
  a	
  alteracions	
  en	
  els	
  seus	
  reguladors	
  negatius:	
  
estudis	
   en	
   IECs	
   han	
   evidenciat	
   nivells	
   elevats	
   de	
   TOLLIP	
   (toll-­‐interacting	
   protein;	
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proteïna	
  amb	
  domini	
  Toll/IL-­‐1R)	
  que	
  atenuen	
  la	
  resposta	
  a	
  LPS	
  [35],	
  mentre	
  que	
  en	
  
malalts	
  de	
  UC	
  s'ha	
  trobat	
  nivells	
  baixos	
  de	
  PPARγ	
  (peroxisome	
  proliferator-­‐activated	
  
receptor	
  gamma;	
   inhibidor	
  de	
   la	
   via	
  NF-­‐κB)	
   [36].	
   Els	
   resultats	
  dels	
  nostres	
  estudis	
  
suggereixen	
   que	
   TOLLIP	
   i	
   PPARγ	
   podrien	
   estar	
   disminuïts	
   en	
   els	
   grups	
   que	
  
presenten	
  inflamació.	
  (Figura	
  D.8)	
  
	
  
La	
  ciclooxigenasa	
  (COX)	
  participa	
  en	
   la	
  fase	
   inicial	
  de	
   la	
  síntesi	
  de	
  prostaglandines,	
  
convertint	
   l’àcid	
   araquidònic	
   en	
   prostaglandina	
   H2,	
   precursor	
   de	
   la	
   resta	
   de	
  
prostaglandines.	
  Dels	
  tres	
  isoenzims	
  descrits,	
  COX-­‐2	
  és	
  indetectable	
  a	
  la	
  majoria	
  de	
  
cèl·∙lules	
   normals	
   però	
   esdevé	
   abundant	
   en	
   macròfags	
   i	
   d’altres	
   cèl·∙lules	
   en	
   una	
  
inflamació	
  [37].	
  De	
  fet,	
  NF-­‐κB	
  és	
  un	
  dels	
  factors	
  que	
  controlen	
  l’expressió	
  de	
  cox-­‐2	
  
[38]	
   [3].	
   També	
   s’ha	
   demostrat	
   que	
   COX-­‐2	
   s’expressa	
   en	
   els	
   processos	
   de	
  
tumorigènesi	
  en	
  el	
   còlon	
   [39],	
  en	
  particular,	
  al	
   citoplasma	
  de	
   les	
  cèl·∙lules	
  d’epiteli	
  
neoplàsic	
  de	
  còlon,	
  mentre	
  que	
  l’epiteli	
  normal	
  és	
  negatiu	
  per	
  la	
  COX-­‐2	
  [40].	
  Altres	
  
estudis	
  amb	
  models	
  murins	
  AOM/DSS,	
  han	
  demostrat	
  que	
  l’expressió	
  de	
  COX-­‐2	
  està	
  
incrementada	
   en	
   cèl·∙lules	
   neoplàsiques	
   amb	
  mutacions	
   al	
   supressor	
   tumoral	
  Apc	
  
[40],	
   pel	
   que	
   hi	
   pot	
   haver	
   una	
   relació	
   causa-­‐efecte	
   entre	
   la	
   via	
   Wnt	
   i	
   la	
   COX-­‐2.	
  
L’acumulació	
   de	
   β-­‐catenina	
   citosòlica	
   als	
   grups	
   AD	
   i	
   D	
   suggereix	
   una	
   major	
  
transcripció	
  de	
  la	
  via	
  Wnt,	
  augmentant	
  així	
  els	
  nivells	
  de	
  COX-­‐2.	
  Però	
  l’expressió	
  de	
  
cox-­‐2	
   només	
   augmenta	
   significativament	
   al	
   teixit	
   tumoral	
   del	
   grup	
   AD,	
   coincidint	
  
amb	
   altres	
   estudis	
   que	
   han	
   demostrat	
   que	
   la	
   producció	
   de	
   COX-­‐2	
   no	
   és	
   la	
  
responsable	
   d’iniciar	
   el	
   desenvolupament	
   de	
   càncer	
   colorectal	
   associat	
   a	
   colitis	
  
[41],	
   tot	
   i	
  que	
  el	
  pot	
  potenciar.	
  Fukata	
  et	
  al	
  van	
  suggerir	
  que	
   l'expressió	
  de	
  COX-­‐2	
  
també	
   és	
   dependent	
   de	
   TLR-­‐4	
   i	
   Myd88	
   en	
   les	
   cèl·∙lules	
   epitelials	
   intestinals	
   del	
  
model	
   murí	
   AOM/DSS,	
   on	
   TLR-­‐4	
   facilita	
   la	
   carcinogènesi	
   incrementant	
   la	
  
proliferació	
   i	
   inhibint	
   l'apoptosi	
   [42]	
   (la	
   COX-­‐2	
   aporta	
   resistència	
   a	
   l’apoptosi	
  
inhibint	
   la	
   via	
   intrínseca	
   [43]).	
  A	
  més,	
   als	
  nostres	
   resultats	
  es	
   van	
  observar	
  nivells	
  
elevats	
  d’expressió	
  gènica	
  de	
  tlr-­‐4	
  en	
  el	
  teixit	
  no	
  tumoral	
  del	
  còlon	
  dels	
  ratolins	
  del	
  
grup	
  AD,	
   la	
  qual	
  podria	
  comportar	
  una	
  sobreproducció	
  de	
  COX-­‐2	
  que,	
  al	
   seu	
  torn,	
  
afavorís	
  processos	
  de	
  proliferació.	
  Seria	
  doncs	
  interessant	
  corroborar	
  aquest	
  lligam	
  
amb	
  la	
  via	
  Wnt.	
  (Figura	
  D.9)	
  
	
  
El	
  factor	
  Bcl-­‐2	
  forma	
  part	
  d'una	
  família	
  de	
  proteïnes	
  que	
  comparteixen	
  almenys	
  un	
  
de	
  quatre	
  dominis	
  BH	
  (homologia	
  bcl-­‐2).	
  Bcl-­‐2	
  té	
  funcions	
  antiapoptòtiques	
  mentre	
  
que	
   d’altres	
   membres	
   de	
   la	
   família	
   són	
   factors	
   proapotòtics	
   [44].	
   L’anàlisi	
  
d’expressió	
  de	
  bcl-­‐2	
  va	
  mostrar	
  una	
  important	
  disminució	
  en	
  grups	
  amb	
  inflamació,	
  
tant	
  D	
  com	
  AD.	
  Això	
  podria	
   indicar	
  que	
  hi	
  hauria	
  un	
  major	
  nombre	
  de	
  cèl·∙lules	
  en	
  
apoptosi	
   durant	
   la	
   inflamació.	
   Per	
   tant,	
   s'hauria	
   de	
   valorar	
   o	
   bé	
   mecanismes	
  
antiapoptòtics	
   alternatius	
   al	
   Bcl-­‐2,	
   o	
   bé	
   realitzar	
   una	
   anàlisi	
   més	
   acurat	
   de	
   les	
  
possibles	
   cèl·∙lules	
   resistents	
   a	
   l'apoptosi	
   que	
   poden	
  mantenir-­‐se	
   en	
   la	
   inflamació	
  
crònica	
   i	
   proliferar	
   (potser	
   una	
   valoració	
   d'immunoreactivitat	
   enfront	
   del	
   Bcl-­‐2	
  
tissular	
  del	
  còlon	
  del	
  grup	
  AD).	
  (Figura	
  D.10)	
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Un	
   últim	
   indicador	
   d’inflamació	
   analitzat	
   va	
   ser	
   l’expressió	
   d’il10	
   (Figures	
   1.16	
   i	
  
1.22).	
   L'expressió	
  d’il10	
   disminuïa	
  més	
  en	
  els	
   grups	
  amb	
   inflamació,	
   especialment	
  
en	
  el	
  cas	
  del	
  teixit	
  no	
  tumoral	
  AD.	
  Atès	
  que	
  la	
  IL10	
  pot	
  induir	
  canvis	
  notables	
  en	
  les	
  
poblacions	
   de	
   limfòcits	
   que	
   afecten	
   al	
   desenvolupament	
   tumoral,	
   aquest	
   resultat	
  
fonamenta	
  l’interès	
  d’un	
  estudi	
  fenotípic	
  de	
  les	
  poblacions	
  leucocitàries.	
  	
  
	
  

5.1.2 Canvis	
  d’expressió	
  de	
  miRNAs	
  
	
  
Un	
   cop	
   analitzats	
   els	
   canvis	
   d’expressió	
   dels	
   gens	
   que	
   hem	
   mencionat,	
   vam	
  
plantejar-­‐nos	
   valorar	
   el	
   nivell	
   d’expressió	
   de	
   determinats	
   miRNA.	
   Dins	
   de	
  
l’amplíssim	
   ventall	
   de	
   miRNA	
   descrit	
   vam	
   seleccionar-­‐ne	
   un	
   grup	
   que	
   s’havia	
  
considerat	
  rellevant	
  en	
  anteriors	
  estudis	
  sobre	
  el	
  CRC,	
  prenent	
  com	
  a	
  referència	
  el	
  
treball	
  de	
  Slaby	
  et	
  al	
   [45]).	
  En	
   tractar-­‐se	
  de	
  molècules	
  capaces	
  d'afectar	
  més	
  d'un	
  
procés	
  (cada	
  miRNA	
  pot	
  tenir	
  molts	
  mRNAs	
  diana	
  i	
  cada	
  mRNA	
  pot	
  estar	
  regulat	
  per	
  
més	
  d’un	
  miRNA	
  [46]),	
  l'alteració	
  de	
  la	
  seva	
  expressió	
  podria	
  contribuir	
  a	
  la	
  iniciació	
  
del	
   càncer	
   associat	
   a	
   inflamació,	
   o	
   ser	
   un	
  marcador	
   de	
   la	
   progressió	
   tumoral	
   i	
   la	
  
metàstasi	
  [47]	
  [45].	
  Així,	
  per	
  exemple,	
  diversos	
  miRNAs	
  participen	
  en	
  la	
  regulació	
  de	
  
vies	
  de	
  proliferació	
  i	
  supressió	
  de	
  tumors	
  ja	
  conegudes,	
  implicades	
  en	
  la	
  patogènesi	
  
del	
  CRC	
  com	
  són	
  les	
  vies	
  Wnt/β-­‐catenina	
  i	
  p53	
  [45].	
  	
  
	
  
Al	
   nostre	
  estudi	
   es	
   va	
  evidenciar	
   l’expressió	
   alterada	
  dels	
  miR-­‐135a,	
  miR-­‐21,	
  miR-­‐
145,	
   i	
  miR-­‐34a	
   en	
   teixit	
   tumoral,	
   que	
   disminuïen	
   en	
   presència	
   d’inflamació.	
   En	
   el	
  
model	
  de	
  Slaby	
  (Figura	
  1.23)	
  s’assenyala	
  que	
  miR-­‐135a	
  augmenta	
  en	
  l’estadi	
  inicial	
  i	
  
miR-­‐21	
  en	
  diversos	
  estadis	
  del	
  CRC.	
  El	
  fet	
  que	
  en	
  tumors	
  associats	
  a	
  colitis	
  (animals	
  
del	
   lot	
   AD)	
   es	
   trobin	
   disminuïts	
   ens	
   va	
   fer	
   pensar	
   que	
   podrien	
   estar	
   implicat	
   en	
  
processos	
  que	
  marquin	
  la	
  diferència	
  entre	
  CRC	
  i	
  CAC.	
  Per	
  contra,	
  els	
  canvis	
  trobats	
  
en	
  miR-­‐145	
   i	
   miR-­‐34a	
   són	
   en	
   la	
  mateixa	
   direcció	
   que	
   els	
   que	
   es	
   descriuen	
   en	
   el	
  
model	
  esmentat.	
  	
  
	
  
Un	
   cop	
   constatades	
   aquestes	
   alteracions,	
   hem	
   realitzat	
   una	
  anàlisi	
   bioinformàtica	
  
dels	
  gens	
  diana	
  candidats	
  dels	
  miRNAs	
  d’interès,	
  assenyalant	
  algunes	
  de	
  les	
  dianes	
  
que	
   a	
   priori	
   poden	
   intervenir	
   en	
   processos	
   tumorigènics.	
   Fruit	
   d’aquesta	
   anàlisi,	
  
hem	
  ressaltat	
  les	
  següents	
  dianes	
  dels	
  miRNA	
  d’interès:	
  

• per	
  a	
  miR-­‐135a:	
  ptk2,	
  stat6,	
  i	
  jak2;	
  	
  
• per	
   a	
  miR-­‐21:	
   peli1,	
   tiam1,	
   fasl,	
   stat3,	
   smad7,	
   il12a,	
   pdcd4,	
   jag1,	
   btg2,	
   i	
  

tgfbr2;	
  	
  
• per	
  a	
  miR-­‐145:	
  rtkn,	
  angpt2,	
  smad3,	
  ctnnd1,	
  tgfbr2,	
  irs1,	
  socs7,	
  birc5,	
  pak4,	
  

i	
  klf4;	
  	
  
• i	
  per	
  a	
  miR-­‐34a:	
  notch1,	
  lef1,	
  notch2,	
  vcl,	
  jag1,	
  wnt1,	
  i	
  bcl2.	
  

	
  
A	
   partir	
   d'aquestes	
   associacions	
   miRNA-­‐mRNA	
   diana,	
   hem	
   realitzat	
   una	
   recerca	
  
bibliogràfica	
   per	
   analitzar	
   les	
   possibles	
   repercussions	
   que	
   suposaria	
   el	
   canvi	
  
d'expressió	
  dels	
  miRNAs	
  associats	
  a	
  inflamació	
  i	
  tumorigènesi.	
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La	
  via	
  del	
  Wnt/β-­‐catenina	
  
	
  
En	
  absència	
  del	
  lligand	
  Wnt,	
  la	
  β-­‐catenina	
  citoplasmàtica	
  és	
  fosforilada	
  ràpidament	
  
per	
   APC,	
   CK1α	
   (casein	
   kinase	
   I	
   α)	
   i	
   per	
   GSK3β	
   (glycogen	
   synthase	
   kinase	
   3β)	
  
activada	
   amb	
   la	
   qual	
   forma	
   un	
   complex	
   estable.	
   Aquestes	
   fosforilacions	
   eviten	
  
l’acumulació	
  de	
  β-­‐catenina,	
  que	
  és	
  ubiquitinitzada	
  i	
  degradada	
  [11].	
  (Figura	
  D.1)	
  	
  
	
  
S’ha	
  demostrat	
  que	
  la	
  proteïna	
  antitumoral	
  APC	
  és	
  diana	
  del	
  miR-­‐135a,	
  de	
  manera	
  
que	
  l’expressió	
  elevada	
  de	
  miR-­‐135a	
  promou	
  la	
  progressió	
  d’adenomes	
  colorectals	
  
a	
   adenocarcinomes	
   [11]	
   per	
   l'activació	
   de	
   la	
   via	
  Wnt/β-­‐catenina	
   [48].	
   Els	
   nostres	
  
resultats	
   dels	
   grups	
   AD	
   mostren	
   una	
   disminució	
   de	
   l’expressió	
   del	
   miR-­‐135a	
  
juntament	
  amb	
  un	
  augment	
  del	
  marcatge	
  de	
  β-­‐catenina	
  citoplasmàtica	
  (anàlisi	
  per	
  
IHQ;	
  Figura	
  1.11),	
  cosa	
  que	
  suggereix	
  que	
  l'increment	
  d'APC	
  no	
  tingués	
  prou	
  entitat	
  
per,	
  evitar	
  l'acumulació	
  de	
  la	
  β-­‐catenina	
  al	
  citoplasma.(Figura	
  D.1)	
  
	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.1.	
  Mecanisme	
  a	
  través	
  del	
  qual	
  s'elimina	
  normalment	
  la	
  β-­‐catenina	
  del	
  citoplasma.[11]	
  [48]	
  
En	
   una	
   situació	
   normal,	
   la	
   β-­‐catenina	
   no	
   s’acumula	
   al	
   citoplasma	
   ni	
   es	
   transloca	
   al	
   nucli	
   perquè	
  
existeixen	
  mecanismes	
  que	
  ho	
  eviten.	
  	
  

	
  
A	
  la	
  via	
  canònica	
  del	
  Wnt,	
  la	
  unió	
  de	
  Wnt	
  al	
  receptor	
  transmembrana	
  FZD	
  (Frizzled)	
  
forma	
   un	
   complex	
   amb	
   els	
   co-­‐receptors	
   LRP	
   (Low-­‐density-­‐lipoprotein	
   receptor-­‐
related	
  protein;	
   LRP5/6),	
  que	
   fosforila	
   i	
  activa	
  Dsh	
   (Disheveled).	
   L’activació	
  de	
  Dsh	
  
inhibeix	
  GSK3β	
   i,	
  per	
  tant,	
  deixa	
  de	
  formar	
  un	
  complex	
  estable	
  amb	
  la	
  β-­‐catenina,	
  
disminuint	
   la	
   degradació	
   d’aquesta	
   per	
   ubiquitinització	
   i	
   degradació	
   proteosomal.	
  
Es	
   produiria,	
   doncs,	
   una	
   acumulació	
   de	
   β-­‐catenina	
   en	
   citoplasma	
   i	
   nucli,	
   on	
  
interactua	
  amb	
  co-­‐reguladors	
  de	
  transcripció	
  que	
  inclouen	
  el	
  complex	
  TCF/LEF	
  per	
  
formar	
   un	
   complex	
   β-­‐catenina/LEF/TCF.	
   Aquest	
   complex	
   regula	
   la	
   transcripció	
   de	
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múltiples	
   gens	
   implicats	
   en	
   proliferació	
   cel·∙lular,	
   diferenciació,	
   supervivència	
   i	
  
apoptosi,	
   que	
   inclouen	
   c-­‐myc,	
   c-­‐jun,	
   akt1,	
   β-­‐catenina,	
   tiam1	
   (T-­‐cell	
   lymphoma	
  
invasion	
  and	
  metastasis	
  1),	
  stat3	
  (signal	
  transducer	
  and	
  activator	
  of	
  transcription	
  3),	
  
survivina	
  (birc5),	
  o	
  ciclina	
  d1	
  [49]	
  [50]	
  [11]	
  [51].	
  (Figura	
  D.2)	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.2.	
  Via	
  canònica,	
  amb	
  lligand	
  Wnt.[50]	
  [11]	
  [51]	
  [10]	
  [52]	
  [53]	
  [54]	
  

	
  
PAK4	
   (p21	
   activated	
   kinase	
   4)	
   forma	
   part	
   d'una	
   família	
   de	
   serin/treonin	
  
proteincinases,	
  que	
  regulen	
  la	
  reorganització	
  citoesquelètica,	
  la	
  motilitat	
  cel·∙lular,	
  el	
  
desenvolupament	
  embrionari,	
  la	
  supervivència	
  i	
  la	
  regulació	
  gènica.	
  S’ha	
  demostrat	
  
que	
  la	
  sobreexpressió	
  de	
  PAK4	
  permet	
  la	
  formació	
  de	
  tumors,	
  i	
  la	
  seva	
  supressió	
  la	
  
inhibeix;	
   això	
   és	
   perquè	
   constitutivament	
   PAK4	
   modula	
   la	
   senyalització	
   de	
   la	
   β-­‐
catenina	
   [51]	
   [53].	
   Segons	
   el	
   nostre	
   estudi,	
   PAK4	
   seria	
   diana	
   del	
   miR-­‐145,	
   i	
   la	
  
disminució	
  dels	
  nivells	
  d’expressió	
  de	
  miR-­‐145	
  en	
  tumors	
  del	
  grup	
  AD	
  i	
  l'acumulació	
  
de	
  la	
  β-­‐catenina	
  al	
  nucli,	
  serien	
  compatibles	
  amb	
  un	
  augment	
  dels	
  nivells	
  de	
  PAK4.	
  
La	
   catenina	
  δ-­‐1	
   (p120)	
   és	
   part	
   del	
   complex	
   E-­‐cadherina-­‐catenines	
   i	
  modula	
   PAK4.	
  
S’ha	
  demostrat	
  p120	
  és	
  diana	
  de	
  miR-­‐145,	
  contribuint	
  a	
  la	
  translocació	
  aberrant	
  de	
  
la	
  β-­‐catenina	
  per	
  part	
  de	
  PAK4	
  en	
  els	
  grups	
  que	
  presenten	
  disminució	
  dels	
  nivells	
  de	
  
miR-­‐145	
  [52]	
  [10].	
  (Figura	
  D.2)	
  
	
  
Segons	
  els	
  estudis	
  que	
  hem	
  realitzat,	
  Wnt1	
   seria	
  diana	
  de	
  miR-­‐34a,	
  pel	
  que	
   la	
  via	
  
no-­‐canònica	
   de	
  Wnt	
   també	
   podia	
   estar	
   activada	
   en	
   el	
   grup	
   AD	
   (amb	
   el	
   miR-­‐34a	
  
disminuït).	
   En	
   aquesta	
   via,	
   la	
   β-­‐catenina	
   no	
   es	
   veu	
   afectada,	
   sinó	
   que	
   s’activen	
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molècules	
   efectores	
   com	
   les	
   JNKs	
   (c-­‐Jun	
   N-­‐terminal	
   kinase)	
   [49].	
   Alguns	
   estudis	
  
sobre	
  models	
  AOM/DSS	
  mostren	
  que	
  l'augment	
  de	
  l'activitat	
  de	
  les	
  JNKs	
  accelera	
  la	
  
tumorigènesi	
  [55];	
   i	
  en	
  d'altres,	
   la	
  pèrdua	
  de	
  JNK	
  resulta	
  en	
  una	
  expressió	
  elevada	
  
de	
  β-­‐catenina	
  i	
  dels	
  gens	
  diana	
  del	
  complex	
  β-­‐catenina/TCF[11].	
  Per	
  això,	
  la	
  via	
  no-­‐
canònica	
  Wnt	
  no	
  semblaria	
  tenir	
  un	
  paper	
  clau	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  tumoral	
  del	
  
grup	
  AD.	
  (Figura	
  D.3)	
  
	
  

	
  

Figura	
  D.3.	
  Via	
  no-­‐canònica,	
  amb	
  lligand	
  Wnt.	
  [49]	
  [11]	
  

	
  
Entre	
   els	
   reguladors	
   positius	
   del	
   complex	
   β-­‐catenina/TCF/LEF	
   es	
   troben	
  TIAM1	
   (T	
  
lymphoma	
   invasion	
   and	
  metastasis	
   1)	
   i	
  STAT3	
   (signal	
   transducer	
   and	
   activator	
   of	
  
transcription	
   3).(Figura	
   D.4)	
   Tiam1	
   es	
   troba	
   sobreexpressat	
   en	
   molts	
   CRCs,	
   i	
   és	
  
possible	
  que	
  pugui	
  funcionar	
  com	
  a	
  regulador	
  positiu	
  de	
  la	
  via	
  Wnt	
  canònica.	
  TIAM1	
  
és	
  una	
  diana	
  corroborada	
  de	
  miR-­‐21	
  [56]	
  i	
  un	
  mediador	
  de	
  la	
  via	
  Wnt	
  (a	
  través	
  de	
  
l’activació	
   de	
   la	
   GTPasa	
   Rac1,	
   activa	
   el	
   complex	
   β-­‐catenina/TCF	
   [5]	
   [50]).	
   TIAM1	
  
podria	
  doncs	
  potenciar	
  la	
  proliferació	
  tumoral	
  en	
  el	
  model	
  AOM/DSS:	
  el	
  grup	
  AD	
  va	
  
presentar	
   disminució	
   del	
  miR-­‐21,	
   de	
  manera	
   que	
   els	
   tumors	
   del	
   grup	
  AD	
  podrien	
  
tenir	
  una	
  alta	
  expressió	
  de	
  TIAM1	
  que	
  retroalimentés	
  la	
  tumorigènesi	
  a	
  través	
  de	
  la	
  
via	
  Wnt.	
   (Figura	
   D.4A)	
   El	
   complex	
   β-­‐catenina/TCF4	
   també	
   regula	
   el	
   promotor	
   del	
  
gen	
  stat3,	
  i	
  l’STAT3	
  activat	
  indueix	
  l’acumulació	
  citoplasmàtica	
  de	
  la	
  β-­‐catenina	
  [11].	
  
Els	
   nostres	
   resultats	
   donarien	
   suport	
   a	
   la	
   importància	
   d’aquest	
   mecanisme	
   de	
  
retroalimentació,	
  que	
  es	
  pot	
  relacionar	
  amb	
  nivells	
  alts	
  de	
  STAT3	
  per	
  la	
  disminució	
  
de	
  miR-­‐21	
  en	
  tumors	
  del	
  grup	
  AD	
  del	
  model	
  murí	
  estudiat.(Figura	
  D.4B)	
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Figura	
  D.4.	
  Regulació	
  positiva	
  del	
  complex	
  β-­‐catenina/TCF/LEF.	
  A)	
  Regulació	
  pel	
  TIAM1;	
  i	
  B)	
  regulació	
  
per	
  l’STAT3.	
  [5]	
  [50]	
  [56]	
  [11]	
  [57]	
  

	
  
Entre	
   els	
   reguladors	
   negatius	
   del	
   complex	
   β-­‐catenina/TCF/LEF	
   hi	
   ha	
   el	
   KLF4	
  
(Krüppel-­‐like	
  factor	
  4).	
  Aquest	
  factor	
  de	
  transcripció	
  es	
  troba	
  altament	
  expressat	
  en	
  
l’intestí	
   humà	
   normal,	
   és	
   crític	
   per	
   la	
   diferenciació	
   intestinal	
   i	
   inhibeix	
   la	
  
senyalització	
   de	
   Wnt	
   a	
   través	
   de	
   la	
   interacció	
   directa	
   amb	
   el	
   complex	
   β-­‐
catenina/TCF4	
   [11].	
   El	
  miR-­‐145	
   té	
   KLF4	
   com	
   a	
   diana	
   directa	
   [58],	
   de	
  manera	
   que	
  
caldria	
  esperar	
  uns	
  nivells	
  elevats	
  de	
  KLF4	
  al	
  grup	
  AD.	
  L’alta	
  incidència	
  de	
  tumors	
  en	
  
aquest	
  grup	
  fa	
  pensar	
  que	
  l’acció	
  de	
  KLF4	
  podria	
  ser	
  una	
  resposta	
  compensatòria	
  a	
  
l’activació	
  de	
  diverses	
  vies	
  tumorigèniques.	
  
	
  
L'acumulació	
  de	
  β-­‐catenina	
  observada,	
  que	
  activaria	
  la	
  proliferació	
  cel·∙lular	
  a	
  través	
  
del	
   complex	
   β-­‐catenina/LEF/TCF	
   [11],	
   també	
   es	
   podria	
   deure	
   a	
   altres	
   motius	
  
independents	
  de	
  la	
  via	
  Wnt.	
  (Figura	
  D.5)	
  Un	
  d’ells	
  seria	
  la	
  dissociació	
  del	
  complex	
  E-­‐
cadherina/α-­‐catenina/β-­‐catenina	
   (Figura	
   D.5:	
   ♯),	
   que	
   depèn	
   també	
   de	
   la	
  
fosforilació	
  de	
  β-­‐catenina	
  a	
  través	
  de:	
  (i)	
  l’activació	
  d’EGFR,	
  i	
  (ii)	
  la	
  fosforilació	
  de	
  la	
  
α-­‐catenina	
   [11].	
   Un	
   altre	
   motiu	
   seria	
   l’activitat	
   de	
   l’AKT1	
   (PKB)	
   (Figura	
   D.5:	
   �),	
  
mediador	
   principal	
   de	
   la	
   via	
   PI3K/AKT	
   activat	
   indirectament	
   per	
   PTK2	
   (Protein	
  
Tyrosin	
  Kinase	
  2;	
   o	
  bé	
   FAK;	
  Focal	
  Adhesion	
  Kinase).	
   Segons	
  el	
  nostre	
  estudi,	
   PKT2	
  
seria	
  una	
  diana	
  candidata	
  del	
  miR-­‐135a,	
  pel	
  que,	
  en	
  els	
  tumors	
  del	
  grup	
  AD,	
   la	
  via	
  
PI3K/AKT	
   podria	
   estar	
   sobreactivada,	
   augmentant	
   la	
   proliferació	
   cel·∙lular.	
   L’AKT	
  
també	
   activa	
   la	
   proteïna	
   antiapoptòtica	
   Survivina/BIRC5,	
   que	
   proposem	
   com	
   a	
  
diana	
  de	
  miR-­‐145,	
  i	
  que	
  està	
  expressada	
  en	
  la	
  majoria	
  de	
  càncers	
  com	
  a	
  resultat	
  de	
  
l’activació	
  de	
  diversos	
  factors	
  de	
  transcripció	
  oncogènics	
  com	
  NF-­‐kB,	
  STAT3,	
  Notch,	
  i	
  
el	
   complex	
   β-­‐catenina/LEF/TCF	
   [11]	
   [59]	
   [60].	
   També	
   hi	
   ha	
   publicacions	
   que	
   han	
  
associat	
  nivells	
  baixos	
  de	
  PDCD4	
  (programmed	
  cell	
  death	
  4)	
  amb	
  la	
  inhibició	
  de	
  la	
  E-­‐
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cadherina	
   i	
  una	
  acumulació	
  de	
  β-­‐catenina	
  [61].	
   (Figura	
  D.5:§)	
  Als	
  nostres	
  resultats	
  
proposem	
  PDCD4	
  com	
  a	
  diana	
  de	
  miR-­‐21.	
  PDCD4	
  estaria	
  elevat	
  en	
  els	
   tumors	
  del	
  
grup	
  AD	
  i	
  l’acumulació	
  de	
  β-­‐catenina	
  dependria	
  d’un	
  mecanisme	
  diferent	
  de	
  PDCD4.	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.5.	
  Altres	
  acumulacions	
  de	
  β-­‐catenina.	
  El	
  significat	
  dels	
  símbols	
  (�,	
  ♯	
  i	
  §)	
  es	
  troba	
  comentat	
  al	
  
redactat.[60]	
  [11]	
  [61]	
  [59]	
  [62]	
  

	
  

Adhesió	
  cel·∙lular	
  	
  
	
  
Les	
  alteracions	
  a	
  les	
  TJs	
  comporten	
  un	
  augment	
  de	
  permeabilitat	
  paracel·∙lular	
  [63].	
  
En	
  el	
  cas	
  del	
  còlon,	
   l’enorme	
  quantitat	
  d’antígens,	
  productes	
  bacterians	
   i	
  estímuls	
  
potencialment	
  inflamatoris	
  a	
  la	
  llum	
  intestinal	
  fa	
  que	
  una	
  major	
  permeabilitat	
  pugui	
  
ser	
  particularment	
  rellevant.	
  L’accés	
  d’aquestes	
  substàncies	
  a	
  l’interstici	
  estimularia	
  
la	
   senyalització	
   TLR,	
   provocant	
   la	
   secreció	
   de	
   citocines,	
   les	
   quals	
   al	
   seu	
   torn	
  
alterarien	
  també	
  la	
  funció	
  barrera	
  [64]	
  i	
  afavoririen	
  la	
  sobreexpressió	
  de	
  COX-­‐2,	
  i	
  la	
  
síntesi	
  d'alts	
  nivells	
  de	
  prostaglandines.	
  Aquestes	
  últimes	
  promouen	
  la	
  producció	
  de	
  
factors	
   de	
   creixement,	
   com	
   ara	
   el	
   EGF	
   (epidermal	
   growth	
   factor;	
   factor	
   de	
  
creixement	
  epidèrmic)	
  [65].	
  Com	
  a	
  resultat	
  d’aquest	
  procés	
  es	
  pot	
  generar	
  un	
  cercle	
  
viciós	
   en	
   el	
   qual	
   l’increment	
   de	
   permeabilitat	
   reforci	
   respostes	
   proliferatives	
   de	
  
l’epiteli.	
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Figura	
  D.6.	
  Model	
  de	
   la	
  participació	
  de	
  TIAM	
  i	
  Vcl	
  en	
   l’adhesió	
  cel·∙lular.[66]	
  [63]	
  [68]	
  [59]	
  [69]	
  [70]	
  
[56]	
  	
  

	
  
La	
   Vcl,	
   present	
   als	
   complexos	
   de	
   proteïnes	
   que	
   formen	
   les	
   TJs	
   [63],	
   ha	
   estat	
  
corroborada	
  com	
  a	
  diana	
  de	
  miR-­‐34a	
  en	
  cèl·∙lules	
  HeLa	
   [66].	
  La	
  baixa	
  expressió	
  de	
  
miR-­‐34a	
  en	
  el	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD	
  podria	
  donar	
   lloc	
  a	
  nivells	
  elevats	
  de	
  Vcl,	
  
ocasionant	
   canvis	
   en	
   els	
   mecanismes	
   de	
   tensió	
   del	
   citoesquelet	
   de	
   la	
   cèl·∙lula.	
  
Aquest	
   és	
   un	
   dels	
   factors	
   que	
  podrien	
   contribuir	
   a	
   la	
   displàsia	
   observada.	
   (Figura	
  
D.6)	
  
	
  
TIAM1	
   intervé	
  en	
   l’adhesió	
  cel·∙lular,	
   la	
  motilitat,	
   la	
   resistència	
  a	
   l’anoikis	
   [67])	
   i	
   la	
  
progressió	
  del	
  cicle	
  cel·∙lular	
  [59]	
  [68].	
  TIAM1	
  es	
  troba	
  sobreexpressat	
  en	
  el	
  CRC,	
  fet	
  
que	
  està	
  associat	
  a	
  un	
  alt	
  potencial	
  agressiu	
   i	
  metastàtic	
  de	
  CRC	
  [68]	
   [59].	
  Això	
  es	
  
pot	
  deure	
  al	
  seu	
  rol	
  en	
  el	
  manteniment	
  de	
  les	
  AJs	
  i	
  les	
  TJs,	
  i	
  en	
  la	
  polarització	
  apical-­‐
basal	
   de	
   l’epiteli	
   [69].	
   Considerant	
   que	
  hem	
   trobat	
   nivells	
   baixos	
  de	
  miR-­‐21	
   i	
   que	
  
TIAM1	
  n’és	
   una	
   diana	
   corroborada	
   en	
   el	
   CRC	
   [56],	
   podem	
   assumir	
   que	
   TIAM1	
   es	
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troba	
  elevat	
  en	
  el	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD	
  i	
  podria	
  alterar	
  la	
  via	
  Wnt	
  i	
  afavorir	
  les	
  
alteracions	
  observades	
  en	
  l’arquitectura	
  tissular	
  del	
  còlon.	
  (Figura	
  D.6)	
  
	
  
El	
   p120,	
   possible	
   diana	
   del	
   miR-­‐145,	
   enllaça	
   amb	
   el	
   domini	
   citoplasmàtic	
   de	
   les	
  
cadherines	
   i	
  pot	
  promoure	
   la	
  migració	
  cel·∙lular	
  [52].	
  A	
   la	
  vista	
  del	
   fet	
  que	
  no	
  hem	
  
trobat	
  evidències	
  de	
  metàstasi,	
  proposem	
  que	
  l’augment	
  de	
  p120	
  que	
  seguiria	
  a	
  la	
  
disminució	
  del	
  miR-­‐145	
  actuaria	
  com	
  a	
  modulador	
  de	
  PAK4	
  (translocant	
  junts	
  la	
  β-­‐
catenina),	
  més	
  que	
  no	
  pas	
  afavorint	
  la	
  migració	
  cel·∙lular.	
  (Figura	
  D.7)	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.7.	
  Representació	
  de	
  la	
  participació	
  dels	
  p120	
  i	
  APC	
  a	
  l’adhesió	
  cel·∙lular.[71]	
  [52]	
  [48]	
  

	
  

Via	
  TLR	
  
	
  
Diversos	
  miRNAs	
   estan	
   implicats	
   en	
   la	
   regulació	
   de	
   la	
   senyalització	
   dels	
   TLRs	
   i	
   de	
  
vies	
   de	
   la	
   immunitat	
   innata	
   [21].	
   Per	
   altra	
   banda,	
   l’activació	
   dels	
   TLRs	
   pels	
   seus	
  
lligands	
   és	
   capaç	
   d’induir	
   miRNAs	
   [72]	
   i	
   alguns	
   d’ells	
   es	
   troben	
   augmentats	
   en	
  
diversos	
  tipus	
  de	
  càncers	
  [73].	
  És	
  possible,	
  doncs,	
  que	
  la	
  inflamació	
  crònica	
  porti	
  a	
  
l’expressió	
  desregulada	
  de	
  miRNAs	
  activats	
  per	
  una	
  sobreexpressió	
  de	
  TLRs,	
  o	
  per	
  
una	
   activació	
   perllongada	
   dels	
   seus	
   lligands,	
   contribuint	
   a	
   la	
   patogènia	
   de	
   la	
  
malaltia	
  [74].	
  A	
  la	
  Figura	
  D.8	
  es	
  mostren	
  les	
  principals	
  interaccions	
  conegudes	
  entre	
  
miR-­‐21	
  i	
  vies	
  TLR.	
  	
  
	
  
El	
  miR-­‐21,	
  tot	
  i	
  estar	
  classificat	
  com	
  a	
  ‘onco-­‐miR’	
  per	
  la	
  seva	
  expressió	
  aberrant	
  en	
  
nombrosos	
  càncers,	
  també	
  és	
  clau	
  en	
  moltes	
  vies	
  d’inflamació	
  i	
  en	
  la	
  senyalització	
  
dels	
   TLRs	
   [75]	
   [76].	
  PDCD4,	
   diana	
   corroborada	
  a	
   la	
   literatura[77],	
   és	
  un	
   supressor	
  
tumoral	
  crucial	
  en	
  la	
  regulació	
  negativa	
  de	
  la	
  resposta	
  inflamatòria	
  a	
  LPS,	
  on	
  actua	
  
com	
   agent	
   antiinflamatori	
   en	
   un	
   feed-­‐back	
   negatiu[78]:	
   l’activitat	
   de	
   NF-­‐κB	
   és	
  
necessària	
   per	
   a	
   la	
   inducció	
   de	
   miR-­‐21	
   i,	
   via	
   PDCD4,	
   miR-­‐21	
   inhibeix	
   NF-­‐κB	
   i	
   les	
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seves	
   dianes	
   transcripcionals	
   proinflamatòries	
   [75]	
   [79].	
   La	
   disminució	
   de	
  miR-­‐21	
  
augmentaria	
  els	
  nivells	
  de	
  PDCD4	
  i	
  incrementaria	
  l’activació	
  de	
  NF-­‐kB	
  així	
  com	
  de	
  la	
  
citocina	
  proinflamatòria	
   IL-­‐6,	
   i	
  disminuiria	
  els	
  nivells	
  de	
   la	
  citocina	
  antiinflamatòria	
  
IL-­‐10.	
  Precisament	
  als	
  nostres	
  experiments	
  es	
  produeix	
  la	
  disminució	
  de	
  miR-­‐21	
  en	
  
els	
   tumors	
   dels	
   grups	
   AD,	
   això	
   suposaria	
   un	
   augment	
   de	
   PDCD4	
   que	
   afavoreix	
  
l’activació	
   de	
   NF-­‐κB;	
   malgrat	
   tot,	
   els	
   nostres	
   resultats	
   suggereixen	
   una	
   activació	
  
considerable	
  de	
  NF-­‐κB	
  al	
  còlon	
  dels	
  ratolins	
  amb	
   inflamació	
  (també	
  en	
  el	
   teixit	
  no	
  
tumoral	
   del	
   grup	
   AD,	
   on	
   el	
   miR-­‐21	
   es	
   troba	
   elevat	
   i,	
   llavors,	
   PDCD4	
   estaria	
  
disminuït).	
  Això	
  podria	
  deure’s	
  a	
  una	
  altra	
  de	
  les	
  dianes	
  que	
  proposem	
  per	
  miR-­‐21:	
  
Pellino1	
   (Peli1).	
   Peli1	
   és	
   una	
   ubiquitin-­‐ligasa	
   implicada	
   en	
   l’activació	
   d’NF-­‐κB	
   a	
  
través	
  de	
   la	
   senyalització	
  dependent	
  d’IL-­‐1R/TLR,	
   i	
   ja	
   ha	
   estat	
   corroborada	
   com	
  a	
  
diana	
  de	
  miR-­‐21	
  en	
  teixit	
  hepàtic	
  [80].	
  La	
  disminució	
  de	
  miR-­‐21	
  trobada	
  en	
  el	
  grup	
  
AD	
  suggereix	
  que	
  la	
  participació	
  de	
  Peli1	
  i	
  PDCD4	
  podria	
  reforçar	
  l’activació	
  final	
  de	
  
NF-­‐κB	
  en	
   la	
   via	
  dels	
  TLRs.	
   La	
   capacitat	
  de	
   la	
   família	
  dels	
  Pellinos	
  per	
  enllaçar	
   tant	
  
amb	
   IRAK1	
  com	
  amb	
  TRAF6,	
  els	
  assenyala	
  com	
  elements	
  essencials	
  per	
   l’activació	
  
final	
   de	
   NF-­‐κB.	
   A	
   més,	
   s’ha	
   observat	
   que	
   Peli1	
   no	
   activa	
   la	
   via	
   de	
   les	
   MAPK,	
  
reforçant	
  l’argument	
  de	
  l’activació	
  del	
  NF-­‐κB	
  [81]	
  [76]	
  [82].	
  (Figura	
  D.8)	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.8.	
  Via	
  de	
  senyalització	
  dels	
  TLRs.[31]	
  [81]	
  [83]	
  [34]	
  [84]	
  [79]	
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Via	
  COX-­‐2	
  
	
  
L’activitat	
   de	
   HIF-­‐1α,	
   regulador	
   de	
   VEGF	
   [85]	
   [86],	
   afecta	
   tant	
   a	
   l’angiogènesi	
  
tumoral	
  [87]	
  com	
  a	
  la	
  producció	
  de	
  COX-­‐2.	
  Segons	
  el	
  nostre	
  estudi	
  predictiu,	
  HIF-­‐1α	
  
és	
  diana	
  potencial	
  del	
  miR-­‐145,	
  reduït	
  en	
  el	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD.	
  De	
  manera	
  
que	
   la	
   disminució	
   de	
  miR-­‐145	
   podria	
   potenciar	
   l’angiogènesi	
   via	
   HIF-­‐1α,	
   activant	
  
processos	
  de	
  proliferació	
  tumoral	
  i	
  afavorint	
  la	
  producció	
  de	
  COX-­‐2.	
  (Figura	
  D.9)	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.9.	
  Resum	
  de	
  la	
  implicació	
  de	
  COX-­‐2,	
  miR-­‐145	
  i	
  HIF-­‐1α	
  al	
  model	
  murí	
  estudiat.[88]	
  [42]	
  	
  

	
  
S’ha	
   descrit	
   també	
   que	
   els	
   monòcits	
   circulants	
   TEM	
   (TIE2-­‐expressing	
   monocytes)	
  
humans	
   i	
   murins	
   s’acumulen	
   en	
   àrees	
   perivasculars	
   i	
   d’hipòxia	
   dels	
   tumors,	
   i	
  
contribueixen	
   a	
   l’angiogènesi.	
   Els	
   TEM	
   expressen	
   el	
   fenotip	
   TIE2+	
   VEGF+	
   CCR2−	
  
CCR5+.	
   TIE2	
   és	
   receptor	
   d’ANG2	
   (angiopoietin-­‐2;	
   ANGPT2),	
   que	
   activa	
   una	
  
vasculogènesi	
   alternativa	
   al	
   VEGF.	
   La	
   hipòxia	
   estimula	
   l’expressió	
   i	
   l'activitat	
  
proangiogènica	
   d’ANG2	
   en	
   macròfags	
   humans	
   i	
   murins	
   [89].	
   S’ha	
   vist	
   que	
   el	
  
bloqueig	
  d’ANG2	
  desactiva	
  els	
  TEMs,	
  inhibint	
  el	
  creixement	
  tumoral,	
  l’angiogènesi	
  i	
  
la	
  metàstasi	
  en	
  molts	
  models	
  murins	
  [90]	
  [91].	
  Hem	
  assenyalat	
  l’ANG2	
  com	
  a	
  diana	
  
teòrica	
  de	
  miR-­‐145,	
  que	
  està	
  disminuït	
  en	
  el	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD.	
  Així,	
  podria	
  
haver-­‐hi	
   un	
   augment	
   d’ANG2,	
   capaç	
   de	
   promoure	
   l’angiogènesi	
   i	
   per	
   tant	
   el	
  
desenvolupament	
  tumoral	
  en	
  concomitància	
  amb	
  la	
  inflamació.	
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Apoptosi	
  
	
  
La	
  disminució	
  de	
  l’apoptosi	
  pot	
  ser	
  deguda	
  a	
  la	
  inactivació	
  de	
  factors	
  apoptòtics	
  o	
  a	
  
l’activació	
   de	
   factors	
   antiapoptòtics.	
   En	
   aquest	
   treball	
   hem	
   volgut	
   considerar	
  
ambdues	
  possibilitats.	
  
	
  
S'ha	
   demostrat	
   que	
   el	
   mecanisme	
   apoptòtic	
   predominant	
   en	
   la	
   UC	
   és	
   la	
   via	
  
extrínseca	
   en	
   la	
   qual	
   intervé	
   FasL	
   [92],	
   una	
   diana	
   teòrica	
   de	
   miR-­‐21.	
   Però	
   no	
  
observem	
   l'efecte	
   antitumoral	
   que	
   esperaríem	
   si	
   FasL	
   augmentés,	
   com	
   caldria	
  
suposar	
  davant	
  una	
  reducció	
  de	
  miR-­‐21.	
  (Figura	
  D.10).	
  FasL	
  podria	
  estar	
  intervenint	
  
en	
  la	
  mort	
  de	
  les	
  nombroses	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  i	
  immunòcits	
  en	
  l’estadi	
  inflamatori,	
  
però	
  no	
  ser	
  el	
  mecanisme	
  predominant	
  per	
  produir	
  l'apoptosi	
  de	
  cèl·∙lules	
  tumorals.	
  
	
  	
  
El	
   supressor	
   tumoral	
   p53	
   intervé	
   en	
   el	
   cicle	
   cel·∙lular	
   induint	
   la	
   seva	
   aturada	
   i	
   la	
  
reparació	
  del	
  DNA,	
  i	
  en	
  l’apoptosi	
  activant	
  mecanismes	
  proapoptòtics	
  i	
   inhibint	
  els	
  
antiapoptòtics	
  [93].	
  El	
  p53	
  és	
  activat	
  per	
  l’expressió	
  desregulada	
  d’oncogens,	
  com	
  c-­‐
Myc	
   i	
   Ras,	
   via	
   ARF-­‐MDM2	
   [94]	
   [95].	
   En	
  models	
   AOM/DSS	
   la	
   immunoreactivitat	
   a	
  
p53	
  s’ha	
  trobat	
  disminuïda	
  [96],	
  suggerint	
  una	
  inhibició	
  de	
  la	
  via	
  de	
  p53	
  associada	
  a	
  
la	
   inflamació.	
   També	
   s'ha	
   comprovat	
   que	
   p53	
   actua	
   com	
   regulador	
   post-­‐
transcripcional	
   modificant	
   els	
   membres	
   de	
   la	
   família	
   miR-­‐34	
   [94]	
   i	
   en	
   situacions	
  
d’estrès	
  cel·∙lular	
  podria	
  facilitar	
   la	
  regulació	
  simultània	
  de	
  diversos	
  processos	
  [94].	
  
Com	
   p53,	
   els	
   membres	
   de	
   la	
   família	
   miR-­‐34	
   poden	
   considerar-­‐se	
   supressors	
  
tumorals	
   [45].	
   En	
   el	
   CRC	
   s’han	
   trobat	
   nivells	
   disminuïts	
   del	
   miR-­‐34a	
   [97],	
   que	
  
podrien	
   suposar	
   un	
   avantatge	
   selectiu	
   per	
   les	
   cèl·∙lules	
   cancerígenes,	
   ja	
   que	
   faria	
  
possible	
   la	
   sobreexpressió	
   de	
   dianes	
   relacionades	
   amb	
   processos	
   de	
   proliferació	
  
cel·∙lular	
   [94].	
  MiR-­‐34a	
   té	
   com	
   a	
   dianes	
  BIRC5	
   i	
  Bcl-­‐2	
   (també	
   suggerides	
   al	
   nostre	
  
estudi	
  predictiu),	
  entre	
  d'altres	
  [94].	
  (Figura	
  D.10)	
  
	
  
L’activació	
  de	
  BTG2,	
  via	
  p53,	
  és	
  un	
  altre	
  mecanisme	
  que	
  disminueix	
  la	
  proliferació	
  i	
  
afavoreix	
   l’apoptosi	
   frenant	
   el	
   desenvolupament	
   tumoral	
   [98].	
   Segons	
   l’estudi	
  
predictiu	
  que	
  hem	
  realitzat,	
  BTG2	
  seria	
  diana	
  del	
  miR-­‐21,	
  el	
  qual	
  es	
  troba	
  disminuït	
  
a	
   les	
   mostres	
   de	
   teixit	
   tumoral	
   del	
   grup	
   AD.	
   BTG2	
   podria	
   ser	
   doncs	
   un	
   senyal	
  
compensatori	
  front	
  a	
  l'activació	
  d'altres	
  vies	
  tumorigèniques	
  que	
  estaria	
  inhibint	
  la	
  
proliferació	
  tumoral	
  en	
  el	
  model	
  AOM/DSS.	
  (Figura	
  D.10)	
  
	
  
El	
   factor	
   antiapoptòtic	
   Bcl-­‐2	
   és	
   una	
   diana	
   d'interès	
   de	
   miR-­‐34a	
   que	
   ha	
   estat	
  
confirmada	
  [99].	
  Tot	
  i	
  que	
  la	
  disminució	
  de	
  miR-­‐34a	
  en	
  el	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD	
  
suposaria	
  un	
  augment	
  dels	
  nivells	
  de	
  Bcl-­‐2,	
  l’anàlisi	
  d’expressió	
  de	
  bcl-­‐2	
  va	
  mostrar	
  
una	
   important	
   disminució	
   en	
   grups	
   amb	
   inflamació,	
   tant	
   D	
   com	
   AD.	
   Això	
   podria	
  
reflectir	
   que	
   en	
   la	
   finestra	
   temporal	
   en	
   la	
   qual	
   hem	
   realitzat	
   l’anàlisi	
   de	
   Bcl-­‐2,	
  
estiguem	
   veient	
   encara	
   un	
   predomini	
   d’apoptosi	
   relacionat	
   directament	
   amb	
   el	
  
fenomen	
   inflamatori,	
   més	
   que	
   no	
   pas	
   en	
   la	
   tumorigènesi.	
   Així,	
   la	
   participació	
  
d’aquest	
  factor	
  podria	
  tenir	
  un	
  paper	
  més	
  relacionat	
  amb	
  la	
  inflamació	
  que	
  no	
  pas	
  
amb	
  la	
  tumorigènesi.	
  (Figura	
  D.10)	
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Un	
  altre	
  mecanisme	
  antiapoptòtic	
  és	
  la	
  inactivació	
  de	
  la	
  ProCaspasa-­‐8	
  per	
  part	
  del	
  
PAK4	
   [100],	
   el	
   qual	
   és	
   una	
   diana	
   de	
   miR-­‐145	
   suggerida	
   a	
   l’estudi	
   predictiu	
   i	
  
corroborada	
  a	
   la	
   literatura	
   [53].	
   La	
  disminució	
  de	
  miR-­‐145	
  augmentaria	
  els	
  nivells	
  
de	
  PAK4,	
  induint	
  un	
  efecte	
  antiapoptòtic	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibició	
  de	
  la	
  ProCaspasa-­‐8	
  i	
  
Bad.	
  De	
   fet,	
  el	
  paper	
  antiapoptòtic	
  de	
  miR-­‐145	
  s’ha	
  demostrat	
  amb	
   la	
   restauració	
  
dels	
  seus	
  nivells	
  en	
  línies	
  cel·∙lulars	
  de	
  CRC	
  [101].	
  KLF4	
  és	
  una	
  altra	
  diana	
  suggerida	
  
de	
  miR-­‐145	
   i	
   corroborada	
   en	
   cèl·∙lules	
  mare	
   embrionàries	
   humanes	
   [58].	
   En	
   línies	
  
cel·∙lulars	
  intestinals	
  s’ha	
  trobat	
  que	
  KLF4	
  regularia	
  el	
  pas	
  o	
  cap	
  a	
  l’aturada	
  del	
  cicle	
  
cel·∙lular	
  o	
   cap	
  a	
   l’apoptosi,	
  depenent	
  de	
   l’abast	
  del	
  dany	
  del	
  DNA	
   [102].	
  Un	
  últim	
  
mecanisme	
   antiapoptòtic	
   modulat	
   per	
   miR-­‐145	
   seria	
   el	
   mediador	
   antiapoptòtic	
  
RTKN	
   [103],	
  diana	
  de	
  miR-­‐145	
  corroborada	
  en	
  estudis	
  de	
  càncer	
  de	
  mama	
  [104],	
   i	
  
que	
   segons	
   el	
   nostre	
   estudi	
   predictiu	
   podria	
   estar	
   elevat	
   als	
   tumors	
   del	
   grup	
  AD.	
  
(Figura	
  D.10)	
  
	
  

	
   	
  
Figura	
   D.10.	
   Representació	
   adaptada	
   de	
   l’apoptosi.[105]	
   [95]	
   [106]	
   [45]	
   [98]	
   [100]	
   [53]	
   [58]	
   [102]	
  
[103]	
  

	
  

Via	
  del	
  TGFβ	
  
	
  
L’estudi	
  predictiu	
  realitzat	
  va	
  suggerir	
  que	
  TGFBR2	
  podria	
  ser	
  diana	
  de	
  miR-­‐21	
  i	
  de	
  
miR-­‐145,	
  SMAD3	
  diana	
  de	
  miR-­‐145,	
   i	
  SMAD7	
  diana	
  de	
  miR-­‐21.	
  En	
   línies	
  cel·∙lulars,	
  
altres	
  autors	
  han	
  confirmat	
  TGFBR2	
   [107]	
   i	
   SMAD7	
  com	
  a	
  dianes	
  de	
  miR-­‐21	
   [108]	
  
[109].	
  Nosaltres	
  hem	
  observat	
  una	
  disminució	
  d’expressió	
  d’aquests	
  miRNAs	
  en	
  el	
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teixit	
   tumoral	
   del	
   grup	
   AD,	
   fet	
   que	
   suggereix	
   que	
   els	
   nivells	
   de	
   les	
   dianes	
   es	
  
trobarien	
  elevats,	
  afavorint	
  la	
  proliferació.	
  (Figura	
  D.11)	
  	
  
	
  
	
  

	
  
Figura	
   D.11.	
   Model	
   de	
   la	
   possible	
   relació	
   entre	
   els	
   miRNAs	
   estudiats	
   i	
   les	
   seves	
   dianes	
   a	
   la	
   via	
  
TGFB.[110]	
  [37]	
  

	
  

Vies	
  STAT	
  
	
  
A	
   l’estudi	
   predictiu	
   que	
   hem	
   realitzat,	
   diversos	
   elements	
   de	
   les	
   vies	
   STATs	
   són	
  
possibles	
  dianes	
  dels	
  miRNAs	
  que	
  hem	
  trobat	
  modificats:	
  STAT3	
  (diana	
  de	
  miR-­‐21),	
  
STAT6	
  (signal	
  transducer	
  and	
  activator	
  of	
  transcription	
  6;	
  diana	
  de	
  miR-­‐135a)	
  i	
  JAK2	
  
(Janus	
  kinase	
  2;	
  diana	
  de	
  135a).	
  (Figura	
  D.12)	
  
	
  
STAT3	
   participa	
   en	
   processos	
   de	
   proliferació	
   cel·∙lular	
   (diferenciació,	
   regeneració	
  
cel·∙lular,	
   angiogènesi	
   i	
   tumorigènesi),	
   apoptosi	
   (evasió	
   de	
   l’apoptosi	
   en	
   tumors),	
  
metàstasi	
   i	
   també	
   en	
   la	
   resposta	
   immune	
   (inflamació	
   i	
   evasió	
   de	
   la	
   resposta	
  
immune	
  en	
  tumors)[111].	
  La	
  inhibició	
  de	
  la	
  via	
  JAK2/STAT3	
  indueix	
  apoptosi	
  en	
  CRC,	
  
a	
  través	
  de	
  la	
  via	
  intrínseca	
  [112].	
  La	
  proliferació	
  tumoral	
  observada	
  al	
  grup	
  AD	
  del	
  
nostre	
   estudi	
   reforça	
   la	
   teoria	
   de	
   l'actuació	
   de	
   JAK2/STAT3	
   com	
   a	
   mecanisme	
  
antiapoptòtic	
  (elevats,	
  en	
  disminuir	
  miR-­‐135a	
  i	
  miR-­‐21).	
  També	
  hi	
  ha	
  evidències	
  de	
  
la	
  participació	
  de	
  STAT3	
  en	
  molts	
  càncers	
  (inclosos	
  pacients	
  amb	
  CAC)	
  a	
  través	
  de	
  la	
  
cascada	
   NF-­‐κB-­‐IL-­‐6-­‐STAT3	
   [113]	
   [114],	
   la	
   qual	
   és	
   un	
   important	
   regulador	
   de	
   la	
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proliferació	
  i	
  de	
  la	
  supervivència	
  de	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  tumorals.	
  El	
  STAT3	
  epitelial	
  és	
  
intervé	
   en	
   la	
   senyalització	
   d'	
   IL-­‐6,	
   un	
   important	
   promotor	
   tumoral	
   al	
   CAC	
   [115].	
  
S’han	
  trobat	
  nivells	
  elevats	
  d’IL-­‐6	
  i	
  IL-­‐17A	
  al	
  microambient	
  intestinal,	
  i	
  un	
  increment	
  
de	
   STAT3	
   fosforilat	
   en	
   els	
   ACFs	
   en	
  models	
  murins	
   AOM/DSS	
   [22].	
   A	
  més,	
  miR-­‐21	
  
forma	
   part	
   d’un	
   circuit	
   de	
   retroalimentació	
   tumoro-­‐inflamatori	
   en	
   el	
   que	
   STAT3	
  
activa	
  directament	
  miR-­‐21,	
   i	
  aquest	
   indirectament	
  manté	
  NF-­‐κB	
  activat	
   [116]	
   [21].	
  
Suposem,	
  per	
  tant,	
  que	
  la	
  cascada	
  NF-­‐κB-­‐IL-­‐6-­‐STAT3	
  es	
  trobaria	
  hiperactivada	
  en	
  el	
  
teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  AD.	
  (Figura	
  D.12)	
  
	
  
A	
   la	
   literatura	
   s’evidencia	
   un	
   increment	
   de	
   STAT6	
   fosforilat	
   a	
   l’epiteli	
   de	
   còlon	
  
d’individus	
  amb	
  UC	
  [117]	
  i	
  una	
  relació	
  de	
  STAT6	
  amb	
  el	
  desenvolupament	
  tumoral	
  
[118].	
  Hi	
  ha	
  estudis	
  que	
  també	
  han	
  relacionat	
  el	
  canvi	
  d’activació	
  de	
  STAT6	
  a	
  STAT3	
  
amb	
  l’aparició	
  de	
  displàsies	
  en	
  pacients	
  amb	
  colitis	
  [114].	
  Al	
  teixit	
  tumoral	
  del	
  grup	
  
AD	
   estudiat,	
   hi	
   vam	
   observar	
   disminució	
   tant	
   de	
   miR-­‐21	
   com	
   de	
   miR-­‐135a,	
   de	
  
manera	
  que	
  els	
  nivells	
  de	
  STAT3	
  i	
  STAT6	
  aparentment	
  estarien	
  elevats.	
  	
  
	
  

	
  
Figura	
  D.12.	
  Model	
  adaptat	
  de	
  la	
  possible	
  participació	
  de	
  STAT3	
  i	
  JAK2	
  al	
  nostre	
  estudi.[116]	
  

	
  
A	
   la	
   literatura	
   es	
   relaciona	
   l’activació	
   de	
   STAT3	
   i	
   STAT6	
   amb	
   la	
   polarització	
   de	
  
macròfags	
  M2,	
   precursors	
   dels	
  macròfags	
   associats	
   a	
   tumors	
   (TAMs).	
  De	
   fet,	
   s’ha	
  
demostrat	
  que	
   l'activació	
  constitutiva	
  de	
  STAT3	
  en	
  cèl·∙lules	
   tumorals	
   i	
  en	
  diverses	
  
cèl·∙lules	
   immunes	
  infiltrants	
  en	
  tumors,	
   incloent-­‐hi	
  els	
  TAMs,	
   inhibeix	
   la	
  producció	
  
de	
  citocines	
  i	
  quimiocines	
  proinflamatòries	
  [119].	
  Així	
  doncs,	
  STAT3	
  i	
  STAT6	
  podrien	
  
estar	
   implicats	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   del	
   CAC,	
   i	
   caldria	
   aclarir	
   el	
   paper	
   que	
  
realitzen.	
  (Figura	
  D.12)	
  
	
  

Altres	
  vies	
  
	
  
El	
  nostre	
  l’estudi	
  predictiu	
  també	
  va	
  identificar	
  candidats	
  de	
  les	
  vies	
  de	
  la	
  insulina	
  i	
  
Notch:	
   IRS-­‐1	
   (insulin	
   receptor	
   substrate-­‐1;	
   diana	
   de	
   miR-­‐145;	
   corroborada	
   a	
   la	
  
literatura	
  en	
  mostres	
  de	
  CRC	
  [120]	
  i	
  de	
  UC	
  [121]),	
  Notch1,	
  Notch2	
  (dianes	
  de	
  miR-­‐
34a),	
  i	
  Jag1	
  (Jagged-­‐1;	
  lligand	
  de	
  Notch,	
  i	
  diana	
  de	
  miR-­‐21	
  i	
  miR-­‐34a).	
  Són	
  resultats	
  
que	
  podrien	
  tenir	
  rellevància	
  perquè	
  s'han	
  trobat	
  relacions	
  amb	
  processos	
  associats	
  
amb	
   tumorigènesi.	
   Pel	
   que	
   fa	
   l'IRS-­‐1,	
   sovint	
   s’han	
   trobat	
   els	
   nivells	
   elevats	
   en	
  
càncers	
   humans	
   i	
   baixos,	
   o	
   fins	
   i	
   tot	
   absents,	
   en	
   condicions	
   fisiològiques	
   [122].	
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L'activació	
  de	
  IRS-­‐1	
  inhibeix	
  l’apoptosi	
   i	
   la	
  diferenciació	
  cel·∙lular	
  [123],	
   i	
  afecta	
  vies	
  
de	
   senyalització	
   com	
   PI3K/AKT	
   i	
   ERK/MAPK	
   [124]	
   [45].	
   La	
   disminució	
   de	
  miR-­‐145	
  
podria,	
   doncs,	
   incrementar	
   la	
   senyalització	
   d’aquestes	
   vies	
   i	
   afavorir	
   la	
  
tumorigènesi.	
   Altres	
   evidències	
   han	
   confirmat	
   per	
   una	
   banda	
   que	
   les	
   vies	
   de	
  
senyalització	
  de	
  Notch	
  i	
  NF-­‐κB	
  regulen	
  respectivament	
  la	
  funció	
  de	
  cèl·∙lules	
  mare	
  i	
  
la	
  inflamació	
  a	
  l’intestí	
  [125],	
  i	
  per	
  una	
  altra	
  que	
  les	
  vies	
  Wnt,	
  i	
  Notch,	
  s'han	
  trobat	
  
simultàniament	
   activades	
   en	
   el	
   CRC	
   [126].	
   Per	
   això,	
   estudis	
   exhaustius	
   sobre	
  
aquesta	
  via	
  podrien	
  aportar	
  informació	
  valuosa	
  sobre	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  CAC.	
  
	
  
Amb	
   aquests	
   estudis	
   hem	
   volgut	
   realitzar	
   una	
   anàlisi	
   prospectiva	
   de	
   les	
   possible	
  
conseqüències	
   dels	
   canvis	
   d’expressió	
   d’aquests	
   microRNAs	
   sobre	
   el	
  
desenvolupament	
  tumoral	
  en	
  un	
  context	
  inflamatori.	
  La	
  verificació	
  del	
  valor	
  de	
  miR-­‐
135a,	
  miR-­‐21,	
  miR-­‐145,	
   i	
  miR-­‐34a	
  com	
  a	
  conjunt	
  biomarcador	
  requeriria	
  valorar	
  si	
  
aquests	
   canvis	
   es	
   reprodueixen	
   en	
   altres	
  models	
   animals	
   de	
   CAC	
   i	
   quantificar	
   els	
  
canvis	
   d’expressió	
   en	
   cadascun	
   dels	
   gens	
   diana	
   indicats,	
   tasca	
   que	
   per	
   la	
   seva	
  
dimensió	
  i	
  complexitat	
  ultrapassa	
  els	
  objectius	
  d’aquest	
  treball.	
  
	
  

5.2 Estudis	
  en	
  mostres	
  humanes	
  

5.2.1 Ontologia	
  gènica	
  
	
  
La	
  identificació	
  de	
  mutacions	
  en	
  tumors	
  s’ha	
  revelat	
  com	
  una	
  eina	
  útil	
  per	
  predir	
  la	
  
resposta	
  al	
  tractament	
  i	
  ajustar	
  el	
  pronòstic	
  dels	
  pacients	
  amb	
  CRC	
  [93].	
  Més	
  enllà	
  
dels	
   canvis	
   en	
   el	
   DNA,	
   les	
   alteracions	
   de	
   l’expressió	
   gènica	
   poden	
   aportar	
  
informació	
  complementària,	
  sobretot	
  pel	
  que	
  fa	
  a	
  l’evolució	
  d’una	
  situació	
  clínica	
  a	
  
una	
  altra.	
  De	
  fet,	
  alguns	
  autors	
  han	
  comprovat	
  que	
  certs	
  gens	
  implicats	
  en	
  el	
  càncer	
  
tenen	
  expressions	
   semblants	
  en	
  UC	
   i	
  CAC	
   [127]	
   [128],	
   i	
   altres	
  diferents	
   [92]	
   [129]	
  
[128].	
   En	
   aquest	
   estudi	
   s’han	
   analitzat	
   els	
   canvis	
   d’expressió	
   gènica	
   en	
   mostres	
  
d'individus	
  sans,	
  pacients	
  amb	
  UC	
  o	
  amb	
  CRC,	
  per	
  cercar	
  patrons	
  d’expressió	
  gènica	
  
que	
   assenyalin	
   el	
   gir	
   d’una	
   situació	
   inflamatòria	
   cap	
   a	
   un	
   procés	
   tumorigènic.	
   A	
  
partir	
   dels	
   resultats	
   GO,	
   hem	
   obtingut	
   llistats	
   de	
   grups	
   de	
   gens	
   associats	
   als	
  
processos	
   d’interès	
   que	
   considerem	
   bons	
   candidats	
   a	
   biomarcadors	
   del	
  
desenvolupament	
   del	
   CAC	
   o	
   de	
   processos	
   tumorals	
   associats	
   a	
   inflamació:	
  brca1,	
  
brca2,	
  nbn,	
  tp53,	
  dock2,	
  cxcl12,	
  a2m,	
  atf4,	
  fcer1g,	
  rhou,	
  smad3,	
  ptk2b,	
  nrp1,	
  itga8,	
  i	
  
eps8.	
  
	
  
El	
   grup	
   de	
   gens	
  brca1,	
   brca2,	
   nbn,	
   i	
   tp53,	
   associats	
   a	
   la	
   reparació	
   del	
  DNA,	
   s’han	
  
seleccionat	
  a	
  partir	
  dels	
  resultats	
  en	
  les	
  comparacions	
  Ade_Col_Up	
  vs	
  Ade_Con_Up;	
  
es	
   tractaria	
   de	
   gens	
   estimulats	
   en	
   adenomes	
   i,	
   per	
   tant,	
   relacionats	
   amb	
   la	
  
tumorigènesi.	
   Destaquen	
   els	
   gens	
   tp53	
   (p53)	
   i	
   brca1	
   (Breast	
   cancer	
   1)	
   i	
   brca2	
  
(Breast	
  cancer	
  2),	
  components	
  del	
  complex	
  proteic	
  encarregat	
  de	
  la	
  supervivència	
  i	
  
la	
   reparació	
   del	
   DNA.	
   El	
   complex	
   està	
   format	
   per	
   sensors	
   de	
   dany	
   del	
   DNA	
   i	
  
supressors	
  tumorals,	
  que	
  interaccionen	
  amb	
  la	
  RNA	
  polimerasa	
  II	
  i	
  els	
  complexos	
  de	
  



5.	
  Discussió	
  
	
  

	
   158	
  

desacetilases	
  d’histona,	
   i	
   controlen	
   la	
   transcripció	
  actuant	
   sobre	
   l’estructura	
  de	
   la	
  
cromatina.	
   Els	
   components	
   més	
   coneguts	
   d’aquest	
   complex	
   són	
   BRCA1	
   i	
   BRCA2,	
  
presents	
  al	
   llistat	
  de	
  gens	
  que	
  hem	
  trobat	
  alterats,	
  però	
  també	
  conté	
  NBN	
   (nibrin;	
  
NBS1;	
  Nijmegen	
  Breakage	
  Syndrome	
  Protein	
  1),	
  MLH1,	
  MSH2,	
  i	
  MSH6,	
  entre	
  d'altres	
  
[130]	
   [131].	
   BRCA1	
   és	
   un	
   supressor	
   tumoral,	
   expressat	
   a	
   la	
  mama	
   i	
   altres	
   teixits,	
  
crític	
  en	
  el	
  manteniment	
  de	
  l’estabilitat	
  genòmica	
  [132]	
  [133].	
  Hi	
  ha	
  autors	
  que	
  han	
  
demostrat	
   la	
   participació	
   de	
   BRCA1	
   en	
   la	
   biogènesi	
   de	
   miRNAs	
   a	
   través	
   de	
  
l’activació	
  de	
  DROSHA,	
  junt	
  amb	
  Smad3	
  i	
  p53	
  (a	
  la	
  discussió	
  sobre	
  els	
  resultats	
  del	
  
model	
  murí	
   ja	
  s'han	
  descrit	
   les	
  repercussions	
  de	
  les	
  alteracions	
  d’aquest	
  supressor	
  
tumoral	
   en	
   les	
   patologies	
   que	
   estudiem)	
   [134]	
   [133].	
   L’abast	
   que	
   podria	
   tenir	
  
l’alteració	
  gènica	
  de	
  BRCA1	
  en	
  el	
  processament	
  de	
  miRNAs,	
  explica	
  part	
  de	
  la	
  seva	
  
importància	
  en	
  el	
  CRC,	
  i	
  possiblement	
  també	
  en	
  el	
  biaix	
  de	
  UC	
  cap	
  a	
  CAC.	
  El	
  brca2	
  
(Breast	
   cancer	
   2)	
   és	
   un	
   gen	
   reparador	
   de	
   DNA	
   implicat	
   en	
   la	
   recombinació	
  
homòloga	
   i	
   s’ha	
   demostrat	
   que	
   juga	
   un	
   important	
   paper	
   en	
   la	
   proliferació	
   en	
  
tumors	
   de	
   pròstata,	
   mama	
   o	
   pàncrees,	
   entre	
   d’altres	
   [135].	
   Hi	
   ha	
   estudis	
   que	
  
relacionen	
  la	
  seva	
  mutació	
  amb	
  el	
  risc	
  de	
  patir	
  CRC	
  [136]	
  [137],	
  cosa	
  que	
  suggereix	
  
el	
  paper	
  de	
  BRCA2	
  com	
  a	
  gen	
  supressor	
  tumoral	
  en	
  el	
  CRC	
  [135].	
  	
  
	
  
El	
   CREB2	
   (atf4),	
   és	
   un	
   factor	
   de	
   transcripció	
   que	
   està	
   alterat	
   a	
   les	
   comparacions	
  
Ade_Col_Down	
  vs	
  Col_Con_Up&Down	
   i	
  Ade_Con_Up	
  vs	
  Col_Con_Up&Down.	
  Tot	
   i	
  
que	
  les	
  comparacions	
  no	
  semblarien	
  concloents,	
  a	
  la	
  literatura	
  s’indica	
  que	
  CREB2,	
  
junt	
  amb	
  NF-­‐kB,	
   regula	
   l’expressió	
  de	
  cox-­‐2	
   [138];	
  de	
  manera	
  que	
  és	
  un	
   factor	
  de	
  
transcripció	
   que	
   podria	
   participar	
   en	
   el	
   desenvolupament	
   de	
   càncer	
   de	
   còlon	
  
associat	
   a	
   colitis	
   a	
   través	
   de	
   la	
   via	
   de	
   COX-­‐2,	
   és	
   a	
   dir,	
   en	
   la	
   potenciació	
   de	
   la	
  
proliferació.	
  
	
  
El	
   nostre	
   estudi	
   relaciona	
   la	
   quimiocina	
   CXCL12	
   (Stromal-­‐derived	
   factor-­‐1;	
   SDF-­‐1)	
  
amb	
  la	
  inflamació	
  i	
  la	
  tumorigènesi	
  del	
  còlon:	
  apareix	
  a	
  la	
  recerca	
  per	
  paraules	
  clau	
  
relacionades	
   amb	
   la	
   tumorigènesi	
   (“Adhesion”)	
   i	
   a	
   la	
   comparació	
   de	
  
Ade_Con_Down	
   vs	
   Col_Con_Up&Down.	
   En	
   altres	
   estudis	
   s’ha	
   demostrat	
   que	
  
CXCL12,	
   junt	
   amb	
   el	
   seu	
   receptor	
   CXCR4,	
   juga	
   un	
   paper	
   tant	
   en	
   condicions	
  
fisiològiques	
   normals	
   com	
   en	
   la	
   inflamació	
   de	
   la	
  mucosa	
   intestinal.	
   Altres	
   estudis	
  
amb	
   ratolins	
   amb	
   colitis	
   induïda	
   per	
   DSS	
   han	
   demostrat	
   que	
   l’eix	
   quimiotàctic	
  
CXCL12/CXCR4	
   té	
   un	
   paper	
   important	
   en	
   la	
   IBD,	
   en	
   particular	
   en	
   l’UC	
   [139].	
   Van	
  
demostrar	
   que	
   expressió	
   elevada	
   de	
   cxcl12	
   en	
   la	
  mucosa	
   del	
   còlon	
   influeix	
   en	
   el	
  
reclutament	
  de	
  cèl·∙lules	
  inflamatòries	
  cap	
  al	
  còlon	
  inflamat	
  [139].	
  S’ha	
  suggerit	
  que	
  
l’activació	
  de	
  CXCL12/CXCR4	
  a	
  través	
  de	
  l’alteració	
  d’altres	
  vies,	
  com	
  la	
  senyalització	
  
de	
   TGF-­‐β,	
   pot	
   iniciar	
   el	
   reclutament	
   de	
   cèl·∙lules	
   que	
   promouen	
   la	
   metàstasi	
   i	
  
inhibeixen	
   les	
   respostes	
   immunes	
   antitumorals.	
   També	
   s'ha	
   constatat	
   la	
   relació	
  
entre	
  l’expressió	
  de	
  CXCL12/CXCR4	
  i	
   la	
  tumorigènesi	
  colorectal	
  [140]	
  [141].	
  També	
  
s’ha	
  relacionat	
  CXCL12	
  amb	
  processos	
  d’angiogènesi	
   i	
  metàstasi	
  en	
  el	
  còlon	
   [140];	
  
en	
   part,	
   a	
   causa	
   de	
   la	
   participació	
   de	
   CXCL12	
   en	
   el	
   reclutament	
   de	
   TAMs	
   [142]	
  
[143].	
   Així	
   doncs,	
   CXCL12	
   és	
   un	
   candidat	
   interessant	
   per	
   realitzar	
   més	
   estudis	
  
relacionats	
  amb	
  el	
  desenvolupament	
  del	
  CAC.	
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Al	
   nostre	
   estudi,	
   l’A2M	
   (alpha-­‐2-­‐macroglobulin;	
   alpha-­‐2-­‐M)	
   destaca	
   en	
   la	
   recerca	
  
per	
  paraules	
  clau	
  associades	
  a	
   inflamació:	
  apareix	
   fins	
  en	
  6	
  processos	
  GO	
  alterats,	
  
tots	
   del	
   grup	
   Col_Con_Up&Down.	
   L’A2M	
   és	
   una	
   proteïna	
   d’unió	
   multifactorial	
  
inhibidora	
   de	
   proteïnases	
   (com	
   la	
   MMP9	
   [144]),	
   que	
   s'ha	
   trobat	
   disminuïda	
   en	
  
estudis	
   amb	
   mostres	
   de	
   pacients	
   amb	
   CRC,	
   i	
   s'ha	
   arribat	
   a	
   suggerir	
   com	
   a	
  
biomarcador	
   de	
   pronòstic	
   en	
   pacients	
   amb	
   CRC	
   [145]	
   [146]	
   [147].	
   També	
   s'ha	
  
associat	
   amb	
   la	
   resposta	
   immune	
   innata,	
   on	
   s'ha	
   trobat	
   evidències	
   del	
   paper	
  
regulador	
   dels	
   complexos	
   A2M-­‐proteïnases	
   en	
   la	
   resposta	
   immune	
   [148].	
  
Precisament,	
   hi	
   ha	
   evidències	
   que	
   demostren	
   que	
   els	
   macròfags	
   detecten	
   la	
  
presència	
  dels	
  complexos	
  A2M-­‐proteïnasa,	
  cosa	
  que	
  incrementa	
  la	
  síntesi	
  de	
  PGE2	
  
en	
  els	
  mateixos	
  macròfags	
  [149].	
  Potser	
  per	
  això	
  A2M	
  s'ha	
  trobat	
  reduït	
  en	
  sèrum	
  
de	
  pacients	
  amb	
  UC	
  en	
  fase	
  activa	
  en	
  comparació	
  amb	
  individus	
  sans	
  [150].	
  Caldria	
  
realitzar	
   estudis	
   que	
   aclareixin	
   la	
   validesa	
   de	
   A2M	
   com	
   a	
   biomarcador	
   en	
   el	
  
desenvolupament	
   de	
   CAC	
   i	
   de	
   quina	
   forma	
   intervé	
   en	
   el	
   procés,	
   per	
   exemple,	
   si	
  
contribueix	
  a	
  la	
  sobreactivació	
  de	
  la	
  via	
  TLR4	
  en	
  els	
  macròfags	
  de	
  la	
  lamina	
  propria.	
  
	
  
Dock2	
   (Dedicator	
  Of	
  Cytokinesis	
   2)	
   i	
   rhou	
   (Ras	
  Homolog	
  Gene	
   Family,	
  Member	
  U;	
  
WRCH1)	
  es	
  van	
  obtenir	
  a	
  partir	
  del	
   llistat	
  de	
  gens	
  en	
  observar	
  quins	
  processos	
  GO	
  
relacionarien	
   la	
   inflamació	
   amb	
   la	
   tumorigènesi:	
   Ade_Con_Down	
   vs	
  
Col_Con_Up&Down.	
   L’aparició	
   de	
   DOCK2,	
   un	
   factor	
   d’intercanvi	
   de	
   nucleòtids	
   de	
  
guanina	
   que	
   promou	
   l’activació	
   de	
   RAC1,	
   en	
   el	
   llistat	
   de	
   coincidències	
   de	
  
Ade_Con_Down	
   vs	
   Col_Con_Up&Down	
   suggereix	
   que	
   l’expressió	
   alterada	
   de	
  
DOCK2	
   podria	
   desestabilitzar	
   la	
   senyalització	
   NF-­‐kB	
   i	
   Wnt/β-­‐catenina	
   induint	
   el	
  
desenvolupament	
   tumoral	
   associat	
   a	
   inflamació.	
   Els	
   senyals	
   de	
   la	
   via	
   Wnt	
   no-­‐
canònica	
   activen	
   la	
   cascada	
   de	
   senyalització	
   RHOA/RHOU/RAC/CDC42,	
   entre	
  
d'altres,	
   cosa	
   que	
   afecta	
   la	
   regulació	
   de	
   la	
   polaritat	
   tissular,	
   el	
   moviment	
   de	
   les	
  
cèl·∙lules	
   i	
   l’adhesió	
   cel·∙lular	
   [151]	
   [152].	
   RHOU	
   és	
   un	
   membre	
   de	
   la	
   família	
  
d’homòlegs	
   Ras,	
   i	
   codifica	
   una	
   proteïna	
   lligadora	
   de	
   GTPs	
   que	
   pot	
   activar	
   JNK1	
   i	
  
intervenir	
   els	
   efectes	
   de	
   la	
   senyalització	
   Wnt:	
   a	
   través	
   de	
   l’augment	
   de	
   la	
  
fosforilació	
  de	
  c-­‐Jun,	
  RHOU	
  influeix	
  en	
   la	
   interacció	
  c-­‐Jun-­‐TCF4	
  [153]	
  [154].	
  A	
  més,	
  
hi	
   ha	
   estudis	
   sobre	
   progressió	
   tumoral	
   que	
   han	
   detectat	
   una	
   disminució	
   de	
  
l’expressió	
  de	
  rhou	
  en	
  CRC	
  [155].	
  
	
  
Al	
  nostre	
  estudi	
  també	
  es	
  van	
  seleccionar	
  Ptk2b	
  (Protein	
  Tyrosine	
  Kinase	
  2	
  Beta;	
  o	
  
bé	
  FAK2)	
  i	
  eps8	
  (EGFR	
  Pathway	
  Substrate	
  8)	
  en	
  el	
  llistat	
  de	
  gens	
  en	
  la	
  recerca	
  dels	
  
processos	
  GO	
  que	
  relacionarien	
  la	
  inflamació	
  amb	
  la	
  tumorigènesi:	
  Ade_Con_Down	
  
vs	
  Col_Con_Up&Down.	
  La	
  PTK2B	
  és	
  una	
  protein-­‐tirosina	
  cinasa	
  que	
  integra	
  senyals	
  
de	
   factors	
   de	
   creixement	
   i	
   regula	
   processos	
   importants	
   com	
   la	
   supervivència	
  
cel·∙lular	
  i	
  l'angiogènesi	
  a	
  través	
  de	
  l'activació	
  de	
  PI3K,	
  AKT,	
  MAPK	
  i	
  d’altres	
  cascades	
  
de	
   senyalització	
   [62]	
   [16].	
   PTK2B	
  pot	
   estar	
   implicat	
   en	
   la	
   regulació	
   coordinada	
  de	
  
l’estructura	
   i	
   la	
   senyalització	
   citoesquelètica	
   [156]:	
   s’ha	
   suggerit	
   que	
   PTK2B	
   és	
  
important	
   per	
   la	
   reorganització	
   citoesquelètica	
   dels	
  monòcits,	
   necessària	
   per	
   a	
   la	
  
seva	
  motilitat	
   cel·∙lular	
   i	
   sembla	
   ser	
   un	
   requisit	
   pel	
   seu	
   reclutament	
   in	
   vivo	
   cap	
   a	
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punts	
   d’inflamació	
   [157]	
   [158].	
   A	
  més,	
   PTK2B	
   participa	
   en	
   la	
   proliferació	
   tumoral	
  
inhibint	
   l’activitat	
   apoptòtica	
   de	
   p53	
   a	
   través	
   de	
   MDM-­‐2,	
   activant	
   les	
   vies	
   de	
  
senyalització	
  AKT-­‐mTOR,	
  i	
  actuant	
  a	
  l’inici	
  de	
  la	
  via	
  Wnt	
  [62].	
  Això	
  assenyala	
  PTK2B	
  
com	
  a	
  una	
  prometedora	
  diana	
  terapèutica	
  que	
  cal	
  continuar	
  estudiant.	
  La	
  EPS8	
  és	
  
un	
  substrat	
  de	
  tirosin-­‐cinases	
  que	
  regula	
  moltes	
  vies	
  de	
  senyalització	
  relacionades	
  
amb	
  la	
  proliferació	
  i	
  la	
  migració	
  [159],	
  i	
  podria	
  regular	
  l’expressió	
  de	
  PTK2	
  a	
  través	
  
de	
   l’activació	
  de	
  mTOR/STAT3	
  [159].	
  Hi	
  ha	
  evidències	
  d'una	
  variació	
  de	
   l’expressió	
  
d’eps8	
   al	
   llarg	
   del	
   desenvolupament	
   i	
   progressió	
   del	
   CRC:	
   s’ha	
   observat	
   una	
  
disminució	
   en	
   adenomes	
   i	
   carcinomes	
   inicials	
   [160],	
   però	
   una	
   sobreexpressió	
   en	
  
estadis	
   avançats	
   [159].	
   Així,	
   EPS8	
   es	
   perfila	
   com	
   un	
   bon	
   candidat	
   per	
   a	
   seguir	
  
l’evolució	
  en	
  el	
  CAC.	
  
	
  
Al	
   llistat	
   de	
   gens	
   en	
   la	
   recerca	
   dels	
   processos	
   GO	
   que	
   relacionarien	
   la	
   inflamació	
  
amb	
   la	
   tumorigènesi	
   en	
   la	
   comparació	
   Ade_Con_Down	
   vs	
   Col_Con_Up&Down,	
  
també	
   es	
   va	
   seleccionar	
  Smad3	
   (SMAD	
   family	
  member	
   3).	
   Smad3	
   és	
   activat,	
   junt	
  
amb	
   Smad2,	
   per	
   TGFβR1;	
   posteriorment,	
   Smad4	
   s’uneix	
   a	
   Smad2/Smad3	
   i	
   es	
  
transloquen	
   plegats	
   al	
   nucli	
   de	
   la	
   cèl·∙lula,	
   on	
   activen	
   la	
   transcripció	
   de	
   gens	
  
relacionats	
   amb	
   la	
   via	
   TGF-­‐β	
   [110]	
   [161]	
   [162].	
   En	
   l’IBD	
   es	
   dóna	
   un	
   augment	
  
excessiu	
  de	
  Smad7,	
  una	
  molècula	
  de	
  senyalització	
  clau	
  que	
  bloqueja	
  la	
  fosforilació	
  
de	
  Smad3	
  i	
  dificulta	
  l’activitat	
  supressora	
  i	
  antiinflamatòria	
  de	
  TGF-­‐β	
  [163].	
  També	
  
s’ha	
  demostrat	
  que	
   la	
   senyalització	
  de	
  Smad3,	
  alterada	
  per	
   la	
   inflamació	
  crònica	
   i	
  
eventualment	
   per	
   mutacions	
   somàtiques,	
   promou	
   la	
   progressió	
   neoplàsica	
  
associada	
  a	
  UC	
  [164]	
   [165].	
  Per	
  últim,	
  hi	
  ha	
  evidències	
  de	
   la	
   implicació	
  de	
  Smad3,	
  
junt	
  amb	
  p53	
  i	
  BRCA1,	
  en	
  la	
  maduració	
  dels	
  miRNAs	
  [133].	
  Caldria	
  doncs	
  valorar	
  la	
  
inclusió	
  de	
  Smad3	
  en	
  un	
  patró	
  d'expressió	
  gènica	
  en	
   la	
  monitorització	
  de	
  pacients	
  
amb	
  UC,	
  per	
  la	
  quantitat	
  de	
  proteïnes	
  que	
  poden	
  alterar	
  la	
  seva	
  activació.	
  
	
  
També	
   vam	
   seleccionar	
   nrp1	
   (Neuropilin-­‐1;	
   NRP1)	
   al	
   llistat	
   de	
   gens	
   associats	
   a	
  
tumorigènesi	
  en	
   la	
   recerca	
  per	
  paraules	
  clau,	
  en	
  concret,	
  en	
  buscar	
  processos	
  GO	
  
relacionats	
   amb	
   l’adhesió	
   cel·∙lular,	
   i	
   prové	
   del	
   grup	
   Col_Con_Up&Down.	
   Codifica	
  
per	
   una	
   glicoproteïna	
   transmembrana	
  que	
   funciona	
   com	
  a	
   receptor	
  multifactorial	
  
en	
  el	
  desenvolupament	
  del	
   sistema	
  nerviós	
   i	
  del	
  vascular	
   [166]	
   [167],	
  però	
   també	
  
ha	
   estat	
   associada	
   amb	
   un	
   augment	
   d'angiogènesi	
   [167]	
   [166]	
   [168]	
   [169]	
   i	
  
creixement	
   tumoral	
   (suprimint	
   l’apoptosi;	
   s’expressa	
   en	
   tumors	
   gastrointestinals	
  
com	
  el	
   càncer	
   de	
   còlon	
   [169])	
   [168].	
   En	
   la	
   proliferació	
   tumoral	
   s’ha	
   observat	
   una	
  
sobreexpressió	
   de	
   NRP1	
   [169],	
   i	
   suposa	
   un	
   marcador	
   de	
   pronòstic	
   [170].	
  
Recentment	
  també	
  s’ha	
  trobat	
  que	
  NRP1	
  jugaria	
  un	
  paper	
  en	
  la	
  resposta	
  immune:	
  
les	
  Treg	
  necessiten	
  la	
  NRP1	
  per	
  regular	
  la	
  resposta	
  immune	
  antitumoral	
  i	
  resoldre	
  la	
  
inflamació,	
   i	
   s’ha	
   evidenciat	
   la	
   dependència	
   dels	
   Tregs	
   intra-­‐tumorals	
   de	
   la	
   NRP1	
  
[171].	
  Seria	
  interessant,	
  per	
  tant,	
  realitzar	
  més	
  estudis	
  que	
  ajudin	
  a	
  definir	
  millor	
  el	
  
paper	
  de	
  NRP1	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  de	
  CAC	
  i	
  el	
  seu	
  valor	
  com	
  a	
  possible	
  diana	
  
[166].	
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El	
  gen	
   itga8	
  (integrin	
  alpha	
  8)	
  consta	
  al	
   llistat	
  de	
  gens	
  alterats	
  en	
  l’anàlisi	
  del	
  grup	
  
Col_Con_Up&Down,	
   que	
   corresponen	
   a	
   processos	
   GO	
   relacionats	
   amb	
   la	
  
tumorigènesi.	
  La	
  disminució	
  de	
  l’expressió	
  de	
  molècules	
  d’adhesió	
  cel·∙lular,	
  com	
  les	
  
integrines,	
   pot	
   frenar	
   la	
   proliferació	
   cel·∙lular	
   [16].	
   De	
   fet,	
   s’ha	
   trobat	
  
sobreexpressada	
   en	
   teixit	
   fibròtic,	
   com	
   la	
   fibrosi	
   pulmonar	
   [172]	
   o	
   la	
   hipertròfia	
  
cardíaca	
   [173],	
   i	
   disminuïda	
   en	
   càncers	
   com	
  els	
  mielomes	
   [174].	
   En	
   l’estudi	
   de	
   R.	
  
Suzuki	
   et	
   al,	
   en	
   canvi,	
   l’expressió	
   de	
   itga8	
   augmenta	
   en	
   comparar	
   el	
  model	
  murí	
  
AOM/DSS	
  amb	
  un	
  grup	
  de	
  ratolins	
  sans.	
  La	
   itga8,	
  doncs,	
  podria	
  tenir	
  una	
  evolució	
  
diferent	
  en	
  la	
  tumorigènesi	
  associada	
  a	
  inflamació,	
  i	
  ser	
  per	
  tant	
  un	
  bon	
  marcador-­‐	
  	
  
	
  
El	
   gen	
   fcer1g	
   va	
   aparèixer	
   fins	
   en	
  10	
  processos	
  GO	
  en	
   la	
   recerca	
   segons	
  paraules	
  
clau,	
   en	
   tots	
   els	
   casos	
   el	
   grup	
   amb	
   l’alteració	
   va	
   ser	
   Col_Con_Up&Down:	
   8	
   GOs	
  
alterats	
  associats	
  amb	
  la	
  inflamació,	
  i	
  2	
  GOs	
  alterats	
  associats	
  amb	
  la	
  tumorigènesi.	
  
El	
  FCER1γ	
  és	
  un	
  receptor	
  de	
  la	
  superfamília	
  de	
  receptors	
  d’immunoglobulines	
  [175],	
  
que	
  forma	
  complexos	
  proteics	
  amb	
  altres	
  subunitats	
  en	
  cèl·∙lules	
  com	
  els	
  macròfags	
  
(s’hi	
   ha	
   trobat	
   trímers:	
   FCER1αγ2)	
   [176]	
   [175].	
   La	
   immunoglobulina	
   a	
   la	
   qual	
  
s’enllaça	
   amb	
   més	
   afinitat	
   és	
   la	
   IgE	
   (immunoglobulin	
   E),	
   un	
   subtipus	
   associat	
   a	
  
processos	
  al·∙lèrgics	
  [177].	
  Hi	
  ha	
  estudis	
  que	
  evidencien	
  la	
  implicació	
  dels	
  receptors	
  
FCER1	
   (Fc	
   epsilon	
   RI)	
   i	
   IgE	
   en	
   la	
   susceptibilitat	
   a	
   patir	
   inflamació	
   intestinal	
   [177].	
  
Però	
  mentre	
  que	
  els	
  humans	
  expressen	
  FCER1γ	
  en	
  monòcits/macròfags,	
  eosinòfils,	
  
cèl·∙lules	
   NK,	
   mastòcits	
   i	
   basòfils,	
   els	
   ratolins	
   només	
   l’expressen	
   en	
   mastòcits	
   i	
  
basòfils	
  [178],	
  fet	
  que	
  ha	
  limitat	
  la	
  possibilitat	
  de	
  fer	
  estudis	
  sobre	
  models	
  animals	
  
de	
  colitis.	
  Tot	
  i	
  que	
  els	
  nivells	
  d’expressió	
  de	
  FCER1γ	
  no	
  es	
  correlacionen	
  amb	
  la	
  IgE	
  
total	
  en	
  sèrum,	
  sí	
  que	
  estan	
  modulats	
  per	
   la	
   inflamació	
  gastrointestinal.	
  Segons	
   la	
  
literatura,	
  l’expressió	
  de	
  FCER1	
  semblaria	
  estar	
  regulada	
  a	
  nivell	
  proteic	
  més	
  que	
  en	
  
el	
  seu	
  mRNA	
  [175].	
  El	
  FCER1γ	
  s’expressa	
  al	
  llarg	
  de	
  tot	
  el	
  tracte	
  digestiu,	
  tot	
  i	
  que	
  en	
  
major	
  proporció	
  en	
  el	
  còlon	
  [175]	
  [179];	
  i	
  també	
  s'expressa	
  en	
  cèl·∙lules	
  epitelials	
  del	
  
còlon	
  de	
  pacients	
   amb	
  CRC	
   i	
   en	
   pacients	
   amb	
   inflamació	
   intestinal	
   [175].	
   Caldria,	
  
doncs,	
   realitzar	
   més	
   estudis	
   per	
   obtenir	
   més	
   informació	
   sobre	
   la	
   rellevància	
   de	
  
FCER1	
  com	
  a	
  possible	
  biomarcador.	
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Taula	
  1.	
  Relació	
  de	
  les	
  funcions	
  associades	
  als	
  gens	
  d'interès	
  seleccionats	
  de	
  l'estudi	
  dels	
  processos	
  
GO.	
  

	
  
	
  

5.2.2 Resposta	
  secretora	
  dels	
  monòcits	
  i	
  funció	
  barrera	
  
	
  
A	
   la	
   literatura	
   s'ha	
   suggerit	
   que	
   en	
   alguns	
   casos	
   les	
   cèl·∙lules	
   de	
   la	
   línia	
  monòcit-­‐
macròfag	
   poden	
   presentar	
   patrons	
   de	
   secreció	
   alterats,	
   eventualment	
   capaços	
  
d’afectar	
   la	
   integritat	
  de	
   l’epiteli	
   intestinal	
   [180].	
   L'augment	
  d’expressió	
  gènica	
  de	
  
tlr-­‐4	
   i	
   tlr-­‐2	
   trobat	
   en	
   macròfags	
   de	
   la	
   lamina	
   propria	
   de	
   pacients	
   amb	
   IBD	
   [35]	
  
[83]pot	
   estar	
   relacionat	
   amb	
   una	
   eventual	
   alteració	
   de	
   l’expressió	
   de	
   TLR	
   en	
   els	
  
monòcits	
   circulants.	
   A	
   més,	
   la	
   sobreactivació	
   de	
   les	
   vies	
   dels	
   TLRs	
   a	
   les	
   cèl·∙lules	
  
presentadores	
  d’antigen	
  magnifica	
   la	
  producció	
  de	
  citocines	
  proinflamatòries,	
  que	
  
estimulen	
   la	
   diferenciació	
   de	
   les	
   cèl·∙lules	
   que	
   participen	
   en	
   la	
   tolerància	
   a	
  
determinats	
  patògens	
  o	
  cèl·∙lules	
  canceroses	
  (T	
  cap	
  a	
  Th1,	
  Th2,	
  Th17,	
  i	
  eventualment	
  
cap	
  a	
  Treg)	
  [181]	
  [182]	
  [183].	
  Certes	
  citocines	
  poden	
  afectar	
  també	
  la	
  permeabilitat	
  
paracel·∙lular	
  i	
  l’arquitectura	
  de	
  l’epiteli	
  [181]	
  [182]	
  [183].	
  Assumint	
  que	
  en	
  la	
  UC	
  els	
  
monòcits	
   són	
   atrets	
   des	
   de	
   la	
   sang	
   perifèrica	
   cap	
   al	
   còlon,	
   al	
   nostre	
   estudi	
   hem	
  
volgut	
  analitzar	
  fins	
  a	
  quin	
  punt	
  els	
  monòcits	
  de	
  pacients	
  de	
  UC	
  poden	
  presentar	
  un	
  
patró	
   secretor	
   alterat	
   que	
   afecti	
   específicament	
   la	
   funció	
   barrera.	
   Per	
   tot	
   això	
   es	
  
van	
   estimular	
   cultius	
   de	
   monòcits,	
   obtinguts	
   de	
   pacients	
   i	
   d'individus	
   sans,	
   amb	
  
lligands	
   deTLR2	
   i	
   TLR4	
   i	
   es	
   va	
   valorar	
   si	
   els	
   sobrenedants	
   obtinguts	
   afectaven	
   la	
  
barrera	
   generada	
   in	
   vitro	
   amb	
   cèl·∙lules	
   Caco-­‐2.	
   Els	
   resultats	
   van	
   suggerir	
   que	
   els	
  
monòcits	
   responen	
   més	
   marcadament	
   als	
   lligands	
   de	
   TLR-­‐4	
   en	
   malalts	
   amb	
   UC,	
  
alliberant	
   mediadors	
   que	
   ocasionen	
   un	
   deteriorament	
   més	
   marcat	
   de	
   la	
   funció	
  
barrera	
   en	
   relació	
   amb	
   la	
   resposta	
   dels	
   individus	
   sans.	
   Per	
   tant,	
   existeix	
   la	
  
possibilitat	
  que	
  la	
  cronificació	
  de	
  la	
  colitis,	
  i	
  el	
  posterior	
  risc	
  de	
  desenvolupar	
  càncer	
  
colorectal,	
   correspongui	
   a	
   la	
   hiperactivitat	
   de	
   la	
   via	
   TLR4	
   en	
   els	
   macròfags	
   de	
   la	
  
lamina	
  propria.	
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5.2.3 Cerca	
  de	
  poblacions	
  leucocitàries	
  d’interès	
  
	
  
Els	
   estudis	
   amb	
   humans	
   estan	
   limitats	
   per	
   moltes	
   consideracions	
   ètiques	
   i	
  
pràctiques	
   que	
   inclouen:	
   (i)	
   la	
   necessitat	
   de	
   procediments	
   repetitius	
   per	
  
monitoritzar	
   la	
  malaltia,	
   (ii)	
   dificultats	
   en	
   el	
   control	
   de	
   variables	
   com	
   la	
   diversitat	
  
genètica	
   individual,	
   el	
   medi	
   ambient	
   (entorn)	
   i	
   la	
   dieta,	
   (iii)	
   accés	
   a	
   pacients	
   en	
  
estadis	
   incipients	
   del	
   desenvolupament	
   de	
   la	
   malaltia,	
   (iv)	
   dificultats	
   en	
   els	
  
reclutaments	
  de	
  pacients	
  i	
  voluntaris	
  dins	
  d’uns	
  marges	
  temporals	
  acceptables,	
  i	
  v)	
  
el	
  fet	
  que	
  cal	
  aplicar	
  tractaments	
  pel	
  control	
  simptomàtic	
  i	
  que	
  no	
  es	
  pot	
  deixar	
  cap	
  
pacient	
  simptomàtic	
  sense	
  tractar.	
  Aquests	
  factors	
  han	
  contribuït	
  a	
  la	
  impossibilitat	
  
de	
  reunir	
  el	
  grup	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC	
  en	
  remissió	
  que	
  portaven	
  menys	
  temps	
  des	
  
del	
  diagnòstic	
  de	
  la	
  malaltia	
  (debutants).	
  	
  
	
  
Amb	
  l'estudi	
  citomètric	
  realitzat	
  en	
  el	
  model	
  murí	
  volíem	
  mimetitzar	
  la	
  situació	
  que	
  
correspondria	
   al	
   grup	
   de	
   pacients	
   en	
   brot	
   sense	
   tractar.	
   L'anàlisi	
   quantitativa	
   i	
  
fenotípica	
  de	
   les	
  poblacions	
  de	
   limfòcits	
  partint	
  d‘esplenòcits	
  totals,	
  han	
  constatat	
  
variacions	
  diferents	
  en	
  funció	
  de	
  la	
  presència	
  o	
  no	
  de	
  tumorigènesi	
  en	
  animals	
  amb	
  
inflamació	
   (grups	
   AD	
   vs	
   D).	
   Els	
   canvis	
   observats	
   en	
   els	
   grups	
  D	
   es	
   van	
   considerar	
  
com	
  a	
  variacions	
  molt	
  incipients	
  en	
  comparació	
  amb	
  els	
  observats	
  als	
  grups	
  AD;	
  de	
  
manera	
   que	
   es	
   van	
   contrastar	
   les	
   poblacions	
   cel·∙lulars	
   en	
   funció	
   del	
   nombre	
   de	
  
cicles	
   de	
   DSS	
   que	
   han	
   rebut	
   cada	
   grup	
   d'animals,	
   per	
   observar	
   els	
   canvis	
  
poblacionals	
   relacionats	
   amb	
   la	
   inflamació	
   crònica	
   i	
   amb	
   el	
   desenvolupament	
   de	
  
tumors	
  associats	
  a	
  colitis.	
  El	
  fet	
  que	
  els	
  nivells	
  de	
  les	
  poblacions	
  de	
  cèl·∙lules	
  T	
  totals,	
  
Th	
   i	
  Tc	
  disminuïen	
  progressivament	
  als	
  grups	
  AD	
  mentre	
  que	
  augmentaven	
  en	
  els	
  
grups	
  D	
  va	
  suggerir	
  el	
  potencial	
  interès	
  d’aquestes	
  poblacions	
  com	
  a	
  paràmetres	
  de	
  
seguiment	
  en	
  pacients	
  amb	
  UC	
  amb	
  risc	
  de	
  patir	
  CAC.	
  
	
  
En	
  mostres	
  de	
  sang	
  perifèrica	
  d'individus	
  sans,	
  pacients	
  amb	
  UC	
  (en	
  remissió	
  o	
  en	
  
brot)	
  o	
  amb	
  CRC	
  esporàdic,	
  van	
  destacar	
  uns	
  nivells	
  de	
  cèl·∙lules	
  Th17	
  i	
  de	
  monòcits	
  
significativament	
  majors	
  en	
  pacients	
  amb	
  UC	
  en	
  brot	
  que	
  en	
  remissió.	
  De	
  fet,	
  altres	
  
estudis	
   han	
   trobat	
   elevats	
   els	
   nivells	
   de	
   limfòcits	
   Th17	
   en	
   sang	
   perifèrica	
   i	
   en	
  
infiltrats	
  intestinals	
  de	
  pacients	
  amb	
  IBD	
  [184]	
  [185].	
  En	
  canvi,	
  a	
  les	
  anàlisis	
  amb	
  el	
  
model	
  murí	
  no	
  es	
  van	
  observar	
  variacions	
  significativa	
  en	
  aquesta	
  població	
  cel·∙lular.	
  
	
  
Per	
   tant,	
   l'estudi	
   fenotípic	
   realitzat	
   no	
   seria	
   concloent	
   per	
   poder	
   establir	
   un	
  
paral·∙lelisme	
  prou	
  important	
  entre	
  el	
  model	
  murí	
  AOM/DSS	
  i	
   la	
  patologia	
  humana.	
  
També	
   caldria	
   arribar	
   a	
   un	
   nombre	
   molt	
   més	
   ampli	
   de	
   pacients	
   per	
   poder	
  
discriminar	
  el	
  valor	
  de	
  la	
  població	
  Th17	
  com	
  a	
  biomarcador	
  en	
  la	
  monitorització	
  de	
  
pacients	
  amb	
  UC,	
  així	
   com	
  per	
  avaluar	
   fins	
  a	
  quin	
  punt	
   la	
  medicació	
  administrada	
  
als	
  pacients	
  afecta	
  els	
  patrons	
  poblacionals	
  que	
  trobem.	
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Conclusions	
  	
  
	
  
Els	
  estudis	
  realitzats	
  han	
  permès	
  extraure	
  les	
  següents	
  conclusions:	
  

1. El	
  model	
  murí	
   AOM/DSS	
   escollit	
   permet	
   fer	
   un	
   seguiment	
   dels	
   efectes	
   que	
  
provoquen	
   els	
   brots	
   inflamatoris	
   sobre	
   la	
   progressió	
   de	
   lesions	
   causades	
   per	
  
l’administració	
  d’un	
  agent	
  mutagen	
  com	
  l’AOM.	
  Les	
  lesions	
  trobades	
  en	
  el	
  còlon	
  de	
  
ratolins	
   que	
   han	
   rebut	
   l’agent	
   mutagen	
   i	
   pateixen	
   diversos	
   episodis	
   de	
   colitis	
  
induïda	
  per	
  DSS,	
  són	
  inflamació,	
  hiperplàsia,	
  adenomes	
  i	
  adenocarcinomes,	
  mentre	
  
que	
   en	
   absència	
   d’episodis	
   inflamatoris	
   només	
   s’observen	
   adenomes,	
   i	
   en	
   un	
  
nombre	
  molt	
  inferior.	
  

2. En	
   ratolins,	
   la	
   reiteració	
   d’episodis	
   de	
   colitis	
   causada	
   per	
  DSS	
   en	
   l’aigua	
   de	
  
beguda	
  determina	
  l’aparició	
  d’inflamació	
  i	
  hiperplàsia	
  macroscòpiques,	
  i	
  adenomes	
  
encara	
  microscòpics.	
  

3. A	
  l'estudi	
  histològic	
  dels	
  còlons	
  dels	
  ratolins,	
  el	
  paràmetre	
  que	
  presenta	
  més	
  
diferències	
  entre	
  els	
  diferents	
  grups,	
  és	
  el	
  nombre	
  de	
  focus	
  de	
  criptes	
  aberrants,	
   i	
  
és,	
   per	
   tant,	
   el	
   que	
   té	
   un	
   valor	
   discriminatori	
   més	
   elevat.	
   En	
   animals	
   que	
   reben	
  
AOM	
   i	
   DSS,	
   s’observen	
   dos	
   períodes	
   en	
   els	
   quals	
   s'agreugen	
   particularment	
   les	
  
lesions	
  del	
  còlon:	
  entre	
  el	
  tercer	
  i	
  el	
  sisè	
  cicle	
  de	
  DSS.	
  En	
  canvi,	
  en	
  els	
  animals	
  que	
  
no	
  han	
  rebut	
  l’agent	
  mutagen,	
  les	
  primeres	
  lesions	
  displàsiques	
  apareixen	
  entre	
  el	
  
sisè	
   i	
   el	
   novè	
   episodi	
   colític.	
   La	
   major	
   part	
   dels	
   canvis	
   observats	
   correlacionen	
  
directament	
  l’augment	
  del	
  nombre	
  de	
  cicles	
  de	
  DSS	
  amb	
  una	
  major	
  inflamació,	
  una	
  
major	
  proliferació	
  cel·∙lular	
  i	
  un	
  major	
  nombre	
  de	
  lesions	
  precanceroses.	
  

4. Els	
   tumors	
   que	
   apareixen	
   en	
   un	
   context	
   inflamatori	
   presenten	
   alteracions	
  
significatives	
   en	
   l’expressió	
   dels	
   gens	
   tlr4,	
   tlr9,	
   cnnd1,	
   cox2	
   i	
   bcl2,	
   mentre	
   que	
  
l’expressió	
  de	
   tlr2,	
  myd88	
   i	
   tgfb1	
   no	
  es	
  modifica	
   significativament.	
  Això	
   suggereix	
  
una	
  implicació	
  de	
  tlr4,	
  tlr9,	
  cnnd1,	
  cox2	
  i	
  bcl2	
  en	
  el	
  desenvolupament	
  tumoral.	
  	
  

5. La	
  hiperactivació	
  de	
  TLR4	
   i	
   la	
  disminució	
  de	
   l’expressió	
  de	
  TLR9	
  poden	
  estar	
  
vinculades,	
  contribuint	
  a	
  la	
  pèrdua	
  de	
  l'homeòstasi	
  en	
  l'epiteli	
  del	
  còlon	
  inflamat.	
  

6. En	
   els	
   tumors	
   colònics	
   dels	
   animals	
   AOM/DSS	
   s’evidencia	
   una	
   disminució	
  
significativa	
   de	
   l'expressió	
   de	
   miR-­‐135a,	
   miR-­‐21,	
   miR-­‐145,	
   i	
   miR-­‐34a,	
   fet	
   que	
  
condicionaria	
   un	
   increment	
   d'expressió	
   de	
   les	
   seves	
   dianes.	
   La	
   utilització	
   d'eines	
  
bioinformàtiques	
   i	
   la	
   recerca	
   bibliogràfica	
   han	
   permès	
   seleccionar	
   les	
   dianes	
  
d’interès	
  per	
  la	
  seva	
  relació	
  amb	
  els	
  processos	
  de	
  proliferació,	
  inflamació,	
  apoptosi,	
  
angiogènesi	
  i	
  organització	
  tissular.	
  

7. Les	
   acumulacions	
   citoplasmàtica	
   i	
   nuclear	
   de	
   β-­‐catenina	
   evidenciades	
  
immunohistoquímicament	
   concorden	
   amb	
   l'alteració	
   dels	
  miR-­‐135a,	
  miR-­‐21,	
  miR-­‐
145	
  i	
  miR-­‐34a;	
  la	
  reducció	
  dels	
  nivells	
  d’aquests	
  miRNAs	
  afecta	
  la	
  sobreexpressió	
  de	
  
diversos	
  elements	
  capaços	
  de	
  provocar	
  una	
  hiperactivació	
  de	
  la	
  via	
  canònica	
  Wnt	
  i	
  
de	
   l’AKT1,	
   i	
   la	
   dissociació	
   del	
   complex	
   E-­‐cadherina/α-­‐catenina/β-­‐catenina.	
   Les	
  
acumulacions	
  de	
  β-­‐catenina,	
  i	
  l'alteració	
  dels	
  miRNAs	
  estudiats,	
  indiquen	
  canvis	
  que	
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comportarien	
  una	
  major	
  activació	
  de	
  processos	
  proliferatius	
  en	
  els	
  tumors	
  de	
  còlon	
  
associats	
  a	
  inflamació.	
  	
  

8. Les	
   dianes	
   PTK2	
   (de	
   miR-­‐135a)	
   i	
   WNT1	
   (de	
   miR-­‐34a)	
   es	
   perfilen	
   com	
   a	
  
possibles	
   responsables	
   de	
   l’acumulació	
   citosólica	
   de	
   ß-­‐catenina	
   que	
   s'ha	
   observat	
  
en	
  teixits	
  que	
  presentaven	
  proliferació	
  i	
  displàsia.	
  Suggerim	
  que	
  PAK4	
  i	
  p120,	
  dianes	
  
de	
  miR-­‐145,	
  contribueixen	
  a	
  la	
  translocació	
  aberrant	
  de	
  la	
  β-­‐catenina	
  cap	
  al	
  nucli.	
  	
  

9. TIAM	
   i	
   STAT3,	
   dianes	
   de	
   miR-­‐21,	
   són	
   d'especial	
   interès	
   com	
   a	
   marcadors	
  
d’evolució,	
  ja	
  que	
  actuen	
  com	
  a	
  reguladors	
  positius	
  de	
  la	
  transcripció	
  de	
  gens	
  diana	
  
de	
   la	
   via	
   Wnt.	
   Una	
   sobreexpressió	
   de	
   tiam1	
   i	
   vcl,	
   associades	
   a	
   la	
   disminució	
   de	
  
l'expressió	
  de	
  miR-­‐21	
  i	
  miR-­‐34a	
  respectivament,	
  a	
  més	
  d’afavorir	
  la	
  transcripció	
  de	
  
gens	
   de	
   la	
   via	
   Wnt	
   pot	
   propiciar	
   l’alteració	
   de	
   l'arquitectura	
   tissular	
   de	
   còlon	
  
inflamat,	
   ja	
   són	
   elements	
   que	
   intervenen	
   en	
   el	
   manteniment	
   dels	
   complexos	
  
proteics	
   que	
   formen	
   les	
   TJs	
   de	
   l'epiteli.	
   El	
   seguiment	
   de	
   tiam1	
   i	
   vcl	
   poden	
   tenir	
  
interès	
  per	
  a	
  monitoritzar	
  la	
  transició	
  colitis-­‐càncer.	
  

10. El	
   balanç	
   apoptosi-­‐proliferació	
   es	
   pot	
   veure	
   desequilibrat	
   per	
   la	
  
sobreexpressió	
  de	
  birc5	
  i	
  btg2,	
  dianes	
  de	
  miR-­‐145	
  i	
  miR-­‐21	
  respectivament,	
  que	
  són	
  
inhibidors	
  de	
  l’expressió	
  del	
  supressor	
  tumoral	
  p53.	
  El	
  seguiment	
  de	
  l’expressió	
  de	
  
birc5	
  i	
  de	
  btg2	
  poden	
  ser	
  útils	
  com	
  indicadors	
  de	
  progressió	
  tumoral.	
  

11. Tot	
  i	
  la	
  disminució	
  dels	
  nivells	
  d'expressió	
  del	
  factor	
  antiapoptòtic	
  Bcl-­‐2	
  en	
  els	
  
tumors	
   del	
   grup	
   AD,	
   la	
   resistència	
   a	
   l’apoptosi	
   en	
   el	
   teixit	
   tumoral	
   podria	
   estar	
  
mediada	
   per	
   PAK4,	
   KLF4	
   i	
   RTKN,	
   dianes	
   de	
   miR-­‐145.	
   La	
   inhibició	
   farmacològica	
  
d’aquests	
  elements	
  pot	
  tenir	
  interès	
  com	
  a	
  mecanisme	
  per	
  a	
  frenar	
  la	
  tumorigènesi.	
  	
  

12. Altres	
  dianes	
  d’interès	
  putatiu	
  són:	
  Peli1	
  (diana	
  de	
  miR-­‐21),	
  relacionada	
  amb	
  
la	
  regulació	
  de	
  la	
  via	
  de	
  senyalització	
  dels	
  TLRs;	
  ANG2	
  i	
  HIF-­‐1α	
  (dianes	
  de	
  miR-­‐145),	
  
implicades	
  en	
   la	
  potenciació	
  de	
   l'angiogènesi;	
  SMAD3	
   i	
   IRS-­‐1	
   (dianes	
  de	
  miR-­‐145),	
  
SMAD7	
   (diana	
   de	
   miR-­‐21),	
   STAT6,	
   JAK2	
   (dianes	
   de	
   miR-­‐135a),	
   per	
   la	
   seva	
  
participació	
  en	
   la	
   regulació	
  de	
   la	
  via	
  TGFβ	
   i	
   la	
  proliferació	
   tumoral;	
   Jag1	
   (diana	
  de	
  
miR-­‐21)	
  que	
  afecta	
  a	
  la	
  diferenciació	
  cel·∙lular,	
  i	
  Notch1,	
  Notch2	
  (dianes	
  de	
  miR-­‐34a)	
  
pel	
  seu	
  paper	
  clau	
  en	
  la	
  diferenciació	
  cel·∙lular	
  i	
  la	
  inhibició	
  de	
  l’apoptosi.	
  

13. A	
  partir	
  de	
  les	
  mostres	
  de	
  teixit	
  humà	
  sà,	
  colític	
  i	
  adenomatós,	
  l'anàlisi	
  GO,	
  la	
  
comparació	
  entre	
  els	
  diferents	
  grups,	
  i	
  la	
  literatura,	
  ens	
  han	
  permès	
  seleccionar	
  un	
  
llistat	
  de	
  gens	
  candidats	
  a	
  biomarcadors	
  de	
  la	
  tumorigènesi	
  en	
  el	
  còlon	
  i	
  que	
  també	
  
podrien	
  estar	
  associats	
  a	
  inflamació.	
  Entre	
  els	
  gens	
  candidats	
  destaquen:	
  	
  

•  gens	
  que	
  participen	
  en	
  la	
  reparació	
  del	
  DNA:	
  brca1,	
  brca2,	
  nbn,	
  i	
  tp53;	
  

•  gens	
  que	
  intervenen	
  en	
  la	
  biogènesi	
  dels	
  miRNAs:	
  smad3	
  i	
  brca1;	
  

•  gens	
   que	
   regulen	
   vies	
   de	
   senyalització	
   relacionades	
   amb	
   la	
   inflamació:	
  
fcer1g	
   intervé	
   en	
   la	
   inflamació	
   intestinal	
   (principalment	
   com	
   a	
   receptor	
  
d'IgE);	
  a2m	
  que	
  inhibeix	
  proteïnases	
  i	
  intervé	
  en	
  la	
  regulació	
  de	
  la	
  resposta	
  
immune;	
  dock2	
  sobre	
  NF-­‐κB;	
  atf4	
  regula	
  l’expressió	
  de	
  cox-­‐2;	
  i	
  cxcl12	
  sobre	
  
la	
  quimiotaxi	
  al	
  tracte	
  digestiu;	
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•  gens	
   que	
   intervenen	
   en	
   vies	
   de	
   proliferació:	
   dock2,	
   smad3,	
   itga8,	
   eps8,	
  
rhou,	
  i	
  nrp1;	
  

•  gens	
  que	
  regulen	
  processos	
  d’angiogènesi:	
  ptk2b	
  i	
  nrp1;	
  

•  gens	
  que	
  poden	
  afectar	
  a	
  la	
  supervivència	
  cel·∙lular:	
  ptk2b.	
  

Considerem	
  que	
  la	
  quantificació	
  a	
  gran	
  escala	
  de	
  l’expressió	
  d'aquest	
  llistat	
  de	
  
gens	
  en	
  mostres	
  de	
  còlon	
  amb	
  displàsies	
  de	
  diferent	
  grau,	
  permetria	
  corroborar	
  
quins	
  d’ells	
  presenten	
  major	
  correlació	
  amb	
  la	
  severitat	
  de	
  lesions	
  i	
  poden	
  tenir	
  
aplicabilitat	
  com	
  a	
  biomarcadors.	
  	
  

14. La	
   resposta	
   dels	
  monòcits	
   de	
   pacients	
   amb	
  UC	
   a	
   lligands	
   de	
   TLR-­‐4,	
   és	
  més	
  
marcada	
   que	
   l'observada	
   en	
   individus	
   sans.	
   El	
   perfil	
   secretor	
   dels	
   monòcits	
   de	
  
pacients	
  d'UC,	
  pot	
  condicionar	
  un	
  deteriorament	
  més	
  acusat	
  de	
   la	
   funció	
  barrera,	
  
propiciant	
  una	
  activació	
  immunitària	
  amb	
  efectes	
  amplificadors	
  sobre	
  la	
  proliferació	
  
cel·∙lular.	
   La	
   hiperreactivitat	
   de	
   la	
   via	
   TLR4	
   en	
   els	
   monòcits	
   i	
   els	
   macròfags	
   de	
   la	
  
lamina	
  propria	
   pot	
   contribuir	
   a	
   la	
   cronificació	
  de	
   la	
   colitis	
   i	
   incrementar	
  el	
   risc	
  de	
  
desenvolupar	
  CRC.	
  

15. En	
   els	
   animals	
   del	
   model	
   AOM/DSS	
   s’observa	
   una	
   disminució	
   de	
   les	
  
poblacions	
  de	
  cèl·∙lules	
  T	
  totals,	
  Th	
  i	
  Tc,	
  respecte	
  als	
  limfòcits	
  totals,	
  mentre	
  que	
  en	
  
els	
  animals	
  que	
  només	
  reben	
  DSS	
  s’observa	
  un	
  augment.	
  Aquest	
  canvi	
  de	
  tendència	
  
podria	
   ser	
   reflex	
   del	
   biaix	
   d’una	
   situació	
   inflamatòria	
   a	
   un	
   procés	
   tumorigènic.	
  
L’elevada	
  variabilitat	
  experimental	
  en	
  altres	
  poblacions	
  cel·∙lulars	
  que	
  són	
  molt	
  més	
  
minoritàries	
   ha	
   dificultat	
   la	
   demostració	
   del	
   seu	
   valor	
   com	
  a	
   biomarcadors	
   per	
   al	
  
seguiment	
  de	
  l’evolució	
  colitis-­‐càncer.	
  

16. Considerem	
  que,	
   tot	
   i	
   les	
   limitacions	
  en	
  el	
  nombre	
  de	
  mostres	
  de	
  que	
  hem	
  
disposat	
  en	
  aquest	
  estudi,	
  l'increment	
  de	
  la	
  població	
  de	
  cèl·∙lules	
  Th17	
  i	
  de	
  monòcits	
  
en	
  mostres	
  de	
  sang	
  perifèrica	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC	
  en	
  brot,	
  tant	
  en	
  comparació	
  amb	
  
els	
   individus	
   sans	
   com	
   els	
   pacients	
   en	
   remissió,	
   mostra	
   la	
   utilitat	
   d'aquestes	
  
poblacions	
  per	
  a	
  monitoritzar	
  la	
  resposta	
  al	
  tractament	
  de	
  pacients	
  amb	
  UC.	
  	
  

17. Donat	
   que	
   actualment	
   els	
   pacients	
   de	
   colitis	
   reben	
   sistemàticament	
  
tractament	
  pal·∙liatiu,	
  un	
  estudi	
  exhaustiu	
  sobre	
  el	
  model	
  animal	
  emprat	
  en	
  aquest	
  
treball	
   és	
   una	
   bona	
   eina	
   per	
   identificar	
   els	
   mecanismes	
   de	
   transició	
   inflamació-­‐
càncer	
  sense	
  la	
  interferència	
  ocasionada	
  per	
  la	
  farmacoteràpia.	
  	
  

18. El	
  model	
  murí	
   AOM/DSS	
   també	
   pot	
   ser	
   adient	
   per	
   contrastar	
   el	
   valor	
   dels	
  
tractaments	
   preventius	
   de	
   desenvolupament	
   de	
   CRC	
   i	
   per	
   aportar	
   informació	
  
rellevant	
  sobre	
  els	
  mecanismes	
  que	
  intervenen.	
  	
  

	
  
	
  



	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  



	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

"After	
  climbing	
  a	
  great	
  hill,	
  
one	
  only	
  finds	
  that	
  there	
  are	
  many	
  more	
  hills	
  to	
  climb."	
  

	
  ("Després	
  d'escalar	
  una	
  muntanya	
  molt	
  alta,	
  descobreixes	
  que	
  hi	
  ha	
  moltes	
  altres	
  
muntanyes	
  per	
  escalar.")	
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